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A telomerase é a enzima responsavel pela proliferagdo
descontrolada de células tumorais. A estabilizagdo, por
ligandos, das estruturas de G-quadruplexes de ADN tem
vindo a ser apontada como uma estratégia promissora na
inibicdo da telomerase em terapias de cancro. Neste trabalho
foram estudadas varias porfirinas e ftalocianinas catiénicas
como potenciais ligandos estabilizadores de G-quadruplexes
de ADN.

Selecionou-se, como padrdo, uma das porfirinas mais
estudadas nesta area de investigagdo, a meso-tetraquis(N-
metilpiridinio-4-il)porfirina (TMPyP), que apresenta como forte
limitagdo a sua baixa seletividade para G-quadruplexes. Os
estudos de afinidade e seletividade dos ligandos
selecionados recorrendo a técnicas de espectroscopia de
ultravioleta-visivel mostraram que, quer a coordenacdo do
nucleo da porfirina TMPyP com o ido metalico zinco(ll) quer a
presenca de unidades de piridina cationizadas nas posicoes
beta pirrélicas contribuem fortemente para o aumento da
seletividade destes ligandos para G-quadruplexes.
Relativamente a serie de ftalocianinas selecionadas foi
possivel concluir que a existéncia de um equilibrio entre o
numero e posicdo das cargas positivas na estrutura destes
ligandos é fundamental para a existéncia de seletividade para
estruturas de G-quadruplexes.

Os resultados dos estudos anteriores foram ainda
corroborados recorrendo a técnicas espectroscopicas de
fluorescéncia. Para os ligandos mais promissores foram
também feitos estudos preliminares sobre as alteragdes
conformacionais induzidas pela presenga dos ligandos nas
estruturas dos G-quadruplexes, usando o dicroismo circular.
Neste trabalho foi também desenvolvido um método de
screening competitivo que permite avaliar a afinidade e
seletividade para G-quadruplexes de novos ligandos de uma
forma rapida e econdmica. O desenvolvimento deste método
envolveu uma grande componente de otimizacdo de
condicdes experimentais, sendo a sua utilizagao possivel em
espetrofotdmetros convencionais ou em espetrofotdmetros
com leitor de placas.
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Telomerase is an enzyme responsible for the unlimited
proliferation of cancer cells and the stabilization of DNA
(deoxyribonucleic acid) G-Quadruplex structures has been
pointed out as a promising strategy for telomerase inhibition in
cancer therapies. In this work, several cationic porphyrins and
phthalocyanines were studied as potential DNA G-
Quadruplexes stabilizing ligands.

One of the most studied porphyrins in this field of research,
the meso-tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)porphyrin (TMPyP)
presents, as a strong limitation, low selectivity for G-
Quadruplexes. In these studies, TMPyP was selected as the
standard. The studies of affinity and selectivity of selected
ligands, using ultraviolet-visible spectroscopy techniques,
have shown that either the coordination of the porphyrin
TMPyP core with the zinc(ll) metal ion or the presence of
pyridine units cationized in the beta pyrrolic positions strongly
contribute to increase the selectivity of these ligands to G-
quadruplexes.

With respect to the series of the selected phthalocyanines, it
was possible to conclude that the existence of a balance
between the number and position of the positive charges in
the structure of these ligands is crucial for the existence of
selectivity for G-quadruplex structures. Two of the studied
phthalocyanines showed high selectivity and affinity to G-
quadruplex structures, thus being identified as promising
ligands in telomerase inhibition.

The results of previous studies were further corroborated
using spectroscopic fluorescence techniques. For the most
promising ligands, preliminary studies of conformational
changes induced by the presence of ligands in G-
Quadruplexes structures were also performed, using circular
dichroism.

In this work, a competitive screenning method that allows the
evaluation of the affinity and selectivity of new ligands for G-
quadruplexes, in a fast and economic way, was developed.
The development of this methodology involved a large
component of experimental conditions optimization, its
application being proposed for conventional
spectrophotometers or plate reader spectrophotometers.
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Preambulo

O cancro ¢ um conjunto de doengas somaticas, caracterizado pela proliferacao
descontrolada das células e ¢ responsavel por milhdes de mortes em todo mundo. Apesar
dos avancos constantes na medicina, esta doenga continua a ser um grave problema de saude
publica estando em segundo lugar na lista das principais causas de morte em todo o mundo.!

A quimioterapia e a radioterapia sdo tratamentos bem-sucedidos em alguns tipos de
cancro. No entanto, este tipo de abordagem tem algumas desvantagens, nomeadamente o
desenvolvimento de multirresisténcia por parte de células cancerigenas e os efeitos
secunddrios resultantes da falta de seletividade dos farmacos anticancerigenos. Assim, torna-
se crucial o desenvolvimento de novos farmacos que apresentem uma maior seletividade
para as células tumorais, diminuindo os efeitos secundarios das terapias associadas e
aumentando a taxa de sucesso de tratamento desta doenga.

Durante as ultimas décadas, varios estudos tém sido realizados usando novas
abordagens de investigacdo com o intuito de desenvolver novas estratégias terapeuticas para
o tratamento do cancro.? Uma destas abordagens envolve o estudo dos telomeros, que sdo
estruturas existentes nas extremidades dos cromossomas que t€ém como principais fungdes
manter a estabilidade da estrutura do cromossoma e assegurar que a informacao genética ¢
perfeitamente copiada quando a célula se duplica.’

Outros estudos indicaram que ao longo de sucessivas divisdes celulares o tamanho
dos telomeros vai diminuindo progressivamente, e que células com telémeros curtos, que se
encontram numa situacdo limite de mutagdo, sdo eliminadas, ficando o processo de
renovacdo celular comprometido, uma vez que as células eliminadas ndo sdo substituidas
por outras.*”’

A investigacdo envolvendo os teldomeros intensificou-se, tendo sido mais tarde
descrito ndo s6 que o tamanho dos teldémeros vai diminuindo, a cada divisdo celular, mas
também que a manutencdo do seu comprimento desempenha um papel crucial na
imortalidade das células tumorais.® Em 1985 E. Blackburn e C. Greider® descreveram que
algumas células, como ¢ o caso das células tumorais, tém a capacidade de impedir o
encurtamento dos teloémeros através da expressao de uma enzima, a telomerase. O estudo e
descoberta do mecanismo pelo qual esta enzima acrescenta acido desoxirribonucleico
(ADN) as extremidades dos cromossomas valeram aos trés cientistas americanos, Elizabeth

H. Blackburn, Carol Greider e Jack W. Szostak, o Prémio Nobel de Medicina em 2009.°



Tendo por base estas descobertas, t€m vindo a ser desenhadas e estudadas novas
moléculas com caracteristicas promissoras para inibicdo da telomerase e consequente
interrupgdo na proliferacdo descontrolada das células cancerigenas.

Assim, nas proximas sec¢des serdo abordados alguns conceitos relacionados com
este tema, bem como sobre duas classes de macrociclos, as porfirinas e as ftalocianinas, cuja
utilizacdo como potenciais farmacos tém vindo a despertar um interesse crescente na

comunidade cientifica.
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1. Introducio

1.1. Os telomeros e a importincia da telomerase

As extremidades dos cromossomas sdo constituidas por sequéncias de nucleotideos
repetidas, centenas ou milhares de vezes. Nos humanos esta sequéncia € constituida por
timina (T), adenina (A) e guanina (G) na sequéncia TTAGGG. Estas regides repetitivas na
extremidade dos cromossomas sdo designadas por telomeros e foram descobertas, em 1938,
por Muller.!® Como ja foi anteriormente referido, os telomeros protegem as regides internas
dos cromossomas mantendo a sua estabilidade e asseguram que toda a informagdo genética
¢ perfeitamente copiada quando a célula ¢ duplicada. Para além disso, estes impedem a
jungdo de extremidades entre cromossomas consecutivos.?

Para que a duplicacdo do ADN possa ser iniciada ¢ necessaria a introdu¢do de um
primer de acido ribonucleico (ARN) para que, a partir deste, o processo de replicagdo se
desenvolva. Numa das cadeias do ADN esse primer nunca ¢ adicionado na regido telomérica
e assim, esta nunca ¢ duplicada. Em 1972 J. Watson designou este fenomeno como end-
replication problem.'":!?

Mais tarde, Olovnikov, identificando o mesmo problema, foi mais longe afirmando
que este resultaria num encurtamento gradual dos telémeros a cada ciclo de replicacdo
(figura 1).!3 O encurtamento de teldmeros foi relacionado ao envelhecimento celular e a
perda progressiva dos telomeros pode explicar a razdo pela qual as células somente se podem
dividir um determinado namero de vezes.!>:!4

A telomerase, enzima responsavel pela manutengdo do tamanho dos telomeros, ¢
constituida por uma proteina, a telomerase reverse transcriptase (TERT), e por uma

molécula de ARN chamada telomerase ARN component (TERC)."> Esta enzima sintetiza

ADN por complementaridade em relagdo a uma cadeia de ARN 515
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Figura 1 - Esquema representativo do encurtamento gradual de um unico

Cromossoma. A numeragio representa o numero de eliminag¢des que ocorreram nesse telomero.!?

A TERC ¢ constituida por citosina (C) adenina (A) e uracilo (U) e apresenta a
sequéncia CAAUCCCAAUC, que funciona como molde para a telomerase sintetizar, por
complementaridade, o ADN necessario. Desta forma, segmentos de material genético
perdido durante a mitose podem ser substituidos, uma vez que a sequéncia TTAGGG, ou

T>2AGs, ¢ adicionada repetidamente a extremidade 3° da cadeia (figura 2).'°

TTAGGG
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Figura 2 - Mecanismo de acao da telomerase. A telomerase ativada estabilizada pela
disquerina.'®

A atividade da telomerase varia consoante o tipo de células.!”!® As células somaticas
ndo cancerosas, que nao estdo diretamente envolvidas na reproducado, sofrem encurtamento
dos seus telomeros sempre que ocorre divisdo celular. Este encurtamento acontece uma vez
que a telomerase tem muito baixa atividade neste tipo de células, levando assim ao
envelhecimento e morte celular.

Em células estaminais e germinativas a telomerase esté ativa e, por isso, ndo ocorre

o encurtamento dos telomeros nem morte celular. Em células neoplasicas ou cancerosas, a



telomerase tem um elevado nivel de atividade justificando a sua multiplicacdo de forma
descontrolada.!” A semelhanca das células somaticas ndo cancerosas, também as células
cancerosas sofrem encurtamento dos telomeros na auséncia da telomerase, conduzindo a
interrupg¢do do ciclo celular (senescéncia) ou a morte celular por apoptose. Assim, a
repressao ou regulacdo rigorosa da telomerase em humanos pode funcionar como supressor
de tumores. 2!

As principais vantagens de utilizar a telomerase como alvo, em comparagdo com
outros alvos em processos oncoldgicos, incluem para além da sua especificidade para células
cancerigenas, a sua relativa universalidade e originalidade.?® A telomerase surge sobre
expressa em cerca de 80-90% dos tumores sendo essencial para a manutengdo a longo prazo
dos telomeros das células cancerigenas que, por sua vez, sdo fundamentais para a
sobrevivéncia das mesmas.!®?> Nenhum outro gene associado a processos oncologicos esté
tdo amplamente expresso em tumores.?’ Além disso, a baixa expressdo desta enzima em
tecidos normais ndo s6 confere um certo grau de especificidade a firmacos que t€ém como
alvo a telomerase mas também reduz a probabilidade de citotoxicidade acrescida em células
de tecidos normais.>!*?° Por tltimo, a telomerase ¢ codificada por genes ndo-redundantes
(Gnicos) diminuindo assim a propensao, por parte dos tumores, a desenvolver resisténcia as
terapias com base na telomerase.??Assim, a procura e desenvolvimento de farmacos
anticancerigenos que atuem ao nivel da inibi¢do da telomerase podem ter uma ampla janela
terapéutica e podera tornar possivel o controlo da proliferagdo descontrolada caracteristica
de células cancerigenas.

Em seguida sera feita referéncia aos G-quadruplexes, estruturas que se podem
encontrar nas regides teloméricas e que estdo também envolvidas na abordagem aqui

apresentada de inibi¢ao da telomerase.

1.2. G-quadruplexes

A principal estrutura secundaria do ADN ¢ a dupla-hélice descoberta por Watson e
Crick em 1953.%* Contudo, por ser uma molécula bastante maleavel, o ADN pode adotar
uma variedade de outras conformagdes. Quando sequéncias dentro de uma Unica cadeia de
ADN sdo complementares umas as outras pode haver emparelhamento entre elas, através de

pontes de hidrogénio. Este emparelhamento produz regides bifilamentares dando origem a



outras estruturas secundérias. Um exemplo muito comum deste tipo de estruturas sdo os

hairpins (figura 3), nome devido a sua estrutura ser semelhante a um gancho de cabelo.?

Figura 3 - Hairpin de ADN?¢

O ADN pode também formar triplexes e quadruplexes (figura 4). No primeiro caso
trés cadeias unem-se entre si, por exemplo quando uma guanina se liga a uma citosina do
par de bases G-C, formando o trio G-C-G.?’-2° No caso dos quadruplexes, quatro cadeias de
ADN unem-se entre si também por pontes de hidrogénio. Estas estruturas sdo mais raras e
ocorrem em cadeias com aprecidveis quantidades de guanina como ¢ o caso dos telémeros

de células eucariotas.?

Triplex Quadruplex

Figura 4 - Estruturas de ADN de ordem superior (adaptado de 30)

Sequéncias de acidos nucleicos ricas em guaninas podem formar G-quadruplexes se
quatro guaninas, da mesma cadeia ou de cadeias diferentes, se ligarem entre si por pontes de
hidrogénio do tipo Hoogsteen, e formarem um quarteto de guanina (figura 5). Estes quartetos
de guanina, também chamados tétradas de guanina, podem interagir entre si através de
interagdes nt-rt € formar arranjos empilhados conhecidos como G-quadruplex (figura 6).!33
Os G-quadruplexes foram descritos pela primeira vez, por Gellert, como sequéncias ricas

em bases de guanina que poderiam ser organizadas de forma tetramérica e estas foram

observadas por cristalografia por difragdo de raios X.**
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Figura 5 — Formagio do quarteto de guanina na presenga de catifio estabilizador>’
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Figura 6 - Estrutura de um G-quadruplex intramolecular. Quarteto de guanina e G-
quadruplex resultante do empilhamento de trés quartetos de guanina na presenca de catides

estabilizadores. (adaptado de 36)

Sdo dois os fatores principais que contribuem para a estabiliza¢do da estrutura dos
G-quadruplexes, as ligacdes de Hoogsteen e a presenga de catides. As oito ligacdes de
Hoogsteen presentes num quarteto de guanina sdo estabelecidas entre os protdes dos grupos
NH e NH> de uma base (posi¢des 1,2) e os atomos de oxigénio e de azoto da outra (posi¢des
6,7), ajudando a estabilizar a estrutura (figura 5).>** A presenga de catides, geralmente
monovalentes, como por exemplo K*, Na* e NHy4", intercalados entre os quartetos de guanina
¢ também importante para a estabilizacdo dos G-quadruplexes. Estes catides mantém-se
entre dois quartetos de guanina através de interagdes catido-dipolo com oito guaninas. Essas
interagdes diminuem a repulsdo eletrostatica dos atomos de oxigénio centrais, aumentando
a forca das pontes de hidrogénio e estabilizando o empilhamento dos quartetos de

guanina.337-38



A estabilizagdo conferida pela presenga de ides depende dos ides monovalentes
presentes e do seu poder de estabilizacdo, tendo sido estabelecida a seguinte ordem de
estabilizagdo: K' > NH4" > Rb* ~ Na* > Cs" > Li".?® O raio i6nico do potassio € as sua
elevada concentragao intracelular justificam o seu maior poder estabilizador e também a sua
ampla utilizagdo quando se pretende induzir a formagio de G-quadruplexes em solugdo.**-
4

Apesar da formag¢do de G-quadruplexes resultar sempre do empilhamento de
quartetos de guanina estes podem apresentar carateristicas diferentes no que diz respeito a
estequiometria das cadeias, a presenc¢a ou nao de /oops e ao tipo de catides metalicos a eles
coordenados.

Dependendo do niimero de cadeias envolvidas na sua formacao, os G-quadruplexes
podem apresentar diferentes topologias, sendo designados como intramoleculares se, na sua
formagao, esta envolvida uma tnica cadeia de ADN longa, ou como intermoleculares se sdo
formados por associacdo de véarias cadeias de ADN. Dependendo também do nimero de
cadeias envolvidas, os G-quadruplexes podem ser unimoleculares, bimoleculares ou
tetramoleculares quando na sua formagao estdo envolvidas uma, duas ou quatro cadeias de
ADN, respetivamente,33-38:4344

Exemplos destas estruturas sio o ADN telomérico humano, formado pela sequéncia
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG (representada de forma simplificada como
(T2AGs3)s), que forma G-quadruplexes intramolecular unimoleculares*>+
GGGGTTTTGGGG e TTGGGGGT (representada de forma simplificada como G4T4G4 e

T>GsT, respetivamente) que ddo origem a G-quadruplexes intermoleculares bimolecular*! e

e as sequéncias

tetramolecular,® respetivamente.

A direcdo das cadeias ¢ também uma caracteristica importante e € responsavel pela
existéncia de diferentes tipos de conformacgdes, descritas como paralelas, antiparalelas ou
mistas (figura 7). No caso de conformacgdes antiparalelas, duas das cadeias encontram-se
numa dire¢do e as outras duas em direcdo oposta. Nas conformacdes paralelas a cadeia ou
cadeias que as formam t€m todas a mesma dire¢do. Para que tal seja possivel em estruturas
uni e bimoleculares ¢ essencial a presenca de /oops que revertam a orientacao da cadeia. Nos
G-quadruplexes com conformacdo mista, também chamados de G-quadruplexes hibridos, a
progressao da cadeia ou cadeias ¢ feita sempre no mesmo sentido, com excec¢ao de um dos

lados 38,43,44
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Figura 7 - Topologias possiveis dos G-quadruplexes

Como foi referido anteriormente, as estruturas dos G-quadruplexes podem conter
loops assumindo a sequéncia e tamanho destes um papel importante na determinagdo da
topologia dos quadruplexes. Os loops podem ser externos ou laterais (figura 8) e sdo
formados por bases de cadeia simples que ndo estdo envolvidas na formagdo dos quartetos
de guanina, podendo eles proprios, interagir ou formar ligagdes de hidrogénio com outras
moléculas.**

Os G-quadruplexes intramoleculares apresentam, geralmente, trés /oops de forma a
ser possivel a formagdo dos quartetos de guanina a partir de uma Unica cadeia e os G-
quadruplexes bimoleculares apresentam apenas dois. No caso dos G-quadruplexes

tetramoleculares a presenga de loops néo € relevante para a sua formagdo.’84
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Loops laterais Loops externos inversores da cadeia

o

Loop externo diagonal

Figura 8 - Exemplos de loops externos e laterais em G-quadruplexes (adaptado de 44)

A conformacdo mais simples de um G-quadruplex € aquela que contém quatro
cadeias curtas e simples de ADN contendo guaninas que se auto-associaram para formar um
G-quadruplex intermolecular, como ¢ exemplo a sequéncia TGGGGT, ou TG4T. Contudo,
a partir de uma mesma sequéncia, a topologia do G-quadruplex pode variar, dependendo das
caracteristicas de coordenagdo com o catido metalico isto €, a presenga de catides diferentes
pode dar origem a diferentes conformagdes.’®*4 Por exemplo, a sequéncia de ADN
telomérico humano, (T2AGs)s, em solugdo de sodio forma uma estrutura com topologia
antiparalela com um /oop externo diagonal e dois /oops laterais, denominada de estruturas
“tipo cesto” ou basket. Por outro lado, o complexo de potassio com a mesma sequéncia tem
estruturas variaveis e complicadas, incluindo estrutura antiparalela “tipo cesto” ou “tipo
cadeira”, estrutura cristalografica paralela “tipo hélice” e estrutura do “tipo misto” com uma
hélice e dois loops laterais.*”*

Blackburn descreveu a presenga de sequéncias repetitivas ricas em guanina,
localizadas no telomero, capazes de formar estruturas estaveis e complexas, os G-
qudruplexes,® que constituem formas de ADN de ordem superior particularmente relevantes
em areas do genoma, como os telomeros. A estabilizacdo de G-quadruplexes nos telémeros
¢ de extrema importdncia uma vez que esta estabilizagdo poderd inibir a atividade da
telomerase, que, como ja referido, se encontra sobre-expressa numa vasta gama de células
cancerigenas.* Pequenas moléculas que estabilizam a estrutura G-quadruplex dos telémeros
podem inibir a atividade da telomerase pois bloqueiam o substrato de telomeros isto €, o
ADN de cadeia simples, em estrutura do tipo quadruplex.®

A presenca de G-quadruplexes estd também relacionada com a regulacdo da

expressdo genética pois estas estruturas estdo também presentes na regido promotora de
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diversos oncogenes, tais como c-MYC, KRAS e ¢-Kit.33*»3! Em 2006, S. Cogoi € L. Xodo
provaram que a formacdo de G-quadruplex na regido promotora destes oncogenes esta
diretamente ligada ao bloqueio da acdo da ADN polimerase e, consequentemente, a paragem
da “maquinaria” de transcri¢do destes genes.>? Tal como nos telomeros a estrutura em
quadruplex impede a ligacdo da telomerase ao ADN, a formacao de quadruplexes em regides
promotoras de oncogenes impede a ligagdo da ADN polimerase a estas regides, pois tanto a
telomerase como a ADN polimerase apenas desempenham as suas fungdes quando o ADN
se encontra como cadeia simples.>%>2

Uma vez que a telomerase e estes oncogenes estdo relacionados com o ciclo e
proliferacdo celular a sua inibi¢do, por estabilizacdo dos G-quadruplexes por parte de
ligandos, induz interrup¢do do ciclo celular, culminando em morte celular por
apoptose, 19385354

A formacdo de G-quadruplexes in vivo tem gerado controvérsia retirando valor a
estratégias baseadas na sua estabilizagdo. Contudo, em 2013, um estudo realizado em
Cambridge, utilizando um anticorpo especificamente desenhado para detetar G-
quadruplexes, demonstrou pela primeira vez a sua presenca em células humanas, validando
possiveis terapéuticas usando ligandos estabilizadores de G-quadruplexes.’*Assim, a
estabilizacdo dos G-quadruplexes por ligandos especificos, de modo a inibir a atividade da
telomerase e como consequéncia a capacidade proliferativa das células cancerosas, mostra-
se uma terapéutica promissora para o controlo da proliferagdo descontrolada observada em
células tumorais e consequentemente no combate ao cancro.

Usando a diversidade estrutural dos G-quadruplexes podem ser desenhados e

sintetizados ligandos que estabilizem seletivamente os G-quadruplexes formados nas regides

teloméricas humanas reduzindo assim os efeitos secundarios para as células normais.

1.3. Ligandos estabilizadores de G-quadruplexes

Ao longo dos anos, os G-quadruplexes tém-se tornado alvos moleculares cada vez

mais atrativos e, foi demostrado que catides monovalentes simples, como o K* ou o Na*

podem induzir e estabilizar os G-quadruplexes.’>—>’

Inspirados nestas pequenas moléculas,
um elevado nimero de estudos foi realizado, com o objetivo de desenvolver ligandos
capazes de estabilizar estas estruturas de ADN, inibir a atividade enzimatica da telomerase

em células tumorais e assim impedir a sua proliferagdo.3¥47-58:59
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Para que um ligando seja eficiente na estabilizagdo dos G-quadruplexes e
consequente inibi¢ao da telomerase este deve reunir um conjunto de propriedades essenciais
tais como alta afinidade para os G-quadruplexes (k = 10° M), alta seletividade para os
G-quadruplexes em relagdo ao ADN de cadeia dupla e boa solubilidade em meio aquoso.®°
Moléculas que reunam este conjunto de carateristicas tornam-se promissoras e potenciais
estabilizadores de G-quadruplexes. As interagdes entre um ligando e os G-quadruplexes
poderdo ocorrer no quarteto de guaninas terminal, entre os quartetos, nos /oops ou no canal
central do G-quadruplex.3%6°

Estudos anteriores demostraram que complexos metalicos interagem fortemente com
os G-quadruplexes uma vez que originam interagdes m-m mais fortes.*® Estes complexos
metalicos tém demostrado uma maior seletividade em relagdo a compostos sem metais na
sua constitui¢do, aumentando assim o seu interesse molecular nesta area de estudo.®!
Também os ligandos catidnicos demonstraram ter uma maior afinidade e seletividade para
G-quadruplexes quando comparados com ligandos neutros ou anidnicos.’'~%* A localiza¢do
da carga no ligando mostrou também ser um fator relevante.®*

Neste trabalho, serdo analisados dois tipos de moléculas que tém dado origem a

resultados bastante promissores na estabilizagdo de G-quadruplexes: as porfirinag®-6>-70

e as
ftalocianinas.®26%7"7* Serdo em seguida apresentadas as caracteristicas estruturais destes
dois tipos de macrociclos, bem como alguns estudos ja realizados usando estas familias de

compostos.

1.3.1. Porfirinas: consideracoes gerais e atuacio como agentes terapéuticos

O nome "porfirina" vem da palavra grega moppipa que significa parpura.”>As
porfirinas sdo macrociclos aromaticos constituidas por quatro unidades de tipo pirrol ligadas
por quatro pontes metinicas (figura 9). O anel aromaético da porfirina apresenta um total de
22 eletrdes 7 no sistema conjugado. Em resultado deste sistema conjugado estas moléculas

possuem tipicamente bandas de absor¢ao muito intensas na regido visivel.
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Figura 9 - Macrociclo tetrapirrdlico presente em porfirinas e respetiva numeracio de

acordo com a nomenclatura IUPAC??

Estas moléculas orgénicas e andlogos encontram-se naturalmente nos organismos
vivos, sendo os seus representantes mais comuns o grupo heme’®”’ (figura 10a) e a clorofila
a’® (figura 10b). O grupo heme encontra-se em varias hemoproteinas como a hemoglobina,
a mioglobina, catalases e citocromos que estdo envolvidas em importantes fungdes vitais do
organismo. Por exemplo, a hemoglobina e a mioglobina sdo responsaveis pelo transporte e
armazenamento de oxigénio e os citocromos estdo relacionados com o transporte de
eletrdes.’® Por sua vez, a clorofila a é um elemento essencial para a fotossintese nas plantas,
uma vez que esta tem a capacidade de captar energia luminosa e transmiti-la a moléculas
vizinhas na forma de energia quimica.”® As porfirinas estdo portanto relacionadas com

inimeras fung¢des biologicas vitais, assumindo grande importancia molecular.

O,;l\ o%‘ow

@ (®)
Figura 10 - Estruturas de macrociclos tetrapirrolicos de ocorréncia natural: (a) grupo

heme; (b) clorofila a >
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O primeiro sistema de nomenclatura para as porfirinas foi criado por H. Fischer, no
entanto, o sistema de nomenclatura atualmente mais usado segue a proposta da IUPAC.
Nesta, todos os dtomos presentes no macrociclo sio identificados por numeros tendo-se
convencionado que os hidrogénios ligados aos atomos de azoto estdo localizados nas
posicdes 21 e 23. Da nomenclatura de H. Fischer, alguns termos como a indicagdo das
posicdes 5,10,15 e 20 por posigdes meso e as posicdes externas dos pirrois (e.g. 7,8) por
posi¢des beta-pirrolicas sao ainda vulgarmente utilizados por investigadores que trabalham
nesta area (figura 9).”

Os espetros de absor¢do de ultravioleta-visivel caracteristicos das porfirinas
apresentam uma banda principal de absor¢@o entre os 390 e os 425 nm, designada por banda
Soret e quatro outras bandas, menos intensas, designadas por bandas Q (figura 11). Do
mesmo modo, porfirinas complexadas com metais, as metaloporfirinas, apresentam também
espetros de UV-vis caracteristicos, os quais diferem dos anteriores por apresentam apenas

duas bandas Q, designadas por bandas a e f3.

Saret Band
(0]
[&]
=
3
“5 Q Bands
B /\'
|\1
< or g
\’\/\/‘\_
] |
<00 600
Wavelength (nm)

Figura 11 - Espetro de absorcao de UV-vis caracteristico de uma porfirina

Estes espectros podem sofrer alteragdes nomeadamente desvios batocrémicos,
hipocrémicos ou hipercromicos, que estdo muitas vezes relacionadas com o seu auto-
empilhamento (agregacdo) ou com a interacdo com outros compostos, por exemplo
estabelecendo com eles ligagdes do tipo m-m.

Na terapia fotodinamica do cancro, a porfirinas t€ém alcangado um crescente interesse
cientifico em grande parte devido a sua capacidade de acumulagao preferencial em tecidos
tumorais e a sua capacidade, apds irradiagdo com luz branca, de gerar espécies citotoxicas
de oxigénio, nomeadamente oxigénio singuleto. A conjugacao destes dois fatores conduz a
irradicagdo das células tumorais de uma forma selectiva.®

Com base no arranjo planar dos anéis aromaticos da porfirina alguns pesquisadores

propuseram que estes compostos se ligam aos G-quadruplexes por meio de empilhamento
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nos seus quartetos. Foram entdo propostos dois modelos de ligagdo G-quadruplex/porfirina
distintos, um modelo, baseado em dados de fotocaptacdo, prevé que as moléculas de
porfirina se empilhem externamente nos quartetos de guanina localizados nas extremidades
de G-quadruplex,®' o outro modelo propde, com base em modelos moleculares ¢ medidas
estequiométricas, que as moléculas de porfirina intercalam entre dois quartetos de guanina.®’
Embora os dados de espectroscopia e os estudos de modelos moleculares apoiem os dois
modelos, os dados de fotocapacidade fornecem a melhor evidéncia experimental para o
modelo de empilhamento externo.®!-8?

A meso-tetraquis(N-metilpiridinio-4-il)porfirina (TMPyP4) (figura 12a) foi uma das
primeiras moléculas sintéticas a ser estudada como ligando estabilizador de G-
quadruplexes.®? Esta exerce varios efeitos nas células, como por exemplo, a inibi¢do da
helicase RecQ,®® a diminuig¢do dos niveis de ¢-MYC e a inibi¢do da telomerase.®® Apesar
disso, a TMPyP4 tem demonstrado ser pouco seletiva para G-quadruplexes uma vez que
também exibe uma consideravel capacidade para se ligar a ADN de cadeia dupla.”*3* A sua
baixa seletividade pode dar origem a citotoxicidade em linha celulares ndo cancerigenas
traduzindo-se em efeitos secundarios ndo desejados.®® Este problema pode ser contornado

86 sendo este um dos

modificando a molécula de modo a aumentar a sua seletividade,
objetivos propostos para este trabalho.

Como ja foi referido, compostos contendo metais apresentam uma maior interagao
com os G-quadruplexes e sdo, portanto, mais seletivos para G-quadruplexes. Assim, a
complexacdo da TMPyP4 com metais parece ser uma possibilidade para aumentar a sua
seletividade. Por exemplo, num estudo envolvendo uma porfirina pentacationica
complexada com Mn(IIl) (Figura 12b) foi demonstrado que esta porfirina exibia alta
afinidade e excelente seletividade para G-quadruplexes. No complexo observado entre a
porfirina e o G-quadruplex telomérico humano, formado a partir da sequéncia

(AGsTT)3AGs, o anel da porfirina mostrou estar empilhado no quarteto de guaninas terminal

enquanto os quatro substituintes interagiam com os sulcos.®
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Figura 12 - Estrutura de ligandos de G-quadruplex: a) TMPyP4; b) Porfirina

pentacatiénica coordenada com Mn(III).%°

Apesar da baixa seletividade, a TMPyP4 apresenta propriedades inibitorias
notaveis:®’ prejudica significativamente o crescimento de células K562 (associadas a
leucemia)®® e de células de retinoblastoma,®® causando inibi¢do da telomerase, em ambos os
casos. Também induz o encurtamento dos teldémeros em células de osteossarcomas levando
a apoptose® e mostra inestimavel inibigdo do crescimento numa cultura de células de
mieloma.”® Em outro estudo, a TMPyP4 também aumentou a suscetibilidade ao tratamento

1°! ¢ num xenoenxerto de melanoma.’> Em

de radia¢do num xenoenxerto de cancro cervica
conjunto, esses estudos sugerem que o composto tem propriedades inibidoras promissoras e
que potencialmente podem ser aperfeigoado para uso posterior em aplicagdes clinicas.’’
Mais de 150 anélogos de porfirina foram testados usando cell-free telomerase assay
e DNA synthesis arrest assay, no entanto apenas alguns desses compostos exibiram uma boa
interagdo com G-quadruplex.®? Estudos de relagdo estrutura-atividade mostraram que os
fatores mais importantes e que determinam a interacao entre os ligandos e os G-quadruplexes

sdo o numero de cargas, o comprimento da cadeia lateral e a possibilidade de estabelecer

interagdes por ligagdo de hidrogénio.®?

1.3.2. Ftalocianinas: consideracdes gerais e sua atuacio como agentes

terapéuticos

Tal como as porfirinas as ftalocianinas sdo macrociclos aromaticos e apresentam
quatro subunidades de isoindol (pirrol fundido com um ntcleo benzénico) ligadas entre si

por atomos de nitrogénio (figura 13). As ftalocianinas foram referidas pela primeira vez em

18



1907 por Braun e Tcherniac.”® Na época foi dada pouca atengéo a esta familia de compostos,
contudo, ao longo dos anos os estudos de investigagcdo e a sua utilizagdo na industria tém
provado a importancia destes compostos na criagdo de novos materiais com as mais diversas
aplicagdes, desde sensores quimicos, a utilizagdo em equipamentos para emissdo de luz e

como fotossensibilizadores para a terapia fotodindmica no tratamento do cancro.”*°

Figura 13 - Nucleo das ftalocianinas e respetiva numeragio segundo a [IUPAC"’

As ftalocianinas receberam uma nomenclatura particular definida pela IUPAC em
1979. Todos os seus dtomos sdo numerados com excecdo dos atomos de carbono que ligam
os anéis pirrdlicos aos anéis benzénicos (figura 13). Desta forma ¢ possivel saber facilmente
se temos grupos substituintes na molécula, quantos grupos sdo e onde se localizam.’’

As ftalocianinas apresentam uma grande estabilidade quimica devido a sua
aromaticidade. E, tal como vimos anteriormente para a porfirinas, as ftalocianinas
apresentam um espetro de absor¢ao de UV-Vis carateristico (figura 14). A primeira banda
de absor¢ao, que ocorre entre 300 e 400 nm, chamada de banda B (conhecida vulgarmente
como banda Soret nas porfirinas), apresenta uma elevada importdncia uma vez que ¢
influenciada pelos substituintes ou pela presenga de um metal no interior da ftalocianina.
Para além da banda B, observamos também duas bandas Q entre os 650 e os 750 nm. Quando
uma ftalocianina se encontra ligada a um metal apenas ¢ visivel uma banda Q no seu espetro.
Esta banda ¢ originada por transferéncias eletronicas entre os grupos pirrdlicos e os anéis

benzénicos.
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Figura 14 - Espetro de absor¢io de UV-Vis caracteristico de uma ftalocianina.’’

As ftalocianinas tém um forte sinal de absor¢ao na regido vermelha dos espectros
6ticos (Amax = 670 nm, € = 10° L mol™! cm™) onde a luz penetra mais profundamente nos
tecidos em relagdo a absor¢do mais fraca das porfirinas (Amax = 610 nm, € = 5x10° L mol!
cm!). Essa absor¢do pode ser ajustada tanto pela quimica de coordenagdo quanto pelas
propriedades redox do metal presente na cavidade central e pelo numero e tipo de
substituintes na periferia do macrociclo.”>*%° Estas moléculas tém ainda a capacidade de se
ligar a diversos metais através da substitui¢ao de protdes do interior do macrociclo, podendo
assim originar metaloftalocianinas.”

Sdo em menor numero os estudos que envolvem ftalocianinas e G-quadruplexes
tendo como objetivo a inibi¢do da proliferagdo das células tumorais, quando comparados
com a mesma abordagem usando porfirinas. S3o dois os motivos que justificam este facto,
a complexidade do processo de purificagdo destes compostos'?® e a baixa solubilidade que
as ftalocianinas apresentam na maior parte dos solventes organicos, uma vez que, por serem
altamente planares, apresentam tendéncia para sofrer empilhamento e apresentar baixa
solubilidade.”*!°1:192 Agsim, novas vias para a sintese de ftalocianinas estdo sob investiga¢do
para resolver os problemas de purificagdo e torna-las mais soliveis em agua e menos
propensas a agregagio. 01102

Alguns metais, quando ligados as ftalocianinas, aumentam a sua solubilidade uma
vez que devido ao tamanho e a carga do 130 metalico a sua presenca enfraquece a interagao
intermolecular diminuindo assim os processos de agregacdo.”®!10%1%4 A conjugacdo destas

com unidades de hidratos de carbono também aumenta a sua solubilidade em 4gua.'°!
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Estudos realizados com metaloftalocianinas mostraram que o seu sistema aromatico
mais alargado, comparativamente com o das porfirinas, com dtomos de azoto nas posi¢des
meso conferem uma vantagem espacial e eletronica para empilhar com os quartetos de
guaninas dos G-quadruplex. De facto, complexos de Zn'' ¢ Ni'! de ftalocianinas cationicas
apresentaram maior afinidade para o G-quadruplex telomérico humano quando comparados
com a afinidade observada para complexos de porfirina.5>%* Verificou-se ainda que o
aumento do nimero de cargas positivas aumentou a afinidade para o quadruplex e a inibi¢do
da telomerase e portanto que estes compostos t€ém a capacidade de induzir a formacao de
quadruplexes e de interconverter uma conformagao em outra.

Foi estudada a seletividade in vitro do complexo de zinco de uma ftalocianina
modificada com grupos isopropilguanidinio (Figura 15) para varias sequéncias de ADN ricas
em G, incluindo uma sequéncia do promotor do oncogene ¢c-MYC, uma sequéncia dos
telomeros humanos e uma sequéncia do promotor de oncogene de KRAS.”!”? Os resultados
mostraram que este composto apresenta uma elevada seletividade para G-quadruplexes. A
adi¢do deste composto (em doses ndo citotoxicas) em células conhecidas por sobre-expressar
quer c-MYC quer KRAS resultou numa diminuigdo significativa da expressdo do oncogene

correspondente.

Figura 15 - Complexo de zinco(II) da isopropilguanidinio-ftalocianina’

Tanto as porfirinas como as ftalocianinas apresentam importantes caracteristicas
estruturais que as tornam promissores ligandos de G-quadruplexes, o que esta patente no
numero de trabalhos ja publicados envolvendo estas familias de compostos. As porfirinas
tém demonstrado, no geral, bons resultados de afinidade para G-quadruplexes inibindo a
telomerase e oncogenes relevantes das células tumorais, contudo, sdo ainda pouco seletivas

para os G-quadruplexes. Por outro lado, as ftalocianinas parecem apresentar uma melhor
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seletividade para os G-quadruplexes, em comparacdo com as porfirinas, porém a sua baixa
solubilidade e tendéncia para agregar pode representar uma grande desvantagem. Como ja
referido, a presenga de metais e cargas positivas nos ligandos parece também aumentar a
afinidade e/ou seletividade destes. E por isso essencial a realizagdo de mais estudos de modo
a perceber o potencial de novas moléculas para estabilizar os G-quadruplexes e avaliar a sua

afinidade e seletividade para estruturas do tipo G-quadruplex.

1.4. Métodos para estudar interacées G-quadruplex/ligando

O principal desafio no design destes ligandos ¢ serem seletivos para estruturas do
tipo quadruplex em presenca de grandes quantidades de ADN em cadeia dupla, sendo que
os métodos usados para investigar essas interacdes devem ser capazes de detetar e medir a
seletividade do ligando para G-quadruplex versus ADN de cadeia dupla ou outras estruturas
secundarias.

Pelo facto de os quadruplexes apresentarem elevado grau de polimorfismo estrutural
¢ importante determinar ndo s6 os locais de ligagdo mas também o seu modo de interagao.
Cada técnica tem as suas proprias vantagens e desvantagens e €, em geral, necessario
combinar mais do que um método para obter informacdes completas sobre as caracteristicas
das intera¢des G-quadruplex/ligando.8

Uma grande variedade de técnicas tem sido usada para estudar as interacdes de
diversos compostos com os G-quadruplexes. Estas variam desde métodos simples, usados
para avaliacdo de propriedades como por exemplo a afinidade do ligando ao G-quadruplex,
at¢ métodos mais sofisticados utilizados para a obtengdo de dados cinéticos,
termodinamicos, estequiométricos e conformacionais em estudos de relagdo estrutura-
atividade.

Na tabela 1 encontram-se descritas as diferentes técnicas instrumentais que podem
ser usadas para estudar interagdes entre G-quadruplexes e ligandos. Para cada método, ¢
fornecido um breve enquadramento da sua utilizagdo bem como algumas vantagens e

desvantagens do método.
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Tabela 1 — Técnicas utilizados para estudar as interacoes G-quadruplex/ligando

Utilizagdo pratica Vantagens e Desvantagens
. | Estudo da estabilidade dos G- | Simples, requer pouca
Espetroscopia . . . . 160
., quadruplex e das suas interacdes com | quantidade de material.
UV visivel . 69
ligandos.
Método direto para monitorizagdo de | Requer pequenas
mudangas conformacionais na | quantidades de material;
estrutura  do ADN induzidas por | Nao permite determinar
Dicroismo modificacdes do ambiente, como pH, | inequivocamente o tipo de
circular temperatura, concentragdes ou a adi¢do | conformacgao adotada pelo
de agentes de aglomeragdo. Fornece | quadruplex®”
informagdes sobre os locais de
ligagdo.*
Espectroscopia | Estudo da afinidade e seletividade de | Alta sensibilidade, grande
de ligandos para G-quadruplexes.!'? escala de concentragio
fluorescéncia linear e seletividade'?
Medigoes da | Avaliagdo do grau de estabilizagdo de | Requer pouca quantidade
temperatura de | um G-quadruplex. Muito usado para | de material; ndo permite
desnaturagdo | estudar a seletividade do ligando para | medig¢des precisas das
(melting point) | G-quadruplex versus ADN duplex.®® | constantes de afinidade.®
. Monitorizagdo de interacdo dos | Possibilita a dete¢do de
Ressondncia . L. -~
. ligandos com os G-quadruplex e | varias espécies em
magnetica c e~ s S
elucidacdo da estrutura do complexo | equilibrio e determinacao
nuclear : 5 . a3
ADN-ligando. de populagdes relativas.
Uma das técnicas mais comuns para | Requer pequena
. | estudar as interagcdes ndo covalentes | quantidade de material.
Espectrometria L . . 43 o .
entre acidos nucleicos e ligandos. Permite identificar e
de massa

determinar as massas de
moléculas e complexos.*3

Ressondncia de

Técnica dtica que fornece informagdes
quantitativas sobre a afinidade entre o

Possibilita a comparagao
de forma répida e facil da

lasmonica . .. o 1
5 fici ligando e o ADN permitindo | ligacdo de varios ligandos
e superficie : : . ; :
(S?’R ) determinar a estequiometria, forca e | diferentes com diferentes
cinética da interagdo.” quadruplexes.”
} ) Avaliagdo de parametros | Mede diretamente
Calorimetria S i : .
. ~ termodinamicos, tais como entalpia e | pardmetros
de titulagdo . o A .
. entropia, € determinagdo de constantes | termodinamicos.
isotermica de afinidade e estequiometrias de
(ITC) q

ligagdo.”
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. Estudo da inibicdo da atividade da | A maioria baseia-se em
Ensaio . . - ~
bi o .| enzima telomerase através da avaliagao | reagdes de PCR
ioquimicos in . .
qui da extensdo dos produtos do PCR.8 (Polymerase Chain
vitro : 38
Reaction).

As técnicas mais comuns para estudar a afinidade e a seletividade de ligandos para
estruturas do tipo G-quadruplex sdo as técnicas de espectroscopia Otica, nomeadamente a
espectroscopia de absor¢cdo molecular UV-visivel e a espectroscopia de fluorescéncia. Estes
métodos sdo simples, rapidos, requerem pequenas quantidades de material e sdo de facil
acesso uma vez que os espectrometros utilizados se encontram rotineiramente disponiveis
nos laboratorios.

A espectroscopia de absor¢cdo molecular UV-visivel segue o principio de que as
moléculas usadas como ligandos apresentam uma banda de absorcao caracteristica na regido
do visivel. Quando ocorre interagdo entre o ligando e o G-quadruplex (ou ADN de cadeia
dupla) ocorre um deslocamento desta banda carateristica. A magnitude deste deslocamento
¢ indicativa da for¢a de ligacdo entre o ADN e o ligando, sendo que, quanto maior o
deslocamento maior a forga de ligagdo. Experiéncias envolvendo titulagdo do ADN com o
ligando (ou vice-versa) permitem obter informagdes quantitativas, como estequiometrias e
constantes de ligacdo. Existem varios exemplos recentes em que as interagdes entre o
ligando, porfirina ou ftalocianina, e o G-quadruplex sdo estudadas através de uma titulagdo
por espectroscopia de absor¢do molecular UV-visivel.63:66.69.70.72

A espectroscopia de fluorescéncia apresenta varias vantagens, em relacdo a outras
técnicas, nomeadamente a sua alta sensibilidade, grande escala de concentracdo linear e
seletividade. Para estudar as interagdes ligando/G-quadruplex, existem varias abordagens
diferentes usando espectroscopia de fluorescéncia, estando entre as mais conhecidas o
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) e o G-quadruplex Fluorescent
Intercalator Displacement (G4-FID). Uma vez que o G4-FID foi um dos métodos usados no
decorrer deste trabalho este sera descrito de forma mais pormenorizada.

Este método baseia-se na perda de fluorescéncia do ligando laranja de tiazole, (TO
do inglés Thiazole Orange) que se encontra ligado ao G-quadruplex, ao ser substituido por
um ligando num processo de competicdo pela ligacdo ao G-quadruplex (figura 16). O TO
tem muito baixa intensidade de fluorescéncia quando esta livre, no entanto, esta aumenta por

um fator de cerca de 1000 quando este esta ligado ao G-quadruplex. Assim, uma diminui¢ao

24



da intensidade de fluorescéncia ¢ indicativa da substitui¢do do TO pelo ligando no G-
quadruplex, esta substitui¢ao revela a afinidade do ligando para o quadruplex.

O G4-FID pode também fornecer informagdes sobre a seletividade do ligando para
o G-quadruplex. Este processo ¢ repetido usando diferentes concentracdes do ligando e com
diferentes conformacgdes de acido nucleico para determinar a afinidade aparente e a
seletividade do ligando para os quadruplexes nas suas diferentes conformagdes.!® Esta

técnica foi utilizada por outros autores para estudar a afinidade e seletividade de varios tipos

de ligandos,!*->%195:19 jncluindo porfirinas!®’ e ftalocianinas.”
TO ligando
ulll 2, @
L5
G-quadruplex . complexo
4 P complexo TO/G-quadruplex ligando/G-quadruplex

Figura 16 - Representacio das principais etapas do método de G4-FID: ligagdo do
ADN (quadruplex ou duplex) ao TO, complexo fluorescente e substituicdo da sonda

fluorescente do ADN pelo ligando. (adaptado de 106)

Se se pretender estudar a topologia e a estrutura do complexo G-quadruplex/ligando
sdo utilizadas outro tipo de técnicas nomeadamente o dicroismo circular, a ressonancia
magnética nuclear ou espetrometria de massa.*’ Para determinar pardmetros de interagdo
termodinamicos e cinéticos, cruciais para a compreensdo da for¢a motriz para a formagao
do complexo ligando/quadruplex, a calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) e a
ressonancia plasmonica de superficie (SPR) sdo normalmente as técnicas eleitas.*37°

Além dos métodos instrumentais referidos anteriormente, alguns ensaios
bioquimicos in vitro foram desenvolvidos para avaliar a capacidade de um ligando inibir a
telomerase in vitro através da estabilizagdo dos G-quadruplex formados pela sequéncia
telomérica humana. Grande parte destes ensaios bioquimicos tem por base reacdes de
Polymerase Chain Reaction (PCR), onde sdo replicadas sequéncias especificas de ADN
milhares ou milhdes de vezes.® Um dos ensaios mais conhecidos é o Telomere Repeat
Amplification Protocol (TRAP) onde a atividade enzimatica da telomerase ¢ medida sendo

esta diretamente proporcional a quantidade de residuos TTAGGG presente.!%®
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1.5. Objetivos do trabalho

Os principais objetivos deste trabalho sdo:

Estudar as interagdes de uma série de porfirinas e ftalocianinas catidonicas com
estruturas de ADN na configuracdo de G-quadruplexes e em cadeia dupla
recorrendo a técnicas de espetroscopia UV/visivel,

Selecionar os ligandos com maior capacidade de reconhecer e estabilizar no
nucleo celular, o ADN na configuracdo de quadruplex na presenca de uma grande
quantidade de ADN de cadeia dupla e confirmar essa apeténcia recorrendo a
técnica espectroscopia de fluorescéncia (G4-FID) e de determinacdo da
temperatura de desnaturacao (Tm);

Verificar por dicroismo circular as alteragdes conformacionais nas estruturas de
ADN ap6s interagdo com os ligandos mais promissores;

Tirar conclusdes sobre as caracteristicas estruturais que determinado ligando
deve conter de modo a reconhecer preferencialmente o ADN na configuragdo de
quadruplex na presen¢a de uma grande quantidade de ADN de cadeia dupla de
modo a inibir a atividade da enzima telomerase e assim, controlar a proliferacdo

de células cancerosas.
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2. Resultados e Discussao

Com foi referido anteriormente, o principal objetivo do trabalho desenvolvido foi
estudar a seletividade de uma série de porfirinas e ftalocianinas cationicas para estruturas de
ADN na configuragdo de G-quadruplexes e em cadeia dupla e avaliar a respetiva estabilidade
dos adutos formados.

As estruturas das porfirinas e das ftalocianinas selecionadas para este estudo
encontram-se apresentadas respetivamente nas figuras 17 e 18 e todos estes derivados
apresentam como elemento comum unidades de piridina quaternizadas e portanto
responsaveis pela presenca de cargas positivas no macrociclo. No anexo 1 podem ser
consultados os nomes dos ligandos correspondentes as abreviaturas usadas ao longo do
trabalho.

Entre as seis porfirinas estudadas encontra-se a meso-tetraquis(N-metilpiridinio-4-
il)porfirina, reconhecida na literatura com TMPyP4 e seguidamente identificada apenas
como TMPyP, que foi selecionada como referéncia. Nesta selecdo foi tida em conta a sua
boa afinidade para os G-quadruplexes embora, como ja foi referido, com baixa seletividade
e o nimero de estudos ja publicados que permitiram assim validar todos os ensaios
realizados.?86

Esta porfirina que se apresenta na forma de base-livre e substituida nas quatro
posicdes meso por quatro piridinas quaternizadas por grupos metilo serviu de base para a
selecdo das outras porfirinas usadas neste estudo (figura 17) as quais possuem alteracdes
estruturais introduzidas com o objetivo de melhorar a sua afinidade e seletividade para os G-
quadruplexes. As principais diferencas estruturais sao:

- para a ZnTMPyP a presenca do ido metalico zinco(Il) no nucleo da porfirina;

- para a /~TMPyP a localizagdo das quatro unidades de piridina quaternizadas com
grupos metilo nas posi¢des beta-pirrolicas;

- para as TPPyP e S~-TPPyP o comprimento do grupo alquilo ligado as unidades de
piridina quando comparado com as porfirinas homoélogas TMPyP e S~ TMPyP (pentilo
versus metilo);

- para a TSPyP a presenca de um espacgador (C¢F4S) entre o nucleo de porfirina e as

quatro unidades de piridina quaternizadas com grupos metilo.
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Figura 17 — Estrutura das porfirinas estudadas neste trabalho

No que diz respeito as ftalocianinas estudadas ZnPc(NOPyMe)s, ZnPc(SPyMe)s,
ZnPc(NOPyMe)s e ZnPc(SPyMe)4, (figura 18) também estas apresentam caracteristicas
estruturais distintas variando entre si:

- no nimero de cargas presentes na sua estrutura - quatro ou o0ito;

- na posic¢ao dessas cargas no anel do grupo substituinte - mais ou menos periféricas;

- na presenca de atomos de azoto ou de enxofre a fazer a ligacdo entre os substituintes

catidnicos e o nucleo de ftalocianina.

carga carga
ZnPe(SPyMe)R'=H;R? = -S—(IN-CHy +4 ZnPc(NOPyMe), R'= H; R* N )—OCH, 44
ZnPc(SPyMe)8 R'=r2=  -5—N-CH; 48 ZnPc(NOPyMe)8 r'= k2= §-N )—OCH; +8

Figura 18 — Estrutura das ftalocianinas estudadas neste trabalho
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A capacidade desta série de derivados interagir com estruturas de ADN foi avaliada
na presenca de uma sequéncia de ADN de cadeia dupla (5GC) e de quatro G-quadruplexes
com as seguintes topologias: dois tetramoleculares (T2GsT, TAG3T2A), um bimolecular
(G4T4G4) e um unimolecular (AG3(T2AGs3)3). Nestes estudos os resultados obtidos sao

comparados com os obtidos, nas mesmas condi¢des experimentais, para a TMPyP.
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2.1. Estudos das interacdes entre os ligandos cationicos baseados em porfirinas e

ftalocianinas por UV-Vis

Devido as excelentes propriedades Oticas das porfirinas e das ftalocianinas, as suas
interagdes ao ADN podem ser avaliadas recorrendo a titulagdes monitoradas por
espetroscopia de UV-Vis. Usando esta técnica foi efetuado um estudo comparativo dos
ligandos selecionados de modo a avaliar quais apresentavam maior afinidade para os G-
quadruplexes. Para isso foram realizadas, com cada ligando, seis titulagdes distintas:

- quatro com os G-quadruplexes com as diferentes topologias referidas, as
tetramoleculares ToGsT ¢ TAG3T2A, a bimolecular G4T4G4 ¢ a unimolecular AG3(T2AG3)3
(reconhecida na literatura com 22AG);

- uma com a sequéncia de ADN de cadeia dupla 5GC;

- uma titulagdo com o tampao fosfato (PBS).

Para cada titulacao foi analisado o batocromismo (desvio para comprimentos de onda
maiores (red shift)) e o hipocromismo/hipercromismo (diminuigdo/aumento da intensidade
dessas mesmas bandas) resultantes da interacdo. Este desvio da banda carateristica do
ligando, banda Soret no caso das porfirinas e segunda banda Q no caso das ftalocianinas,
quando titulado com quantidades crescentes de ADN resulta da interagao do ligando com as
bases do ADN sendo que, quanto maior o desvio observado maior a forca da
interagdo.5>6:6%70 A anélise conjunta do desvio e decréscimo/aumento sugere ainda o tipo
de ligacdo que pode estar a ocorrer. Em todas as titulagdes efetuadas foi tido em conta o
hipocromismo conferido pelo tampao, sendo que, todos os resultados relativos ao
hipocromismo/hipercromismo apresentados neste relatorio foram corrigidos.

Como ja foi referido anteriormente, a TMPyP ja foi amplamente estudada e ¢ descrita
como sendo uma molécula que apresenta uma boa afinidade para os G-quadruplexes, porém
¢ pouco seletiva.’+% Esta falta de seletividade por parte de TMPyP justifica a procura de
moléculas alternativas mais seletivas, de modo a diminuir os efeitos secundarios associados
ao seu uso na formulagdo de farmacos ¢ em contexto clinico.

Em seguida serdo apresentados e discutidos os resultados das varias titulagdes com

cada série de ligandos.
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2.1.1. Porfirinas

Os estudos de titulacdo com as varias sequéncias de ADN foram iniciados com a
porfirina de referéncia TMPyP, e foram entdo estendidos as outras porfirinas selecionadas:
ZnTMPyP, - TMPyP, TPPyP, S TPPyP e TSPyP.

Para ndo sobrecarregar a apresentagdo dos resultados optou-se por apresentar para
todas as porfirinas apenas os espetros obtidos nas titulagdes com SGC (cadeia dupla), T>GsT
e AG3(T2AGs3)3 (G-quadruplexes tetramolecular e unimolecular, respetivamente). Os
espetros obtidos com os restantes oligonucledtidos e com o tampao fosfato podem ser
consultados nos anexos 2 a 7.

Os valores de batocromismo e hipocromismo/hipercromismo observados para todas
as sequéncias de ADN estudadas sdo apresentados em forma de tabela e, com o intuito de
facilitar a interpretacdo e analise dos resultados, entre parenteses sdo também apresentados
os resultados obtidos para a TMPyP. A estrutura de cada porfirina que esté a ser discutida ¢
também apresentada e a azul estd identificada a caracteristica estrutural que varia em relagao

a TMPyP.

2.1.1.1. TMPyP

Estrutura da TMPyP

Os espectros de absor¢do obtidos para a TMPyP (concentragdo inicial de 2 uM)
quando titulada com quantidades crescentes de SGC, T2GsT e AG3(T2AGs)3 encontram-se
apresentados na figura 19 e as alteracdes finais observadas nos espectros de absor¢ao para
todas as sequéncias encontram-se compiladas na tabela 2 (ver os restantes espectros no

anexo 2).
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Figura 19 — Espectros de absorciao UV-vis obtidos na titulacio de uma solucio 2 pM
de TMPyP com volumes crescentes de SGC, T>GsT e AG3(T2AGs3); em solugdo de PBS
(100mM de KCl) a 25°C.

A interacdo de TMPyP com a sequéncia de cadeia dupla 5GC resultou num
hipocromismo de 29% acompanhado por um batocromismo de 18 nm. Nas titulacdes com
os G-quadruplexes foi observado um hipocromismo que variou entre 21 ¢ 27% e um desvio
na banda Soret da TMPyP entre os 11 e os 16 nm. Em qualquer uma das titulagdes foi
possivel identificar a presenga de um ponto isosbéstico, isto ¢ o comprimento de onda ao
qual a percentagem de porfirina livre iguala a percentagem de porfirina em interagdo com o

ADN.

Tabela 2 - Resultados obtidos nas titulacoes da TMPyP com os diferentes

oligonucledtidos

Maximo da = Hipocromismo Batocromismo

Soret/nm (%) (nm)
Tampao 9 0
5GC 29 18
1>GsT 25 11
TAG;T»A 226000 422 21 13
G I4Gy 27 13
AG3(T>AG3)3 23 16

Estes resultados estdo de acordo com a literatura, mostrando que a TMPyP apresenta
uma boa interagdo com os G-quadruplexes, porém € pouco seletiva para estas estruturas uma
vez que apresenta resultados semelhantes para a cadeia dupla.s®7°
Assim, ¢ importante encontrar moléculas com boa afinidade para o ADN tal como a

TMPyP, porém mais seletivas para G-quadruplexes. Os estudos realizados com os restantes

34



ligandos estdo em consondncia com este interesse € sdao também comparados com 0s

resultados obtidos para a porfirina TMPyP.

2.1.12. ZnTMPyP

Estrutura da ZnTMPyP

Os resultados finais obtidos nas titulagdes do complexo de zinco, ZnTMPyP,
(concentracdo inicial de 2 uM) com as varias sequéncias de ADN encontram-se apresentados
a tabela 3, e na figura 20 mostram-se os espectros de absor¢do resultantes da titulagdo do
complexo com quantidades crescentes de SGC, T2GsT e AG3(T2AG3)3 (ver os restantes

espectros no anexo 3).
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Figura 20 — Espectros absorcao UV-vis obtidos na titulacdo de uma solucio 2
pM de ZnTMPyP com volumes crescentes de SGC, TGsT e AG3(T2AGs)3; em solugdo de
PBS (100mM de KCl) a 25°C.
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Tabela 3 - Resultados obtidos nas titulagoes da ZnTMPyP com os diferentes

oligonucledtidos

Maximo da = Hipocromismo Batocromismo

Soret/nm (%) (nm)
Tampao 9 0
5GC 20 8
1,GsT 22 14
TAG;T>A 225000 437 9 15
G 4Gy 15 12
AG3(T2AG3)3 13 15

(entre parenteses - valores relativos a TMPyP)

Estes estudos mostram que a interagdo de ZnTMPyP com a sequéncia de cadeia dupla
5GC resultou num hipocromismo de 20% acompanhado por um batocromismo de 8 nm.
Para os diferentes G-quadruplexes os valores de hipocromismo variaram entre 9 e 22% e o
desvio da banda Soret maximo observado foi de 15 nm. Em todas as titulagdes com os G-
quadruplexes foi identificado um ponto isosbéstico.

Estes resultados mostram que, tal como a TMPyP, a ZnTMPyP apresenta boa
interacdo com qualquer um dos G-quadruplexes, sendo esta bastante superior a observada
para o ADN de cadeia dupla (5GC). Estes resultados apontam para que a presenc¢a do ido
metalico zinco(I) aumenta consideravelmente a seletividade da TMPyP para os G-
quadruplexes tornando esta molécula uma boa candidata para a inibi¢ao da telomerase. Estes
resultados estdo de acordo com a literatura, onde ¢ referido que compostos metalicos
apresentam no geral uma interagdo superior com os G-quadruplexes, sendo mais seletivos

para G-quadruplexes do que para o ADN de cadeia dupla.b!

2.1.1.3. BTMPyP

Estrutura da S TMPyP
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As alteragdes observadas nos espectros de absor¢do da porfirina S~TMPyP (porfirina
com os grupos metilpiridinio nas posi¢des beta-pirrdlicas) quando esta foi titulada com
quantidades crescentes de SGC, ToGsT e AG3(T2AGs)s estdo apresentadas na figura 21 e

com os restantes oligonucle6tidos no anexo 4.
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Figura 21 — Espectros de absorciao UV-vis obtidos na titulacio de uma solucio 2 pM
de SFTMPyP com volumes crescentes de SGC, T>GsT e AG3(T2AGs3); em solugdo de PBS
(100mM de KCl) a 25°C.

Na tabela 4 encontram-se os resultados obtidos com todos os oligonucle6tidos no
final dessas titulagdes. Neste caso observou-se hipocromismo com tampao e com 5GC, que
foi aqui representado pelo sinal menos (-), para distinguir do hipercromismo para as restantes

titulagdes que foi representado pelo sinal mais (+).

Tabela 4 - Resultados obtidos nas titulacéoes de f-TMPyP com os diferentes

oligonucledtidos.

Maximo da Hipo/Hiper Batocromismo

Soret/nm  cromismo (%) (nm)
Tampdo -19 0
5GC -27 6
1>GsT +32 17
TAG;T>A 83330 454 +22 18
G I4Gy 27 13
AG3(T2AG3)3 +27 10

(entre parenteses - valores relativos a TMPyP)

A interagcdo da fTMPyP com a sequéncia de cadeia dupla 5GC resultou num
hipocromismo de 27% acompanhado por um batocromismo de 6 nm. Com os G-
quadruplexes observou-se um hipercromismo que variou entre os 22 e os 32% e um

batocromismo da banda Soret que variou entre os 10 e os 18 nm.
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Estes resultados indicam que, em comparacdo com TMPyP, se verifica uma maior
seletividade desta porfirina para os G-quadruplexes do que para a sequéncia de cadeia dupla,
em especial para os G-quadruplexes tetramoleculares ToGsT e TAG3T2A. Contudo, o ideal
seria uma seletividade superior para o G-quadruplex unimolecular, neste caso AG3(T2AG3)3,
uma vez que a topologia dos G-quadruplexes formados nos telomeros ¢ unimolecular. Pode
afirmar-se que, nas condi¢cdes experimentais usadas, a alteragdo na porfirina dos
substituintes da posi¢do meso para a posi¢do beta melhora a seletividade para os G-
quadruplexes. O facto de na interacdo desta porfirina com os G-quadruplexes se verificar
hipercromismo confirma também que ocorre uma forte intera¢do entre a porfirina e estas

estruturas de ADN.

2.1.1.4. TPPyP

2
CsHy—N% N 7 PN—CgHy

4r

Estrutura da TPPyP

No caso da porfirina TPPyP, que possui as quatro unidades de piridina quaternizadas
com grupos pentilo, os resultados da titulagdo com os diferentes oligonucleotidos (ver figura
22, anexo 5 e tabela 5) permitem concluir que o seu comportamento ¢ semelhante ao da
TMPyP, mostrando boa interagdo com o ADN, tanto de cadeia dupla como na forma de G-
quadruplex. No entanto, neste caso verificou-se um ligeiro aumento na seletividade para a

estrutura do ADN em cadeia dupla.
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Figura 22 — Espectros de absorc¢iao UV-vis obtidos na titula¢io de uma solucio 2 pM
de TPPyP com volumes crescentes de SGC, ToGsT e AG3(T2AGs)3 em solucdo de PBS
(100mM de KCl) a 25°C.

Tabela 5 - Resultados obtidos nas titulagoes da TPPyP com os diferentes

oligonucledtidos
Maximo da = Hipocromismo Batocromismo
& Soret/nm (%) (nm)
Tampdo 13 0
5GC 34 21
1>GsT 38 16
TAG3T24 244445 424 13 12
G4T4Gy 21 11
AG3(T>AG3);3 20 13

(entre parenteses - valores relativos a TMPyP)

De facto, da interacdo da porfirina TPPyP com a sequéncia de cadeia dupla 5GC
resultou um hipocromismo de 34% acompanhado de um batocromismo de 21 nm. Com os
G-quadruplexes observou-se hipocromismo que variou entre os 13 e os 38% e um
batocromismo da banda Soret que variou entre os 11 e os 16 nm. Um ponto isosbéstico foi
observado em todos os casos.

Como a grande diferenca estrutural entre a TPPyP e a TMPyP tem a ver com o
tamanho da cadeia alifatica dos grupos substituintes ligados as unidades de piridina (pentilo
versus metilo), os resultados obtidos apontam para que, nas condi¢des experimentais usadas,
o aumento do tamanho desses substituintes contribua para um pequeno aumento da
seletividade para estruturas de ADN de cadeia dupla, como se verificou no caso do

oligonucleétido estudado, SGC.
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2.1.1.5. STPPyP

|+
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Estrutura da STPPyP

No caso da porfirina f~TPPyP, que tem grupos pentilpiridinio nas posi¢des beta-
pirrdlicas, as titulagdes apenas foram realizadas na presenca de 5GC, e das topologias G-
quadruplexes ToGsT, TAG3T2A e G4T4Gs (figura 23, anexo 6 e tabela 6). Neste caso
observou-se hipocromismo, representado na tabela 6 pelo sinal menos (-), com tampao e

hipercromismo, representado na tabela 6 pelo sinal mais (+), para as restantes titulagdes.
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Figura 23 — Espectros de absorciao UV-vis obtidos na titula¢io de uma solucio 2 pM
de FTPPyP com volumes crescentes de SGC e T>GsT em solucdo de PBS (100mM de
KCl) a 25°C.

Tabela 6 - Resultados nas titulagoes de -TPPyP com os diferentes oligonucleétidos.

Maximo da Hipo/Hiper Batocromismo

Soret/nm cromismo (%) (nm)
Tampao -9 1
5GC +17 7
1>GsT 39680 459 +14 6
TAG;T>A +14 7
G I4Gy +24 5

(entre parenteses - valores relativos a TMPyP)
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Os resultados mostram que a interagdo de S~TPPyP com a sequéncia de cadeia dupla
5GC deu origem a 17% de hipercromismo acompanhado de 7 nm de batocromismo. Para
todos os G-quadruplexes estudados observou-se também hipercromismo que variou entre 14
e 24% acompanhados de desvios no maximo da banda Soret entre 5 ¢ 7 nm.

Como ja foi referido, esta molécula apresenta duas grandes diferencas em relagdo a
TMPyP: a localizagao dos grupos piridinio nas posi¢des beta em vez de meso e a substitui¢ao
dos grupos metilo por grupos pentilo. E interessante notar que nas experiéncias com a f-
TMPyP, que difere da TMPyP na posi¢ao dos grupos substituintes catidnicos (beta versus
meso) ocorreu uma alteracdo sendo observado hipercromismo, ¢ ndo hipocromismo, com
aumento de seletividade deste ligando para G-quadruplexes. Por outro lado, os resultados
obtidos para a TPPyP, onde a tnica diferenca para a TMPyP ¢ a substituicdo dos grupos
substituintes metilo por grupos pentilo, mostraram um aumento consideravel da seletividade
deste ligando para SGC. Nas titulagcdes com a S-TPPyP, que apresenta as duas carateristicas
mencionadas, observou-se também uma mudanga de hipocromismo para hipercromismo,
contudo ndo se observou uma seletividade para nenhuma das sequéncias de ADN estudadas.
Para além disso, a interag@o desta molécula com as cadeias de ADN parece também diminuir
quando combinadas estas duas carateristicas estruturais.

Nao foi realizado a titulagdo desta porfirina com AG3(T2AG3); uma vez que os

resultados com os restantes G-quadruplexes ndo foram promissores.

2.1.1.6. TSPyP

Estrutura da TSPyP

As alteragdes observadas nos espectros de absor¢ao quando a porfirina TSPyP, a qual

apresenta as unidades de metilpiridinio separadas do nucleo de porfirinico pelo espacador
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(C6FaS), foi titulada com quantidades crescentes de tampao fosfato, SGC, T>GsT (figura 24)

e TAG3T2A (anexo 7) sugerem a ocorréncia de fenémenos de agregacao.
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Figura 24 — Espectros de absorc¢iao UV-vis obtidos na titula¢io de uma solucio 2 pM
de TSPyP com volumes crescentes de tampao e os oligonucleotidos SGC e T>GsT em
solucao de PBS (100mM de KCl) a 25°C.

Na tabela 7 estdo resumidos os resultados obtidos no final dessas titulagdes. Como
se pode verificar, a banda Soret da TSPyP na titulagdo com tampdo sofreu elevado
hipocromismo (45%) que pode ser justificado pela tendéncia desta porfirina sofrer agregacao

na presenga de tampao PBS.

Tabela 7 - Resultados obtidos nas titulacoes da TSPyP com os diferentes

oligonucledtidos

Maximo da = Hipocromismo Batocromismo

Soret/nm (%) (nm)
Tampao 45 0
5GC 7 0
T,GsT 316228 412 1 )
TAG;T>A 4 4

(entre parenteses - valores relativos a TMPyP)

A interacdo de TSPyP com a sequéncia de cadeia dupla 5GC resultou em 7% de
hipocromismo e um batocromismo nulo. Com os G-quadruplexes foram observados
maximos de 4% de hipocromismo e de 4 nm de batocromismo. Os baixos valores de
hipocromismo e batocromismo observados para os diferentes oligonucleotidos estudados,
quer de cadeia dupla, 5GC, quer G-quadruplexes, sugerem também que esta porfirina

apresenta uma reduzida interagcdo com ADN. Este facto pode dever-se aos fendémenos de
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agregacao da porfirina com o tampao, impedindo assim a sua interagdo com as sequéncias
de ADN.

Assim, a presenca de espagadores (CsF4S) a separar as unidades metilpiridinio do
nucleo de porfirinico parece contribuir fortemente para a ocorréncia de fenémenos de
agregacao no tampao utilizado impedindo assim a sua interacdo com o ADN.

Nas figuras 25 ¢ apresentada uma andlise global das vérias alteragdes observadas nos
espectros de absor¢do de UV-Vis no que se refere ao batocromismo (A) e ao
hipocromismo/hipercromismo (B) observados quando as porfirinas e os diferentes
oligonucledtidos se encontram na propor¢do de 1:2, propor¢ao correspondente ao final da
maioria das titulagdes realizadas. Dados os resultados pouco promissores das porfirinas /-

TPPyP e TSPyP, estes ndo sdo apresentados.
Batocromismo / nm
TMPyP E

0 5 10 15 20 25
A ®tampao 5GC T2G5T ®WTAG3T2A mG4T4G4 mAG3(T2AG3)3

beta-TMPyP

Hipocromismo/Hipercromismo / %

tampéo 5GC T2G5T  TAGST2A  GAT4G4 AG3(T2AG3)3
B = TMPyP Zn-TMPyP beta-TMPyP = TPPyP

Figura 25 — Batocromismo (A) e Hipocromismo/Hipercromismo (B) obtido no final

das titulagdes das varias porfirinas com as diferentes sequéncias de ADN
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A analise das figuras anteriores permite concluir que, nas condi¢gdes experimentais
utilizadas:

- 0 130 metalico zinco(Il) aumenta a seletividade de TMPyP para as estruturas de G-
quadruplex;

- a presenca de grupos metilpiridinio nas posi¢des beta pirrdlicas ¢ relevante para a
seletividade do ligando. O facto de se verificar hipercromismo apenas para esta porfirina
(figura 25B) aponta para que ocorra uma interagdo mais forte entre esta porfirina e estruturas
do tipo G-quadruplexes;

- o aumento do tamanho da cadeia alifatica nas unidades de piridina parece aumentar
significativamente a seletividade para o ADN de cadeia dupla;

- a presenca de atomos de enxofre e de fluor na estrutura do ligando parecem
contribuir para a ocorréncia de fendmenos de agregacdo com o tampao impedindo assim a
sua interacdo com as sequéncias de ADN.

De modo a confirmar os resultados promissores obtidos com os ligandos ZnTMPyP,
S TMPyP estas moléculas foram também estudadas recorrendo a outras técnicas,
nomeadamente FID e experiéncias de melting (ver pontos 2.3 e 2.5 respetivamente). Pelo
facto de a TPPyP ter mostrado seletividade para a estrutura em cadeia dupla, este ligando foi

também estudado por estas técnicas como potencial controlo negativo.

2.1.2. Ftalocianinas

Tal como no caso das porfirinas também se recorreu a titulagdes monitorizadas por
espetroscopia de UV-Vis para estudar as interacdes entre as ftalocianinas ZnPc(NOPyMe)s,
ZnPc(SPyMe)s, ZnPc(NOPyMe)s e ZnPc(SPyMe)4 (Figura 18) e as varias sequéncias de
ADN selecionadas.

Também aqui, os resultados finais das titulacdes, no que diz respeito ao
batocromismo e hipocromismo/hipercromismo sdo apresentados em forma de tabela,
estando entre parénteses os resultados obtidos para a TMPyP, de modo a facilitar a
comparagao. Tal como aconteceu nos estudos anteriores sao apenas apresentados os espetros
obtidos nas titulagdes com 5GC (cadeia dupla), ToGsT e AG3(T2AG3)s (G-quadruplexes
tetramolecular e unimolecular, respetivamente) podendo os espetros obtidos nas titulagdes
com os outros oligonucleotidos, TAG3T2A e G4T4G4, € com o tampao PBS ser consultados

nos anexos 8-10. Nestes estudos, apenas se observou hipocromismo nas titulagdes efetuadas
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com tampdo enquanto para as restantes titulacdes se observou hipercromismo; estas

alteracdes serdo representadas nas tabelas pelos sinais menos (-) e mais (+), respetivamente.

2.1.2.1. ZnPc(NOPyMe)s

Estrutura da ZnPc(NOPyMe)s

A figura 26 mostra as alteragdes nos espectros de absorcdo da ftalocianina
ZnPc(NOPyMe)s com oito cargas periféricas, quando esta foi titulada com quantidades
crescentes de SGC, T2GsT e AG3(T2AG3z)3. Os espectros resultantes das titulagdes com PBS,

TAG3T2A e G4T4G4 e podem ser consultados no anexo 8.
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Figura 26 — Espectros de absorciao UV-vis obtidos na titula¢io de uma solucio 2 pM
de ZnPc(NOPyMe)s com volumes crescentes de SGC, ToGsT e AG3(T2AGs); em solugdo
de PBS (100mM de KCl) a 25°C.

Os resultados obtidos no final dessas titulagdes (ver tabela 8) mostram que a
interacdo de ZnPc(NOPyMe)s com a sequéncia de cadeia dupla 5GC produziu 69% de
hipercromismo em simultdineo com um batocromismo de 10 nm. Com os G-quadruplexes
foi também observado hipercromismo que variou entre 65% e 71% acompanhado de um

desvio de cerca de 16 nm da segunda banda Q da ftalocianina.
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Tabela 8 - Resultados obtidos nas titulacoes da ZnPc(NOPyMe)s com os diferentes

oligonucledtidos

Maximo da Hipo/Hiper

€ banda Q/nm  cromismo (%) Batocromismo
Tampao 99 B
5G6C 160 0
T>GsT 70 s

1062

TAG:T>A LePER 677 oo 16
G4T4Gy 165 i
AG3(T2AG3)3 +70 6

(entre parenteses - valores relativos a TMPyP)

Estes resultados revelaram uma boa interacao da ftalocianina ZnPc(NOPyMe)s com
o ADN com seletividade para os G-quadruplexes, ndo apresentando preferéncia para
nenhuma das topologias de G-quadruplex estudadas. Esta ftalocianina apresenta oito cargas
positivas, enquanto as porfirinas estudadas, incluindo a TMPyP, apresentam apenas quatro
cargas positivas. Assim, e corroborando o que ¢ referido na literatura, a presenca de um
maior numero de cargas positivas na estruturas dos ligandos parece aumentar a sua afinidade
e seletividade para estruturas do tipo G-quadruplex devido ao maior do nimero de interagdes

eletrostaticas que conduzem a uma maior estabiliza¢do.5! -6

2.1.2.2.  ZnPc(SPyMe)s
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Os resultados obtidos na titulacio da ZnPc(SPyMe)s com os diferentes
oligonucledtidos (figura 27, anexo 9 e tabela 9) mostram que esta ftalocianina, também com

oito cargas, interage fortemente com as estruturas de ADN estudadas.
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Figura 27 — Espectros de absorc¢iao UV-vis obtidos na titula¢io de uma solucio 2 pM
de ZnPc(SPyMe)s com volumes crescentes de SGC, T>GsT e AG3(T2AGs)3 em solugdo de
PBS (100mM de KCI) a 25°C.

Tabela 9 - Resultados obtidos nas titulacoes ZnPc(SPyMe)s com os diferentes

oligonucledtidos
Maximo da Hipo/Hiper Batocromismo
& banda Q/nm  cromismo (%)
Tampao -22 0
5GC +51 17
1>GsT +85 16
TAG;T>A 70808 658 +94 16
G4T4G4 +79 17
AG3(T2AG3)3 +82 16

(entre parenteses - valores relativos a TMPyP)

Da interacdo de ZnPc(SPyMe)s com a sequéncia de cadeia dupla SGC resultou um
hipercromismo de 51% e um batocromismo de 17 nm. Para os G-quadruplexes ocorreu um
hipercromismo acentuado, que variou entre 79 e 94% de e um desvio da segunda banda Q
de 16 ¢ 17 nm.

Tendo em conta apenas os valores de batocromismo (desvio para comprimentos de
onda maiores) obtidos, esta ftalocianina interagiu fortemente com todas as cadeias de ADN,
contudo, ndo se mostrou seletiva uma vez que foram obtidos desvios semelhantes, 16 a 17
nm, para todas as sequéncias de oligonucledtidos testadas. Assim, pode afirmar-se que esta
ftalocianina parece apresentar uma maior afinidade para G-quadruplexes do que a TMPyP
mas, tal como observado para a porfirina, ndo ¢ seletiva para as estruturas de G-quadruplex.
Esta elevada interagdo com as diversas estruturas de ADN, pode justificar-se, tal como no
caso do ligando anterior pelo elevado numero de cargas positivas presentes que conduzem a
uma maior interagdo eletrostatica com as cargas negativas do ADN. No entanto, a maior
exposicao dessas cargas na periferia do macrociclo serdo responsaveis pela ndo seletividade

desta molécula para as estruturas G-quadruplexes.
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2.1.2.3. ZnPc(SPyMe)4
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As alteragdes observadas nos espectros de absor¢do da ftalocianina tetracationica
ZnPc(SPyMe)s quando esta foi titulada com quantidades crescentes de 5SGC, T.GsT e
AG3(T2AGs)3 estdo apresentadas na figura 28 e no anexo 10 quando foi titulada com os

restantes oligonucledtidos.
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Figura 28 — Espectros de absorc¢iao UV-vis obtidos na titula¢io de uma solucio 2 pM
de ZnPc(SPyMe)4 com volumes crescentes de SGC, ToGsT e AG3(T2AG3s)3 em solugdo de
PBS (100mM de KClI) a 25°C.

A analise dos espetros anteriores e da tabela 10, onde estdo compilados os resultados
obtidos no final dessas titulagdes com esta ftalocianina tetracationica, mostra que a interagao
desta ftalocianina com a sequéncia de cadeia dupla 5GC resultou um hipercromismo de 37%
acompanhado por um batocromismo de 8§ nm. No caso dos G-quadruplexes verificaram-se
alteracdes acentuados nos espetros, quer a nivel de hipercromismo, que variou entre os 78 e
0s 99%, quer a nivel de batocromismo uma vez que a segunda banda Q sofreu desvios que

variaram entre os 18 e os 20 nm.
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Tabela 10 - Resultados obtidos nas titulacoes ZnPc(SPyMe), com os diferentes

oligonucledtidos

Maximo da Hipo/Hiper

€ banda Q/nm  cromismo (%) Batocromismo
Tampao 20 B
5G6C 137 g
T>GsT 196 0
TAG:T:A 78217 638 o0 19
G4T4Gy +90 B
AG3(T2AG3)3 +78 20

(entre parenteses - valores relativos a TMPyP)

Estes resultados apontam que a ZnPc(SPyMe)s4 ¢ uma molécula promissora para
inibicdo da telomerase uma vez que apresenta valores superiores, tanto de hipercromismo
como de batocromismo, para as sequéncias de G-quadruplexes do que para a sequéncia de
cadeia dupla 5GC. Os elevados valores de hipercromismo observados mostram também que

a interacao ¢ forte.
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Os resultados obtidos com a ftalocianina tetracatiénica, ZnPc(NOPyMe)s apontaram
para que esta molécula em PBS se encontra fortemente agregada. De facto, as alteragdes no
espectro de absor¢do de ZnPc(NOPyMe)4 durante a titulagdo com quantidades crescentes do
quadruplex T>GsT (Figura 29a) deram origem a 90% de hipercromismo juntamente com um

batocromismo de apenas 1 nm da segunda banda Q.
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Figura 29 — Espectros de absorciao UV-vis (a) da titulacio de uma solucio 2 pM de
ZnPc(NOPyMe)4 com volumes crescentes de T>GsT com concentragdo de 25 uM; (b) de
uma solucio 2 uM de ZnPc(NOPyMe); em DMSO e em tampao fosfato.

Para melhor compreender estes resultados uma vez que, para as moléculas anteriores,
a valores de hipercromismo acentuados estavam também associados valores de
batocromismo acentuados, foi obtido o espetro desta ftalocianina em dimetilsulfoxido
(DMSO), solvente que garante a sua completa solubilidade (figura 29b). O espetro obtido ¢
semelhante ao espectro obtido no final da titulagdo da ZnPc(NOPyMe)s com T>GsT (figura
29a). Assim, foi possivel concluir que o elevado hipercromismo observado ndo corresponde
a interacdo de ZnPc(NOPyMe)4 com este G-quadruplex, mas provavelmente a fendémenos
de desagregagdo deste ligando aquando a adigdo de G-quadruplex.'® Como o espetro obtido
quando o ligando ndo estd agregado, ¢ igual ao espetro obtido no final da titulacdo com
oligonucleétido pode-se concluir que ndo hé interacdao ligando-oligonucleotido. Devido a
esta agregacdo e consequente inibicdo da interacdo com o ADN ndo foram realizadas as

restantes titulagoes.

Ao fazer a analise global (figura 30 e 31) dos resultados obtidos com as quatro
ftalocianinas estudadas ¢ possivel tirar algumas conclusdes sobre duas carateristicas
estruturais que podem estar relacionadas com a afinidade e seletividade destes ligandos para

G-quadruplexes: o nimero de cargas positivas e o posicionamento das mesmas.
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Figura 30 — Batocromismo obtido no final das titula¢cdes das varias ftalocianinas com

as diferentes sequéncias de ADN.

As ftalocianinas ZnPc(NOPyMe)s e ZnPc(SPyMe)s apresentam oito cargas positivas
enquanto ZnPc(NOPyMe)4 e ZnPc(SPyMe)4 apresentam apenas quatro cargas positivas. Por
sua vez, as cargas de ZnPc(SPyMe)s e ZnPc(SPyMe)s estdo localizadas na periferia dos
ligandos, portanto mais expostas quando comparadas com as cargas das ftalocianinas
ZnPc(NOPyMe)s e ZnPc(NOPyMe)s que se encontram menos expostas a possiveis
interacdes.

Comparando as ftalocianinas ZnPc(NOPyMe)s e ZnPc(SPyMe)s, que apresentam o
mesmo numero de cargas, mas em posi¢cdes diferentes, verifica-se que, nas condicdes
experimentais usadas, ambas apresentam uma boa interagdo com ADN no entanto, no caso
da (ZnPc(NOPyMe)g) onde as cargas se encontram menos periféricas, a seletividade para o
G-quadruplex parece aumentar. Este facto podera ser explicado pelo elevado nimero de
cargas presentes nestas duas ftalocianinas. No caso da ZnPc(SPyMe)s, poderd ocorrer
facilmente interagdo com qualquer das estruturas de ADN estudadas promovida
provavelmente por uma elevada atragdo eletrostatica entre as varias cargas positivas
expostas da ftalocianina e as cargas negativas das estruturas de ADN.

Por outro lado, comparando ZnPc(SPyMe)s e ZnPc(SPyMe)s, que diferem entre si
apenas no nimero de cargas estando estas, nos dois casos, localizadas nas extremidades da
molécula, verifica-se que ambas apresentam uma boa interagdo com ADN, porém, o ligando
com menor numero de cargas, ZnPc(SPyMe)s apresentou maior seletividade para G-
quadruplex.

E importante ter em conta que as diversas estruturas de ADN as quais sdo carregadas

negativamente sdo estabilizadas por interagcdes electroestaticas, quando proximas de
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ligandos carregados positivamente. No caso do ADN de cadeia dupla, as suas cargas estdo
expostas, no entanto no caso dos G-quadruplex estas cargas podem estar mais ou menos
expostas dependendo da sua topologia.!'? Os resultados obtidos apontam para que seja
necessaria a existéncia de um equilibrio entre o numero de cargas do ligando e a sua posi¢ao
de modo a que a estabilizagdo, em especial dos G-quadruplexes, ocorra de uma forma
efetiva.

A elevada agregagdo observada para a ftalocianina ZnPc(NOPyMe)s impossibilitou
a comparagdo desta com a sua analoga ZnPc(NOPyMe)s que seria muito Util uma vez que
poderia confirmar o comportamento observado para as duas moléculas anteriores, também
estas variando apenas no seu nimero de cargas.

100 Hipocromismo/Hipercromismo / %

72
4 I I I
1

FSS

o

-12

tampao 5GC T2G5T TAG3T2A G4T4G4  AG3(T2AG3)3
B ZnPc(NOPyMe)8 ZnPc(SPyMe)8 ZnPc(SPyMe)4

Figura 31 — Hipocromismo e hipercromismo obtido no final das titula¢cées das varias

ftalocianinas com as diferentes sequéncias de ADN.

De modo a perceber as elevadas percentagens de hipercromismo obtidas para
qualquer uma das ftalocianinas (ver figura 31), foram comparados os espetros obtidos com
cada ftalocianina em DMSO, em PBS e os espetros obtidos no final das titulagdes com G-

quadruplex e com PBS (figura 32).
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Figura 32 - Estudo de agregacao das ftalocianinas (a) ZnPc(NOPyMe)4; (b)
ZnPc(NOPyMe)8; (c) ZnPc(SPyMe)4; (d) ZnPc(SPyMe)8

Ao comparar os espetros das ftalocianinas em PBS com os espetros das ftalocianinas
em DMSO, ¢ possivel verificar que de facto, todas as ftalocianinas estudadas apresentam
agregacao quando preparadas em PBS. Tal como discutido anteriormente, o espetro em
DMSO da ftalocianina ZnPc(NOPyMe)s4 ¢ semelhante ao espectro obtido no final da
titulacdo com oligonucleotido (tragos azul e cinza, figura 32a). Conclui-se que o elevado
hipercromismo observado ndo correspondia a interagdo de ZnPc(NOPyMe)s com o G-
quadruplex, mas a fendémenos de desagregacdo deste ligando quando ¢ adicionado o G-
quadruplex a solugao.

Analisando os espetros obtidos para as restantes ftalocianinas, verificou-se que a
adi¢do de G-quadruplex ndo promove apenas fendémenos de desagregacdo, revelados pela
semelhanca observada entre os espetro obtidos em DMSO (tragos azuis) € 0s espetros
obtidos no final das titulagdes com G-quadruplex (tragos cinzas), mas também a interagao
deste oligonucledtido com a ftalocianina.!'! O batocromismo existente entre os espetros
obtidos no final das titulagdes com G-quadruplex e os espetros obtidos em DMSO, comprova

essa interagao.
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Conclui-se assim que as elevadas percentagens de hipercromismo obtidas devem-se a
fenomenos de desagregagdo. A adicdo de oligonucledtido a solugdes de ZnPc(NOPyMe)a,
em PBS, promove a desagregacdo desta ftalocianina, mas ndo ocorre intera¢do desta com o
G-quadruplex. No entanto, para as ftalocianinas ZnPc(NOPyMe)s, ZnPc(SPyMe)s e
ZnPc(SPyMe)s a adi¢dao de oligonucledtido promove a desagregacdo e ocorrem também

interagdes oligonucledtido/ligando.
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2.2. Screening competitivo entre ligandos para diferentes sequéncias de ADN

Como foi possivel verificar pelos estudos anteriores, a analise dos espectros de
absorcao UV-vis obtidos por titulagdo de ligandos com ADN permite estudar interacdes
ligando-oligonucleotido. Esta técnica € vantajosa pois ¢ simples de realizar, apresenta baixo
consumo de reagentes e os espetros obtidos sdo de facil interpretagao. Contudo, a realizagdo
destes ensaios requer o dispéndio de um tempo consideravel.

Assim, desenvolveu-se um método com o qual serd possivel verificar rapidamente, e
em simultaneo, a apeténcia de dois ligandos distintos para uma determinada sequéncia de
ADN recorrendo a titulagdo de misturas de ligandos. A este método deu-se o nome de
screening competitivo. A metodologia consiste na mistura de dois ligandos, com a mesma
concentragdo, seguida de titulagdo com uma quantidade especifica de um oligonucledtido
selecionado, ADN de cadeia dupla ou G-quadruplexes. Como resultado da adi¢do do
oligonucledtido, se ocorrer interacdo deste com os ligandos presentes em solugdo serdo
observadas alteragdes nas bandas de absor¢do dos ligandos. Esta abordagem encontra-se
exemplificada na figura 33 para os ligandos TMPyP e ZnPc(NOPyMe)s e para o
oligonucleotido AG3(T2AG3)s.

1 ligando 1

08 ligando 2

55 ‘ﬁk ML

TMPyP(2)-PcNOPy8(2) ADN

Absorvancia / normalizada

Figura 33 - Espetros de absorcao UV-vis da competicio TMPyP/ZnPc(NOPyMe)s
Traco azul- mistura de TMPyP e ZnPc(NOPyMe)s ; - final da titulagdo com
AG3(T2AG3)3

Neste exemplo ¢ apresentado o espetro final obtido apos adicdo de uma quantidade
determinada de ADN (traco verde) e sdo bastante percetiveis as alteragdes ocorridas no

espetro inicial da mistura de ligandos (traco azul). A interacdo produzird maiores alteracdes
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nas bandas caracteristicas do ligando para o qual o oligonucleo6tido apresenta maior afinidade
e seletividade, assim, analisando a figura anterior facilmente se conclui que a estrutura de
ADN adicionada tem uma maior afinidade para o ligando 2.

Usando este modelo sera entdo possivel avaliar a apeténcia dos dois ligandos
estudados para uma determinada sequéncia de ADN, tornando possivel uma pré-sele¢ao de
ligandos (screening) mais rapida e mais econdémica. No entanto, para que a aplicagdo deste
método possa ser correta e conclusiva ¢ fundamental garantir que ndo ha interagdo entre os
ligandos e que os seus espetros de absor¢ao ndo sdo sobreponiveis.

Como forma de justificar a importancia dos espetros de absor¢cdo dos dois ligandos
ndo serem sobreponiveis, sdo apresentados na figura 34 como exemplo os espetros de dois

ligandos, onde apds mistura ndo ocorre sobreposi¢do (a) e onde ¢ observada sobreposi¢ao

(b).
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Figura 34 - Espetros de absorc¢io: (a) de uma porfirina e de uma ftalocianina e da
mistura porfirina + ftalocianina ; (b) de duas porfirinas antes e apds serem

misturadas.

Como se pode verificar nas figuras anteriores cada um dos ligandos apresenta um
espetro de absor¢do caracteristico, com um maximo de absor¢do distinto. Porém, nos
espetros apresentados na figura 34b os maximos de absor¢ao ocorrem a comprimentos de
onda muito proximos. Como consequéncia da proximidade existente nos dois maximos de
absorcdo, quando as duas porfirinas sdo misturadas, ¢ observado um novo sinal, alargado,
resultado da sobreposicdo dos dois sinais. A formag¢ao deste sinal torna invidvel a realizagdo
do método de screening competitivo proposto uma vez que, ao titular a mistura com o

oligonucledtido, ndo serd possivel reconhecer com qual dos ligandos este interage.

56



No capitulo anterior mostrou-se que os maximos de absorcdo das bandas
caracteristicas das ftalocianinas ZnPc(NOPyMe)s e ZnPc(SPyMe)s se localizam numa zona
bem distinta dos das porfirinas (ver exemplo da figura 34a). Assim, neste trabalho as
competicdes foram realizadas entre porfirinas e ftalocianinas.

Inicialmente foi preparada uma solugdo contendo uma mistura da porfirina TMPyP
e ftalocianina ZnPc(NOPyMe)s, ambas com concentragdo de 2uM e o espetro de absor¢ao
resultante foi analisado. A esta solucdo foram feitas trés adigdes de ADN de cadeia dupla
5GC ou de G-quadruplex unimolecular, AG3(T2AGs3)3, de modo a obter as proporgoes:

- dois de mistura porfirina/ftalocianina para um de oligonucleotido (2:1);

- um de mistura porfirina/ftalocianina para um de oligonucleotido (1:1);

- um de mistura porfirina/ftalocianina para dois de oligonucledtido (1:2)

Procedeu-se também a adicao de tampao PBS nas mesmas proporgdes para avaliar a

influéncia do tampao na interacdo e proceder as respetivas corregdes.

Na figura 35 encontram-se as alteragdes observadas no espectro de absorcao da
mistura de TMPyP/ZnPc(NOPyMe)s quando foi adicionado o ADN de cadeia dupla 5GC
(figura 35a) e o G-quadruplex AG3(T2AGs3);3, identificado nas legendas apenas como UNI,
(figura 35b) nas proporgdes 2:1, 1:1 e 1:2 e o PBS (figura 35¢) nos volumes correspondentes.

Para as duas sequéncias de ADN, as propor¢des 2:1 e 1:1 deram origem a pequenas
alteragcdes no espetro inicial da mistura. No entanto, na propor¢do 1:2 (um de mistura
porfirina/ftalocianina para dois de oligonucledtido) torna-se percetivel a afinidade e
seletividade dos ligandos. A titulagdo com PBS ndo provocou alteragdes em nenhuma das
propor¢des usadas. Com estas experiéncias foi possivel concluir que, nas condigdes
experimentais usadas, a propor¢do 1:2 seria a adequada pois tornava possivel observar

alteragdes conclusivas nos espetros de absor¢ao obtidos.
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Figura 35 - Espetros de absorcao UV-vis da competicio TMPyP/ZnPc(NOPyMe)s
sem e com adi¢ao de (a) SGC; (b) AG3(T2AG3)s 5 (¢) PBS nas proporgdes 2:1, 1:1 e 1:2
em solugao de PBS (100mM de KCl) a 25°C.

Uma vez que a condi¢do fundamental para o funcionamento do método proposto foi
garantida e a quantidade de oligonucledtido ideal a adicionar em cada processo de
competicao foi encontrada, estendeu-se o método a outros ligandos e a andlise dos resultados

obtidos serd em seguida apresentada.
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2.2.1. Validac¢ao do método de screening competitivo

Com o objetivo de verificar se, recorrendo ao modelo de screening competitivo
proposto, era possivel avaliar a afinidade e seletividade de ligandos de um modo mais répido
e mais econdmico e com resultados andlogos aos obtidos no ponto anterior, fez-se um
screening competitivo entre as ftalocianinas ZnPc(NOPyMe)g e ZnPc(SPyMe)s € as varias
porfirinas anteriormente estudadas efetuando adi¢des de oligonucleotido de cadeia dupla
5GC e com o G-quadruplex unimolecular AG3(T2AG3s)3. Nos graficos apresentadas, como
forma de simplificar as legendas, a cadeia dupla 5GC e o G-quadruplex unimolecular sdo
apenas identificados por 5GC e UNI, respetivamente.

Na figura 36 sdo apresentadas as alteragdes observadas no espectro de absor¢do da
mistura de TMPyP/ZnPc(NOPyMe)s com ADN de cadeia dupla 5SGC, com o G-quadruplex
unimolecular AG3(T2AGs)3 e com tampao todos na proporcao 1:2, correspondente a adigdes

de 26 pl.

TMPyP-ZnPc(NOPyMe)g

0,8

GQ

0,6

5GC
0,4

0,2

Absorvancia / normalizada

Comprimento de onda / nm
TMPyYP(2)-PcNOPY8(2) seeose 26ul tamp3o
— 5GC (1:2) e UN| (1:2)

Figura 36 - Espetros de absorciao UV-vis da competicio TMPyP/ZnPc(NOPyMe)s.
Trago azul - TMPyP (2uM) + ZnPc(NOPyMe)s (2uM); Traco cinza — com adi¢ao de PBS;
Traco vermelho — com adi¢ao de 5GC Trago verde — com adi¢ao de AG3(T2AG3)3

Ao comparar os desvios batocrémico e hipocrémico na zona de absor¢ao da porfirina
(~420 nm) pode verificar-se facilmente que o espetro que apresenta maiores desvios,
comparativamente ao espetro inicial da mistura dos ligandos (trago azul) corresponde ao da
titulacdo com o ADN de cadeia dupla 5GC, isto ¢ o trago vermelho. Por outro lado, ao
analisar a zona de absor¢ao da ftalocianina (~680 nm) verifica-se que o espetro que apresenta

maiores desvios corresponde ao da titulagdo com o G-quadruplex, isto ¢, ao traco verde.
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Assim, usando o modelo de screening competitivo porfirina/ftalocianina proposto foi
possivel concluir que:

- quando a mistura inicial de TMPyP/ZnPc(NOPyMe)s ¢ adicionado 5GC na
proporg¢ao 1:2, ocorre um maior desvio na banda da porfirina, de 21nm, do que na segunda
banda Q da ftalocianina, onde o desvio observado foi de 10 nm.

- a adicdo de G-quadruplex unimolecular, AG3(T2AG3)3, na mesma propor¢ao,
resulta num maior desvio nas bandas Q da ftalocianina, de 17 nm, do que da banda Soret, da
porfirina, onde o desvio foi de apenas 6 nm, sugerindo uma maior afinidade por parte da
ftalocianina para o G-quadruplex.

- ao titular a mistura inicial de TMPyP/ZnPc(NOPyMe)s com tampao PBS o espetro
manteve-se inalterado demonstrando assim que ndo interage nem com a porfirina nem com
a ftalocianina.

Este modelo de competicdo permitiu, fazendo apenas trés titulagdes distintas, uma
com o tampado, uma com o ADN de cadeia dupla e a terceira com o G-quadruplex e através
de uma andlise simples e rapida, concluir que nenhum dos ligandos interage com o tampao
utilizado, a TMPyP ¢ mais seletiva para SGC do que a ftalocianina ZnPc(NOPyMe)s e que
a ZnPc(NOPyMe)s apresenta uma maior afinidade e seletividade para AG3(T2AGzs)s; do que
a TMPyP.

De modo a validar estes resultados, estes foram comparados com os obtidos nas
titulacdes individuais de cada ligando (figura 37 e tabela 11). Na figura 37 os espetros de
titulacdes individuas sdo apresentados com tracos descontinuos em contraste com os tracos
continuos dos espetros da competicdo (ja analisados na figura 36). Os espetros obtidos nas
titulacdes individuais da TMPyP com 5GC estdo representados pelo traco vermelho
descontinuo e os da TMPyP com AG3(T2AGs); pelo trago verde descontinuo. Os espetros
dos dois ligandos na concentracdo usada nas experiéncias anteriores (2 pM) ¢ também
apresentado: TMPyP (tragco azul descontinuo) e ZnPc(NOPyMe)s (trago amarelo

descontinuo).
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Figura 37 - Espetros de absorc¢io UV-vis resultantes de screening competitivo entre
TMPyP/ZnPc(NOPyMe)s (tragcos continuos) e espetros de absor¢ao UV-vis das

titulagdes individuais de cada ligando (tragos descontinuos)

Apesar do ligeiro hipocromismo observado entre os espetros de competicdo e os
respetivos espetros das titulagdes individuais, os resultados obtidos para as competi¢cdes
estdo de acordo com as titulagdes individuais dos respetivos ligandos com os
oligonucleétidos estudados:

- TMPyP ¢é mais seletiva para 5GC do que para AG3(T2AG3)s;

- ZnPc(NOPyMe)s apresenta maior interagdo com AG3(T2AG3)s do que com 5GC
(ver tabela 11).

Na tabela 11 sdo apresentados os valores dos desvios batocromicos observados nas

diferentes titulagdes apresentadas na figura anterior.

Tabela 11 — Desvios batocromicos (em nm) obtidos para titulagoes individuais e em
competicio de TMPyP e ZnPc(NOPyMe)s na proporgdo de 1:2

TMPyP ZnPc(NOPyMe)s

Titulagcao 5GC AGK(T:AG)s 5GC AGK(T:AG);

individual 17 14 10 16

competicao 21 6 10 17
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E interessante notar que a TMPyP quando titulada com AG3(T2AGs); em competigdo
apresentou um valor de desvio batocrémico bastante inferior, menos de metade, ao
observado na sua titulagdo individual. Em competi¢do, a sequéncia de G-quadruplex
unimolecular tende a interagir com a ftalocianina e ndo com a porfirina, diminuindo por isso
o batocromismo observado na banda correspondente a porfirina. E também visivel um
aumento do batocromismo, embora ndo tao acentuado, na banda da TMPyP quando titulada
com 5GC em competicdo. Estes dois fatores comprovam a grande interacdo de
ZnPc(NOPyMe)s com AG3(T2AGs3)s e realgam alguma seletividade de TMPyP para SGC.

Assim, usando este modelo de competicao, foi possivel efetuando apenas adi¢cdes de
volumes definidos e pequenos de ADN, obter os mesmos resultados que num sistema de
titulacdes convencional com todos os gastos e custos associados.

A comparagdo anterior permitiu validar as conclusdes tiradas com a andlise por
screening competitivo e este sistema foi entdo aplicado as porfirinas ZnTMPyP, S~ TMPyP
e TPPyP em competi¢do com a ftalocianina ZnPc(NOPyMe)s com as mesmas estruturas de
ADN, 5GC e G-quadruplex unimolecular AG3(T2AGs3)3 e nas condigdes apuradas. De modo
a simplificar a andlise dos resultados obtidos estes serdo também apresentados

comparativamente com as respetivas titulagdes individuais.

Na figura 38 encontram-se os espectros de absor¢ao obtidos nesse screening quando
a mistura de ligandos foi titulada com ADN de cadeia dupla (5GC) e com o G-quadruplex
unimolecular AG3(T2AGs)3; os espectros de absor¢do correspondentes as titulagdes
individuais estdo apresentados por tracos descontinuos. Para todos os pares de ligandos
testados foi também efetuada a titulagdo com tampao, no entanto, como nao se verificaram

quaisquer alteragdes nos espetros resultantes, estes sdo omissos das figuras.
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Figura 38 - Espetros de absorcao UV-vis da competi¢cio porfirina/ZnPc(NOPyMe)s
(tragos continuos) e espetros de absor¢ao UV-vis das titulacdes individuais de cada

ligando (tragos descontinuos).

Ao analisar os espetros de competicdo (tracos continuos), da figura 38a, que se refere
ao par ZnTMPyP/ZnPc(NOPyMe)s, pode verificar-se facilmente que o espetro que apresenta

maiores desvios corresponde ao da titulagdo com o G-quadruplex, isto €, ao trago verde
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continuo. O mesmo pode ser observado se for analisada a zona de absorg¢ao da porfirina, 420
nm, (ver figura 39) onde ao comparar os desvios batocromico e hipocrémico se verifica que

a maior intera¢do ocorre também com o G-quadruplex (traco verde).

ZnTMPyP - ZnPc(NOPyMe)8

ZnTMPyP+Zn
Pc(NOPyMe)8

e—5GC (1:2)

UNI (1:2)

Absorvancia / normalizada

Figura 39 - Espetros de absorciao UV-vis da competicio ZnTMPyP/ZnPc(NOPyMe)s
(tracos continuos) e espetros de absorcao UV-vis das titulacées individuais de cada

ligando (tragos descontinuos), na zona de absor¢ao da porfirina.

Neste caso, este screening de competicao permite concluir, e confirmar, que:

- a porfirina ZnTMPyP ¢ mais seletiva para o quadruplex AG3(T2AGs)3 do que para
o ADN de cadeia dupla, 5GC. Contudo, em comparacdo com a ftalocianina
ZnPc(NOPyMe)s, esta ¢ mais seletiva para AG3(T2AGs3)3 do que a porfirina.

Tal como esperado, o comportamento da ftalocianina ZnPc(NOPyMe)s ¢ igual ao
observado na sua titulagdo individual com os dois oligonucleétidos sugerindo uma maior
afinidade e seletividade para AG3(T2AGs);. Também a ZnTMPyP apresentou maior
afinidade e seletividade para AG3(T2AGs)3 (ver grafico 38 tragos descontinuos e tabela 12).
Apesar da diminui¢do de batocromismo observada por ZnTMPyP em competicdo estes
resultados estdo de acordo com as titulagdes individuais apresentadas no subcapitulo anterior

permitindo assim validar o método.

Tabela 12 - Batocromismo obtidos para titulacoes individuais e em competicio de

ZnTMPyP, FTMPyP, TPPyP e ZnPc(NOPyMe)s na proporcao de 1:2

ZnTMPyP S-TMPyP TPPyP ZnPc(NOPyMe)s
Titulagdo | 5GC 5GC 5GC 5GC
individual | 7 12 8 10 21 12 10 16
competicao | 1 8 10 14 19 5 10 17
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Da analise dos desvios observados nos dois espetros restantes, na zona dos 400-480

nm (ver figura 40), é possivel concluir de uma forma rapida e inequivoca que no caso da

porfirina /- TMPyP existe uma maior seletividade para o G-quadruplex, uma vez que o maior

desvio ¢ observado para o G-quadruplex (traco verde continuo). Da mesma forma, se conclui

que, no caso da porfirina TPPyP, existe uma clara seletividade para o ADN de cadeia dupla

5GC (trago vermelho continuo). Também, nestes dois casos, se verificou que a aplicagdo

deste screening competitivo reproduz o comportamento dos compostos isoladamente

(grafico 40 tragos descontinuos e tabela 12). E de notar que os resultados observados para a

TPPyP em competigdo salientam a sua seletividade para ADN de cadeia dupla.
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Figura 40 - Espetros de absorcio UV-vis da competicao S TMPyP/ZnPc(NOPyMe)s e

TPPyP/ZnPc(NOPyMe)s (tragos continuos) e espetros de absorc¢ao UV-vis das

titulagdes individuais de cada ligando (tragos descontinuos), na zona de absorc¢ao da

porfirina.

Ap6s a validagdo do método de screening competitivo descrito para as porfirinas

TMPyP, ZnTMPyP, 3-TMPyP, TPPyP este foi estendido para a mesma ftalocianina a outras
quatro porfirinas MnTMPyP, CaTMPyP, TTMAPP, ZnTTMAPP (figura 41).
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— CH,
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CuTMPyP R= —CZN-CH3 M=cCu(ll) +4 ZnTTMAPPR=©—N~CH3 M=2Zn(ll) +4
H3;C

Figura 41 - Estrutura das porfirinas MnTMPyP, CuTMPyP, TTMAPP, ZnTTMAPP

Na figura 42 sdo apresentados os espetros obtidos em competigdo para as porfirinas
selecionadas. O método foi aplicado em todas os casos considerando os dois ligandos na
mesma concentracdo, 2 uM, e adi¢des de ADN necessarias a obtencao das proporcdes 1:2,
conforme anteriormente referido.

Na figura 42a encontram-se os espetros de absor¢do do par de ligandos
MnTMPyP/ZnPc(NOPyMe)s apds adicdo de tampdo, de 5GC e do G-quadruplex
AG3(T2AG3)3. Conclui-se que a MnTMPyP ndo interage com o tampao e que este nao
apresenta qualquer afinidade para as cadeias de ADN estudadas. Os resultados de
competicao obtidos para a mistura MnTMPyP/ZnPc(NOPyMe)g permitem assim validar o
método apresentado, uma vez que permitem provar que a presenca da ftalocianina ndo tem
influéncia no comportamento da porfirina na presenga das diversas estruturas de ADN.

Uma rapida analise de todos graficos da figura 42 permite concluir que nenhuma
destas porfirinas parece ter grande afinidade para qualquer das estruturas de ADN estudadas.
Assim, estas porfirinas podem ser excluidas para a realiza¢do de outros testes. De notar que
a realiza¢do de todas estas titulagdes a nivel individual levariam aos mesmos resultados,

mas, levando muito mais tempo e mais recursos, com todos os seus custos associados.
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Figura 42 - Espetros de absor¢ao UV-vis da competiciao
(a) MnTMPyP/ZnPc(NOPyMe)s, (b) CuTMPyP/ZnPc(NOPyMe)s,
(c) TTMAPP/ZnPc(NOPyMe)s e (d) ZnTTMAPP/ZnPc(NOPyMe)s.
Trago azul - mistura porfirina/ftalocianina; Traco cinza — com adi¢do de PBS; Traco

vermelho — com adi¢do de 5SGC; Traco verde — com adigdo de AG3(T2AG3)3

Através deste screening de porfirinas usando estudos de competicdo com a
ftalocianinas ZnPc(NOPyMe)s foi possivel concluir que:

- a TPPyP foi a porfirina que apresentou melhor seletividade para 5GC;

- a fFTMPyP foi a porfirina que apresentou maiores interagdes com AG3(T2AG3)3,
contudo esta ndo ¢ melhor do que a seletividade observada com a ftalocianina;

- a TMPyP apresenta boa interacdo com ambas as estruturas de ADN, mas nao ¢
seletiva para AG3(T2AG3)3;

- as porfirinas MnTMPyP, CuTMPyP, TTMAP e ZnTTMAP demostraram alteragdes
pouco significativas quer para o ADN de cadeia dupla, quer para o G-quadruplex e foram

portanto excluidas como candidatas a estudos futuros nesta area;
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- comprovou-se que a ZnPc(NOPyMe)s apresenta elevada seletividade para o G-
quadruplex AG3(T2AG3)3;
- Nao foi identificado nenhum ligando, dentro dos estudados, com maior seletividade

para G-quadruplexes que a ftalocianina ZnPc(NOPyMe)s.

A comparacao das titulacdes individuais e as titulagdes em competicao permitiu uma
vez mais validar este método uma vez que todas as conclusdes tiradas nas titulagdes
individuais foram confirmadas, com a grande vantagem de ser mais rapido e economico.

Uma vez que esta ftalocianina ZnPc(SPyMe)s apresentou também uma elevada
interacdo e seletividade para AG3(T2AGs3)3, € como forma de comprovar a validade do
método com outro ligando, foi aplicado o método de screening competitivo as mesmas
porfirinas mas desta vez em competi¢do com a ftalocianina ZnPc(SPyMe)s. Todos os
espetros de competigdes obtidos sdo apresentados nos anexos 2 a 4. Na tabela 13 sdo

apresentados os resultados de batocromismo obtidos nestas competicdes.

Tabela 13 - Batocromismo obtidos para titulacdes em competicio de TMPyP
ZnTMPyP e TPPyP com ZnPc(SPyMe)4 na proporc¢ao de 1:2

TMPyP ZnTMPyP TPPyP ZnPc(SPyMe)4
Titulagdo | 5GC 5GC 5GC 5GC
competicao | 22 14 3 7 20 8 7-9 19-20

Analisando os resultados obtidos podemos concluir que:

- TPPyP ¢ o ligando que apresenta maior seletividade para 5GC;

- ZnPc(SPyMe)s € o ligando que apresenta maior seletividade para AG3(T2AG3)3;

- a seletividade da ftalocianina para AG3(T2AGs3); € superior a observada para as
porfirinas testadas;

- a TMPyP apresenta boa interacdo com ambas as estruturas de ADN, mas nao ¢
seletiva para AG3(T2AG3)3,.

Mais uma vez foi possivel de maneira rapida e econdémica perceber a apeténcia de

um conjunto de porfirinas para dois oligonucledtidos distintos.
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A competicao entre a f~-TMPyP e a ZnPc(SPyMe)s4 ndo foi possivel uma vez que

estes ligandos apresentaram uma ligeira sobreposi¢ao de bandas e possivel interagdo (figura
43).

B-TMPyP-ZnPc(SPyMe),
0,3
0,25
0,2

0,15
0,1
/ \
0,05

Comprimento de onda /

Absorvancia

385
403
421
439
457
475
493
511
529
547
565
583
601
619
637
> 655
673
691
709
727
745
763
781
799

m
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Figura 43 - Espetros de absorcao UV-vis da competi¢ido f-TMPyP/ZnPc(SPyMe)s. As
bandas Q da B-TMPyP estao sobrepostas com as bandas Q da ZnPc(SPyMe)a.

Este método de screening competitivo ligando-ligando mostrou ser um método
valido, viavel, rapido e simples de executar e interpretar permitindo um screening rapido e
econdmico de um vasto conjunto de pares porfirina/ftalocianina, ou quaisquer outros
ligandos que apresentem o seu espetro de absor¢do em zonas distintas. Para screening de
porfirinas, as ftalocianinas mostraram ser bons candidatos. Usando este método de screening
competitivo podem selecionar-se os ligandos e testar a sua afinidade e/ou seletividade para

diferentes estruturas de ADN.

2.2.2. Otimizacao das condi¢des experimentais

Ao longo do desenvolvimento do método, foi também analisada a influéncia do
tempo de interagdo nos resultados obtidos com este modelo de screening por competicao e,
para tal, para além da medicdo inicial efetuada logo apds a adigdo do oligonucleotido, a
interagdo foi acompanhada ao longo do tempo, tendo sido feitas varias medigdes. Na maioria
das competicdes nao foram observadas alteracdes ao longo do tempo, confirmando que as
porfirinas correspondentes sdo bastante estaveis e apresentam afinidade para os
oligonucledtidos estudados. Os unicos casos que demonstraram ligeiras alteragdes ao longo

do tempo foram as competi¢des com as porfirinas CuTMPyP, TTMAPP e ZnTTMAPP.

69



Na figura 44 encontram-se as alteragdes observadas no espectro de absor¢do da
mistura de TTMAPP com ZnPc(NOPyMe)s quando titulada com 5GC e com AG3(T2AG3)3,
logo apos a adicao destes oligonucledtidos, passado cinco horas e passadas quarenta e oito

horas da adi¢do destes oligonucleotidos.

TTMAPP-ZnPc(NOPyMe),

Absorvancia / normalizada

Comprimento de onda
TMAP(2)-PcNOPy8(2) 5GC (1:2) UNI (1:2)
— — TMAP(2)-PcCNOPY8(2)+5h == == 5GC (1:2)+5h — — UNI(1:2)+5h
----------- TMAP(2)-PCNOPY8(2)+48h +++eeeseees 5GC (1:2)+48h weeeenaeees UNI(1:2)448h

Figura 44 - Espetros de absorcao UV-vis de TTMAPP/ZnPc(NOPyMe)s com 5GC
e AG3(T2AG3); logo apds adicao dos oligonucleotidos (tragos continuos), 5 horas apos
adi¢do dos oligonucledtidos (tragos tracejados) e 48 horas ap6s adi¢do dos

oligonucleoétidos (tragos pontilhados).

Como pode ser observado na figura anterior, a mistura de TTMAPP com
ZnPc(NOPyMe)s ndo apresenta alteracdes significativas com o passar do tempo (tracos
azuis), demonstrando uma boa estabilidade destes ligandos. Contudo, ao adicionar a mistura
5GC ou AG3(T2AGs3)3, observamos alteragdes nos seus espetros ao longo do tempo. Passado
cinco horas da adi¢do de qualquer um destes oligonucledtidos (tracos tracejados) observou-
se um aumento do batocromismo, indicando que a intera¢do ainda ndo estava completa. O
espetro obtido passadas quarenta e oito horas, mostrou alteragdes ndo muito significativas
quando comparado com o espetro obtido apds cinco horas de interagdo, tendo-se verificado
apenas um aumento pouco significativo do hipercromismo desta banda no caso do G-
quadruplex unimolecular AG3(T2AG3);3 ndo acompanhado de desvio batocrémico.

Resultados semelhantes foram observados com as porfirinas CuTMPyP e ZnTTMAPP
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permitindo concluir que a obtencdo dos espetros apds cinco horas de interagdo ¢ suficiente

para perceber as alteragdes finais dos processos de competigao.

Uma outra grande vantagem deste método ¢ a possibilidade de ser realizado em
qualquer laboratério usando um simples espetrofotémetro ou entdo, otimizando ainda mais
o tempo despendido e as quantidades de reagentes usadas, recorrendo a um espetrofotometro
com leitor de placas.

Este novo método foi também testado usando um espetrofotometro com leitor de
placas e foi possivel confirmar a semelhanga dos resultados obtidos nos dois

espetrofotometros para o par ZnTMPyP/ZnPc(NOPyMe)s (figura 45 e anexo 11).
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Figura 45 - Espetros de absorcao UV-vis da competi¢cio
ZnTMPyP/ZnPc(NOPyMe)s sem e com SGC ou AG3(T2AG3)s3 (a) espetrofotometro

convencional, (b) espetrofotdmetro com leitor de placas

Assim o protocolo de screening competitivo foi adaptado ao espetrofotometro com
leitor de placas permitindo analisar simultaneamente a afinidade de varias porfirinas para
varias estruturas de ADN, na presenca da mesma ftalocianina como padrdo. A organizagio

proposta a utilizar no leitor de placas ¢ apresentada na figura 46.
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1 2 3 4 5 6 7 8
A F+P1 F+P2 F+P3 F+P4 F+P5 F+P6 PBS
B +PBS +PBS + PBS +PBS +PBS +PBS F (2uM)
© +01 +01 +01 +01 +01 +01 P1 (2uM)
D +02 +02 +02 +02 +02 +02 P2 (2uM)
E +03 +03 +03 +03 +03 +03 P3 (2uM)
F +04 +04 +04 +04 +04 +04 P4 (2uM)
G +05 +05 +05 +05 +05 +05 P5 (2uM)
H +06 +06 +06 +06 + 06 +06 P6 (2uM)

Figura 46 - Placa de leitura para screening competitivo entre uma ftalocianina (F),
seis porfirinas (P1-P6) na presenca de seis oligonucledtidos diferentes (0O1-06). Dos
pocos B1 ao H6 deve adicionar-se a mistura porfirina/ftalocianina o respetivo
oligonucleotido (ou PBS) na propor¢ao de 1:2. A coluna 8 representa os controlos

necessarios.

Primeiramente € necessario a preparacao dos ligandos com concentragdo de 4 uM.
De seguida, em todos os pocos da coluna 1, adiciona-se 150uL de porfirina 1 (4 uM) e 150
pL de ftalocianina (a 4 uM) de modo a que a concentragdo final de cada ligando seja de 2
UM para um volume final de 300 pL. A estes pogos contendo a mistura a estudar adiciona-
se 26 uL do oligonucleotido (a 50 uM) / PBS de modo que a propor¢ao final seja de 1:2, tal

como representado na figura 46. O processo € repetido nas colunas 2 a 6 alterando apenas a
porfirina a analisar. E também essencial a realizagio dos controlos: medigao individual de
cada ligando a 2 uM e do PBS (coluna 8).

Este protocolo permite assim a rapida realizagdo de screening competitivo, através
da andlise da apeténcia de seis pares de ligandos distintos para seis oligonucle6tidos com

diferentes estruturas de ADN, em simultaneo.
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2.3. Avaliacdo da capacidade de estabilizacdo e seletividade dos ligandos por G-

quadruplex Fluorescent Intercalator Displacement, G4-FID

Como ja foi referido na introdugdo, uma outra técnica que permite estudar a afinidade
e a seletividade de ligandos para estruturas do tipo G-quadruplex baseia-se na perda de
fluorescéncia de um intercalador ligado a uma sequéncia de ADN quando esta sequéncia se
desassocia deste para se ligar a um outro ligando para o qual tem mais afinidade. Nesta
abordagem designada por FID, o intercalador usado neste trabalho foi o laranja de tiazole
(TO). Este intercalador ¢ particularmente interessante porque quando livre em solugdo
apresenta uma fluorescéncia quase nula, mas esta aumenta exponencialmente quando ligado
ao ADN. Além disso, o TO por si s6 ndo apresenta seletividade para diversas estruturas de
ADN, por exemplo ADN duplex ou quadruplex.!%:!!12 Estas carateristicas permitem assim
estudar o deslocamento competitivo deste intercalador, percebendo a seletividade de

ligandos para determinadas sequéncias de ADN.

2.3.1. Otimizacao de condi¢des experimentais

Tendo por base a literatura!®®!!3

numa primeira fase foram otimizadas as
concentragdes e proporcdes ideais de TO, ligando e oligonucleodtidos a utilizar. Foi também
otimizado o tempo de agitagdo necessario para preparar a solugdo de TO com o
oligonucledtido e foi avaliado, entre outras variaveis, a sua estabilidade ao longo do tempo.
Estas otimizagdes foram realizadas num fluorimetro convencional e posteriormente
adaptadas para um leitor de placas de modo a acelerar a recolha de dados.

Nas figuras 47 e 48 encontram-se os graficos de fluorescéncia obtidos na otimizacao
de algumas das varidveis. Inicialmente foi analisada a fluorescéncia da solucdo de
TO+oligonucleotido, com concentragdao de TO de 0,35 uM e de oligonucleodtido de 0,1 M,
contudo esta solu¢do apresentou uma intensidade de fluorescéncia muito baixa. De modo a
aumentar a intensidade foram analisadas varias condigoes experimentais. Foi observado
que a agitacdo da solu¢do TO+oligonucleotido antes da sua medigao e o aumento de s/its de
5 em 5 parade 10 em 10, aumenta muito significativamente a sua fluorescéncia (figuras 47a,

47b).
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a) Influéncia da agitacdo b) Influéncia dos slits c) PBS vs H20
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Figura 47 — Otimizacio de condicdes experimentais do FID. a) Influéncia da agitagao
da solucdo mae de TO+oligonucledtido; b) Influéncia dos slits; ¢) Influéncia do PBS usado

na solu¢do mae TO+oligonucledtido.

Um outro pardmetro analisado foi a influéncia do PBS na intensidade da
fluorescéncia da solugdo TO+oligonucledtido uma vez que esta solug@o era inicialmente
preparada em PBS. Percebemos que quando esta solug¢do era preparada em agua mili-Q a
intensidade da fluorescéncia aumentava consideravelmente (figura 47¢). Assim, a solugdo

TO+oligonucledtido passou a ser preparada usando agua mili-Q em vez de PBS.

Foi ainda realizado um outro estudo de modo a seleccionar a concentragao ideial de
TO (figura 48a). A concentragdo de oligonucleétido foi mantida a 0,1uM, e foi analisada a
fluorescéncia nas concentragdes de 0,35uM , 0,25uM , 0,2uM e 0,15uM de TO. Este estudo
permitiu concluir que a concentracdo de TO para a qual a solugdo TO+oligonucledtido
apresentou maior intensidade de fluorescéncia foi de 0,2 uM. Foi também analisada a
influéncia da agitagdo da solugdo TO+oligonucledtido numa placa de agitacdo durante
tempo prolongado ou num vortex por 10 minutos e ndo se verificaram alteragdes
significativas na flourescéncia para as mesmas concentragdes (tracos azuis e tragos amarelos

da figura 48a) assim, foi estabelecida uma agita¢dao no vortex por 10 minutos.
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Figura 48 - Otimizacao de condi¢cdes experimentais do FID. a) Concentragdo ideal de
TO e influéncia da agitagdo numa placa de agitagdo ou num vortex; b) Estabilidade da

solucdo mae de TO+oligonucledtido apds 6 dias.

Por ultimo foi estudada a estabilidade da solu¢do TO+oligonucleotido. Apds a
preparacao de uma solugdo stock, a sua intensidade de fluorescéncia foi analisada e a solugdo
foi armazenada a temperatura ambiente durante seis dias (figura 48b). No sexto dia
procedeu-se a uma nova andlise desta solugdo observando-se que a sua intensidade manteve-
se estavel, ndo sendo necessario uma nova agita¢do. Este resultado permitiu preparar a
solugao TO+oligonucledtido antecipadamente ao dia da experiéncia.

Com esta técnica foram apenas analisadas as porfirinas e ftalocianinas que
apresentaram, nas titulagdes espectroscopicas UV-vis, afinidade para as sequéncias de ADN
nomeadamente TMPyP, ZnTMPyP, fTMPyP, TPPyP, ZnPc(NOPyMe)s, ZnPc(SPyMe)s e
ZnPc(SPyMe)s. Para cada ligando foi calculada a percentagem de deslocamento de TO
usando os oligonucleotidos de cadeia dupla (5GC), o G-quadruplex unimolecular
(AG3(T2AG3)3) e 0 G-quadruplex tetramolecular (T2GsT). A percentagem de deslocamento
de TO foi calculada considerando como méximo, ou seja 100%, a intensidade da
fluorescéncia do TO quando se encontra ligado a sequéncia de ADN.

Ao adicionar um dos ligandos a solugdo contendo a mistura fluorescente de
TO/ADN, a dissociacdo do TO da estrutura de ADN traduz-se numa diminui¢do da sua
fluorescéncia (figura 16). Quanto maior a deslocamento/dissociacao do TO, provocada pela
presenca do ligando, maior ¢ a perda de fluorescéncia observada.

A andlise da relacdo entre a concentracdo de ligando e a percentagem de
deslocamento do TO permite-nos perceber para qual dos oligonucledtido € necessaria menor
concentracdo de ligando para dissociar 50% do TO (DC50). Quanto menor for a

concentracdo de ligando necessdria, maior ¢ a capacidade deste para dissociar o

75



oligonucledtido do TO, ou seja, maior € a seletividade do ligando para o oligonucle6tido em
questdo. O ligando que apresenta maior seletividade para um determinado oligonucleotido é
aquele que necessita de menor concentragdo para dissociar este do TO.

Na figura 49 encontram-se os espetros de fluorescéncia obtidos quando foram
adicionadas solucdes de concentracdo entre 0 uM e 0,25 uM de TMPyP a duas solucdes
distintas, uma contendo a mistura TO/5GC e a outra contendo TO/AG3(T2AG3)3. Através
destes espetros torna-se percetivel o descrito no pardgrafo anterior. A intensidade da
fluorescéncia vai diminuindo com o aumento de concentracdo de TMPyP pois este ligando

leva a dissocia¢dao do TO do oligonucleotido.
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Figura 49 - Fluorescéncia do complexo TO + oligonucleétido com o aumento de

concentracio de TMPyP

Como se pode verificar, o aumento da concentragdo de porfirina TMPyP resulta na
diminui¢do da fluorescéncia da mistura TO/ADN. A andlise e compara¢ao dos dois graficos
anteriores permite também concluir que, considerando que o maximo de fluorescéncia para
as duas misturas TO/5GC e TO/AG3(T2AGs3)s ¢ semelhante, € necessaria uma concentragao
de TMPyP semelhante para diminuir em 50% a fluorescéncia de qualquer das misturas,
mostrando portanto a ndo seletividade desta porfirina e validando a otimizacao efetuada para

este método.

2.3.2. Analise por FID dos diferentes ligandos

Como foi referido anteriormente, para cada ligando estudado foi calculada a
percentagem de deslocamento de TO usando os oligonucleotidos de cadeia dupla SGC, o G-
quadruplex unimolecular AG3(T2AG3)s, identificado apenas como UNI, e o G-quadruplex

tetramolecular T>GsT (identificado como TT).
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Assim para completar o estudo com a TMPyP, na figura 50 encontram-se as
percentagens de deslocamento do TO em funcdo da concentracdo de TMPyP obtidas para os

trés oligonucledtidos testados.

%DC TMPyP
100

75
50

25

% deslocamento de TO

0 02505075 1 12515 2 25 3 35 4

concentragdo de ligando / uM

% dis UNI % dis 5GC % dis TT

Figura 50 - Percentagem de deslocamento de TO do 5GC (trago laranja), T2GsT (trago

cinza) e AG3(T2AG3); (traco azul) com o aumento da concentracio de TMPyP.

A anélise do grafico anterior e dos valores de DC50 obtidos (tabela 14) mostram que

¢ necessaria uma concentragdo semelhante de TMPyP para dissociar 50% de TO quando
este estd ligado ao ADN de cadeia dupla 5GC (0,94 uM) ou quando estd ligado ao G-
quadruplexes ToGsT (1,17 uM) e AG3(T2AG3)3 (1,07 uM). Estes resultados confirmam que

esta porfirina interage facilmente com estruturas de ADN pois uma baixa concentragao desta
porfirina dissocia 50% do TO quer dos G-quadruplexes quer da sequéncia de cadeia dupla.
O DCS50 ligeiramente mais reduzido observado no caso para 5GC confirma a ndo
seletividade da TMPyP para AG3(T2AGs3)s. Estes resultados suportam as conclusdes tiradas

nas titulagdes com este ligando e estdo de acordo com a literatura.!?’

Tal como no subcapitulo anterior, os restantes ligandos serdo analisados
comparativamente com a TMPyP e todos os valores obtidos estdo sumariados na tabela

seguinte.
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Tabela 14 - Valores de DC50 obtidos com os varios oligonucledtidos estudados

DC50 (uM)

5GC T2GsT AG3(T2AG3)3
TMPyP 0,94 1,17 1,07
ZnTMPyP 1,81 1,08 0,97
[S-TMPyP 2,13 1,53 1,20
TPPyP 0,89 0,96 1,00
ZnPc(NOPyMe)s 1,30 1,08 1,04
ZnPc(SPyMe)s 1,93 1,84 1,95
ZnPc(SPyMe)4 1,59 1,14 1,17

Na figura 51 encontram-se as percentagens de deslocamento do TO obtidas com o
aumento de concentragdo das porfirinas ZnTMPyP, STMPyP e TPPyP para os
oligonucle6tidos 5GC, T>GsT e AG3(T2AG3)s.
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Figura 51 - Percentagem de deslocamento de TO do 5GC (trago laranja), T2GsT (trago
cinza) e AG3(T2AG3); (traco azul) com o aumento da concentracio das diferentes

porfirinas ZnTMPyP, fFTMPyP e TPPyP.

Comparando os graficos das trés porfirinas conclui-se que a ZnTMPyP ¢ aquela que
apresenta um DC50 para o G-quadruplex menor, de 0,97 £M, sendo portanto a mais seletiva
para a cadeia de ADN unimolecular. Por seu lado a TPPyP foi aquela que apresentou um
DC50 para cadeia dupla menor, de 0,89 #M mostrando portanto ser a mais seletiva para
ADN de cadeia dupla. No caso da porfirina S~TMPyP os resultados obtidos confirmam que
¢ mais seletiva para os G-quadruplex do que para o ADN de cadeia dupla, no entanto esta
apresentou valores mais elevados de DC50 do que as outras porfirinas, ou seja, foram

necessarias maiores concentracdes de fFTMPyP para dissociar 50% do TO.
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A mesma andlise foi efetuada para as ftalocianinas ZnPc(NOPyMe)s, ZnPc(SPyMe)s
e ZnPc(SPyMe)s tendo sido também possivel obter os valores do DC50 com os trés
oligonucleoétidos selecionados SGC, T2GsT e AG3(T2AGs3)3. Os valores obtidos encontram-
se também na tabela 14. Na figura 52 sdo apresentados os graficos comparativos dos valores

de DC50 obtidos em func¢do da concentracdo de ftalocianina.
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Figura 52 - Percentagem de deslocamento de TO dos oligonucledtidos SGC (trago
laranja), T2GsT (trago cinza) e AG3(T2AG3)s3 (trago azul) com o aumento da
concentracio de ZnPc(SPyMe)s, ZnPc(NOPyMe)s e ZnPc(SPyMe)s.

A comparacdo dos resultados obtidos para cada uma das trés ftalocianinas mostrou
que a ZnPc(SPyMe)s apresenta valores de DC50 idénticos para todos os oligonucleodtidos
estudados (proximos de 1,9 uM) mostrando ndo ser seletiva para nenhuma das cadeias de
ADN, o que estd de acordo com os resultados obtidos nas titulagdes por UV-Vis.
Relativamente as outras duas ftalocianinas, ambas apresentam valor de DC50 menores para
as cadeias G-quadruplexes do que para a cadeia dupla, ou seja, ambas apresentam

seletividade para os G-quadruplexes, o que estd também de acordo com os resultados

anteriores.

Com este método foi possivel obter a concentracdo necessaria de cada um dos
ligandos selecionados para deslocar 50% de TO (DC50). Comparando os resultados obtidos
para os diferentes ligandos com os obtidos para a TMPyP nas condi¢des experimentais
usadas, foi possivel concluir que:

- a porfirina ZnTMPyP mostrou ser, dentro das moléculas estudadas, a mais seletiva
para o G-quadruplex unimolecular AG3(T2AGs)s;. Esta foi também a molécula que
apresentou um valor de DC50 menor para este quadruplex, sendo este valor metade do obtido

para o ADN de cadeia dupla, ou seja, DC50(5GC) = 2 x DC50(G-quadruplex);
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- os ligandos TPPyP e ZnPc(NOPyMe)s apresentaram um DC50 para AG3(T2AG3)s
idéntico ao obtido para TMPyP mas, como referido anteriormente e era esperado, a TPPyP
mostrou ser mais seletiva para 5GC;

- aporfirina S TMPyP e a ftalocianina ZnPc(SPyMe)s apresentaram valores de DC50
para AG3(T2AGs3)s ligeiramente superiores aos obtidos para a TMPyP, no entanto os valores
de DC50 obtidos para o ADN de cadeia dupla 5GC foram consideravelmente superiores, ou
seja, estes ligandos mostraram ter baixa afinidade para a estrutura de cadeia dupla 5GC;

- a porfirina TPPyP ¢, dentro das moléculas estudadas, a mais seletiva para o ADN
de cadeia dupla, SGC e foi o tinico ligando que apresentou um DC50 menor do que a TMPyP

para o oligonucleo6tido SGC.

Estas conclusoes estao de acordo e confirmam os resultados obtidos com as titulagdes

descritas anteriormente.
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2.4. Avaliacao do efeito dos ligandos na estrutura dos oligonucleotidos — estudos por

dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular (CD) ¢ muito 1til para a caracterizagdo da formagao
de polimorfismos de ADN, nomeadamente dos G-quadruplexes.’®!!* Ja foram descritos
varios espetros caracteristicos de diferentes G-quadruplexes, espetros esses baseados na
orientacdo das cadeias de ADN e, portanto, no diferente empilhamento dos residuos de
guanina 3115116

As bases de guanina de um G-quadruplex com conformacgio paralela, isto ¢ que
contém as quatro cadeias no mesmo sentido, t€m a mesma conformacao anti glicosidica e
os seus espectros de CD caracteristicos apresentam uma banda positiva a 260 nm e uma
pequena banda negativa a 240 nm (figura 53, traco preto). Em contraste, as guaninas de um
G-quadruplex com conformagdo antiparalela, contendo duas cadeias para um sentido e
outras duas para o sentido oposto, tém alternancia das conformagdes anti e syn glicosidicas
ao longo da cadeia de ADN, exibindo no seu espetro de CD caracteristico uma banda positiva
a 295 nm e outros duas bandas menores, uma negativa a 265 nm e outra positiva a 245 nm
(figura 53, trago vermelho).**!16:117 Um G-quadruplex tipo hibrido bem definido (contendo
trés cadeias para um sentido e um para o sentido oposto), exibe um espectro de CD distinto
contendo uma forte banda positiva em torno dos 290 nm com um ombro em torno dos 270
nm e uma banda negativa menor a 240 nm (figura 53, trago azul).!!”-!'® Considerando estes
espetros caracteristicos de cada topologia, a analise dos espetros de CD dos G-quadruplexes
usados neste trabalho permite ndo s6 confirmar a presenca de ADN em forma de G-

quadruplexes como avaliar a conformacgao que este se encontra.

paralelo
antiparalelo
s N[DFIdO

Elipticidade / mdeg

T T T 1
220 240 260 280 300 320
Comprimento de onda / nm

Figura 53 - Espetro de CD tipico das conformacdes de G-quadruplexes paralelos,

antiparalelas e hibridos (adaptado de 117).

81



Na figura 54 encontra-se o espetro de CD obtido nestes estudos para o
oligonucleétido estudado AG3(T2AGs)s. E possivel observar uma banda positiva em torno
dos 295 nm, um pequeno ombro a 250 nm uma banda negativa em torno dos 235 nm. De
acordo com a literatura, este espetro de CD pode ser considerado como um espectro
resultante da soma de multiplas conformagdes de G-quadruplexes, tais como G-
quadruplexes de conformagdo hibrida e G-quadruplexes de conformagdo paralela do “tipo

cesto” 118,119

AG3(T2AG3)3

Ag/ Mtcmt

Figura 54 - Espetro de CD obtido para AG3(T2AGs3)s em solugdao de PBS (100mM de
KCl) a 25°C.

Tal como para os G-quadruplexes, € possivel, através de espetros de CD, estudar a
conformag¢do de cadeias duplas de ADN, podendo estas estar na conformacdo A, B ou Z,
embora a conformagao B seja a mais comum. A analise de moléculas de ADN por dicroismo
circular permite também estudar a propor¢ao de citosina-guanina presente na molécula de
ADN, bem como avaliar a existéncia de hairpins. A grande maioria dos espetros de CD de
ADN de cadeia dupla caracteriza-se por uma ou mais bandas positivas entre os 260 e os
280nm e uma banda negativa em torno dos 245 nm.!'* Na figura 55 encontra-se o espetro de
CD obtido para a cadeia dupla SGC. Podemos concluir e comprovar que, tal como esperado,

o 5GC utilizado ao longo deste trabalho encontra-se em forma de duplex.
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Figura 55 - Espetro de CD obtido para 5GC em solucido de PBS (100mM de KCI) a
25°C.

A obtencdo e analise de espetros de CD de misturas de ADN (de cadeia dupla ou em
forma de G-quadruplex) e ligandos permite avaliar as alteracdes conformacionais no ADN
induzidas pela presenca do ligando.

Neste trabalho e com o objetivo de perceber se os ligandos selecionados alteram a
conformag¢do dos oligonucledtidos estudados aumentando ou ndo a sua estabilidade, foram
analisados os espetros de CD dos oligonucleotidos AG3(T2AG3)3 e SGC com as porfirinas
TMPyP, ZnTMPyP, /TMPyP e TPPyP e com as ftalocianinas ZnPc(SPyMe)s e
ZnPc(NOPyMe)s.

2.4.1. Porfirinas

Na figura 56 s3o apresentados os espetros de CD obtidos para o quadruplex
unimolecular, AG3(T2AG3)3, quando misturado com as porfirinas TMPyP, ZnTMPyP, /-
TMPyP e TPPyP.
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Figura 56 - Espetros de CD obtidos para AG3(T2AGs3)s com as diferentes porfirinas
em solugao de PBS (100mM de KCl) a 25°C.

Como foi referido anteriormente, as bandas observadas para o G-quadruplex indicam
que este se encontra numa mistura de conformagdes hibridas e paralelas.

Na presenca de qualquer uma das porfirinas a banda positiva a 295 nm manteve-se,
havendo um desvio da banda negativa de 235 nm para 240 nm, no caso da TMPyP, B-TMPyP
e ZnTMPyP e para 245 nm no caso da TPPyP. Também ¢ visivel o desvio do ombro de 255
nm para 270 nm para todas as porfirinas exceto para a TMPyP. Estas bandas, positiva a 295
nm, negativa a 240 nm e o ombro a 270 nm, sdo caracteristicos de G-quadruplexes hibridos.
Assim, podemos afirmar que quando este G-quadruplex unimolecular interage com qualquer
uma destas porfirinas tende a preferir a sua conformacao hibrida.

Na figura 57 observa-se os espetros de CD obtidos para SGC quando misturado com
as porfirinas TMPyP, ZnTMPyP, S-TMPyP e TPPyP. Para todas porfirinas, os espetros
obtidos foram idénticos ao espetro obtido apenas com 5GC. Estes resultados revelam que a

interagdo destas porfirinas com o0 ADN de cadeia dupla ndo altera a sua conformagao.
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Figura 57 - Espetros de CD obtidos para SGC com as diferentes porfirinas em solugdo
de PBS (100mM de KCl) a 25°C.

Podemos concluir que o oligonucledtido AG3(T2AGs3); encontra-se em diferentes
conformacdes tais como do tipo hibrido e do tipo “cesto”, contudo, ao interagir com as
porfirinas tende a preferir a conformagao de tipo hibrido. J4 a interacdo da cadeia dupla 5SGC

com as porfirinas ndo originou alteracdo na sua conformacao.

2.4.2. Ftalocianinas

Na figura 58 podem observar-se os espetros de CD obtidos para AG3(T2AG3)3
quando misturado com as ftalocianinas ZnPc(SPyMe)s4 e ZnPc(NOPyMe)s. A interagdo de
AG3(T2AG3); com ZnPc(SPyMe)s (traco laranja) originou algumas alteracdes no espetro de
CD comparativamente ao espetro obtido para o oligonucleétido sozinho (trago azul). A
grande banda positiva a 295 nm ¢ mantida, contudo um pequeno ombro em torno dos 268
nm torna-se mais evidente, desaparecendo o ombro a 250 nm, e a banda negativa a 235 nm
desvia-se para os 245 nm. Tal como referido anteriormente, os G-quadruplexes hibridos
apresentam as mesmas bandas agora observadas aquando da intera¢do de AG3(T2AGs3); com
ZnPc(SPyMe)s. Podemos assim afirmar que esta interacdo leva a que este oligonucledtido

unimolecular assuma preferencialmente a conformacao hibrida.
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Figura 58 - Espetros de CD obtidos para AG3(T2AGs3)s com as diferentes ftalocianinas
em solugao de PBS (100mM de KCl) a 25°C.

No caso da interacdo de AG3(T2AG3)3 com ZnPc(NOPyMe)s (figura 58, traco cinza)
as altera¢des produzidas no espetro de CD comparativamente ao espetro obtido para o
oligonucleétido sozinho (figura 58, traco azul) sdo drasticas. Com esta interagdo observa-se
uma banda positiva em torno dos 275 nm e uma negativa em torno de 245 nm. Estas bandas
sdo caracteristicas de cadeias de ADN em cadeia dupla.

Numa primeira andlise, estes resultados sugerem a destrui¢do do G-quadruplex
inicialmente formado aquando da interagdo com ZnPc(NOPyMe)s. Contudo, nos capitulos
anteriores vimos que ZnPc(NOPyMe)s apresentou resultados de batocromismo e DC50
semelhantes para todos os oligonucledtidos estudados exceto para o oligonucledtido de
cadeia dupla o 5GC. Se a interacdo de ZnPc(NOPyMe)s com AG3(T2AG3)s conduzisse
realmente a uma mudanga de conformacgdo de G-quadruplex para ADN duplex seria de
esperar que os resultados de batocromismo e DC50 obtidos para este oligonucledtido fossem
semelhantes aos obtidos para a sequéncia SGC. Além disso, nas experiéncias de FID com
ZnPc(NOPyMe)s e AG3(T2AGs3)s a intensidade maxima de fluorescéncia foi obtida a 534
nm, comprimento de onda tipico dos G-quadruplexes em interagdo com TO!'!3, enquanto
para o 5GC esse comprimento de onda foi de 527 nm. Assim, com base nos resultados
obtidos para o ligando ZnPc(NOPyMe)s discutidos nos capitulos anteriores, podemos
afirmar que esta ftalocianina nao induz a destrui¢do do G-quadruplex inicialmente formado.

O espetro de CD obtido pode dever-se a desnaturagdo do G-quadruplex, nao sendo
por isso possivel concluir a conformagao desta sequéncia de ADN aquando da interagdo com

ZnPc(NOPyMe)s sem a realizacdo de novas experiéncias.

Na figura 59 observa-se os espetros de CD otidos para SGC quando misturado com

as ftalocianinas ZnPc(SPyMe)s e ZnPc(NOPyMe)s. Para ambas as ftalocianinas, os espetros
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obtidos foram idénticos ao espetro obtido apenas com 5GC. Estes resultados revelam que a

interagdo destas ftalocianinas com o 5GC ndo altera a sua conformagao de duplex.
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Figura 59 - Espetros de CD obtidos para SGC com as diferentes ftalocianinas em
solucao de PBS (100mM de KCI) a 25°C.

Resumindo, tal como para as porfirinas, a interacao do oligonucledtido AG3(T2AG3)3
com ZnPc(SPyMe)s leva a preferéncia deste pela conformagao hibrida. A intera¢do de SGC
com qualquer uma das ftalocianinas estudadas ndo produziu mudangas significativas nos

espetros de CD.

Assim, com este método foi possivel confirmar a estrutura de G-quadruplex do
oligonucledtido AG3(T2AGs3)s assim como perceber a sua conformagdo. Confirmar a
estrutura de cadeia dupla do SGC e perceber as alteracdes conformacionais produzidas pelos

ligandos nestas cadeias de ADN. Os resultados obtidos permitiram concluir que:

- o oligonucleotido AG3(T2AGs)3 apresenta conformagdes multiplas do tipo hibrido

e “tipo cesto”;

- O G-quadruplex unimolecular AG3(T2AGs); tende a preferir uma conformagao

hibrida ao interagir com as porfirinas estudadas ou com a ZnPc(SPyMe)s;

- Nem as porfirinas nem as ftalocianinas estudadas originam altera¢des significativas

ao interagir com o oligonucleotido 5SGC.
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2.5. Avaliacdo da capacidade de estabilizacdo dos ligandos por estudos de CD-

melting

Uma aplicag@o adicional da espectroscopia de CD ¢ a determinagdo da estabilidade
térmica da estrutura dos G-quadruplexes e sua estabilizagdo por ligandos. Ao registar a
elipticidade, a 295 nm, em func¢do da temperatura € possivel observar a desnaturagdo térmica
ocorrida no G-quadruplex estudado. Para tal, ¢ necessario assegurar uma gama de
temperaturas onde, na temperatura minima usada o G-quadruplex esteja perfeitamente
formado e na temperatura maxima usada este esteja completamente desnaturado. Estes dados
podem ser usados para determinar os valores da temperatura de melting, T (temperatura de
desnaturagdo, ou mais precisamente, temperatura de transicdo média) e parametros
termodinamicos dependentes do modelo. Quando mais estavel for o G-quadruplex maior
sera a sua Tm. Do mesmo modo, um ligando capaz de estabilizar um G-quadruplex aumenta
o valor da sua Tm observado para a mistura. Assim, quanto maior for a ATy obtida nos
estudos de interacdo de G-quadruplex/ligando, maior € a estabilizagdo conferida por esse
ligando ao G-quadruplex.

Neste trabalho foram analisados a T para AG3(T2AGs)3 na ausé€ncia e na presenga
de diferentes ligandos nomeadamente das porfirinas TMPyP, ZnTMPyP, S TMPyP e TTPyP
e das ftalocianinas ZnPc(NOPyMe)s e ZnPc(SPyMe)s (tabela 15 e figura 60). Para o G-
quadruplex na auséncia de ligando obteve-se uma Tn de 56,1°C. Todos os ligandos
estudados promoveram um aumento da Tm deste quadruplex, em especial a f~TMPyP, a

ZnPc(NOPyMe)s e a ZnPc(SPyMe)as.

Tabela 15 - T,, (°C) obtidas para AG3(T2AG3); na auséncia e na presenca dos respetivos
ligandos
ZnPc(NO  ZnPc(S
PyMe)g PyMe)4
56,1 63,1 (7) 62,9(6,8) 64,8(8,7) 57,7(1,4) 679 (11,8) 65,9 (9,8)

(entre parenteses - valores relativos a ATn)

UNI TMPyP  ZnTMPyP ATMPyP  TTPyP
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Figura 60 - Curvas CD-melting para AG3(T2AG3); na auséncia e na presenca dos

diferentes ligandos na proporcao 1:1 em solugdo de PBS (100mM de KCI).

Segundo a literatura, quando a TMPyP interage com AG3(T2AG3s)3 provoca um

120 Contudo, os

aumento de cerca de 9°C na temperatura de melting deste oligonucledtido.
resultados obtidos para esta porfirina apresentam um aumento de no maximo 7°C. Estes
resultados podem ser atribuidos a elevadas concentracdes de sal no tampdo fosfato
utilizado.!!'”"12! Um G-quadruplex apresenta grande estabilidade em meio de potassio ou
sodio, traduzido em temperaturas de melting muito elevadas. Nestas condi¢des, a
estabilidade conferida por um ligando mostra-se pouco relevante uma vez que este ja se
encontra estabilizado pelos ides presentes nos sais. E no entanto possivel ajustar a
estabilidade do quadruplex sem alterar a concentragdo total de sal, substituindo todo ou
parcialmente o sal de potassio/sodio usado por um sal de litio.!?! Assim em trabalhos futuros

¢ necessario substituir o KCl do tampao por LiCl de modo a melhorar os resultados obtidos.
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3. Conclusées e trabalho futuro

Os estudos de afinidade e seletividade dos ligandos selecionados para G-
quadruplexes realizados por espetroscopia de absor¢ao e por FID, mostraram que dentro das
porfirinas estudas aquela que apresenta maior afinidade e seletividade para o G-quadruplex
unimolecular ¢ a ZnTMPyP. Contudo, a /~TMPyP apresentou também resultados bastante
promissores mostrando a relevancia em posicionar os grupos metilpiridinio nas posi¢des
beta pirrdlicas para uma melhoria na seletividade pretendida.

No que diz respeito as ftalocianinas, tanto a ZnPc(NOPyMe)s com a ZnPc(SPyMe)s
apresentaram resultados bastante relevantes apontando para a importancia da existéncia de
um equilibrio entre o nimero de cargas do ligando e a sua posi¢do de modo a que a
estabilizagio, em especial dos G-quadruplexes, ocorra de uma forma efetiva. E também de
notar que a grande afinidade da TPPyP para ADN de cadeia dupla ndo cumpre os requisitos
pretendidos neste trabalho, contudo, demonstrou ser uma molécula muito promissora para
trabalhos onde seja necessdria uma elevada afinidade e seletividade para ADN de cadeia
dupla.

O modelo de screening competitivo desenvolvido permitiu tirar as mesmas
conclusdes acima referidas, tendo sido obtidos resultados que corroboram os obtidos usando
um sistema de titulagdes convencional com todos os gastos e custos associados. Assim, este
modelo aparenta ser uma mais-valia permitindo avaliar a afinidade e seletividade para G-
quadruplexes de novos ligandos de uma forma rapida e econdmica.

Através da espetroscopia de CD foi possivel confirmar a formagao de AG3(T2AG3)3
como G-quadruplex, apresentando-se numa mistura de conformacgdes hibrida e paralela.
Quando este G-quadruplex unimolecular interage com os ligandos estudados tende a preferir
a sua conformacao hibrida.

Através de experiéncias de CD foi possivel obter as temperaturas de melting e foi
confirmado um ligeiro aumento de estabilidade do G-quadruplex unimolecular por parte dos
ligandos analisados em especial por parte de ZnPc(NOPyMe)s e ZnPc(SPyMe)a.

Podemos concluir que a ftalocianinas cationicas estudadas demostraram ser uma
classe de moléculas muito promissora para a inibi¢do da telomerase, destacando-se neste
trabalho a ZnPc(SPyMe)s e a ZnPc(NOPyMe)s. A ZnTMPyP demostrou ser dentro das
porfirinas estudadas a mais seletiva para os G-quadruplexes, confirmando os resultados
positivos ja descritos na literatura. A STMPyP apresentou também resultados bastante

promissores nas condigdes experimentais utilizadas. Assim sugere-se a realizacdo de mais
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estudos, nomeadamente estudos in-vitro, com as ftalocianinas ZnPc(SPyMe)s e
ZnPc(NOPyMe)s e também com a Sf~TMPyP.

Considerando o aumento de seletividade observado na ZnTMPyP, quando
comparada com a TMPyP sugere-se também que sejam feitos estudos com o complexo de
zinco(Il) da porfirina S~TMPyP, uma vez que, quando comparada com a TMPyP, a porfirina

livre, STMPyP, ja demostrou possuir maior seletividade para G-quadruplexes.
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4. Procedimentos experimentais

4.1. Consideracoes gerais
Todas as experiéncias foram realizadas com controlo de temperatura (25°C) e foi
sempre utilizado tampao fosfato para a preparacado e ajuste de solugdes e volumes, exceto na
técnica de FID. Nesta técnica optou-se por utilizar 4gua mili-Q para o ajuste de volumes uma
vez que esta mostrou menos interferéncia na leitura de fluorescéncia dos compostos do que
o tampao fosfato. Cada ensaio foi efetuado pelo menos em duplicado, no entanto na sua

maioria foram feitos em triplicado.

4.1.1. Preparacio do tampao fosfato (PBS)

Preparou-se uma solu¢do com 20mM de tampao fosfato (10mL de KH2PO4 e 200ul
de Ko;HPO4, ambos a 1uM), 0,1mM de EDTA e 100mM de KCI. Adicionou-se pastilhas de
KOH de modo a ajustar o pH a 6,8.

4.1.2. Preparacao dos oligonucleotidos de ADN

Os oligonucledtidos de ADN foram dissolvidos em tampao fosfato e aquecidos em
banho seco a 85°C, durante 10 minutos, sob agitagdo de 350 rpm e deixados em repouso,
overnight, a -20 °C. Os oligonucledtidos utilizados, respetivas topologias e concentracdes

sdo apresentadas na tabela 16.

Tabela 16 - Oligonucledtidos utilizados e respetivas topologias e concentragoes.

Oligonucleotidos Topologia Concentraciao/pM
5GC ADN de cadeia dupla 50
T2GsT G-quadruplex tetramolecular 25
TAG:;T2A G-quadruplex tetramolecular 25
G4T4Gy G-quadruplex bimolecular 50
AG3(T2AG3)3 G-quadruplex unimolecular 100

Sempre que necessario os oligonucledtidos foram reaquecidos e deixados em
repouso overnight de modo a garantir a correta formacgao das estruturas de ADN pretendidas,

cadeia dupla e G-quadruplexes.
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4.1.3. Preparacio das solugdes de porfirina e ftalocianinas catiénicas!

Foram preparadas solucdes stock de 40uM de cada ligando em DMSO. A partir
destas, prepararam-se solu¢des de 2uM, 4uM ou 5uM diluidas em tampao fosfato. As
solugdes diluidas em tampao foram preparadas no proprio dia de modo a minorar os efeitos
de agregacdo. No caso das ftalocianinas estudadas, as solug¢des stock, em DMSO, foram
também preparadas no dia da sua utilizagdo. Foram determinados por espectrofotometria de
UV-vis, os coeficientes de extingdo molar ao comprimento de onda maximo da banda
carateristica de cada ligando, banda Soret para as porfirinas ou banda Q para as ftalocianinas
(tabela 17). Os valores obtidos foram depois usados para acertar a concentracdo exata de

cada ligando antes de cada experiéncia.

Tabela 17 - Coeficientes de extin¢dao molar dos ligandos obtidos nos mdaximos de

absorcao

Miime dobands | Coddete doext
TMPyP 422 226000
ZnTMPyP 437 225000
S TMPyP 454 85350
TPPyP 424 244445
STPPyP 466 43261
TSPyP 416 316228
ZnPcH3(NOPyMe)s 677 106299
ZnPcH12(NOPyMe)4 620 23956

! Os ligandos estudados neste trabalho foram fornecidos por membros do grupo de Quimica Organica da
Universidade de Aveiro.
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ZnPcHy(SPyMe)s 658 70808

ZnPcHi2(SPyMe), 638 78217

4.2. Técnicas

4.2.1. Titulagdes espetrofotométricas de UV-vis

As titulagdes foram realizadas através da adi¢ao sucessiva de volumes crescentes dos
oligonucledtidos selecionados a 1 mililitro da solucdo de ligando com concentragdo inicial
de 2uM. Os espetros de absor¢do foram adquiridos num espetrofotémetro UV-2501PC
Shimadzu entre os comprimentos de onda de 350-800nm, no caso das porfirinas, e entre os
300-800nm no caso das ftalocianinas. Os valores de absorvancia obtidos foram corrigidos,
quanto ao efeito de dilui¢do, para todas as adi¢des. As titulagdes foram terminadas apos a
leitura de, no minimo, trés valores de absorvéncia consecutivos sem registo de alteracdes
consideraveis, tal como descrito na literatura.®

Para a analise dos resultados foi tido em conta o batocromismo e o hipocromismo
resultante das titulagdes. O batocromismo corresponde ao desvio para a zona do vermelho
na banda carateristica de cada ligando observado no final da titulagdo. A percentagem de
hipocromismo foi calculada pela férmula como descrito na literatura:”

&' —¢

gl

%hipocromismo = x 100

onde ¢ corresponde ao coeficiente de extingdo molar carateristica de cada ligando livre e €’
¢ o correspondente valor no final da titulagdo. O hipocromismo registado nas titulagdes
ligando-oligonucleotido foi corrigido relativamente ao hipocromismo resultante apenas da

presenga do tampao.

4.2.2. Competicoes espetrofotométricas de UV-vis

Os estudos de competicao foram realizados usando dois instrumentos distintos: um
espetrofotometro (UV-2501PC Shimadzu) e um instrumento multi-mode reader
(SYNERGY BioTek).

No primeiro caso, em cada estudo foram adicionados 500uL de uma solugdo

contendo a porfirina, com concentragdo de 4uM, a 500uL de uma solu¢do contendo a
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ftalocianina na mesma concentra¢ao de modo a obter ImL de solugdo com concentragdo de
2uM de porfirina e 2uM de ftalocianina. A esta solu¢do foram adicionados volumes
selecionados de oligonucledtido de modo a obter solugdes finais com proporgdes 2:1, 1:1,
1:2 (mistura porfirina/ftalocianina: oligonucleétido), os espetros de absor¢do foram
registados no intervalo de comprimentos de onda 250 a 800nm. Os valores de absorvancia
obtidos foram corrigidos quanto ao efeito de dilui¢do ao longo das adigdes. No leitor de
placas usaram-se as mesmas concentracdes de porfirina, ftalocianina e oligonucleotido e

todas os parametros foram proporcionalmente ajustados para um volume final de 300 uL.

4.2.3. G4-FID

Foram previamente preparadas varias solugdes stock contendo uma mistura de TO
(Thiazole Orange) com concentragdo de 35uM e oligonucledtido com concentracido de
10uM. Esta mistura foi sujeita a 10 minutos de agitacdo no vortex na velocidade minima.
Estas solugdes stock mostraram ser estaveis ao longo do tempo sendo por isso possivel a sua
preparacao no dia anterior.

A otimizagao das condic¢des experimentais foi realizada no fluorimetro convencional
(Horiba, Fluoromax-3), contudo, de modo a agilizar a recolha de resultados, todas as
experiéncias foram realizadas em placas de 96 pogos num instrumento multi-mode reader
(SYNERGY, BioTek) adaptando assim as condi¢gdes anteriormente estudadas. Em cada pogo
foram colocados 60uL de solugdo stock TO-oligonucledtido e um volume determinado de
ligando, com concentracdo SuM, de modo a obter uma concentragao crescente de ligando,
entre 0 e 4uM. O volume final de 300uL foi acertado com dgua mili-Q. Foram realizados os
seguintes controlos: 4gua mili-Q, TO a 3,5uM, oligonucledtido a 1uM, ligando a 0,25uM e
a 4uM, ligando 0,25uM com TO a 3,5uM, ligando 4uM com TO a 3,5uM, ligando 0,25uM
com oligonucledtido a 1puM e ligando 4uM com oligonucledtido a 1uM. Na tabela 18
encontra-se um exemplo das fluorescéncias maximas obtidas por estes controlos usando
TMPyP e 5GC. Tal como esperado, todos os controlos deram valores proximos de zero, em

comparagdo com a fluorescéncia obtida pela mistura TO com oligonucleotido.
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Tabela 18 — Fluorescéncias maximas obtidas nos controlos realizados com TO, 5GC e

TMPyP
Ha0 15 TMPyP(0,25+TO 21
TO (3,5uM) 82 TMPyP(4)+TO 156
5GC (1uM) 18 TMPyP(0,25)+5GC 8
TMPyP (025uM) 8 TMPyP(4)+5GC 94
TMPyP (4uM) 86 TOB3,5)+5GC(1) 43868

A fluorescéncia das amostras foi medida num instrumento multi-mode reader
(SYNERGY BioTek) com temperatura controlada (25 °C). O comprimento de onda de
excitacdo usado foi 485 nm (~ 20 nm) e o de emissao 528 nm (~ 20 nm).

As percentagens de deslocamento (%DC) foram calculadas a partir da variagao da
intensidade de fluorescéncia, utilizando a seguinte formula como descrito na literatura!%:

Fy
%DC =100 — == x 100
A0

onde F, = F — Fyyp © Fy9 = Fy — Fy50, sendo F a fluorescéncia de cada amostra, Fu2o a

fluorescéncia da dgua mili-Q e Foa fluorescéncia da amostra sem ligando.

4.2.4. Dicroismo circular, CD

Foram preparadas vérias amostras contendo 2 uM do oligonucleétido selecionado,
AG3(T2AGs)3 e os varios ligandos na mesma concentragdo. As diferentes solucdes foram
aquecidas em banho seco a 85°C, durante 10 minutos, sob agitagdo de 350 rpm e deixados
em repouso, overnight, a -20 °C. Os espectros de CD foram adquiridos num
espectropolarimetro Jasco J-1500, entre os 220-320 nm, considerando 3 acumulacdes, a 40
nm/min, DIT de 16 segundos e 1 nm de largura de banda. Foram usadas cuvetes de quartzo

de 1 mm de largura.

4.2.5. CD-melting
Foram usadas as mesmas amostras preparadas para as experiéncias de CD. Os

espectros de CD-melting foram recolhidos num espectropolarimetro Jasco J-1500 entre 320-
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220 nm, utilizando 3 acumulag¢des a 40 nm/min, DIT de 16 segundos e 1 nm de largura de
banda, usando cuvetes de quartzo de 1 mm de largura.

O espetro foi obtido no intervalo de temperatura entre os 20 e os 95 °C, ao
comprimento de onda caracteristico dos quadruplexes, 295 nm. Os dados de CD obtidos
foram convertidos na respetiva fragdo de quadruplex “folded” (8) usando a seguinte formula,
descrita na literatura'!”:

CD — cD™m
CDmax — cpmin

onde CD ¢ a elipticidade obtida a diferentes temperaturas, dentro do intervalo de
temperaturas selecionado, CD™" e CD™ s3o a elipticidade minima e méaxima observadas,
respetivamente.

As temperaturas de melting (Tm's) foram determinadas ajustando os valores obtidos
a uma curva sigmoidal, usando a fun¢do Boltzmann, no software Origin 8.0, onde o valor do

ponto médio corresponde a Tr.
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Anexo 1

Porfirina Abreviatura
meso-tetraquis(N-metilpiridinio-4-il)porfirina TMPyP
meso-tetraquls(N-metllplrldlmo-4-11)p0rﬁr1nato de ZnTMPyP
Zinco
N-metilpiridiniodibenzoporfirina (- TMPyP
meso -tetraquis(N-pentilpiridinio-4-il)porfirina TPPyP
N-pentilpiridiniodibenzoporfirina [(-TPPyP
meso-tetraquis/2,3, 5, 6-tetrafluoro-4-(N- TSPYP
metilpiridinio-4-ilsulfanil)fenyl] porfirina y
meso-tetraquls(N-metllplrldlfuo-4-11)p0rﬁr1nato de MnTMPyP
manganeés
meso-tetraquis(N-metilpiridinio-4-il)porfirinato de CuTMPyP
cobre
meso-tetraquis(N-trimetilamodniofenil)porfirina TTMAPP
meso-tetraquls(N-tr1met1}am0n10fen11)p0rﬁr1nato de Z0TTMAPP
Zinco
Ftalocianina Abreviatura
2,3,9,10,16,17,23,24-octaquis(metoxipiridinio-4-
il)ftalocianinato de zinco(Il) ZnPe(NOPyMe)s
2,3,9(10),16(17),23,24-tetraquis(metoxipiridinio-4-
il)ftalocianinato de zinco(II) ZnPe(NOPyMe)s
2,3,9,10,16,17,23,24-octaquis(4-
piridilsulfanil)ftalocianinato de zinco(Il) ZnPe(SPyMe)s
2,9(10),16(17),23(24)- tetraquis(4- ZnPc(SPyMe)s

piridilsulfanil)ftalocianinato de zinco(Il)
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Anexo 2 — Resultados obtidos para TMPyP
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Anexo 3 - Resultados obtidos para ZnTMPyP
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Anexo 4 — Resultados obtidos para £ TMPyP

Espetros de absor¢ao UV-vis das titulagdes:
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Anexo 5 — Resultados obtidos para TPPyP
Espetros de absor¢ao UV-vis das titulagdes:
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Anexo 6 — Resultados obtidos para S TPPyP

Espetros de absor¢ao UV-vis das titulagdes
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Anexo 7 — Resultados obtidos para TSPyP
Espetros de absor¢ao UV-vis das titulagdes:
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Anexo 9 -Resultados obtidos para ZnPc(SPyMe)s
Espetros de absor¢ao UV-vis das titulagdes:
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Anexo 10 — Resultados obtidos para ZnPc(SPyMe)4

Espetros de absor¢ao UV-vis das titulagdes
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Anexo 11 — Batocromismos obtidos para as competicdoes com ZnPc(NOPyMe)s em

dois tipos de espetrofotometro

TMPyP 5GC AG3(T2AG3)s3
Com leitor de placas 21 6
Sem leitor de placas 19 6
ZnTMPyP 5GC AG3(T2AG3)s3
Com leitor de placas 1 7
Sem leitor de placas 1 8
B-TMPyP 5GC AG3(T2AG3)s3
Com leitor de placas 5 12
Sem leitor de placas 6 11
TPPyP 5GC AG3(T2AGs3)s3
Com leitor de placas 19 5
Sem leitor de placas 20 11
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