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RESUMO

Os G-quadruplexes sao estruturas secundarias de DNA altamente
organizadas, constituidas por sequéncias ricas em guaninas capazes de formar
tétrades ligadas por pontes de hidrogénio. Essas sequéncias sdo capazes de
modular a transcricdo génica e o splicing alternativo de éxons. Além disso,
estudos também mostraram que os G-quadruplexes estdo presentes na regiao
promotora de oncogenes (como ¢c-MYC) e nas regides terminais dos telébmeros,
indicando que o G-quadruplex pode ser um possivel alvo terapéutico contra o
cancer.

A metilacado do DNA é uma modificacao bioquimica que frequentemente
aparece na posicdo C5 de citosinas da sequéncia do dinucleotideo 5’- citosina
guanina - 3’ (CpG) em células eucaribticas. As alteracbes no padrao normal de
metilacdo do DNA estao associadas a situacdes patoldgicas, como inflamacao e
cancer. Assim, a metilagcdo anormal de citosinas pode ser responsavel pela
inducao de cancer através de mutacdes pontuais em genes supressores de tumor
presentes em células somaticas e germinativas.

Este trabalho propds estudar a estrutura e estabilidade de G-
quadruplexes de DNA e sua influéncia na metilacdo do DNA. Neste intuito foram
realizadas andlises para verificar se a formacao de G-quadruplex no DNA dupla
fita poderia influenciar no padrao de metilacdo de citosinas, utilizando
oligonucleotideos (ricos em guaninas e com sitio para metilagdo) que mimetizam a
fita dupla de DNA. Também foi estudado: (1) a estabilidade de G-quadruplexes
contendo mais de quatro triades de G e a possivel formagdo de G-quadruplexes
em DNA fita dupla em ensaio “in vitro”; (2) a interacao entre extratos de prépolis e
G-quadruplexes de DNA e (3) o efeito de estabilizadores de G-quadruplex
(TMPyP4 e 360A) no padrdao de metilagdo do DNA em cultura de linhagens de
células normais e tumorais.

Palavras-chave: G-quadruplexes, metilagdo de DNA, cancer, inflamacéo, prépolis,
360A, TMPyP4.
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ABSTRACT

G-quadruplexes are highly organized secondary structures of DNA, consisting
of guanine rich sequences that form tetrads linked by hydrogen bonds. These
sequences can modulate gene transcription and the alternative splicing of exons.
Studies also showed that G-quadruplexes are present in the promoter of
oncogenes (such as c-MYC) and terminal telomere regions, suggesting that the G-
quadruplex can be a therapeutic target in cancer.

DNA methylation is a frequent biochemical modification that appears in C5
position of cytosine in the dinucleotide sequence 5’ - cytosine guanine - 3’ (CpG) in
eukaryotic cells. Changes in the normal patterns of DNA methylation are frequently
associated with patologic situations, such as inflammation and cancer. Abnormal
methylated cytosine may be responsible for induction of cancer due to mutations in
tumor suppressor genes of somatic and germline cells.

The aim of this study was to analyze the structure and stability of G-
quadruplexes of DNA and its influence on DNA methylation. It was verified if G-
quadruplex formation of double-stranded DNA could influence the pattern of
cytosine methylation, using oligonucleotides (sequences with methylation site and
rich in guanine) that simulated double-stranded DNA. We also evaluated: (1) the
stability of G-quadruplexes containing more than four triads of guanine and the
possible formation of G-quadruplexes in double-stranded DNA by "in vitro" test; (2)
the interaction between propolis ethanolic extracts and DNA G-quadruplexes and
(3) the effect of G-quadruplex ligands (TMPyP4 and 360A) for DNA methylation in

normal and tumor cell lines.

Keywords: G-quadruplex, DNA methylation, cancer, inflammation, propolis, 360A,
TMPyPA4.
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INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas, aumentou a procura por alvos terapéuticos contra
varias doengas, incluindo o cancer. Uma dessas abordagens iniciou-se com o
estudo do G-quadruplex. Por sua vez, G-quadruplexes sao estruturas secundarias
de DNA compostas por sequéncias repetitivas ricas em guaninas (G) e
organizadas em tétrades ligadas por pontes de hidrogénio do tipo Hoogsteen
(Burge et al., 2006). Estas estruturas sdo formadas por G-tétrades, isto €, arranjos
compostos por quatro guaninas que se alinham no mesmo plano (devido as
ligacbes por pontes de hidrogénio), deste modo, constituindo um quadrado
coplanar (figura 1). Os G-quadruplexes foram descritos pela primeira vez por
Gellert et al. (1962) como sequéncias ricas em bases de guanina que poderiam
ser arranjadas de forma tetramérica e observadas por cristalografia por difracao de
raios X.

\H ;'4\ _/\N—H
P8 AN G-tétrade
li:._,_h N/"'--_- i{

HA( “ - N—r

G-tétrade G-quadruplex

Figura 1 — A imagem mostra a associa¢do entre guaninas formando uma G-tétrade. Depois de formadas,
as G-tétrades se empilham umas sobre as outras constituindo a estrutura de G-quadruplex (Imagem
adaptada e traduzida de Sun & Hurley, 2010).

As estruturas de G-quadruplex sdo dependentes de um meio contendo
cations, desde a sua formacdo até sua estabilizacdo. No processo de
empilhamento das G-tétrades, o potencial eletrostatico negativo exercido por
atomos de oxigénio das guaninas compde um canal central ocupado pelos cations



monovalentes (figura 1) (Gellert et al., 1962; Burge et al., 2006). O espaco entre
duas G-tétrades também € ocupado por cations, gracas a interacdes céation-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 das G-tétrades (Parkinson, 2006).

Quanto a topologia dos G-quadruplexes, a associacdo mais simples
dessas estruturas ocorre na presenca de quatro fitas de DNA contendo curtas
sequéncias de guanina repetidas (“G-runs”) intercaladas por nucleotideos
intervenientes de sequéncias mistas (“/loops”), os quais normalmente nao estado
envolvidos na formacdo das G-tétrades (Parkinson, 2006). A topologia mais
simples de G-quadruplexes foi descrita por Huppert & Balasubramanian (2005),
baseada na equacao:

d(Gss N1n Gas Ni-n Gay N1 Gay)

Onde: G = numero de guaninas envolvidas na formagao de G-tétrades
com comprimento de 3 ou mais guaninas; N = qualquer nucleotideo formando uma
sequéncia com comprimento igual a 1 ou n.

Para que ocorra a formacédo de G-tétrades, as fitas devem ter pelo
menos quatro “G-runs”, as quais precisam ter trés guaninas no minimo cada um. A
estabilizacdo do G-quadruplex necessita do empilhamento de ao menos trés G-
tétrades. Quantos mais longos os “G-runs”, maior serd a estabilidade do G-
quadruplex (Hazel, 2004; Guédin et al., 2010). Além disso, diferencas nos
comprimentos e nas posi¢cdes de “G-runs” e dos nucleotideos que os separam
(“loops” podem interferir na formagdo e estabilizacdo dos G-quadruplexes
(Smirnov et al., 2000; Hazel, 2004). Os "loops" sao capazes de determinar a
natureza do dobramento e a estabilidade de G-quadruplexes. Trabalhos
mostraram que a presenca de bases entre as G-tétrades pode afetar
significantemente a estabilidade dos G-quadruplexes. Os nucleotideos localizados
nas regides de ligacao para sequéncias de formacdo de G-quadruplex sao
geralmente timinas e adeninas. A sele¢do de timinas ao invés de adeninas em

“loops” conectantes pode ser um fator determinante para a estabilizacao do G-



quadruplex, ja que a substituicio de TTA no "loop” da sequéncia do telémero
humano por AAA resultou na completa desestabilizacdo da estrutura do G-
quadruplex (Risitano et al., 2003; Risitano et al., 2004; Rachwal et al., 2007).

Nos ultimos anos, o estudo de G-quadruplex aumentou porque essas
estruturas tém sido usadas como alvo para intervencao terapéutica, devido a sua
presenca nas extremidades teloméricas (Riou, 2004; Maizels, 2006; Neidle &
Balasubramanian, 2006; Bates et al., 2007). Blackburn (1991) descreveu a
presenca de sequéncias repetitivas ricas em G, localizadas no telémero, que eram
capazes de formar estruturas estaveis e complexas, provavelmente envolvidas na
manutencdo dos cromossomos. Por sua vez, a telomerase é uma ribo-
nucleoproteina transcriptase reversa capaz de prevenir o encurtamento
progressivo do cromossomo apds sucessivas divisdes celulares através da adigao
de sequéncias repetitivas na extremidade 3’, como repeticbes de d(AGGGTT) em
humanos (Blackburn, 1991). Além disso, a telomerase possui baixa ou nenhuma
atividade em células somaticas normais, mas é ativa em 90% das linhagens de
células tumorais humanas, resultando em proliferacao ilimitada dessas células
(Han et al., 1999; Neidle et al., 2006). Alguns trabalhos desenvolveram drogas
para estabilizacdo do G-quadruplex com a finalidade de inibir a acdo da
telomerase, interferindo na replicagdo dos teldbmeros e sendo utilizados como
agentes anticancer (Hurley et al., 2000; Sun et al., 1997; Fedoroff et al., 1998;
Wheelhouse et al., 1998; Mergny et al., 1998). Dentre os ligantes de G-quadruplex
descritos na literatura estdo: porfirinas (TMPyP4), perilenos (PIPER),
antraquinonas (1,4-bis-piperidino amido anthraquinone), carbocianinas (DODC),
piridodicarboxiamidas (PDC) e piridodicarboxiamidas de nova geracao (360A,
307A). Todas essas drogas sao capazes de interagir com o G-quadruplex
(Rangan et al., 2001; Monchaud & Teulade-Fichou, 2008; Pennarun et al., 2005).

A presenca de G-quadruplex também esté relacionada a regulacédo da
expressao g@énica. Varios estudos mostraram que essas estruturas estao
presentes na regido promotora de diversos oncogenes, tais como ¢c-MYC, K-ras e
c-kit (Eddy & Maizels, 2006; Rangan et al., 2001; Huppert et al., 2008; Cogoi et al.,



2004; Bejugam et al, 2007). O oncogene c-MYC, quando expresso, esta
relacionado ao potencial de proliferacdo celular e inibicado da diferenciacao. Por
isso, 0 c-MYC parece estar associado com varios tipos de canceres, incluindo
carcinomas de mama, célon e Uutero, cancer de pulmao, osteossarcomas,
glioblastomas e leucemias mieldides. Foi demonstrado que a estabilizacao do G-
quadruplex pela porfirina TMPyP4 gera a repressao do oncogene ¢c-MYC, o que
sugere os os G-quadruplexes como potenciais alvos moleculares para o design de
pequenas moléculas para que interferiram seletivamente na expressdo de
oncogenes (Siddiqui-Jain et al., 2002).

A epigenética pode ser entendida como mudancas herdaveis, pelos
processos de mitose e meiose, na expressao dos genes sem que ocorra alteracao
na sequéncia de DNA (de Carvalho et al., 2012; Yoo & Jones, 2006). Entre as
regulacdes epigenéticas estdo a metilacdo do DNA e as modificacées de histonas
(Rodriguéz-Paredes & Esteller, 2011). Por sua vez, a metilacdo do DNA é uma
modificacao bioquimica que ocorre frequentemente na posigdo C5 da citosina da
sequéncia do dinucleotideo 5'- citosina guanina - 3’ (CpG), em células eucarioticas
(Robertson & Jones, 2000; Jaenish et al., 2003).

Em todo o genoma, as metilcitosinas aparecem distribuidas de forma
nao-aleatéria. A maior parte das metilcitosinas estdo proximas uma das outras e
em regides promotoras de sequéncias codificantes. Embora aproximadamente 4%
das citosinas presentes no genoma sao metiladas, as metilcitosinas sao
encontradas em cerca de 70-80% dos dinucleotideos CpG (Attwood et al., 2002).
Neste contexto, sdo comumente encontrados no DNA gendmico pequenos
agrupamentos de sequéncias CG, denominados ilhas CpG. Apesar das ilhas CpG
constituirem apenas 1% de todo o genoma e 15% do total de sitios CpG presentes
no genoma, essas regides possuem cerca de 50% dos dinucleotideos CpG nao-
metilados (Robertson & Jones, 2000). No genoma humano existem cerca de
45.000 ilhas CpG localizadas, na sua maioria, dentro e proximas as regides
promotoras e aos primeiros éxons (Antequera et al., 1993). Essas ilhas aparecem

nao-metiladas em células somaticas normais e metiladas nas ilhas CpG presentes



no cromossomo X inativo, no imprinting genémico (silenciamento epigenético de
genes), em cultura de células “in vitro” e em células envelhecidas (Robertson &
Jones, 2000; Laird, 2003). O restante dos nucleotideos CG se encontram fora das
ilhas CpG e estao, na sua maior parte, metilados (Attwood et al., 2002).

Durante o desenvolvimento embrionario, o0 DNA tende estar hipermetilado e
esse perfil tende a alterar ap6s o nascimento. O surgimento de DNA metilado p6s-
nascimento pode estar associado a situacbes patolégicas. As alteracbes nos
padroes normais de metilacdo do DNA podem levar a condicées patolégicas,
incluindo cancer. Durante a tumorigénese, ocorrem mudancas nos padrdes de
metilagdo global resultando em hipermetilacao de ilhas CpG e hipometilacdo de
regides fora dessas ilhas. Essa hipermetilacdo pode levar a silenciamento anormal
de varios genes supressores de tumor de diversos tipos de cancer (de Carvalho et
al., 2012). A inibicao da transcricao de um gene devido a metilacdo do DNA pode
ser descrita pelo seguinte mecanismo (figura 2) (Attwood et al., 2002): (A) A
metilagdo dos CpGs inibe a ligacdo dos fatores de transcricdo e a consequente
transcricdo do gene. (B) A presenca das proteinas conectadas a metilcitosina
(methylcytosine-binding proteins - MBPs) ligadas aos CpGs dentro de uma regido
promotora também bloqueia o acesso dos fatores de transcricdo aos seus sitios
de ligagdo. (C) As MBPs ligadas aos CpGs na regido promotora formam
complexos com desacetilases da histona e co-repressores, causando a
desacetilagdo da histona, a condensagéao da cromatina e a inativagao da estrutura
transcricional da cromatina. A metilacdo da citosina pode ser responsavel pela
inducédo de cancer, por poder causar mutagdes pontuais em genes supressores
tumorais (TSG) presentes em células somaticas e germinativas (Jones et al.,
1999). Ainda que a metilacao de ilhas CpG resultam na inativacao do gene e que
as sequéncias metiladas silenciadas podem ser herdadas (Atwood et al., 2002). A
metilacdo anormal das ilhas CpG ocorrem comumente em células tumorais e
podem servir para inativar genes como: Rb(6/77) (Retinoblastomas), VHL(5/26)
(Células tumorais renais), Myf3 (3/3) (Cancer na bexiga), E-caderina (7/11)
(linhagem de células), entre outros (Jones, 1996).
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Figura 2 - Mecanismos nos quais a metilagdo do DNA inibe a transcricdo do gene. Legenda: Ponto
vermelho = radical metil (CH;); Linha preta = dupla fita de DNA; Oval verde = CpG; Oval amarelo = fator de
transcri¢do; Triangulo azul = MBP; Seta azul = inicio da transcri¢do (imagem retirada de Attwood et al.,
2002).

Na literatura ha relatos de correlacao entre a estrutura de G-quadruplex e
alteracoes epigenéticas como metilacdo de DNA (Majewski et al., 2002; Hardin et
al.,1993; Halder et al., 2010; De & Michor, 2011). Um destes trabalhos mostrou a
existéncia de co-localizacao de regides ricas em repeticoes de GGG e CpG no
genoma humano, que se concentram principalmente nas regides promotoras, no
primeiro éxon e no inicio do primeiro intron dos genes (Majewski ef al., 2002). Ja
em outro estudo foi demonstrado que a metilagcdo de citosinas em bases vizinhas
ao GGG estabiliza o complexo G-quadruplex (Hardin et al., 1993). Halder et al.
(2010) comprovaram através de analises de bioinformatica que CpGs presentes
em sequéncias de DNA com potencial para formacao de G-quadruplex possuem
baixo padrdao de metilacdo, enquanto CpGs fora dessas regides estdo
relativamente hipermetilados. Tsumagari et al. (2008) estudaram o padrdao de
metilagdo na regido repetitiva do DNA D4Z4 em tumores primarios humanos.
Estes autores mostraram que em tecidos onde esta regido aparecia hipermetilada
existia uma sub-regido que aparecia hipometilada. Esta regido possuia G-
quadruplex, sugerindo que a formacao de quadruplex de guaninas podem interferir

na metilacdo do DNA.

JUSTIFICATIVA
A relacdo entre sequéncias com potencial de formacdo de G-

quadruplex e metilacdo do DNA pode estar associada com possiveis alvos para



terapia anti-cancer. Para isso € necessaria a compreensao desses mecanismos,
deste modo, auxiliando no diagnostico genético preditivo de sequéncias

gendmicas com potencial tumoral.

OBJETIVOS

Esta tese possui como objetivos:

(1) Analisar a estabilidade e a frequéncia dos padrées de sequéncias de
DNA com potencial para formar G-quadruplexes. Por este motivo, foram
executados em ensaios “in vitro’ que analisaram a estabilidade de
oligonucleotideos contendo G-quadruplex com mais de quatro triades de guaninas
e também a possibilidade de deteccao da formacao de G-quadruplex em DNA fita
dupla.

(2) Estudar a interagcdo entre extratos de propolis e oligonucleotideos
contendo G-quadruplexes de DNA, ja que a prdpolis tem sido vastamente utilizada
na medicina popular como um agente antiinflamatério.

(3) Verificar a possivel influéncia de sequéncias com potencial de
formacao de G-quadruplexes no padrdo de metilacdo do DNA. Com este intuito,
foi analisado o efeito de estabilizadores de G-quadruplex, como as drogas
TMPyP4 e 360A, no padrao de metilagdo do DNA em cultura de linhagens de

células normais e tumorais.



CAPITULO 1 - ESTUDO DA COMPARACAO DA ESTABILIDADE DE G-
QUADRUPLEX COM MAIS DE QUATRO TRIADES DE G E SUA POSSIVEL
FORMAGAO EM DNA FITA DUPLA

1.1. INTRODUCAO

G-quadruplexes sdo estruturas secunddrias de DNA (ou RNA)
compostas por sequéncias repetitivas ricas em guaninas (G) e organizadas em
tétrades ligadas por pontes de hidrogénio do tipo Hoogsteen (Burge et al., 2006).
Essas tétrades, entdo denominadas G-tétrades, sao constituidas por quatro
guaninas capazes de formar um quadrado coplanar. Além disso, a formacéo e a
estabilizacdo do G-quadruplex é cation-dependente e esta relacionada ao forte
potencial eletrostatico negativo exercido por atomos de oxigénio das guaninas,
qgue constituem um canal central juntamente com os cations no empilhamento da
G-tétrade (figura 3A) (Gellert et al., 1962; Burge et al., 2006). Os cations,
geralmente monovalentes, localizam-se entre duas G-tétrades e, devido a isto,
interagem de modo “cation-dipolo” com oito guaninas. Essas interacées diminuem
a repulsao eletrostatica dos atomos de oxigénio centrais, aumentando a for¢a das
pontes de hidrogénio e estabilizando o empilhamento das G-tétrades (Parkinson,
2006). Foi mostrado por Han et al. (2000) que sequéncias ricas em guaninas sao
capazes de formar rapidamente estruturas de G-quadruplex “in vitro” sob
concentragdes fisioldgicas dos ions sodio (Na*) e potassio (K7).

Em relacdo a organizacdo e a composicao dos G-quadruplexes, estas
estruturas requerem uma topologia especifica para se auto-associarem. A
topologia mais estabelecida esta relacionada a quatro fitas de DNA contendo
curtas sequéncias de guanina repetidas (“G-runs”), como [Xn Gp Xn]. Na equacao
anterior Xn constitui qualquer seqiéncia de nucleotideo de comprimento n
(denominado “loop”) e Gp € numero qualquer de guaninas envolvidas na formacao
de tétrades com comprimento p (“G-run”) (Parkinson, 2006). Uma G-tétrade pode
ser formada quando h&, no minimo, quatro “G-runs”, sendo que cada “G-run” deve

ter, no minimo, trés guaninas. Além disso, quanto maior o tamanho dos “G-runs”,



maior sera a estabilidade da estrutura G-quadruplex. Diferencas nos
comprimentos e posicoes de “G-runs” e os nucleotideos que as separam (“loops”)
contribuem para a variedade estrutural do G-quadruplex (Burge et al., 2006; Eddy
et al., 2006; Maizels, 2006).

(A) LA

(B) f
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Tetramelecular  Bimolecular Unimolecular

Figura 3 — Estrutura de G-quadruplex (traduzido de Bates et al., 2007). (A) Associacdo de guaninas em G-
tétrades, as quais sdo estabilizadas por pontes de hidrogénio do tipo Hoogsteen na presenca de cation
monovalente (M+). (B) Tipos de topologias de G-quadruplexes de acordo com a quantidade de fitas de
DNA: Tetramolecular (quatro fitas), bimolecular (duas fitas) e unimolecular (fita Gnica).

Ha também diferentes topologias que estdo relacionadas com a
formacao de G-quadruplex, as quais podem ocorrer de diversas maneiras: uma,
duas ou quatro fitas separadas de DNA (ou RNA) podem determinar as formas
uni, bi ou tetramoleculares respectivamente (figura 3B). Essas formas séao
consequéncias de varias combinacdes possiveis de diregdo de fita, assim como
variagdes no tamanho do “loop” e da sequéncia. (Burge et al., 2006). Além disso,

outras caracteristicas importantes relacionadas a estabilizacdo de G-quadruplex



sdo os tamanhos dos “G-runs’” e dos “loops’. Os "loops" sdo capazes de
determinar como ocorrera 0 dobramento e a estabilidade de G-quadruplexes
(Smirnov et al., 2000; Hazel et al., 2004).

Este estudo possui como objetivos analisar a estrutura e estabilidade
dos padrées de sequéncias de DNA com potencial para formar G-quadruplexes
contendo mais de quatro triades de guaninas. Também foi avaliado se é possivel
formar G-quadruplex em DNA fita dupla por ensaio “in vitro”.

1.2. MATERIAL E METODOS
Comparacao da estabilidade de quadruplex contendo mais de quatro triades
de G em DNA fita simples.

Sabe-se que G-quadruplexes com “loop” contendo somente uma base
sdo mais estaveis do que G-quadruplexes contendo “loops” maiores (Kumar et
al., 2008). Sequéncias com uma base no “loop”tendem a ter conformacéao paralela
(determinada pela espectroscopia de dicroismo circular) enquanto que “/oops*
maiores tendem a conferir uma conformacdo antiparalela (Paramasivan et al.,
2007). Como ha experimentos na literatura que utilizam oligonucleotideos
contendo sequéncias com apenas quatro triades de guanina, e que sequéncias
contendo regides com mais de quatro triades de guanina sdo abundantes no
genoma humano (Huppert & Balasubramanian, 2005), analisamos a estabilidade
(temperatura de desnaturagdo) e conformacao (paralelo ou antiparalelo) de
sequéncias que contém potencial para formacao de mais de uma estrutura de G-
quadruplex, ou seja, com mais de quatro repeticbes de triades de guanina (mais
de quatro “G-runs”). A base A foi escolhida nas regiées de “loop” devido ao fato de
esta base ser a mais comumente encontrada nestas regides em G-quadruplexes
presentes no genoma humano (Todd et al,, 2005). Para isto, foram adquiridos
oligonucleotideos com as sequéncias listadas a seguir:
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Nome Sequéncia dos oligonucleotideos Descricao

5 “G-runs”e “loops”de
L1l 5'GGGAGGGAGGGAGGGATGGG tamanhos (1,1,1,2).

' 5 “G-runs”e “loops”de
L2 5 ' GGGAGGGAGGGAGGGATAATGGG tamanhos (1,1,1,5).

5 “G-runs”e “loops”de
L3 5'GGGAGGGAGGGAGGGATAATAATGGG tamanhos (1,1,1,8).

6 “G-runs”e “loops”de
L4 5’ GGGAGGGAGGGAGGGATAATGGGAGGG tamanhos (1,1,1,5,1).

8 “G-runs”e “loops”de
L5 | 5'GGGAGGGAGGGAGGGATAATGGGAGGGAGGGAGGG | tamanhos(1,1,1,5,1,1,1)

As andlises utilizaram as seguintes técnicas:

Dicroismo circular (CD — circular dichroism):

Para o estudo do dicroismo circular da regido de repeticio GGGA os
oligonucleotideos (na concentracdo 10 puM) foram ressuspendidos em solucao
contendo TE (Tris-EDTA, pH 5.0) com concentracées de 5 mM e 100 mM de KCI
(Paramasivan et al., 2007). Também foram realizados experimentos usando
amostras que continham 10 uM de oligonucleotideos e tampado (10 mM de
cacodilato de litio, pH 7.0) e 5 mM de KCI (Mergny et al., 1998; Mergny et al.,
2009). A quantificacao foi feita por anélise espectrofotométrica de 220 a 320 nm.
A andlise espectral foi realizada em espectropolarimetro de Dicroismo Circular J-
810 (Jasco, USA).

CD Melting:
A técnica de CD Melting tem sido amplamente utilizada para o estudo

de G-quadruplex, pois permite realizar célculos termodinamicos dessas estruturas.
A partir dos perfis de temperatura de melting € possivel ter informagdes sobre a
estabilidade dos G-quadruplexes. As mesmas amostras utilizadas no ensaio de
discroismo circular foram utilizadas neste experimento, isto é, foram usadas

solugdes contendo 10 uM de oligonucleotideos em (1) tampéo TE (pH 5.0) e 5 mM
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KClI; (2) tampao TE e 100 mM KCI; e (3) tamp&o de 10 mM de cacodilato de litio
(pH 7.0) e 5 mM KCI. Essas solugbes, com volume final de 400 pL, foram
transferidas para cubetas de quartzo com comprimento 6ptico de 2 cm e seladas
com 60 pL de 6leo mineral (para evitar evaporacao da amostra). Os perfis de CD
Melting foram obtidos através do espectropolarimetro de Dicroismo Circular J-810
(Jasco, USA) com um controlador de temperatura tipo Peltier acoplado (FDCD Cell
Holder PFD-425S, Jasco, USA). As amostras foram aquecidas em um gradiente
térmico de 1°C/min iniciando em 0°C até 100°C, depois resfriadas em um
gradiente térmico de 1°C/min de 100°C até 0°C. Os dados foram registrados
durante este gradiente e o valor de absorbancia foi configurado para ser o de
maior pico obtido pela analise de dicroismo circular. As temperaturas de melting
foram calculadas de acordo com Mergny & Lacroix (2003).

Os experimentos de CD e CD melting foram realizados no laboratério
de espectroscopia e calorimetria do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio),

Campinas, SP.

Estudo sobre a possivel formacao de quadruplex em DNA fita dupla.

Este experimento foi realizado para verificar se € possivel a deteccéao de G-
quadruplexes em DNA fita dupla por meio das técnicas de dicroismo circular e CD
melting, descritas no item anterior.

Para tal, desenhou-se um experimento que simulou a fita dupla de DNA
utilizando oligonucleotideos complementares reversos. Assim, o oligonucleotideo
de escolha foi L5 e 0 seu complemento reverso (RL5), por apresentar maior valor
de elipticidade no experimento anterior, isto é, L5 apresentou maior potencial para
formar G-quadruplex. Desta maneira, os 6ligos utiilizados foram:

Nome Sequéncia dos oligonucleotideos
L5 5'GGGAGGGAGGGAGGGATAATGGGAGGGAGGGAGGG
RL5 | 5'CCCTCCCTCCCTCCCATTATCCCTCCCTCCCTCCC

12



Os ensaios “fita dupla de DNA” foram realizados com as seguintes
reacoes:

(1) L5 na concentracdo de 10 uM, com apenas tampao de cacodilato
de litio a 10 mM e KCl a 5 mM;

(2) L5 na concentracao de 10 uM, com tampao de cacodilato de litio a
10 mM, KCla5 mMe RL5 a 2,5 uM;

(3) L5 na concentragdao de 10 uM, com tampao de cacodilato de litio a
10 mM, KCla5 mMe RL5 a 5 uM;

(4) L5 na concentragdo de 10 uM, com tampao de cacodilato de litio a
10 mM, KCla5 mMe RL5 a 10 uM;

As amostras foram submetidas as analises por dicroismo circular e CD
Melting.

1.3. RESULTADOS

Comparacao da estabilidade de G-quadruplex contendo mais de quatro
triades de G em DNA fita simples.

Dicroismo Circular (CD)

A analise de CD foi realizada com o intuito de comparar as amostras
com os modelos pré-estabelecidos de conformacdo de G-quadruplex. Deste
modo, pela caracteristica da elipticidade, vista pelos graficos (figuras 5, 6 e 7),
concluimos que as amostras sado formadas por quatro fitas paralelas, assim como
foi demonstrado por Paramasivan et al. (2007) (figura 4C).

Em relacédo aos picos do CD, observamos que para eluicido em TE e 5
mM de KCI (figura 5), ndo houve diferenca entre as amostras L1, L2 e LS.
Entretanto, as amostras L4 e L5 apresentaram maior quantidade de moléculas de
G-quadruplex formadas, como ja era esperado, devido a maior presenca de G-
runs. J& nas amostras contendo 100 mM de KCI e TE (figura 6) difere da analise
anterior, pois apenas a amostra L3 apresentou graficamente pico maior em

relagdo a L1 e L2, inferindo que haveria maior quantidade de moléculas de G-
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quadruplex formadas devido a maior concentracdo de potassio. Na presenca de
cacodilato de litio (figura 7), as cinco amostras se comportaram de modo

semelhante a figuras 5, no entanto, a amostra L5 mostrou maior elipticidade.

(A) (B)
d(GGTTGGTGTGGTTGG) d(GGGGTTTTGGGG)
FIEEJD - //\
% -x‘\/\ k
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g o SO
20 | |
T 1T 1 1 °T 1T T& 7177 T
220 260 30 nm
(C) (D)
d(TGGGGT) d(TAGGGUTAGGGT)

1

[©] x 10°5 (deg em? dmol-1)

| Eo L. R Y N ) .
220 260 300 nm 220 2

300 nm

Figura 4 — Curvas determinadas pela metodologia de Dicroismo Circular, as quais demonstram as
conformacgdes de G-quadruplex (Paramasivan et al., 2007).
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Figura 5 — Grafico resultante da andlise de Dicroismo Circular com amostras (L1, L2, L3, L4 e L5) contendo
TE e 5 mM KCI. O grafico esta expresso em graus de elipticidade (milidegrees = mdeg) por comprimento de

onda (nm).
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Figura 6 - Grafico resultante da analise de Dicroismo Circular com amostras (L1, L2, L3, L4 e L5) contendo
TE e 100 mM KCI. O grafico esta expresso em graus de elipticidade (milidegrees = mdeg) por comprimento

de onda (nm).
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Figura 7 - Grafico resultante da analise de Dicroismo Circular com amostras (L1, L2, L3, L4 e L5) contendo
cacodilato de litio (tampao) e 5 mM KCI. O grafico esta expresso em graus de elipticidade (milidegrees =
mdeg) por comprimento de onda (nm).

CD Melting
Comparando os trés ensaios (usando TE e 5mM de KCI; TE e 100 mM

de KCI; cacodilato de litio e 5 mM de KCI) inferimos que as amostras submetidas a
maior concentracdo de KCI sdo mais estaveis a degradacao térmica (tabela 1). A
amostra L1, que possui menor “loop”, foi a que se manteve mais estavel em todos
0s ensaios corroborando com dados da literatura (Kumar et al., 2008) (figuras 8-
10; tabela 1).

Quando comparamos as médias das elipticidades das cinco amostras a
100°C nos trés ensaios, nao observamos diferenca entre TE com 5 mM e 100 mM
de KCI. Entretanto, as amostras submetidas ao cacodilato de lito com 5 mM de
KCl apresentaram maior média, indicando que este tampdo provém maior
estabilidade (figura 11), além da amostra L1 apresentar maior temperatura de
melting (tabela 1). Esses resultados também demonstraram que a estabilidade

reduzida do G-quadruplex em solucdes contendo TE ocorre devido a alteracao de
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pH deste tampéo a medida que a temperatura aumenta, corroborando com dados

apresentados por Hardin et al. (1992).
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Figura 8 — Grafico resultante da analise de CD Melting do comprimento de onda de 263 nm, em amostras
(L1, L2, L3, L4 e L5) contendo TE e 5 mM KCl. O comprimento de onda de 263 nm é referente ao maior pico
de elipticidade encontrado no ensaio de dicroismo circular. O grafico foi expresso em grau de elipticidade

(em milidegrees = mdeg) por temperatura em graus Celsius (°C).
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Figura 9 - Grafico resultante da andlise de CD Melting do comprimento de onda de 263 nm, em amostras
(L1, L2, L3, L4 e L5) contendo TE e 100 mM KCI. O comprimento de onda de 263 nm é referente ao maior
pico de elipticidade encontrado no ensaio de dicroismo circular. O grafico foi expresso em grau de
elipticidade (em milidegrees = mdeg) por temperatura em graus Celsius (°C).

17



40 -

'§, 7 L1
% 20 L3
% ]
= L4
2 :
_‘é- " ——1L5
= ]

30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura [°C]

Figura 10 — Grafico resultante da analise de CD Melting do comprimento de onda de 263 nm, em amostras
(L1, L2, L3, L4 e L5) contendo cacodilato de litio (tamp&do) e 5 mM KCI. O comprimento de onda de 263 nm
é referente ao maior pico de elipticidade encontrado no ensaio de dicroismo circular. O grafico foi
expresso em grau de elipticidade (em milidegrees = mdeg) por temperatura em graus Celsius (°C).

Média da elipticidade a 100°C
(L1-L5)

TE (5 mM KCl) TE (100 mM KCl) Cacodilato de Iitio (5 mM
KCl)

Tampao (concentragao de KCI)

Figura 11 - Comparagdo entre as médias dos graus de elipticidade a 100 °C das amostras contendo TE (5
mM e 100 mM de KCl) e cacodilato de litio (5 mM de KCI).
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Tabela 1 — Calculo das temperaturas de melting (°C) nos diferentes ensaios,
de acordo com (Mergny & Lacroix, 2003).
Tm (°C) L1 L2 L3 L4 L5
TE (5 mM KCI) 81.5°C 61°C 67°C 61.5°C 68.33°C
TE (100 MM KCI) 83.5°C 81.5°C 81.5°C 80°C 87.5°C
Cacodilato de litio
(5 mM KCI)

85.2°C 67.18°C 62.13°C 72.63°C 66.12°C

Estudo sobre a possivel formacdao de quadruplex em DNA fita dupla —
Anadlises por Dicroismo Circular e CD Melting.

De modo similar ao que foi feito no ensaio usando fita simples,
formulamos a hip6tese na qual verificamos se os métodos de dicroismo circular e
CD Melting seriam capazes de detectar a presenca de G-quadruplex em DNA fita
dupla. A figura 12 mostra o ensaio de dicroismo circular para inferir a conformacao
de G-quadruplex. Independente da concentracao do complemento reverso em fita
simples, ndo houve variagédo no valor da elipticidade. O mesmo comportamento foi
observado no estudo de CD Melting, no qual a estabilidade se manteve para as
diferentes concentracdes de fita simples do complemento reverso de L5 (figura
13). Também ndo houve alteragdes nas temperaturas de melting com o aumento
da concentracao do oligonucleotideo RL5 (Tabela 2). Portanto sugerimos que CD
Melting e o CD nao parecem ser Uteis para deteccao de G-quadruplex em DNA fita

dupla.

Tabela 2 — Calculo das temperaturas de melting referentes ao ensaio usando
fita dupla e o oligonucleotideo L5, de acordo com (Mergny & Lacroix, 2003).
L5+5mM L5+RL525uM L5+ RL55puM L5 + RL5 10 uM
KCI + 5 mM KCI + 5 mM KCI + 5 mM KCI
Tm (°C) 66.12°C 66.66°C 65.2°C 63.25°C
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Figura 12 - Grafico resultante da analise de Dicroismo Circular do oligonucleotideo L5 e diferentes
concentragoes do seu dligo reverso (RL5). As reacdes continham cacodilato de litio (tamp3do) e 5 mM KCI.
O grafico esta expresso em graus de elipticidade (milidegrees = mdeg) por comprimento de onda (nm).
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Figura 13 — Graéfico resultante da andlise de CD Melting do comprimento de onda de 263 nm, na amostra
L5 e diferentes concentragdes do seu complemento reverso (RL5). As reagbes continham cacodilato de
litio (tampao) e 5 mM KCI. O comprimento de onda de 263 nm é referente ao maior pico de elipticidade
encontrado no ensaio de dicroismo circular. O grafico foi expresso em grau de elipticidade (em

milidegrees = mdeg) por temperatura em graus Celsius (°C).
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1.4 DISCUSSAO

Na literatura ja4 foram descritos alguns métodos experimentais que
geralmente foram utilizados para a caracterizagdo do G-quadruplex em ensaios “in
vitro’. Dentre essas metodologias estdo: a espectroscopia de dicroismo circular
(CD, circular dichroism) e o “UV melting” (Parkinson, 2006). O dicroismo circular é
um método indireto para a caracterizagdao da topologia de G-quadruplex baseado
em motivos estruturais conhecidos para comparacao. Esta técnica é utilizada para
examinar as estruturas de G-quadruplex e seus ligantes, assim como os efeitos de
cations em sua estrutura (Parkinson, 2006). O CD também tem sido amplamente
utilizado para monitorar a cinética de formacao do G-quadruplex em fita simples
(Paramasivan et al., 2007). Neste trabalho utilizamos o CD para verificar como
seriam as conformacgdes de G-quadruplexes de amostras contendo mais de quatro
triades de guaninas e também em fita dupla de DNA. Como resultado observamos
que todas as amostras apresentaram a conformacdo tetramolecular, isto é,
continham quatro fitas de DNA paralelas, corroborando com o modelo proposto
por Paramasivan et al. (2007). Além disso, as amostras que continham maior
quantidade de “G-runs” apresentou 0 maior pico de elipticidade referindo-se a fase
em que ha formagdo de maior quantidade de moléculas de G-quadruplex.
Resultados semelhantes foram observados no ensaio de fita dupla de DNA,
demonstrando que o dicroismo circular € um método que ndo consegue distinguir
se a formacao de G-quadruplexes esta ocorrendo em fita dupla ou em fita simples.

Outro método bastante usado para analisar caracteristicas de G-
quadruplex é o “UV melting’, que é uma espectroscopia de absorcdo de luz
ultravioleta (UV) com temperatura variavel. O “UV melting” é capaz de fornecer
perfis de temperaturas de melting (Tm) através da absorcédo de luzes UV, desta
maneira, monitorando a estabilidade de estruturas G-quadruplex (Phan et al.,
2002; Mergny et al., 2009). Estudos na literatura que utilizaram dessa técnica
demonstraram que a adicdo de G-tétrades ao G-quadruplex fornece maior
estabilidade a essas estruturas, através do aumento da temperatura de melting

(Petraccone et al., 2005; Risitano et al., 2004). Por este motivo, neste trabalho
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testamos amostras contendo mais de quatro triades de guaninas e diferentes
tamanhos de loop, assim como fita dupla de DNA, com o intuito de saber se ha
alteracoes no perfil de estabilizacdo do G-quadruplex na presenca de diferentes
tampdes (TE, cacodilato de litio). Essas analises foram realizadas através da
técnica de “CD Melting”, a qual atua de modo similar ao “UV melting’.

Guédin et al. (2010) analisaram a estabilidade de G-quadruplexes de 80
diferentes oligonucleotideos contendo 3 guaninas (GGG) e tamanho de /loops
variavel (1 a 15) e verificaram que houve uma correlagao negativa dos resultados,
isto é, quanto maior o tamanho do “loop”, menor era a temperatura de melting,
reduzindo a estabilidade dos G-quadruplexes. Neste estudo, em todos 0s ensaios,
a amostra L1 apresentou maior temperatura de melting quando comparada com
os demais 6ligos, possuindo maior estabilidade de G-quadruplex devido a
caracteristicas como menor tamanho de “loop”. Além disso, outro fator que pode
interferir na estabilizacdo do G-quadruplex é a composicao do “loop”. Guédin et al.
(2009) mostraram que, mesmo na presenca de potassio, 6ligos em que as
sequéncias do “loop” central iniciavam com A (adenina) apresentavam menor
estabilidade do que os que comecavam com C (citosina) ou T (timina). Aqui neste
trabalho, todos os 6ligos continham adenina no inicio do “loop”, podendo ser um
fator a ser considerado nas analises das estabilizacdes de G-quadruplex. Aliado a
esse fator, a composicao e concentracdo de cations monovalentes, além do pH
(abaixo de 5) do tampao da solucédo, podem afetar a formacgao e estabilizacdo das
estruturas G-quadruplex (Tran et al., 2012). Isto pode explicar porque as amostras
contendo cacodilato de litio (pH 7.0) e cloreto de potassio a 5 mM apresentaram
maior temperatura de melting (exceto em L3 e L5). As amostras contendo TE e
cloreto de potassio a 5 mM tiveram um pH mais acido, influenciando na
estabilidade da reacdo. Porém, quando as amostras continham TE e 100 mM de
KCl, todas as temperaturas de melting eram altas, entre 80 a 87 °C, mostrando que
a estabilizacdao dos G-quadruplexes é dependente da concentracao do cation.

Em relacdo ao ensaio de fita dupla, a estabilizacdo dos G-

quadruplexes, assim como as temperaturas de melting, ndo mostraram alteracoes.
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Deste modo, podemos concluir que o “CD Melting” também nado é um método
eficaz para distinguir a formagdo de estruturas secundarias presentes em fita

dupla de fita simples.

1.5 CONCLUSAO

Levando em consideracao todos os resultados e a discussao dos
mesmos, podemos concluir que:

(1) Ap6s analisar sequéncias contendo G-quadruplexes com mais de
quatro triades de guaninas, podemos inferir que o G-quadruplex formado pelo
oligonucleotideo com menor “loop” foi 0 mais estavel, mesmo usando diferentes
tampdes na sua reacdo. Pode-se afirmar que a concentracdo de cloreto de
potassio também interferiu na estabilidade dessas estruturas, tendo as maiores
temperaturas de melting as reagdes que continham maior concentracdo deste
cation.

(2) Os métodos de dicroismo circular e “CD Melting” ndo sdo suficientes
para diferenciar caracteristicas de G-quadruplex entre DNA fita dupla e fita
simples, havendo necessidade de mais estudos para encontrar metodologias
capazes de observar a estabilizacdo e a conformacéao dessas estruturas.
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CAPITULO 2 — ESTUDO DA INTERAGCAO ENTRE EXTRATOS DE PROPOLIS E
QUADRUPLEXES DE DNA

2.1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve uma busca por compostos de origem
natural para fins terapéuticos com caracteristicas analgésicas, antimicrobianas e,
até mesmo, anti-tumorais. Entre esses extratos de fontes naturais podemos
destacar a prépolis, que € uma substancia resinosa nao tdxica coletada de flores
por abelhas produtoras de mel (Silva et al., 2008). A propolis tem sido usada por
muito tempo na medicina popular na forma de alimentos e bebidas para melhorar
a saude e prevenir doengas (Paviani et al., 2010). O estudo da prépolis aumentou
nos ultimos anos devido a presenca de propriedades bioldgicas e farmacéuticas
que incluem atividades anti-viral, analgésica, anti-oxidante, antimicrobianas, anti-
inflamatérias, anticariogénicas, anticarcinogénica, antioxidante, anti-Ulcera e
caracteristicas imuno-moduladoras (Silva et al., 2008; Alencar et al., 2007; Da
Cunha et al., 2013; Franchin et al., 2012; Koo et al., 1999, 2000 e 2002).

A propolis ndo pode ser usada na sua forma bruta, devendo ser
purificada antes de seu uso terapéutico (Pietta et al,, 2002). Com o intuito de
remover todo material insolivel (como cera e detritos vindos da colméia), a
prépolis devera ser dissolvida em etanol resultando no extrato etandlico de
propolis (EEP). Assim, a purificacao da propolis em EEP devera aumentar a
concentracdo de flavondides em relacdo ao seu extrato bruto original. A
composicao do EEP final depende, entre outros fatores, da localizagdo das
colméias e arvores adequadas, locais de origem e sazonalidade (Paviani et al.,
2010; Da Cunha et al., 2013). Neste trabalho foram estudados extratos etandlicos
de prépolis vermelha (EEPV) e geoproépolis (EEGP). Adicionalmente, a maior parte
dos estudos encontrados na literatura se focaliza em prépolis produzida pela Apis
mellifera e ha poucos estudos descrevendo outras espécies de abelha.

A propolis vermelha é um tipo de prépolis brasileira encontrada na
cidade de Maceid (estado do Alagoas) e é assim denominada por causa de sua
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cor (Silva et al.,2008). Seu material é coletado por abelhas Apis mellifera através
dos exsudatos vermelhos da planta Dalbergia ecastophyllum (Siqueira et al.,
2009). Por causa da presenca de flavonoides (Silva et al., 2008; Silva et al., 2013)
e de outros compostos fendlicos, a propolis vermelha tem apresentado varias
propriedades: anti-oxidante (Frozza et al., 2013; Righi et al., 2011), anti-microbiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Righi et al., 2011; Silva et al.,
2013; Alencar et al., 2007), anti-fungica (Siqueira et al., 2009). Além dessas
propriedades, a prépolis vermelha se mostrou ser citotéxica quando adicionada ao
meio de cultura de células infectadas por patégenos ou células tumorais, tais
como: macrofagos normais infectados por Leishmania amazonensis (Ayres et al.,
2007); carcinoma epiderméide de laringe humano (Hep-2); adenocarcinoma
cervical humano (HelLa) (Frozza et al., 2013; Alencar et al., 2007); células de
cancer pancreatico humano (PANC-1) em meio privado de nutrientes (Awale et al.,
2008); melanoma murino (B16-BL6); adenocarcinoma de pulmao humano (A549);
fibrossarcoma humano (HT-1080) (Li et al., 2008); células de cancer de mama
MCF-7 (apoptose e estresse do reticulo endoplasmético) (Kamiya et al., 2012);
células de leucemia humanas (Franchi et al, 2012). Em adicdo as suas
caracteristicas, a propolis vermelha também se mostrou com atividade inibitéria
para a proliferacdo de adipdcitos, podendo ser utilizada como suplemento de
dietas para tratamento contra obesidade (lio et al., 2010).

Na literatura ha poucos trabalhos sobre tipos de prépolis provenientes
de outras abelhas que nao a da espécie A. mellifera. Entre eles esta o estudo da
geoprépolis, que é um tipo de prépolis produzido por abelhas sem ferrdo nativas
da colméia Meliponini. A geopropolis consiste em uma mistura resinosa que
contém material coletado de plantas, cera e solo, podendo ser encontrada na
regido Norte/Nordeste do Brasil (Liberio et al., 2011; Franchin et al., 2012). Pouco
foi estudado sobre as propriedades biolégicas da geoprépolis, entre elas estao
atividades antimicrobianas contra Streptococcus mutans (Duailibe et al., 2007;
Liberio et al., 2011) e Staphylococcus aureus (Velikova et al., 2000; Da Cunha et

al., 2013); e também foi descrita atividade anti-fungica contra Candida albicans
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(Liberio et al., 2011). Além disso, a geopropolis exerce um efeito citotdéxico sobre
células de osteosarcoma canino (Cinegaglia et al., 2013) e sobre outras culturas
de células tumorais humanas como a UACC-62 (melanoma), a PC-3 (cancer de
prostata) e a OVCAR-03 (cancer de ovério) (Da Cunha et al., 2013). Desta
maneira, a geoproépolis pode atuar como um possivel agente terapéutico in vivo,
contribuindo para o tratamento de varios tipos de tumores.

Quando testada em modelo animal, a geoprépolis baseada em gel
mostrou ser ndo téxica (Liberio et al., 2011). Franchin et al. (2012; 2013) também
mostraram que tanto o EEGP como a fracdo aquosa da geoprépolis possuem
efeitos anti-inflamatérios através da inibicdo de imunomediadores como IL-1B e
TNF-a (citocinas pré-inflamatorias). Este estudo também demonstrou a redugéo da
migracao de neutrdéfilos na cavidade peritoneal e a diminuicdo da interacdo dos
leucocitos com as células endoteliais de camundongos BALB/c.

Ao mesmo tempo em que a propolis tem sido usada na medicina
popular como um agente terapéutico, o estudo de G-quadruplex de DNA
aumentou nos ultimos anos devido ao interesse dessas estruturas como alvo para
intervengéo terapéutica (Riou, 2004; Maizels, 2006; Neidle & Balasubramanian,
2006 apud Bates, 2007). Como definicdo, as estruturas de G-quadruplex sao
constituidas por sequéncias de &cidos nucléicos que sao ricas em guaninas
capazes de formar uma estrutura secundaria de DNA através de pontes de
hidrogénio do tipo Hoogsteen, na presenca de um cation monovalente (Burge et
al., 2006; Gellert et al., 1962). Os G-quadruplexes tem sido usados como alvos
terapéuticos capazes de inibir a acdo da telomerase, enzima responsavel pelo
enlongamento do teldmero e consequente proliferacdo ilimitada de células
tumorais (Han et al., 1999; Neidle et al., 2006).

Devido a todas propriedades citadas anteriormente, utilizamos ensaios
in vitro para analisar se existe interacdo dos extratos etandlicos de prépolis
vermelha (EEPV) e de geoprépolis (EEGP) na formacao de G-quadruplexes de
DNA.
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2.2. MATERIAL E METODOS

Com o propédsito de analisar suas interagdes com os G-quadruplexes,
foram utilizados os seguintes tipos de prépolis brasileira classificadas como:

- Prépolis vermelha: As amostras de propolis vermelha foram coletadas

das partes internas das caixas das colméias, nas frestas das colméias de abelhas
Apis mellifera africanizada, que estao localizadas na regido litoranea da cidade de
Maceid, Estado de Alagoas.

- Geopropolis: As amostras de geopréopolis foram coletadas das partes
internas das caixas das colméias, no espaco compreendido entre a tampa e a
melgueira e entre a melgueira e o ninho das abelhas Melipona scutellaris, que
estao localizadas na regiao litordnea da cidade de Entre Rios, Estado da Bahia. As
coletas ocorreram entre 0s meses de janeiro e fevereiro.

Para a obtencdo do extrato etandlico de geoprépolis (EEGP), foi
adicionado etanol absoluto a geoproépolis bruta macerada (coletada e limpa) na
proporcado de 1:3 (p/v). Esta mistura foi mantida em banho-maria a 70°C por 30
minutos, seguida de centrifugacdo e filtracdo. O sobrenadante resultante foi
concentrado em concentrador rotacional a vacuo (Quimis) com o intuito de
evaporar o etanol, resultando no EEGP (Da Cunha et al., 2013).

Ja o extrato etandlico da prépolis vermelha (EEPV) foi obtido segundo
descrito por Silva et al. (2008; 2013). A prépolis bruta macerada (coletada e limpa)
foi adicionado etanol 80% (v/v) na proporcao de 2 g de prépolis em 25 ml de
etanol 80% (v/v). Esta mistura foi aquecida a 70°C por 45 minutos sob agitacao,
seguida de centrifugacao e filtragdo. O sobrenadante resultante foi concentrado
em concentrador rotacional a vacuo (Quimis) com o propésito de evaporar o
etanol, resultando no EEPV.

Inicialmente, foram preparadas solu¢cées-mae a 20% (p/v) dos extratos
etandlicos dos dois tipos de prépolis em etanol (100% para geoprépolis e 80%
para propolis vermelha) (Duarte et al., 2003). Os EEGP e EEPV foram novamente
diluidos a 1% em etanol, depois adicionados em diferentes concentragdes (0 pg/ul

como controle; 1 pug/ul; 5 ug/pl e 10 pg/ul) em reagdes contendo cacodilato de litio
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(tampao), oligonucleotideo a 10 yM contendo sequéncia com potencial para
formacao de G-quadruplex (L3 - 5'GGGAGGGAGGGAGGGATAATAATGGG 3') e
cloreto de potassio (KCl) com concentra¢des variando de 0 e 10 mM. A reacéo foi
submetida a 95°C por 5 minutos e temperatura ambiente por 2 horas, depois
congelada. No dia seguinte, as reagdes foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 12% contendo KCI a 12,5 mM. O corante SyBR Gold
(Invitrogen) foi utilizado para evidenciar as bandas no gel de poliacrilamida. A
formagéo de G-quadruplex de DNA foi determinada pelo aparecimento de bandas
de mobilidade alterada (Simonsson, 1998). Quando foi verificada a formacéao de
G-quadruplex, os extratos etandlicos de prépolis que apresentaram atividades
foram fracionados por um gradiente de polaridade com solventes organicos e sub-
fracionados com coluna LH20 Sephadex de forma bioguiada, até que se encontre
a sub-fracdo ativa da propolis para a formacdo de quadruplex e posterior
isolamento da substancia natural em CLAE-Preparativa (cromatografia preparativa
liguida de alta eficiéncia). Neste caso, entre os dois extratos testados, o Unico que
apresentou alteracées nos padrdes do G-quadruplex foi EEGP. Por este motivo,
foram realizados testes com o seu extrato aquoso e as fragdes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila, aquosa e hidro-etandlica. Para cada teste foram
feitas triplicatas. A obtencao e a purificacdo desses compostos foram descritas por
Franchin et al. (2012). Os extratos etandlicos de geoprépolis e prépolis vermelha,
assim como as fragdes de geopropolis, foram gentilmente doados pelo Prof. Dr.
Pedro Luiz Rosalen (Departamento de Farmacologia — FOP/UNICAMP).

Os géis de poliacrilamida a 12% apés corados foram fotografados tendo
suas imagens quantificadas pelo software Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij/) versao

1.42q. Apds obtencao dos resultados, estes foram submetidos a analise estatistica

pelo software Bioestat 5.0 (http://www.mamiraua.org.br/) através do teste

paramétrico “Teste T de Student’ para amostras relacionadas, ao nivel de

significancia de 5%.
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2.3. RESULTADOS

O ensaio utilizando o gel de poliacrilamida 12% determinou se o extrato
etandlico de prépolis causava alteragdo na mobilidade das bandas, o que
possivelmente indicaria a formacado de G-quadruplexes. Para tal, foram feitas
reacoes contendo diferentes quantidades de extrato etandlico de geopropolis
(EEGP) (0 pg/pl; 1 pg/ul; 5 pg/ul; e 10 pg/ul) em diferentes concentracoes de
potassio (0 e 10 mM), como mostra a figura 14. Os resultados indicam que a
medida que aumenta a quantidade de EEGP nas reacbes, ha a reducado da
intensidade da banda de alto peso molecular (referente ao G-quadruplex),
mostrando que o EEGP interfere na formagdo do G-quadruplex. A figura 14A
mostra que ha contaminagdo do EEGP (10 ug/ul) no controle negativo (sem DNA).

Ja o ensaio envolvendo diferentes quantidades do extrato etandlico de
prépolis vermelha (EEPV) (0 pg/ul; 1 ug/ul; 5 pg/ul e 10 pg/pl) com diferentes
concentracdes de potassio (0 e 10 mM de KCI) mostrou que houve a reducao da
intensidade da banda de alto peso molecular (referente a formacado de G-
quadruplex) somente nas amostras que nao continham o cation (figura 15A e
15D). Ou seja, a propolis vermelha pode interferir na formagéo de G-quadruplex

na auséncia do potassio.
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Figura 14 — (A) Gel de poliacrilamida 12% contendo KCl a 12,5 mM referente ao extrato etandlico de
geopropolis (EEGP). Amostras: (1) dligo L3 (26 bp) contendo etanol absoluto (controle), sem KCI; (2) éligo
L3 contendo 1 pg/pl de EEGP, sem KCI; (3) éligo L3 contendo 5 ug/ul de EEGP, sem KCl; (4) éligo L3
contendo 10 pg/pl de EEGP, sem KCI; (5) é6ligo L3 contendo etanol absoluto, com KCl a 10 mM; (6) éligo L3
contendo 1 ug/pul de EEGP, com KCl a 10 mM; (7) éligo L3 contendo 5 pg/ul de EEGP, com KCl a 10 mM; (8)
d6ligo L3 contendo 10 pg/pl de EEGP, com KCl a 10 mM; (9) controle negativo (sem DNA) contendo etanol
absoluto, com KCl a 10 mM; (10) controle negativo (sem DNA) contendo 10 pg/ul de EEGP, com KCl a 10
mM (mostrando uma possivel contaminacdo da geoproépolis). (B) Quantificagio do gel das bandas
referentes a fita simples (com menor peso molecular). (C) Quantificagdo do gel de bandas (com peso
molecular intermediario) referentes a formacgdo de G-quadruplex (G4). (D) Quantificacdo do gel de bandas
(com alto peso molecular) referentes a formagao de G4. (* p < 0,05)
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Figura 15 — (A) Gel de poliacrilamida 12% contendo KCl a 12,5 mM referente ao extrato etandlico de
propolis vermelha (EEPV). Amostras: (1) dligo L3 (26 bp) contendo etanol 80%(controle), sem KCI; (2) dligo
L3 contendo 1 ug/ul de extrato bruto de prépolis vermelha, sem KCI; (3) éligo L3 contendo 5 pg/pl de
extrato bruto de prépolis vermelha, sem KCI; (4) éligo L3 contendo 10 pg/pl de extrato bruto de prépolis
vermelha, sem KCI; (5) 6ligo L3 contendo etanol 80%, com KCl a 10 mM; (6) dligo L3 contendo 1 ug/ul de
extrato bruto de prépolis vermelha, com KCl a 10 mM; (7) éligo L3 contendo 5 pg/pl de extrato bruto de
propolis vermelha, com KCl a 10 mM; (8) dligo L3 contendo 10 pg/ul de extrato bruto de prépolis
vermelha, com KCl a 10 mM; (9) controle negativo (sem DNA) contendo etanol 80%, com KCl a 10 mM;
(10) controle negativo (sem DNA) contendo 10 pg/pl de extrato bruto de prépolis vermelha, com KCl a 10
mM. (B) Quantificagdo do gel das bandas referentes a fita simples (com menor peso molecular). (C)
Quantificagdo do gel de bandas (com peso molecular intermediario) referentes a formacgio de G-
quadruplex (G4). (D) Quantificagcdo do gel de bandas (com alto peso molecular) referentes a formagao de
G4. (* p<0,05)
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Como foi mostrado anteriormente, o EEGP pode interferir na formacao
de G-quadruplex a medida que aumenta a quantidade do extrato na reacao. Por
este motivo, 0 mesmo ensaio foi realizado, incluindo a concentracao de KCI de
100 mM. Foram utilizados o extrato aquoso (figura 16) e as fracbes da
geoprépolis: acetato de etila (figura 17), aquosa (figura 18), cloroférmica (figura
19), hexanica (figura 20) e hidro-etandlica (figura 21). Esses ensaios foram
executados com o intuito de saber quais fracbes podem estar relacionadas com o
fendbmeno encontrado no EEGP.

Foi observada uma diminuicdo da intensidade da banda de alto peso
molecular (referente ao G-quadruplex) no extrato aquoso (figura 16) da
geoprépolis e em suas fragdes acetato de etila (figura 17), aquosa (figura 18) e
hidro-etandlica (figura 21). Assim, os resultados indicam que essas fracoes
possivelmente contém a(s) molécula(s) responsavel(is) por interferir na formacgéao
do G-quadruplex. No entanto, mais estudos serdo necessarios para o

reconhecimento desta molécula.
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Figura 16 — (A) Gel de poliacrilamida 12% contendo KCl a 12,5 mM referente ao extrato aquoso da
geoprépolis. Amostras: (1) éligo L3 (26 bp) contendo 1 pg/pl de extrato aquoso, sem KCl; (2) éligo L3
contendo agua, sem KCI; (3) 6ligo L3 contendo 1 pg/ul de extrato aquoso, com KCl a 10 mM; (4) éligo L3
contendo agua, com KCl a 10 mM; (5) éligo L3 contendo 1 ug/ul de extrato aquoso, com KCl a 100 mM; (6)
é6ligo L3 contendo agua, com KCl a 100 mM; (7) controle negativo (sem DNA) contendo 1 pg/ul de extrato
aquoso, com KCl a 100 mM; (8) controle negativo (sem DNA) contendo agua, com KCl a 100 mM. (B)
Quantifica¢do do gel das bandas referentes a fita simples (com menor peso molecular). (C) Quantificagdo
do gel de bandas (com peso molecular intermediario) referentes a formacdo de G-quadruplex (G4). (D)
Quantificagdo do gel de bandas (com alto peso molecular) referentes a formacio de G4. (* p < 0,05)
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Figura 17 — (A) Gel de poliacrilamida 12% contendo KCl a 12,5 mM referente a fragdo acetato de etila da
geoprépolis. Amostras: (1) éligo L3 (26 bp) contendo 1 pg/ul de fragdo acetato de etila, sem KCI; (2) éligo
L3 contendo etanol absoluto, sem KCI; (3) 6ligo L3 contendo 1 pg/ul de fracdo acetato de etila, com KCl a
10 mM; (4) éligo L3 contendo etanol absoluto, com KCl a 10 mM; (5) 6ligo L3 contendo 1 ug/ul de fragdo
acetato de etila, com KCl a 100 mM; (6) 6ligo L3 contendo etanol absoluto, com KCl a 100 mM; (7) controle
negativo (sem DNA) contendo 1 ug/ul de fragdo acetato de etila, com KCl a 100 mM; (8) controle negativo
(sem DNA) contendo etanol absoluto, com KCl a 100 mM. (B) Quantificacdo do gel das bandas referentes a
fita simples (com menor peso molecular). (C) Quantificagdo do gel de bandas (com peso molecular
intermediario) referentes a formacédo de G-quadruplex (G4). (D) Quantifica¢do do gel de bandas (com alto
peso molecular) referentes a formacdo de G4. (* p < 0,05)
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Figura 18 — (A) Gel de poliacrilamida 12% contendo KCl a 12,5 mM referente a fracdo aquosa da
geoprépolis. Amostras: (1) éligo L3 (26 bp) contendo 1 ug/ul de fragdo aquosa, sem KCl; (2) éligo L3
contendo agua, sem KCI; (3) é6ligo L3 contendo 1 pg/pl de fragdo aquosa, com KCl a 10 mM; (4) éligo L3
contendo agua, com KCl a 10 mM; (5) éligo L3 contendo 1 pg/ul de fragdo aquosa, com KCl a 100 mM; (6)
6ligo L3 contendo agua, com KCl a 100 mM; (7) controle negativo (sem DNA) contendo 1 pg/ul de fragdo
aquosa, com KCl a 100 mM; (8) controle negativo (sem DNA) contendo agua, com KCl a 100 mM. (B)
Quantifica¢do do gel das bandas referentes a fita simples (com menor peso molecular). (C) Quantificagdo
do gel de bandas (com peso molecular intermediario) referentes a formacdo de G-quadruplex (G4). (D)
Quantificagdo do gel de bandas (com alto peso molecular) referentes a formacio de G4. (* p < 0,05)
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Figura 19 - (A) Gel de poliacrilamida 12% contendo KCl a 12,5 mM referente a fragdo cloroférmica da
geoproépolis. Amostras: (1) 6ligo L3 (26 bp) contendo 1 ug/pul de fragdo cloroférmica, sem KCI; (2) éligo L3
contendo etanol absoluto, sem KCI; (3) éligo L3 contendo 1 pg/ul de fragdo cloroférmica, com KCl a 10
mM; (4) éligo L3 contendo etanol absoluto, com KCl a 10 mM; (5) éligo L3 contendo 1 pg/pl de fragdo
cloroférmica, com KCl a 100 mM; (6) d6ligo L3 contendo etanol absoluto, com KCl a 100 mM; (7) controle
negativo (sem DNA) contendo 1 pg/ul de fragdo cloroférmica, com KCl a 100 mM; (8) controle negativo
(sem DNA) contendo etanol absoluto, com KCl a 100 mM. (B) Quantificacdo do gel das bandas referentes a
fita simples (com menor peso molecular). (C) Quantificacio do gel de bandas (com peso molecular
intermediario) referentes a formagdo de G-quadruplex (G4). (D) Quantificagdao do gel de bandas (com alto
peso molecular) referentes a formacgédo de G4.
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Figura 20 - (A) Gel de poliacrilamida 12% contendo KCl a 12,5 mM referente a fragdo hexanica da
geoproépolis. Amostras: (1) 6ligo L3 (26 bp) contendo 1 ug/ul de fragdo hexanica, sem KCl; (2) éligo L3
contendo etanol absoluto, sem KCI; (3) éligo L3 contendo 1 pg/ul de fragdo hexanica, com KCl a 10 mM;
(4) 6ligo L3 contendo etanol absoluto, com KCl a 10 mM; (5) 6ligo L3 contendo 1 pg/ul de fragdo hexanica,
com KCl a 100 mM; (6) d6ligo L3 contendo etanol absoluto, com KCl a 100 mM; (7) controle negativo (sem
DNA) contendo 1 pg/pl de fragdo hexanica, com KCl a 100 mM; (8) controle negativo (sem DNA) contendo
etanol absoluto, com KCl a 100 mM. (B) Quantificagdo do gel das bandas referentes a fita simples (com
menor peso molecular). (C) Quantificagdo do gel de bandas (com peso molecular intermediario)
referentes a formagdo de G-quadruplex (G4). (D) Quantificacdo do gel de bandas (com alto peso
molecular) referentes a formagao de G4.
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Figura 21 - (A) Gel de poliacrilamida 12% contendo KCl a 12,5 mM referente a fra¢cdo hidro-etandlica da
geopropolis. Amostras: (1) éligo L3 (26 bp) contendo 1 pug/ul de fragdo hidro-etandlica, sem KCI; (2) éligo
L3 contendo etanol 70%, sem KCI; (3) 6ligo L3 contendo 1 pg/pl de fragdo hidro-etanélica, com KCl a 10
mM; (4) éligo L3 contendo etanol 70%, com KCl a 10 mM; (5) é6ligo L3 contendo 1 pg/pl de fragdo hidro-
etandlica, com KCl a 100 mM; (6) d6ligo L3 contendo etanol 70%, com KCl a 100 mM; (7) controle negativo
(sem DNA) contendo 1 pg/pl de fragido hidro-etanélica, com KCl a 100 mM; (8) controle negativo (sem
DNA) contendo etanol 70%, com KCl a 100 mM. (B) Quantificagdo do gel das bandas referentes a fita
simples (com menor peso molecular). (C) Quantificagdo do gel de bandas (com peso molecular
intermediario) referentes a formacgdo de G-quadruplex (G4). (D) Quantifica¢dao do gel de bandas (com alto
peso molecular) referentes a formacdo de G4. (* p < 0,05)
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2.4. DISCUSSAO

Como ja descrito na literatura, a propolis tem sido frequentemente
usada pela medicina popular devido a suas propriedades terapéuticas (Silva et al.,
2008). A ideia de se estudar a interacdo da prépolis com G-quadruplex,
modulando sua formacao, surgiu devido a busca de compostos naturais que
atuem na inibicao da telomerase, com isso, impedindo a proliferacdo de células
tumorais no cancer (Ragazzon et al., 2009). Neste trabalho foram executados
ensaios in vitro para analisar essa interacédo, através de dois tipos distintos de
propolis com diferentes origens e composicoes: a prépolis vermelha e a
geoprépolis.

No estudo do extrato etandlico de propolis vermelha houve uma
diminuigdo na intensidade da banda de alto peso molecular, de maneira dose-
dependente, na auséncia do potassio (cétion estabilizador de G-quadruplex). Nao
houve diferenca nas bandas quando o céation estava presente. Podemos explicar
esta possivel interacdo com o G-quadruplex por causa de constituintes bioativos
presentes na propolis vermelha como flavondides, isoflavonas, pterocarpanos,
chalconas, compostos fendlicos entre outros (Li et al., 2008; Silva et al., 2008 e
2013; Alencar et al., 2007; Siqueira et al., 2009; Trusheva et al., 2006). Entre as
isoflavonas relatadas podemos destacar duas que sdo conhecidas por estabilizar
a estrutura do G-quadruplex quando presentes: daidzeina (Zang et al., 2009;
Wang et al., 2012; Li et al., 2006) e quercetina (Sun et al., 2006; Ragazzon et al.,
2009; Wang et al., 2012).

Os flavondides, assim como isoflavonas, sdo considerados compostos
importantes que atuam como antioxidantes no organismo humano. Frozza et al.
(2012) mostraram que a propolis vermelha possui compostos que agem de modo
semelhante as enzimas superoxido-dismutase e catalase. A enzima superdxido-
dismutase catalisa a dismutagdo do radical superéxido em H>O, e oxigénio,
enquanto a catalase converte H.O., em agua e oxigénio molecular. Baseado nisso,
podemos pressupor que um dos efeitos da propolis vermelha se basearia na

41



reducao do estresse oxidativo, com isso evitando degradacdo do DNA e formacéo
de estruturas secundarias como o G-quadruplex.

Em relacdo aos ensaios que utilizaram os extratos etandlico e aquoso
da geopropolis e suas fracdes, pode-se observar que houve influéncia na
formacao de G-quadruplex somente nas presencas do EEGP, extrato aquoso,
fracdes aquosa, acetato de etila e hidro-etandlica. Liberio et al. (2011) descobriram
a presenca de flavondides na composicdo quimica da geoprépolis da Melipona
fasciculata Smith. Por este motivo, justificaram que o EEGP e sua fragdo hidro-
etandlica tinham acdes antimicrobiana (contra Streptococcus mutans) e
antifingica (contra Candida albicans). Porém, Franchin et al. (2012; 2013)
mostraram que ha auséncia de flavondides e presenca de compostos fenélicos na
geoprépolis da Melipona scutellaris, sendo que a maior concentracao destes
compostos estdo em sua fracdo aquosa. Nos mesmos trabalhos foram
demonstrados que a EEGP e sua fragdo aquosa diminuiram a hipernocicepcao
mecanica pela inibicdo da producao das citocinas pro-inflamatérias IL-18 and TNF-
a, além de inibir a formacao de prostaglandinas devido a reducdo da migracao de
neutréfilos na cavidade peritoneal e a diminuicdo da interacdo de leucdcitos
(rolamento e adesdo) com células endoteliais de camundongos. Aliando-se a
esses fatos, outro estudo (Guo et al., 2011) mostrou que compostos fendlicos
semelhantes quimicamente aos da geopropolis e provenientes de liquen foram
capazes de se ligar a estruturas G-quadruplex, causando sua estabilizacdo. Desta
maneira, estabilizadores de G-quadruplexes tem o potencial de interferir na
replicacdo do telémero através do bloqueio da etapa de elongacao feita pela
telomerase, podendo entdo agir como agente anti-tumoral (Guo et al., 2011). Da
Cunha et al. (2013) observaram que o EEGP da M. scutellaris possui atividade
anti-tumoral contra cultura de células humanas de melanoma (UACC-62), de
cancer de ovario (OVCAR-03) e tumor de préstata (PC-3). Do mesmo modo, o
extrato etandlico da geoprépolis de M. fasciculata Smith mostrou ser citotdxico
contra células de osteosarcoma canino (Cinegaglia et al., 2013). Assim, podemos
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sugerir que a geoprépolis € uma possivel candidata a compostos naturais que
interferem na formacgéao do G-quadruplex.

2.5. CONCLUSAO

Ap6s analisar e discutir todos os resultados, podemos concluir que
houve interacdo entre os extratos etandlicos de propolis e a formacdo de G-
quadruplex. Foi observada interferéncia na mobilidade das bandas e na
intensidade de brilho das bandas superiores (referente a formacao de G-
quadruplex) em géis de poliacrilamida, contendo reagdes compostas por
oligonucleotideo com potencial de formacao de G-quadruplex e extratos etanélicos
de prépolis vermelha (sem potassio) e de geopropolis. O mesmo comportamento
foi visto com o extrato aquoso e as fracbes de acetato de etila, hidro-etandlica e
aquosa da geoproépolis. Por estas razées, podemos sugerir que ha necessidade de
mais estudos para isolar moléculas de propolis capazes de realizar este tipo de
interacdo. Também seria interessante realizar experimentos especificos para

analisar a estabilidade de G-quadruplexes na presenca dos extratos de proépolis.
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CAPITULO 3 — ESTUDO DO EFEITO DA PORFIRINA TMPyP4 NO PADRAO DE
METILACAO DO DNA EM CELULAS DE MELANOMA METASTATICO DE
MURINO.

3.1. INTRODUCAO

Epigenética é o estudo das mudancas herdaveis da expressao génica,
sem que ocorram alteragdes na sequéncia do DNA (Yoo & Jones, 2006;
Rodriguéz-Paredes & Esteller, 2011). As modificagdes de histonas e a metilacdo
do DNA estado entre os mecanismos epigenéticos mais estudados. A metilagéo do
DNA pode ser descrita como marca epigenética capaz de regular a expressao
génica durante o desenvolvimento embrionario e diferenciacéo celular em seres
eucariontes (Jones et al., 1999). Pode ser caracterizada como uma modificagao
bioquimica que frequentemente ocorre na posicdo C5 de citosinas presentes nas
sequéncias que contém o dinucleotideo CpG (citosinas seguidas de guaninas) em
células eucariontes (Robertson & Jones, 2000; Jaenish et al., 2003; Yoo & Jones,
2006). Os sitios de CpG estdo concentrados ou em ilhas CpG ou em regides
contendo grandes sequéncias repetitivas, como centrbmeros e elementos
retrotransposons. llhas CpG sao pequenas regides de DNA ricas em citosinas
seguidas de guaninas (CpG) presentes em aproximadamente 60% dos
promotores de genes humanos (Rodriguéz-Paredes & Esteller, 2011).

As alteragdes no padrdao de metilacdo do DNA sdo conhecidas por
cooperarem com eventos genéticos e por estarem envolvidos no processo de
carcinogénese em humanos (You & Jones, 2012). Como exemplo, a metilacdo da
citosina em regides promotoras de genes supressores de tumor pode levar ao
silenciamento génico, e até a mutagdes em células somaticas e germinativas,
induzindo essas células ao cancer (Rodriguéz-Paredes & Esteller, 2011).

O melanoma é conhecido como um dos tumores mais agressivos e se
desenvolve a partir da transformacdo maligna de melandcitos, que sédo células
responsaveis pela sintese de melanina, um pigmento distribuido entre

queratindcitos da epiderme para evitar lesées do DNA promovidas principalmente
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por radiacdo ultravioleta (UV) (da Cruz & Jasiulionis, 2012). Bloqueios de
ancoragem em ciclos sequenciais realizados em linhagem de células de
melandcitos murinos (melan-a) causam alteragcdes nos padrdes de metilacao de
DNA modulados pelo estresse oxidativo, levando a transformacao maligna desse
tipo de células (Campos et al.,, 2007; Molognoni et al., 2011). A progressao do
melanoma requer a desregulacdo da expressdo génica causada por mecanismos
epigenéticos ainda desconhecidos (Molognoni et al., 2011).

Como é considerado um dos tumores mais agressivos, o melanoma
possui a capacidade de causar metastases letais a distdncia mesmo quando o
volume do tumor primario é pequeno (com cerca de 1 mm3) (Lian et al., 2012).
Além disso, ndo ha tratamentos eficazes para a doenca. As vitimas de melanoma
metastatico possuem altas taxas de mortalidade, com sobrevida média em torno
de 6 meses. Por isso, os tratamentos de melanoma sdo limitados somente a
excisdo cirurgica quando diagnosticados precocemente (da Cruz & Jasiulionis,
2012).

Por estes motivos, a procura por novas drogas que atuem como alvos
terapéuticos contra varios tipos de cancer tém aumentado nos ultimos anos. Uma
droga muito testada como alvo terapéutico na literatura € a porfirina catiénica
TMPyP4 (5,10,15,20-tetra(N-metil-4-piridil)porfirina). Este composto se tornou
conhecido por ter alta afinidade por estruturas secundarias de DNA G-quadruplex
presentes na regido dos teldbmeros e, deste modo, sdo capazes de inibir
eficazmente a telomerase (Izbicka et al., 1999; Rha et al., 2000). Por sua vez, G-
quadruplexes podem ser definidos como sequéncias de acidos nucléicos (DNA)
ricas em guanina, capazes de formar tétrades ligadas por pontes de hidrogénio do
tipo Hoogsteen e fortemente estabilizadas na presenca de um cation monovalente
(potassio, sodio ou litio) (Burge et al., 2006). Foi demonstrado que a estabilizacao
do G-quadruplex pela porfirina TMPyP4 leva a repressao do oncogene c-MYC,
tornando assim os G-quadruplexes potenciais alvos moleculares capazes de
interferir seletivamente na expressdo de oncogenes (Siddiqui-Jain et al., 2002).

Esta porfirina também apresentou atividade anti-tumoral contra linhagem de
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células de leucemia (K562) (Mikami-Terao et al., 2008) e mostrou ser citotdxica
contra outros tipos celulares tumorais humanos, como de o carcinoma cervical
(HeLa), o hepatocarcinoma (HepG2) e o glioma (U251) (Zhuang et al., 2013).

Na literatura ja foram descritos trabalhos associando G-quadruplexes
com metilacdo de DNA. Hardin et al. (1993) mostraram que a metilacdo de
citosinas na base vizinha ao GGG estabiliza o complexo G-quadruplex, por meio
de oligonucleotideos contendo sequéncias ricas em guanina e CpG. Em 2002,
Majewski et al. co-localizaram regides ricas em repeticbes de GGG e CpG no
genoma humano e verificaram que estas regides se concentravam no primeiro
éxon, inicio do primeiro intron e no promotor dos genes. Halder et al. (2010)
demonstrou por analises de bioinformatica que sequéncias do genoma humano
contendo G-quadruplex e CpG sao hipometiladas quando comparadas a outras
regides.

O presente estudo tem como objetivo analisar o padrao de metilacdo da
linhagem de células de melanoma metastatico (4C11+) apds tratamento com
TMPyPA4.

3.2. MATERIAL E METODOS

Reagentes e anticorpos

O meio de cultura RPMI, o soro fetal bovino e os antibidticos penicilina
e estreptomicina (Gibco) foram obtidos na Cultilab (Campinas, SP, BR). 12-O-
tetradecanoil-forbol-13-acetato (PMA), a porfirina TMPyP4, Tween, proteinase K,
dodecilsulfato de sédio (SDS), acido etilenodiaminotetraacético (EDTA),
tris(hidroximetil)aminometano (Tris), albumina de soro bovino (BSA),
paraformaldeido, borato de sdédio, &cido cloridrico (HCI), metanol e brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT) foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Foram também utilizados o anticorpo contra
anti-5-MeC (anti-5-metil-citosina) e o anticorpo secundario de cabra anti-lgG do
camundongo conjugada com fluoresceina (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.
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(KPL), Gaithersburg, MD). As enzimas endonucleases Mspl e Hpall foram obtidas
da Fermentas (St. Leon-Rot, Germany).

Linhagens de células e cultura

Para a realizagdo do ensaio foram utilizadas linhagens de melandcitos
nao-tumorigénicos murinos (melan-a) (Bennett et al., 1987) e de células de
melanoma metastatico 4C11+ (Campos et al., 2007), gentilmente fornecidas pela
prof2 Dr2 Miriam Jasiulionis (Departamento de Farmacologia, UNIFESP). Os
melandcitos cresceram no meio de cultura RPMI (pH 6.9, Gibco, Carlsbad, CA)
suplementado com soro fetal bovino (FBS) a 5% (Gibco BRL, Grand Island, NY),
antibiéticos penicilina e estreptomicina (Gibco), e 200 nM de acetato miristato
forbol (PMA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO), e foram incubados em temperatura
de 37°C na presenca de 5% CO.. A linhagem de células de melanoma metastatico
4C11+ foi estabelecida ap6s submeter a cultura de células melan-a a ciclos
sequenciais de bloqueio de ancoragem (Campos et al., 2007). O meio de cultura
das células 4C11+ € o mesmo da melan-a, mas com auséncia de PMA. A
viabilidade e a densidade celular foram determinadas pelo teste de exclusdo com
corante azul de tripan, sendo as células repicadas a cada 3 dias.

Ensaio com a porfirina TMPyP4
O ensaio com a porfirina TMPyP4 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) foi

realizado com a minima exposigcdo de luz, por se tratar de uma droga
fotossensivel. As células da linhagem 4C11+ foram classificadas em dois grupos
conforme o tratamento para os ensaios de citometria de fluxo e de metilagdo
global com endonucleases Mspl e Hpall

(1) Controle: contendo células sem tratamento mantidas em cultura por
48 horas;

(2) Tratado: composto por células tratadas com TMPyP4 a 100 uM por
48 horas.
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Ensaio de Citotoxicidade da TMPyP4
A citotoxicidade da droga TMPyP4 foi induzida nas células de

melanoma metastatico de murino 4C11+ (3,5 x 10%mL) cultivadas em
sextuplicatas (6 amostras de cada grupo) em placas de 96 pogos contendo meio
RPMI 1640 suplementado com FBS 5%. Depois de 24 horas de incubacao a 37°C
em um atmosfera umidificada contendo 5% de CO,, as células foram tratadas com
diferentes concentracbes de TMPyP4 (0, 50, 100 e 200 yM) em meio RPMI 1640
suplementado com FBS 5%, enquanto as amostras controle foram tratadas com o
volume correspondente de meio de cultura sem a droga. Todas as amostras foram
incubadas por 24 e 48 horas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de
CO:..

Os efeitos da TMPyP4 sobre a viabilidade celular foram avaliados pelo
ensaio de reducdo do MTT (MTT) a formazan pela atividade de desidrogenases
mitocondriais. Os resultados foram expressos como a percentagem da viabilidade

das células controle nao tratadas (100%).

Ensaio de penetracdo da TMPyP4 nas células

As células de melanoma metastatico 4C11+ foram plaqueadas em
laminulas de vidro inseridas em placas de 24 pocgos. Depois de 48 horas de
tratamento com TMPyP4 a 100 uM, as células foram lavadas 3 vezes em solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS), fixadas em paraformaldeido 2% por 1 hora e
lavadas novamente com PBS. Depois, as membranas das células foram marcadas
com 10 pg/ml de WGA conjugado com Alexa Fluor 594 (WGA594) por 30 minutos.
As laminulas foram montadas em laminas de vidro para microscopia usando meio
de montagem Fluoromount-G (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e entao
analisadas por um microscépio confocal de varredura a laser invertido (Leica TCS
SP5 AOBS Confocal Microscope, Wetzlar, Germany). O WGA594 foi excitado por
um laser HeNe a 546 nm e sua emissdo de luz foi detectada entre 560 a 610 nm.
Ja a droga TMPyP4 teve o comprimento de onda de excitagdo de 633 nm e de
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emissdo de luz estava entre 700 a 800 nm. As imagens foram montadas através
do software Adobe Photoshop® 9.2 (Adobe Systems Software Ireland Ltd.).

Analise de metilacdo global do DNA gendémico usando enzimas de restricdo nas

células tratadas e ndo tratadas com TMPyP4

O DNA genbmico das células melan-a (sem tratamento) e 4C11+
(controle e tratada) foi coletado ap6s as 48 horas do tratamento, sendo depois
submetido a digestao com SDS/proteinase K em tampao TE (Tris-EDTA), seguido
pela extracdo padrao por fenol/cloroférmio (Sambrook & Russel, 2006). A
metilagdo global foi determinada através digestdo do DNA genbmico pelas
endonucleases Hpall (catadlogo #FD0514) e Mspl (#FD0544), as quais possuem o
mesmo sitio de restricdo (CCGG). Entretanto, apenas a enzima Hpall é sensivel a
metilacdo do DNA. Foram digeridos ou ndo, 2 ug de DNA genémico com 2 pl de
cada enzima (Fast Digest, Fermentas, Glen Burnie, MD USA) em reacgdes
separadas. O DNA foi digerido a 37°C por 16 horas e, depois deste periodo, 1 ul
de cada enzima foi adicionado e os tubos foram mantidos a 37°C por mais uma
hora. As amostras foram reveladas em gel de agarose a 0.8% contendo brometo
de etidio. Cada ensaio foi realizado em duplicatas. A intensidade da banda
correspondente ao DNA gendmico intacto em diferentes amostras foi determinado
usando o software Imaged (http:/rsb.info.nih.gov/ij/) versao 1.42qg. A porcentagem

de metilagado foi calculada usando a formula de Molognoni et al. (2011):

Contetdo de metilagdo global relativa do DNA = ([HpaII - MspI] x 100)/DNA
gendmico

Andlise de conteudo global de 5-metilcitosina usando citometria de fluxo em

células tratadas e ndo tratadas com TMPyP4

A metilacdo global do DNA foi analisada pela coloragdo das células
utilizando um anticorpo monoclonal especifico contra a 5-metilcitosina (5-MeC;
Oncogene, La Jolla, CA, catalogo #NA81), descrito por Milutinovic et al. (2003). As
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células foram lavadas em PBS complementado com 0.1% de Tween 20 e 1% de
albumina de soro bovino (PBS-TB), fixadas com 0.25% de paraformaldeido a
37°C por 10 minutos, seguido por 88% de metanol a -20°C por no minimo 30
minutos. Apés a lavagem, as células foram tratadas com HCI 2 N a 37°C por 30
minutos, neutralizadas com borato de sodio 0.1 M (pH 9.0), e bloqueadas com
10% de soro de camundongo por 20 minutos a 37°C. Entdo, as células foram
incubadas com o anticorpo anti-5-MeC em uma concentracao final de 1 mg/mL
por 45 minutos a 37 °C, seguida pela incubag¢do com o anticorpo de cabra anti IgG
do camundongo conjugada com fluoresceina (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.
- KPL, Gaithersburg, MD) por 30 minutos por 37°C. Finalmente, o conteudo de
metilcitosina nas células 4C11+ tratadas e nao tratadas com TMPyP4 foi analisado
por citometria de fluxo (Campos et al., 2007). O mesmo ensaio foi realizado nas

células melan-a sem tratamento e mantidas em cultura por 48 horas.

Imunodeteccao de 5-Mec na linhagem de células 4C11+

Para a analise de microscopia de imunofluorescéncia, as células de
melanoma metastatico 4C11+ foram cultivadas em laminulas de vidro em placas
de 24 pocos. Depois do tratamento com TMPyP4 a 100 uM, as células foram
fixadas com paraformaldeido a 2% em PBS por 1 hora e permeabilizadas por 30
minutos em PBS contendo 0,5% de Triton X-100 e 1% de BSA. Apds varias
lavagens com PBS, as células foram incubadas com um anticorpo monoclonal de
camundongo contra 5-metil-citosina (5-MeC) (Calbiochem (EMD Millipore),
Billerica, MA, USA). Essa incubacéo foi executada a 37°C por 1 hora (diluicao de
1:500 em PBS-BSA 2%), seguida por 3 lavagens com PBS com intervalos de 30
minutos, e incubagdo com anticorpo secundario anti-camundongo marcado com
Alexa Fluor 594 (Invitrogen/Molecular Probes, USA) por 1 hora em temperatura
ambiente no escuro. As laminulas foram montadas em laminas de vidro para
microscopia usando o meio de montagem Fluoromount-G (Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO, USA) e entdo analisadas por um microscopio confocal de varredura a

laser invertido (Leica TCS SP5 AOBS Confocal Microscope, Wetzlar, Germany). A
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droga TMPyP4 teve comprimento de onda de excitacdo com laser HeNe de 633
nm e de emissao de luz entre 700 a 800 nm. Ja a marcagdo com 5-MeC foi
excitada com laser HeNe a 546 nm e sua emissao foi capturada entre 560 a 590
nm. As imagens foram montadas através do software Adobe Photoshop® 9.2
(Adobe Systems Software Ireland Ltd.).

Andlise Estatistica

Todos os resultados foram submetidos a andlise estatistica pelo
software Bioestat 5.0 (http://www.mamiraua.org.br/) através do teste paramétrico

“Teste T de Student” para amostras relacionadas (para as células 4C11+
submetidas ao tratamento) e para amostras independentes (quando comparou 0s
resultados das células 4C11+ com dados dos melanécitos normais), ao nivel de

significancia de 5%.

3.3. RESULTADOS

Reducio da viabilidade celular induzida pela TMPyP4 na linhagem de células de

melanoma metastatico de murino (4C11+)

Varios estudos relataram que efeitos pro-apoptéticos da TMPyP4 em
diferentes culturas de células (Zhuang et al., 2013; lzbicka et al.,1999; Mikami-
Terao et al., 2008). Para determinar os efeitos da TMPyP4 na linhagem de células
de melanoma metastatico murino 4C11+, as células foram expostas a diferentes
concentracdes da porfirina TMPyP4 por 24 e 48 horas, e depois foi realizada a
andlise de viabilidade celular pelo ensaio de redug¢édo do MTT (lzbicka et al., 1999).
Houve a reducdo da viabilidade das células 4C11+ apds de 24 horas de
tratamento de modo dose-dependente em resposta ao aumento das
concentracdes da droga (0 a 200 uM), porém nao foi possivel determinar o valor
de ICso no momento dessa exposicao (Figura 22A). Ja apbés 48 horas de
tratamento com TMPyP4, a viabilidade de 50% (valor do ICso) foi obtida com a

concentragéo por volta de 100 uM da droga (Figura 22B).
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Alguns trabalhos da literatura indicaram que as porfirinas se localizam
preferencialmente em tecido tumoral, embora sua localizagdo intracelular possa
variar de acordo com a estrutura e a carga liquida da porfirina. Georgiou et al.
(1994) mostraram que a porfirina TMPyP4 se acumula rapidamente no ndcleo de
fibroblastos dérmicos humanos. O mesmo comportamento foi observado em
fibroblastos murinos (Cogoi & Xodo, 2010). Com o intuito de conhecer a
distribuicao intracelular de TMPyP4, tratamos as células 4C11+ com TMPyP4 a
100 uM por 48 horas e depois analisamos a localizacao intracelular da droga por
microscopia confocal de fluorescéncia. A figura 22C demonstra que a TMPyP4
possui afinidade com o DNA, indicando que as porfirinas podem se acumular no

nucleo de células tumorais intactas.
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Figura 22 - Citotoxicidade e localizacdo nuclear da porfirina TMPyP4 apds tratamento em células da
linhagem 4C11+. Camadas semi-confluentes de células 4C11+ foram tratadas com diferentes
concentragdes de TMPyP4 (0 a 200 WM em meio de cultura RPMI) por 24 h (A) e 48 h (B). A viabilidade
celular foi determinada pelo ensaio de redugao do MTT. Os resultados foram expressos como
porcentagem da viabilidade celular do controle (100%) e nos graficos (A) e (B) estao representadas a
média * o desvio padrdo dos experimentos independentes, que foram executados em sextuplicatas. (C)
Para determinar a localizagdo da TMPyP4, as células foram plaqueadas em laminulas de vidro e tratadas
por 48 h com TMPyP4 a 100 pM. As imagens contendo a localizagdo intracelular da TMPyP4 nas células
4C11+ foram adquiridas por microscopia confocal de fluorescéncia. O comprimento de onda de excitagdo
da TMPyP4 pelo laser HeNe foi 633 nm e de emissdo de luz foi detectado entre 700 a 800 nm. As
membranas foram coradas com WGA-594. As imagens representam trés experimentos independentes.
(Barras = 25 uM).
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Hipometilacdo global do genoma na linhagem de células de melanoma metastatico

Embora a hipometilagdo do DNA tenha sido encontrada em varios
tumores humanos e possa afetar muitas regidées genébmicas, seu papel na biologia
dos tumores ainda permanece elusivo (De Smet & Loriot, 2013). Além disso, foi
observado que durante o processo de transformacdo maligna da linhagem de
células 4C11+ existe uma hipometilacdo global dessas células quando
comparadas com a melan-a, linhagem de células ndo-tumorigénicas (Campos et
al., 2007; Molognoni et al, 2011). Nesse contexto, utilizamos dois métodos
distintos para validar o perfil hipometilado das células 4C11+. Um deles fez uso
das enzimas de restricdo Hpall e Mspl, que reconhecem e digerem 0 mesmo sitio
(CCGG), mas possuem sensibilidade diferencial a metilacdo do DNA. Como
resultado (Figuras 23A e B), houve hipometilacdo significante (p < 0,001) das
células tumorais 4C11+ em comparacdo as células melan-a (linhagem néo-
tumorigénica). Ja o segundo método, o ensaio de citometria de fluxo, determinou o
conteludo de metilagdo global através de anticorpos especificos que emitem
fluorescéncia (Figura 23C). Ambos o0s ensaios demonstraram que houve
hipometilacdo do DNA na linhagem de células tumorais em relagédo a linhagem de
melandcitos ndo tumorais, corroborando com os resultados apresentados por
Campos et al. (2007) e Molognoni et al. (2011).
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Figura 23 — Comparagao entre os perfis de metilagio global do DNA em linhagens de células nao-
tumorigénicas e tumorigénicas. (A) A porcentagem de metilagdo global relativa foi analisada pela relagao
entre o DNA gendmico digerido pelas enzimas de restricdo Hpall e Mspl. O DNA genémico ndo digerido foi
usado como modelo de controle positivo. (B) Representagdo grafica da analise de densitometria das
bandas. As colunas representam a média + o desvio padrdo dos dois experimentos independentes, feitos
em duplicata. (C) O contetido de metilagdao global do DNA foi determinado por citometria de fluxo através
de anticorpo especifico contra 5-metilcitosina (5-MeC). Os resultados foram expressos em mediana e
representado como média + desvio padrdao dos experimentos em duplicata. (DNA G.N.D. = DNA gen6mico
nao digerido; Mspl = endonuclease com sitio de restricio (CCGG); Hpall = endonuclease com sitio de
restricdo (CCGG), sensivel a metilacdo do DNA; * = p < 0,001).
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Hipermetilacdo induzida pela porfirina TMPyP4 em células de melanoma

metastatico

Estudos relatam a existéncia de uma relagcdo entre estruturas
secundarias de DNA e a metilacdo em todo o genoma, porém este mecanismo é
pouco entendido (Hardin et al., 1993; Halder et al., 2010; De & Michor, 2011). E
evidente que formas alternativas de DNA s&o funcionalmente relevantes nos
processos de replicacdo, recombinacdo e transcricdo. Neste trabalho, estamos
analisando o papel de estruturas alternativas de DNA na metilacdo de citosinas
através de ligantes de G-quadruplex como modelo experimental. Para provar este
tipo de relacao utilizamos a droga TMPyP4, que € uma porfirina capaz de se ligar
a estrutura G-quadruplex no DNA (lzbicka et al., 1999; Rha et al., 2000). Para isso,
tratamos as células 4C11+ com TMPyP4 a 100 uM por 48 horas e, ap6s ao
tratamento, as células foram marcadas com anticorpo monoclonal especifico
contra 5-metil-citosina (5-MeC). A figura 24A mostra a co-localizacdo da TMPyP4
com a marcagdo do anticorpo especifico contra 5-MeC visualizada por
microscopia confocal de fluorescéncia. Em seguida, utilizamos duas metodologias
distintas para avaliar os perfis de metilagdo global do DNA apés o tratamento com
TMPyP4: citometria de fluxo e digestdo do DNA genémico com endonucleases
Hpall e Mspl. O resultado apresentado na figura 24C mostrou que o tratamento
com TMPyP4 promove eventos de hipermetilacdo em linhagem de células de

melanoma metastatico.
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Figura 24 — Tratamento com TMPyP4 promove hipermetilagio do DNA de células da linhagem de
melanoma metastatico de murino (4C11+). (A) Células 4C11+ confluentes foram tratadas com TMPyP4 a
100 UM por 48 horas. Apds o tratamento, as células foram marcadas com anticorpo monoclonal especifico
contra 5-metil-citosina (5-MeC) e analisadas por microscopia confocal de fluorescéncia. (B) Depois do
tratamento e da extragdao de DNA, a porcentagem de metilagcdo global relativa foi obtida pela relagao
entre o DNA genomico digerido pelas enzimas de restricdo Hpall e Mspl. O DNA gen6mico nao digerido foi
usado como modelo de controle positivo. (C) O contetido de metila¢do global do DNA foi determinado por
citometria de fluxo através de anticorpo especifico contra 5-metilcitosina (5-MeC).Os resultados foram
expressos em porcentagem e representado como média * desvio padrao dos experimentos em duplicata
(C = Células controle; T = Células tratadas com TMPyP4). O comprimento de onda de excitagdo da TMPyP4
pelo laser HeNe foi 633 nm e de emissao de luz foi detectado entre 700 a 800 nm. 5-MeC foi excitada com
laser HeNe a 546 nm e sua emissao de luz foi capturada entre 560 a 590 nm. As imagens representam trés
experimentos independentes. (Barras = 25 um; * = p < 0,001).
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Tratamento com TMPyP4 reverte a hipometilacdo do DNA em linhagem de células

de melanoma metastatico

Em termos de metilacdo de CpG no DNA, as células tumorais se
encontram hipometiladas em todo o genoma e hipermetiladas em regides
promotoras contendo ilhas CpG (You & Jones, 2012). Esses processos coexistem
em neoplasias humanas: a hipermetilagdo especifica de ilhas CpG pode estar
localizadas em promotores ou em margens (shores) de genes criticos e a
hipometilacdo global de sequéncias repetitivas podem resultar em instabilidade
gendmica (Bird et al., 2002). Como o tratamento com TMPyP4 nas células 4C11+
resultou em hipermetilacdo global, comparamos este resultado com o perfil de
metilagdo global da linhagem de melandcitos nao-tumorais (melan-a). A figura 25C
mostra que o tratamento com TMPyP4 pode ser capaz de reverter a hipometilacdo

do DNA da linhagem de células tumorais 4C11+.
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Figura 25 — O tratamento com TMPyP4 reverte a hipometilagio do DNA da linhagem de células de
melanoma metastatico (4C11+). (A) A porcentagem de metilagdo global relativa foi analisada pela relagdo
entre o DNA genomico digerido pelas enzimas de restricdo Hpall e Mspl. O DNA gen6mico nao digerido foi
usado como modelo de controle positivo. (B) Representagao grafica da andlise de densitometria das
bandas. (C) O contetido de metilagdo global do DNA foi determinado por citometria de fluxo através de
anticorpo especifico contra 5-metilcitosina (5-MeC). Os resultados foram expressos em porcentagem e
representados como média + desvio padrdo dos experimentos em duplicata. (DNA G.N.D. = DNA
gendmico ndo digerido; Mspl = endonuclease com sitio de restricio (CCGG); Hpall = endonuclease com
sitio de restrigdo (CCGG), sensivel a metilagdo do DNA; * = p < 0,05).
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3.4. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, houve buscas por alvos terapéuticos contra varias
doencas, incluindo o cancer. Um desses possiveis alvos esta associado a estudos
envolvendo o telémero (regido presente nas extremidades dos cromossomos) € a
enzima telomerase, que é responsavel pela manutencao do teléomero (Blackburn,
1991). O estudo da porfirina catibnica TMPyP4 surgiu com o intuito desse
composto atuar como alvo para intervencao terapéutica através da estabilizacao
de regides de DNA telomérico que continham G-quadruplex e, assim, inibir a
atividade da telomerase (Izbicka et al.,1999; Rha et al., 2000; Mikami-Terao et al.,
2008). Desta maneira, pequenas moléculas que estabilizam a conformacéao do G-
quadruplex podem interferir com a manutencao do telémero, levando ao
encurtamento do mesmo, senescéncia e apoptose de células tumorais (Zhuang et
al., 2013). O tratamento apds 48 horas com TMPyP4 em células de melanoma
metastatico (4C11+) levou a citotoxicidade em doses acima de 100 uM desse
composto, com uma viabilidade menor de 50% dessas células.

Ja a relacdo entre G-quadruplex e padrao de metilacdo do DNA,
trabalhos na literatura mostraram que sequéncias de DNA genO6mico com
potencial para formar G-quadruplex estavam hipometiladas quando comparadas a
outras regides do genoma (Halder et al., 2010; De & Michor, 2011; Tsumagari et
al., 2008; Baral et al., 2013). Sabendo que hipometilagdo e instabilidade gendémica
sdo marcas de muitos canceres (Baral et al., 2013), um estudo correlacionando
tecidos de cancer, padrao de metilacgdo de DNA e G-quadruplex (De & Michor,
2011) apontou que a hipometilacdo anormal em regides enriquecidas por G-
quadruplex poderia estar associada a alteracdes no numero de cépias de células
somaticas e, a0 mesmo tempo, poderia atuar como um fator mutagénico devido a
guebras no DNA durante a sua replicagdo, causadas pelo G-quadruplex.

Entretanto, aqui neste trabalho observamos que as células 4C11+
tratadas com a porfirina TMPyP4 apresentavam hipermetilacdo global em relacao
ao perfil de metilacdo das mesmas células controle (sem tratamento). Isto pode
ser justificado pelo fato que a porfirina catibnica TMPyP4 ¢ um composto capaz
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de, ao mesmo tempo, desestabilizar estruturas de G-quadruplex que contém a
sequéncia d(CGG)n e estabilizar quadruplexes presentes em regides teloméricas
(Weisman-Shomer et al., 2003). Uma possivel explicacdo dessa hipermetilacdo
das células tumorais pode ser que quando o G-quadruplex esta desestabilizado,
as enzimas DNA-metiltransferases (DNMTs) conseguem se ligar a essas
sequéncias, permitindo a metilacdo dessas células. As DNMTs sao responsaveis
por catalisar a adicao do grupo metil em dinucleotideos CpG e, por isso, estdo no
comando de padrao de metilacdo do DNA (da Cruz & Jasiulionis, 2012).
Possivelmente, as enzimas DNMT3a e DNMT3b podem estar relacionadas a esse
novo processo de hipermetilacdo das células 4C11+, ja que elas sdo consideradas
“de novo” metilases, isto é, permitem estabelecer novos perfis de metilacdo no
DNA (da Cruz & Jasiulionis, 2012; Jones, 2012).

Yoo & Jones (2006) descreveram que a reversibilidade potencial de
padroes de metilacdo de DNA como tratamento do cancer é viavel, sendo o
objetivo especifico da terapia epigenética restaurar os padrdes de metilagdo para
os perfis normais. Por estes motivos, com o resultados obtidos neste estudo
podemos inferir que o tratamento das células de melanoma metastatico com
TMPyP4 pode reverter a hipometilacdo do DNA global, tornando o padréo de
metilacdo pods-tratamento proximo ao de uma célula ndo-tumoral (melandcitos
melan-a).

Em relacdo a metodologias utilizadas para quantificar o perfil de
metilacdo do DNA das células, a citometria de fluxo € considerada uma das
técnicas mais confiaveis para este intuito quando comparada com a digestdo de
DNA gendmico por nucleases sensiveis a metilagcdo. A citometria de fluxo faz uso
de corantes fluorescentes que se ligam diretamente ao DNA (Alberts et al., 2002),
sendo que neste estudo foi utilizado anticorpo monoclonal contra 5-metilcitosina
(5-MeC) capaz de marcar regides especificas com CpG metilados. J& um dos
pontos negativo sobre 0 uso de nucleases sensiveis a metilacdo, é que essas
enzimas possuem sitios de restricdo especificos para clivagem, como a Hpall que

contém a sequéncia palindrdmica “CCGG”. Para tornar a utilizacdo de nucleases
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como método especifico para metilagdo seria necessario fazer uso de outras
enzimas também sensiveis a metilacdo. Além disso, esta técnica € muito sensivel
a quantidade de DNA, temperatura e pH, fatores que facilmente podem influenciar

0 experimento.

3.5. CONCLUSAO

Levando em consideracdo todas as andlises e discussdes dos
resultados, podemos concluir que:

- O tratamento com TMPyP4 pode ser citotoxico a linhagem de células
de melanoma metastatico (4C11+) em concentracdes acima de 100 pM.

- A porfirina catidénica TMPyP4 modificou o padrdo de metilacdo do DNA
das células 4C11+, tornando-as hipermetiladas quando comparadas as células
sem tratamento. Dessa maneira, esse composto foi capaz de modular o padrao de
metilagcdo das células tumorais de modo que se assemelhassem ao das células
nao tumorais (melan-a).

Apesar dos resultados obtidos, ainda ha a necessidade de mais
estudos envolvendo ensaios genes-especificos para metilacdo do DNA e a analise
de G-quadruplex das células tumorais apdés o tratamento com TMPyP4,
determinando se esta porfirina pode ser considerada uma candidata potencial para

a terapia epigenética.
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CAPITULO 4 - ANALISE DO EFEITO DO ESTABILIZADOR DE G-
QUADRUPLEX 360A NO PADRAO DE METILACAO DO DNA.

4.1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve o aumento da busca por novos alvos
terapéuticos de novas drogas contra varios tipos de doencas, incluindo o cancer.
Um desses possiveis alvos pode estar associado a formacdo de estruturas
secundarias de DNA denominadas G-quadruplex. Os G-quadruplexes podem ser
definidos como sequéncias de acidos nucléicos (DNA) ricas em guanina, capazes
de formar tétrades ligadas por pontes de hidrogénio do tipo Hoogsteen e
fortemente estabilizadas na presenca de um cation monovalente (potassio, sédio
ou litio) (Burge et al., 2006). Um composto bastante testado na literatura como
alvo terapéutico é a piridina 360A. As drogas derivadas de piridina sdo conhecidas
por ter alta afinidade por estruturas secundarias de DNA G-quadruplex presentes
na regiao dos telémeros e, deste modo, sdo capazes de inibir eficazmente a
telomerase, causando apoptose em células tumorais (Pennarum et al., 2005 e
2008). Além disso, foi demonstrado que a estabilizacdo do G-quadruplex pela
piridina 360A no intron do gene TP53 leva ao splicing alternativo e produgéao de
diferentes isoformas de RNA mensageiro da p53, proteina supressora de tumor
gue controla a resposta anti-proliferativa a varios tipos de estresse dentro de uma
célula (Marcel et al., 2011). Assim, os G-quadruplexes podem ser considerados
potenciais alvos moleculares capazes de interferir seletivamente na
expressao/inibicao de oncogenes. A piridina 360A é um ligante de G-quadruplex
que age além da inibicao da telomerase. Estudo mostrou que este composto é
capaz de bloquear a proliferacdo celular e induzir a apoptose de células tumorais
com ALT-positivo (alongamento alternativo do teldmero) (Pennarum et al., 2005).

Existem evidéncias correlacionando sequéncias com potencial para
formar de G-quadruplex e o padrdao de metilagdo do DNA em todo o genoma.
Como definicdo, a metilagdo do DNA é uma mudanca epigenética capaz de

regular a expressdao g@énica durante o desenvolvimento embrionario e
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diferenciacao celular em seres eucariontes (Jones et al, 1999), podendo ser
caracterizada como uma modificacdo bioquimica que frequentemente ocorre na
posicdo 5 (C5) de citosinas presentes nos dinucleotideos CpG em células
(Robertson & Jones, 2000; Jaenish et al., 2003; Yoo & Jones, 2006). Por sua vez,
epigenética é o estudo de mudangas herdaveis na expressao dos genes, pelos
processos de mitose e meiose, sem que ocorra alteracdo na sequéncia de DNA
(Yoo & Jones, 2006; Rodriguéz-Paredes & Esteller, 2011).

Em relacao aos trabalhos relacionando G-quadruplex com metilagao de
DNA, um dos estudos demonstrou a co-localizacao de regides ricas em repeticdes
de GGG e CpG no genoma humano (Majewski et al., 2002). Em outro trabalho foi
mostrado que a metilagdo de citosinas na base vizinha ao GGG estabiliza o
complexo G-quadruplex (Hardin et al., 1993). Halder et al. (2010) apresentaram
através de analises de bioinformatica que CpGs presentes em sequéncias de DNA
com potencial para formacdo de G-quadruplex possuem baixo padrdao de
metilagdo, enquanto CpGs fora dessas regides estdo relativamente
hipermetilados. A maioria dos trabalhos sugeriu que a formacao de G-quadruplex
pode interferir na metilagdo do DNA.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo verificar se a
estabilizacdo de G-quadruplex pela droga 360A pode influenciar o padrao de
metilacdo. Para este intuito foi realizado um ensaio “in vitro” simulando metilagao
em G-quadruplexes estabilizados com a droga 360A. Além disso, outro
experimento analisou o perfil de metilacdo global do DNA de linhagens de células
de queratinécitos normais (HaCaT) e tumorais (KB) apds o tratamento com a
droga 360A.

4.2. MATERIAL E METODOS
Andlise da Influéncia dos G-quadruplex no padrao de metilacao in vitro.

Esta analise teve como objetivo verificar se a formacdo de G-
quadruplex no DNA dupla fita poderia influenciar no padrdo de metilagdo de
citosinas através do uso de oligonucleotideos anelados.
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Os oligonucleotideos escolhidos foram:

Controle para G-quadruplex (sem repeticao de Gs) — Mut_G4:

Forward (Mut_G4_For) 5'- ACGCTGTCAGAGCCGCAGCGAGCGG -3

Reverse (Mut_G4_Rev) 5'— CCGCTCGCTGCGGCTCTGACAGCGT -3

Sequéncia contendo G-quadruplex e sitio para metilacao — G4_CpG:

Forward (G4_CpG_For) | 5'- CGGGCGGGCGGGCGGGCGGG —3'"

Reverse (G4_CpG_Rev) | 5'- cCCGCCCGCCCGCCCGCCCG -3

Os oligonucleotideos foram anelados seguindo o protocolo para
anelamento da Sigma-Aldrich (http://www.sigmaaldrich.com/life-science/custom-

oligos/custom-dna/learning-center/annealing-oligos.html). Brevemente, os 6ligos

foram ressuspensos em um tampao de anelamento (10 mM Tris, pH 7.5-8.0, 50
mM LiCl, 1 mM EDTA) e misturados em um tubo na mesma concentracdo. Em
seguida, foram aquecidos a 95°C por 2 minutos e resfriados a 25°C por 45
minutos. As amostras foram armazenadas a 4°C.

Para cada oligonucleotideo anelado foram realizadas trés reagbes em
triplicata: (1) Controle sem a droga 360A, sem DMSO (veiculo da droga) e sem
cloreto de potassio (KCI); (2) Controle sem a droga 360A, com DMSO e com KCI;
(3) Tratada com a droga 360A e com KCI. Todas as reacdes tinham volume final
de 35 L, contendo 5 pL de DNA anelado (equivalente a 3 pg/uL) e agua gsp. A
solugéo de cloreto de potassio (KCI) a 10 mM foi adicionada as reacdes (2) e (3).
Na amostra tratada (3) usou estabilizador de G-quadruplex 360A com
concentragao de 43 uM. Ja nas amostras controle, em (1) incluiu 4gua no volume
da droga e em (2) foi utilizado DMSO no mesmo volume da droga. As amostras
foram desnaturadas por aquecimento a 95°C por 5 minutos, em seguida por 60°C
(Mut_G4) / 65°C (G4_CpG) por 2 horas e renaturadas a 37°C por mais 2 horas.
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Este passo foi feito com o intuito de mimetizar a formacao transitéria do G-
quadruplex durante a replicacdo do DNA.

Os produtos da desnaturagao/renaturagcao do DNA (controles e tratado)
foram metilados pela enzima CpG metiltransferase (M.Sssl) (New England
BiolLabs) por 16 horas a 37°C e, em seguida, submetidas a digestao pela enzima
Acil por 4 h a 37°C. A Acil € uma nuclease sensivel a metilacdo capaz de clivar a
base C quando esta nao estiver metilada na sequéncia palindrémica “GCGG”. Em
todas as reagdes foram feitas amostras controle sem as enzimas.

Os produtos da digestdo pela enzima Acil foram analisados por
eletroforese em géis de poliacrilamida a 20%. As bandas foram evidenciadas por
corante especifico para fita dupla de DNA, SYbr Green (Invitrogen), sob luz
ultravioleta. A eficiéncia da metilacdo foi calculada pela proporgcdo entre bandas
nao digeridas (metiladas) e bandas digeridas (ndo metiladas) medida pelo
software Imaged (http://rsb.info.nih.gov/ij/) versao 1.42q.

A droga estabilizadora de G-quadruplex 360A foi doada pelo grupo de
pesquisadores Dra. Marie-Paule Teulade-Fichou, Dra. Corinne Guetta e Dr.
Florian Hamon do Chemistry Laboratory UMR 176, Institut Curie, Franca
(http://umr176.curie.fr/MPTF).

Estudo do padrdao de metilacao global do DNA apds tratamento com droga
estabilizadora de G-quadruplex em cultura de células de queratindcitos
normais e tumorais.

Para este intuito, utilizamos linhagens de células de queratinécitos
humanos normais (HaCaT) e tumorais (KB — queratin6cito de carcinoma oral)
tratadas com a droga 360A, composto estabilizador especifico para G-quadruplex.

As linhagens de células HaCaT e KB cresceram em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado com soro fetal bovino
(FBS) a 10% (Gibco BRL, Grand Island, NY) e 1% de solugdo antibiotica (Anti/Anti
— Invitrogen). As células foram incubadas em temperatura de 37°C na presenca de

5% de CO,. Todos os experimentos foram executados em triplicatas.
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As linhagens de células HaCaT e KB foram gentilmente cedidas pela
prof? Dr?2 Carmen Verissima Ferreira (Laboratério de Bioensaios e Transducao de
Sinal, Instituto de Biologia, UNICAMP).

Ensaio de viabilidade celular.

As células HaCaT e KB, com passagens 4 e 5 respectivamente, foram
tratadas por 24, 48, 72 e 96 horas com as concentragdes de 0, 5, 10, 15 e 20 uM
de 360A. Como controle foram utilizadas as mesmas doses com 0,1% de DMSO.

A quantidade de células viaveis foi realizada pelo método de reducao
do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio]) a formazan pela
atividade de desidrogenases mitocondriais. Assim, a redugcdo do MTT a formazan
foi diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular.

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos; 5 pocos foram
utilizados por tratamento. Apds o tempo do tratamento, 100 uyl de MTT foram
adicionados em cada poco. Depois de 2 horas, o0 meio de cultura foi descartado e
adicionou-se 100 pl de etanol absoluto em cada poco. Os pogos foram lidos por
um leitor de ELISA com absorbancia de 570 nm.

Ensaio com estabilizador de G-quadruplex.

As células cultivadas HaCaT e KB, com passagens 7 e 8
respectivamente, foram classificadas em dois grupos conforme o tratamento:

(1) Controle: as células sem tratamento foram mantidas em cultura por
48 e 72 horas;

(2) Tratado: por 48 e 72 horas, as células foram tratadas com 360A a 10
MM. O ensaio foi realizado com exposicao minima de luz, por se tratar de uma
droga fotossensivel.
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Andlise de conteudo global de 5-metilcitosina usando citometria de fluxo nas

células tratadas e ndo tratadas com estabilizadores de G-quadruplex.

A metilagdo global do DNA foi analisada pela coloragao das células
utilizando um anticorpo monoclonal especifico contra a 5-metilcitosina (5-MeC;
Oncogene, La Jolla, CA, catalogo #NA8T1), descrito por Milutinovic et al. (2003). As
células HaCaT e KB foram lavadas em PBS complementado com 0.1% de Tween
20 e 1% de albumina de soro bovino (PBS-TB), fixadas com 0.25% de
paraformaldeido a 37°C por 10 minutos, seguido por 88% de metanol a -20°C por
no minimo 30 minutos. Apés a lavagem, as células foram tratadas com HCI 2 N a
37°C por 30 minutos, neutralizadas com borato de sédio 0.1 M (pH 9.0), e
bloqueadas com 10% de soro de camundongo por 20 minutos a 37°C. Entao, as
células foram incubadas com o anticorpo anti-5-MeC em uma concentragao final
de 1 mg/mL por 45 minutos at 37°C, seguida pela incubacdo com o anticorpo de
cabra anti IgG do camundongo conjugada com fluoresceina (Kirkegaard & Perry
Laboratories Inc. - KPL, Gaithersburg, MD) por 30 minutos por 37 °C. Finalmente, o
conteudo de metilcitosina nas células tratadas e ndo tratadas com estabilizadores
de G-quadruplex foi analisado por citometria de fluxo (Campos et al., 2007).

Analise Estatistica
Todos os resultados foram submetidos a analise estatistica pelo
software Bioestat 5.0 (http://www.mamiraua.org.br/) através do teste paramétrico

“Teste T de Student” para amostras relacionadas, ao nivel de significAncia de 5%.

4.3. RESULTADOS
Estabilizacdo de G-quadruplexes pela 360A pode inibir a metilacdo de

oligonucleotideos in vitro.

Como ja demonstrado em trabalhos na literatura, regides de todo o
genoma humano contendo sequéncias com potencial para formar G-quadruplex
aparecem hipometiladas quando comparadas com o restante (De & Michor, 2011;
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Halder et al., 2010; Baral et al., 2013). Um resultado semelhante foi observado no
nosso ensaio de metilacao in vitro de oligonucleotideos que continham sequéncias
possiveis de formar G-quadruplex e CpG, tratados com a droga estabilizadora
360A. Mesmo depois de serem metiladas pela metiltransferase M.Sssl, as
amostras tratadas com 360A foram quase totalmente clivadas pela enzima de
restricdo Acil, que corta a sequéncia “GCGG” quando a citosina ndo esta metilada.
Desta maneira, houve uma possivel estabilizacdo de G-quadruplex na presenca
da droga 360A capaz de impedir, em partes, a metilacdo desse DNA fita dupla
(Figura 27B e 72D). Ja as amostras contendo G-quadruplex com CpG sem
tratamento com a droga (Figuras 27A e 27C) mostraram um comportamento
diferente, semelhante ao das amostras controle sem G-quadruplex (Figura 26), em

que a enzima Acil ndo digeriu 0 DNA metilado.
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Figura 26 — Ensaio de metilagdo in vitro com oligonucleotideos sem G-quadruplex (Mut_G4). Imagens de
géis de eletroforese contendo: (A) Amostras Controle contendo KCl a 10 mM e sem 360A; (B) Amostras
contendo 360A; (C) Amostras Controle sem KCl e 360A. (D) Grafico contendo médias + desvio padrdo das
proporcdes das bandas digeridas quantificadas dos géis de eletroforese pelo software ImagelJ. Legenda:
(D-) = Amostra nao digerida pela enzima Acil; (M-) = Amostra ndo metilada pela enzima M.Sssl; (D+) =
Amostra digerida pela enzima Acil; (M+) = Amostra metilada pela enzima M.SssI; (**) p < 0,01.
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Figura 27 — Ensaio de metilagdo in vitro com oligonucleotideos contendo G-quadruplex e CpG (G4_CpG).
Imagens de géis de eletroforese contendo: (A) Amostras Controle contendo KCl a 10 mM e sem 360A; (B)
Amostras contendo 360A; (C) Amostras Controle sem KCl e 360A. (D) Grafico contendo médias + desvio
padrao das proporg¢des das bandas digeridas quantificadas dos géis de eletroforese pelo software ImageJ.
Legenda: (D-) = Amostra nao digerida pela enzima Acil; (M-) = Amostra ndo metilada pela enzima M.Sssl;
(D+) = Amostra digerida pela enzima Acil; (M+) = Amostra metilada pela enzima M.Sss!; (*) = p < 0,05; (**)
=p<0,01.

Reducido da viabilidade celular induzida pela droga 360A na linhagem de células

de queratindcitos tumorais.

Houve relatos na literatura sobre os efeitos pro-apoptéticos de
estabilizadores de G-quadruplex em diferentes culturas de células (Pennarun et
al.,, 2005). Para avaliar a viabilidade das células apo6s tratamento com droga
estabilizadora de G-quadruplex em queratindcitos normais humanos (HaCaT) e
em queratinécitos de carcinoma oral (KB) foi utilizado o método de reducdo do
MTT. As células foram submetidas ao tratamento com 360A em diferentes
concentracdes (0, 5, 10, 15 e 20 uM) em tempos diferentes (24, 48, 72 e 96
horas). Foi observado que a droga pareceu nao afetar as células normais (figura

28), porém reduziu a viabilidade nas células tumorais (KB) em 72 e 96 horas, de



maneira dose-dependente em resposta ao aumento das concentracdes da droga
(figuras 28C e 28D). Além disso, a viabilidade de 50% (valor do ICso) foi obtida
com as concentragbes da droga a 20 uM (72 h) e 5 uM (96 h) (figuras 28C e 28D).
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Figura 28 — Graficos referentes ao ensaio de viabilidade celular usando a técnica de redugdo do MTT. O
ensaio foi realizado em células HaCaT (queratindcitos normais) e KB (queratindcitos tumorais) tratadas
com diferentes concentragdes do estabilizador de quadruplex 360A (0, 5, 10, 15 e 20 uM) e 0,1% de DMSO
por 24 (A), 48 (B), 72 (C) e 96 horas (D).

Hipermetilacdo global dos queratindcitos tumorais apos tratamento com 360A por
48 horas.

Para quantificar o conteudo de metilagéo global em células HaCaT e KB
tratadas com 360A a 10 uM por 48 e 72 horas, foi realizado um ensaio de
citometria de fluxo com as células marcadas com anticorpo monoclonal especifico
contra a 5-metilcitosina.

A acdo da droga estabilizadora de G-quadruplex (360A) foi avaliada

pela medida de intensidade de fluorescéncia inferida pela quantidade de células
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com citosina metilada. Os dados obtidos da citometria de fluxo (figura 29)
mostraram que ndo houve efeito da 360A sobre os queratinécitos normais
(HaCaT) apdés 48 horas de tratamento (figura 29A), mas apresentou
hipermetilacao significativa (p < 0,05) destas células em 72 horas (figura 29B). Ja
na linhagem de queratindcitos tumorais (KB) foi observado um efeito contrario:
uma tendéncia significativa (p < 0,05) de apresentar maior quantidade de células
metiladas ap6s o tratamento por 48 horas (figura 29A) e pareceu nao afetar estas
células depois de 72 horas (figura 29B).
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Figura 29 - Perfil de metilagdo global apés tratamento com 360A a 10 uM por 48 (A) e 72 horas (B) em
queratindcitos normais (HaCaT) e tumorais (KB) . Graficos contém médias * desvio padrdo dos resultados
analisados por citometria de fluxo.
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4.4. DISCUSSAO

Uma das abordagens atuais para tratamento de céncer enfoca em
diferentes aspectos epigenéticos, tendo como objetivo encontrar alvos
terapéuticos contra células tumorais sem afetar células sadias. Neste contexto, a
estabilizacdo de G-quadruplex pode ser considerada como candidata a ser um
desses alvos. Varios compostos foram estudados na literatura com esse enfoque.
Ligantes de G-quadruplex podem ser moléculas de diversas classes como as
porfirinas (TMPyP4), perilenos (PIPER), antraquinonas (1,4-bis-piperidino amido
anthraquinone), carbocianinas (DODC, BRACO19), telomestatinas e
piridodicarboxiamidas (PDC 360A e 307A), sendo que todos sdo capazes de
interagir e estabilizar estruturas de G-quadruplex (Rangan et al., 2001; Monchaud
& Teulade-Fichou, 2008). Dentre esses ligantes, a PDC 360A foi considerada uma
droga altamente seletiva para G-quadruplex, pois é capaz de induzir uma inibicao
eficiente da telomerase (Monchaud & Teulade-Fichou, 2008). Ao mesmo tempo, a
360A também atua contra 0 mecanismo de alongamento alternativo dos teléomeros
(ALT), podendo inibir a proliferagdo celular e levar a apoptose de células tumorais
positivas para telomerase e positivas para ALT (Pennarun et al, 2005 e 2008).

Sabendo da alta especificidade da 360A sobre G-quadruplex, testamos
esta droga em oligonucleotideos contendo sequéncia com CpG e G-quadruplex “in
vitro”. O intuito deste ensaio foi verificar se é possivel metilar uma estrutura de G-
quadruplex ja estabilizado. Foi notado que a estabilizacdo das estruturas G-
quadruplex pela 360A pode inibir parcialmente a metilacao do CpG. Este resultado
corrobora com outros estudos que relataram a existéncia de hipometilagdo de
regidbes contendo G-quadruplex presentes no genoma humano (Halder et al.,
2010; De & Michor, 2011; Baral et al., 2013).

Depois da obtencao do resultado do ensaio “in vitro”, foram realizados
os tratamentos das linhagens de queratindcitos normais (HaCaT) e tumorais (KB,
carcinoma oral humano) com 360A e foi determinado o padrao de metilacao apés

o tratamento.
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Primeiramente foi analisado se o composto causaria citotoxicidade nas
células normais e tumorais. Como resultado, foi verificado que a 360A foi
citotoxica somente para células KB de maneira tempo-dose-dependente, isto é,
deixando progressivamente menos células viaveis apo6s 72 e 96 horas do
tratamento. As células HaCaT nao foram afetadas neste contexto.

No que diz respeito ao ensaio de metilagcdo e tratamento com 360A, foi
observada uma hipermetilacdo das células KB tratadas quando comparadas com
células sem tratamento, apds 48 horas. No entanto, em 72 horas, ndo foi notada
alteragdo no padrdo de metilagdo entre as células KB controle e tratadas. Ja nas
células HaCaT, houve aumento no grau de metilacdo das células tratadas
somente apo6s 72 horas do tratamento.

A reducdo da viabilidade das células tumorais e a hipermetilagdo global
do DNA apéds 48 horas de tratamento podem ser explicadas pelo fato da droga
360A atuar inibindo o mecanismo de alongamento alternativo do telémero (ALT),
que pode bloquear a proliferagdo dessas células, levando-as a apoptose
(Pennarun et al, 2005 e 2008). Além disso, outro estudo relatou que a
hipometilacdo do genoma é mais prevalente em tumores associados com a
manutencdo de ALT do que pela ativacdo da telomerase, dois mecanismos
diferentes em que células de cancer adquirem imortalidade pela estabilizacao do
telobmero (De Smet & Loriot, 2013). Outra possivel explicagdo pode estar
associada ao fato da droga 360A inibir a acdo da telomerase. A célula tumoral,
quando submetida a hipermetilacao global do DNA e hipometilacdo de regides de
G-quadruplex (presentes no teldbmero), esta suscetivel a modificacées estruturais
cromossdmicas como cruzamento de forquilha de replicacdo, delegbes no DNA
causadas pela estabilizacdo do G-quadruplex e reducao da atividade da enzima
telomerase (De & Michor, 2011). Pennarun et al. (2008) comprovaram através do
metddo de hibridizacao “in situ” a presenca de aberracées no teldmero induzidas
pelo ligante de G-quadruplex (como fusdes das cromatides-irmas e possivel
delecao do teldmero), indicando que a 360A induz instabilidade telomérica capaz

de causar morte celular massiva de linhagens de células tumorais imortalizadas.
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Em relacdo aos resultados obtidos com o uso de células nao-tumorais,
houve hipermetilacdo global do DNA apds 72 horas do tratamento com 360A e a
droga nao causou citotoxicidade nas células, mesmo apds 96 horas de tratamento.
Pennarun et al. (2005) observaram que nao houve efeito da droga apds sete dias
de tratamento em cultura primaria de astrécitos, sugerindo que existe um efeito
diferencial em células normais quando comparada com as tumorais. Em células
normais, a manutencdo do telébmero pela atividade da telomerase impede a
senescéncia replicativa, sendo que atividade da telomerase nessas células reduz
com o envelhecimento, levando ao encurtamento do telémero (Granotier &
Boussin, 2011). Uma possivel hipétese é que a célula normal, ainda que
submetida a hipermetilacado global, possui areas de “hotspot” teloméricos
protegidas da acao da 360A devido a mecanismos de protecdo telomérica como
looping, capa, entre outros (De & Michor, 2011), ainda que ja tenha sido
comprovado a agao da 360A nas extremidades dos telomeros por Granotier et al.
(2005). Além disso, o genoma de células normais sdo hipermetilados devido a
cromatina estar fechada, sendo um estado geralmente desfavoravel a formacao
de G-quadruplex (De & Michor, 2011). Portanto, a 360A como estabilizador
especifico para G-quadruplexes é capaz de modular o perfil de metilacdo de

células tumorais apés seu tratamento.

4.5. CONCLUSAO

Apés analise dos resultados e discussdo dos mesmos, podemos sugerir
que a 360A, por estabilizar G-quadruplexes, é capaz de influenciar o padrao de
metilacdo, tanto “in vitro” como em tratamento de linhagens de células normais e
tumorais. Entretanto, ha necessidade de estudos especificos de metilacao
relacionados as estruturas de G-quadruplex, como a expressao das enzimas DNA
metiltransferases DNMT1, DNMT3A e DNMT3B de células normais e tumorais
apés tratamento com 360A, ou a andlise de genes especificos como K-ras (que
contém sitios de metilacdo e G-quadruplex na sua sequéncia), além de outros

ensaios.
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CONCLUSAO

Baseando nos resultados mostrados nos capitulos anteriores, sugere-
se que regides contendo G-quadruplex podem interferir nos perfis de metilagao do
DNA genbémico. Foi demonstrado que o G-quadruplex estabilizado por drogas
como TMPyP4 e 360A pode também influenciar nos padrées de metilacdo global
de linhagem de células normais e tumorais, podendo ser essa uma possivel
resposta a inibicao da acao da telomerase.

Finalmente, o estudo de compostos naturais, como o0s extratos de
prépolis estudados nesta tese, merece mais atencéo e ensaios, visto que podem
interferir na estabilizacdo dos G-quadruplexes.
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