I e ) e
T

e

5

Ana Patricia Simoes Fernandes

DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS DE BASE POLIMERICA
PARA ENTREGA DE MATERIAL GENETICO

Dissertagao apresentada a Universidade de Coimbra para cumprimento dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de Mestre em Engenharia Biomédica

Fevereiro de 2016

UNIVERSIDADE DE COIMBRA






C o FCTUC FACULDADE DE CIENCIAS
ETECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Ana Patricia Simdes Fernandes

Desenvolvimento de Nanoparticulas de
Base Polimérica para Entrega de
Material Genético

Dissertacd@o apresentada a Universidade de Coimbra
para cumprimento dos requisitos necessarios a
obtencdo do grau de Mestre em Engenharia
Biomédica

Orientadores:
Doutor Jorge Fernando Jorddo Coelho (DEQ — FCTUC)

Doutor Arménio Coimbra Serra (DEQ — FCTUC)
Doutor Henrique Manuel dos Santos Faneca (CNC)

Coimbra, 2016






Este trabalho foi desenvolvido em colaboragéo com:

POLYMER RESEARCH GROUP

polymer synthesis - modification - characterization






Esta copia da tese é fornecida na condicdo de que quem a consulta reconhece
que os direitos de autor sdo pertenca do autor da tese e que nenhuma citacdo ou
informacao obtida a partir dela pode ser publicada sem a referéncia apropriada.

This copy of the thesis has been supplied on condition that anyone who consults
it is understood to recognize that its copyright rests with its author and that no quotation
from the thesis and no information derived from it may be published without proper

acknowledgement.






Agradecimentos

Ao chegar ao fim desta etapa da minha formacéo académica, ndo posso deixar de
agradecer as inUmeras pessoas que marcaram este percurso.

Em primeiro lugar, o meu profundo agradecimento aos meus orientadores, Prof.
Doutor Jorge Coelho, Doutor Arménio Serra e Doutor Henrique Faneca, pela orientacéo,
apoio e disponibilidade prestados ao longo deste trabalho. Ter a oportunidade de trabalhar
num tema tao entusiasmante foi muito gratificante.

A Doutora Rosemeyre Cordeiro, 0 meu agradecimento sentido por todos os
ensinamentos e sabios conselhos transmitidos, essenciais a realizacdo deste trabalho.

A todos os elementos do Grupo de Polimeros do Departamento de Engenharia
Quimica, o0 meu agradecimento por todo o apoio que me deram no laboratorio.

A Dina e a Daniela, do grupo de Vetores e Terapia Génica do CNC, agradeco a
ajuda preciosa na realizacdo dos ensaios in vitro. Obrigada também pela vossa
companhia, sempre motivadora, ao longo do meu trabalho no CNC.

Aos amigos de faculdade, obrigada por terem partilhado comigo os bons e os maus
momentos da vida de estudante. A vossa presenca fez com que tudo fosse mais facil e
divertido. Fica a certeza de que s&o amigos para a vida!

As amigas de sempre, obrigada pela vossa compreensdo em relacdo as minhas,
por vezes longas, auséncias.

Esta caminhada nem sempre foi facil. A Liliana Sim@es, o meu sincero obrigada
pelas palavras de incentivo e encorajamento, nos momentos de dificuldade e de davida.

Ao meu afilhado Dudu, devo um pedido de desculpa, por néo ter estado presente
tanto quanto desejaria durante este ano que passou.

A Beatriz, a melhor amiga e irmd que jamais sonhei ter, agradeco o apoio
incondicional durante esta jornada. Soubeste como ninguém dar-me a forca necessaria
para ultrapassar sempre as circunstancias mais dificeis. E obrigada por teres tido a
paciéncia de me ouvir e por teres, na tua forma ainda simples e ingénua de ver o mundo,
encontrado sempre uma forma de me dar animo e alegria.

A0S meus pais, 0s grandes responsaveis por aquilo que sou hoje, devo a minha
eterna gratiddo. Obrigada por me terem dado a possibilidade de ter a formacao académica
que a vocés foi negada. A vossa dedicagdo extraordinaria permitiu que 0s meus (n0ssos)

sonhos se tornassem realidade. A vocés, dedico este trabalho.






Resumo

A terapia génica é reconhecida como um dos grandes avangos da medicina, ao
permitir o tratamento de doencas a nivel genético, mudando o atual paradigma da
terapéutica. A terapia génica tem como objetivo a insercdo de material genético nas
celulas e tecidos alvo de um individuo, de forma a curar doencgas do foro genético, como,
por exemplo, o cancro. Neste sentido, o desenvolvimento de vetores de entrega de
material genético seguros e eficientes surge como o grande desafio para a sua aplicacao
clinica.

Das duas classes de vetores existentes, os de natureza viral s&o os mais eficientes.
No entanto, a sua utilizacdo € potencialmente perigosa, provocando, entre outros danos,
reacOes imunitarias e inflamatorias graves, razdo pela qual existe um interesse crescente
sobre os vetores ndo-virais, onde se incluem os de base polimérica. Os vetores ndo virais
oferecem como vantagens a sua seguranca e reduzida resposta por parte do sistema
imunitario, assim como flexibilidade de construcdo e facilidade de fabrico. Neste campo,
a engenharia de polimeros possibilita a afina¢do das propriedades quimicas e fisicas dos
polimeros, adaptando-os, de forma a conseguir polimeros com caracteristicas 6timas para
a entrega de material genético.

O objetivo deste trabalho foi assim investigar o potencial de um novo sistema de
base polimérica para a entrega de material genético, constituido por diferentes
combinagBes entre trés polimeros cationicos: poli(etileno glicol)-bloco-poli[2-
(dimetilamino)etil  metacrilato] (PEG-b-PDMAEMA),  poli[2-(dimetilamino)etil
metacrilato] (PDMAEMA) e poli(-amino éster) (PBAE), sendo ainda de especial
relevancia o estudo da influéncia do PEG sobre o sistema. Foram sintetizados trés
copolimeros de bloco PEG-b-PDMAEMA, com segmentos de PEG com pesos
moleculares entre 0s 400 e 0s 2000 g.mol* e um homopolimero de PDMAEMA. A sintese
realizou-se com recurso a técnicas de polimerizacao radicalar por transferéncia de atomo
(ATRP), o que permitiu obter polimeros com massas molares e dispersividades
controladas. Foi sintetizado um quinto polimero, o PBAE, por uma reac¢do de adigéo de
Michael. Por limites temporais, apenas trés destes polimeros foram testados in vitro como
vetores de entrega de material genético: os dois homopolimeros e o copolimero PEGzooo-
b-PDMAEMA.



A atividade de transfecdo in vitro foi avaliada em células COS-7 através de
ensaios de luminescéncia. Paralelamente, outros parametros como a citotoxicidade, o
grau de condensacdo do DNA e o tamanho e a carga superficial das nanoparticulas foram
também estimados.

Os resultados obtidos indicaram que os poliplexos baseados na combinacgdo de
polimeros proposta sdo bons candidatos para a entrega de material genético, devido a sua
grande capacidade de transfecdo, principalmente quando comparada com o gold standard
dos vetores poliméricos, a polietilenimina ramificada (bPEI). De acordo com o presente
estudo, a introducdo de PEG néo teve influéncia sobre a atividade de transfecdo do
sistema, ja que as variacBGes na quantidade de polimero PEG1o00-b-PDMAEMA néo se
traduziram em alteracdes significativas na atividade bioldgica das diferentes formulacdes.
Todas as outras analises efetuadas indicaram que os poliplexos produzidos tém
propriedades fisico-quimicas adequadas a sua aplicacdo, nomeadamente, carga
superficial positiva, didmetro médio abaixo dos 150 nm e uma excelente condensacdo do
DNA.

Palavras-chave: RDRP, ATRP, copolimeros de bloco, polimeros cationicos,

terapia génica.



Abstract

Gene therapy is recognized as a major breakthrough of molecular medicine, by
allowing disease treatment at a genetic level, changing today’s therapeutic paradigm. Its
main goal is to insert exogenous genetic material into specific cells or tissues of the
patient in order to cure genetic diseases, such as cancer. In this context, the development
of a safe and efficient gene delivery system arises as the main challenge for its clinical
application.

Even though viral vectors are highly efficient as gene carriers, they have some
issues regarding their safety. Indeed, among others, they can cause host immune and
inflammatory reactions. For this reason, there is an increasing interest to develop non-
viral vectors, which includes polymeric-based vectors. These gene carriers are
advantageous especially due to their safety and low immune response, but also because
of their construction flexibility and facile fabrication. However, this vectors have low
transfection efficiency. Among them, polymeric-based non-viral vectors have a great
potential due to ease and fine tune of their physicochemical properties through polymer
engineering.

The aim of this work was to investigate a new polymeric-based system for gene
delivery, composed by different combinations of three cationic polymers: poly(ethylene
glycol)-block-poly[2-(dimethylamino)ethyl methacrylate] (PEG-b-PDMAEMA), poly|[2-
(dimethylamino)ethyl methacrylate] (PDMAEMA) and poly(p-amino ester) (PBAE),
focusing on the influence of PEG in the transfection efficiency. Three PEG-b-
PDMAEMA block copolymers with different molecular weight of PEG segments,
ranging from 400 to 2000 g.mol, and a PDMAEMA homopolymer were synthetized by
atom transfer radical polymerization (ATRP). This polymerization technique enables
total control over polymer structure and functionality. There was a fifth polymer, PBAE,
synthetized by a Michael addiction reaction. Due to time constraints, only three of these
polymers were evaluated in vitro as gene carriers: the two homopolymers and the
PEGu1000-b-PDAMEMA copolymer.

In vitro transfection activity was assessed in COS-7 cell line through
luminescence. In addition, other parameters like their cytotoxicity, degree of DNA

condensation, size and surface charge were evaluated.
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The obtained results demonstrate that polyplexes based on the proposed polymer
combination are good candidates for gene delivery, owing to their high transfection
capacity when compared to a gold standard polymeric-based gene delivery system,
branched poly(ethyleneimine) (bPEI). According to the data obtained in this work, the
introduction of a PEG segment has revealed no influence on transfection efficiency of the
prepared polyplexes. In fact, the different amounts of PEG1000-b-PDMAEMA copolymer
introduced did not lead to significantly different levels of transfection activity in the
multiple formulations tested. Moreover, the other experimental studies revealed that the
polyplexes designed with the three polymers mentioned above present suitable
physicochemical properties for its application, such as, positive surface charge, mean

diameter under 150 nm and a high level of DNA condensation.

Keywords: RDRP, ATRP, block copolymers, cationic polymers, gene therapy,
gene delivery.
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1. Introducéo

1.1. TERAPIA GENICA

A medicina, bem como a abordagem terapéutica, estd em permanente evolucéo,
sendo esta proporcionada pelo desenvolvimento constante das mais variadas areas do
saber. A engenharia genética e a biotecnologia sdo duas dessas areas. Desde 1953, ano
marcado pela proposta do modelo em dupla hélice para a molécula de DNA por Watson
e Crick?, tém sido inlmeras as inovagdes nestas duas disciplinas. Mais recentemente, a
descoberta da tecnologia do DNA recombinante permitiu aos cientistas olhar para os
genes e para a engenharia genética com outros olhos, ao prometer melhorar drasticamente
a pratica médica. A terapia génica surge assim como um dos novos métodos que pretende
revolucionar a medicina e a forma como a sociedade olha para a doenca.?

Enquanto que a maioria das terapéuticas disponiveis atualmente apenas tratam os
sintomas de dada doenca, a terapia génica é um método promissor que tem por objetivo
tratar ou eliminar as suas causas.® A terapia génica pode assim vir a alterar o atual
paradigma da terapéutica. O conceito basico da terapia génica é a entrega e transferéncia
de material genético a células especificas de um paciente, de forma a curar uma doenca
ou pelo menos desacelerar o seu progresso.* Esta nova estratégia pode ser (til
principalmente para doencas genéticas hereditarias ou adquiridas, como a hemofilia,
distrofia muscular, fibrose cistica, doencas cardiovasculares, neuroldgicas e infeciosas e
cancro.® A terapia génica pode ser dirigida a células germinativas, caso em que as
alteracdes sdo passadas para as geracdes seguintes, sendo este mecanismo altamente
eficiente na cura e erradicacdo de doencas genéticas hereditarias, ou a células somaticas,
caso em que as alteragdes sdo restritas ao individuo tratado. No entanto, quer a nivel
técnico quer ético, a terapia génica em células somaticas € a alternativa mais viavel para
o futuro préximo.®

Apesar da terapia genica ter imenso potencial terapéutico, a sua aplicacdo na
pratica clinica ainda esta longe de ser uma realidade. Desde 1990, ano em que se realizou
0 primeiro ensaio clinico envolvendo terapia génica,” o nimero de estudos aprovados
anualmente tem variado (Figura 1). Este facto pode ser atribuido a alternancia entre os

resultados positivos e as reagdes adversas sofridas por alguns pacientes envolvidos nestes
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estudos, nomeadamente no caso de pacientes que, apés o tratamento bem-sucedido da
imunodeficiéncia SCID-X1, acabaram por desenvolver leucemia provocada por esse
mesmo tratamento. Todavia, a trajetdria dos ensaios clinicos relativos a esta area é
claramente positiva, sendo acompanhada por evidéncias dos beneficios da terapia génica

relativos a um nimero crescente de doengas.®

1991 8 Number of Gene Therapy Clinical Trials
Approved Worldwide 1989 - 2015

Updated July 2

Figura 1: Numero de ensaios clinicos aprovados mundialmente envolvendo terapia génica entre 1989 e
2015.°

A utilizacdo de 4acidos nucleicos, como o DNA e o RNA, como agentes
terapéuticos é particularmente dificil, uma vez que, até chegar ao seu alvo, o material
geneético tem de atravessar inumeras barreiras bioldgicas. Assim, para além das moléculas
deverem ser estaveis em fluidos bioldgicos e terem a capacidade de escapar aos
mecanismos de vigilancia do sistema imunitario e a fendmenos de clearance (depuracao),
estas tém ainda de contornar barreiras celulares como as membranas plasmaticas e
nucleares, a via endocitica e a potencial degradacdo por enzimas citoplasmaticas. Assim,
torna-se evidente que para haver uma transfecéo (introducdo de material genético numa
célula) segura e eficaz devem ser utilizados sistemas de transporte e entrega de material

genético com capacidade de ultrapassar estes obstaculos fisioldgicos e celulares.*
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1.2. UTILIZACAO DE VETORES NA TERAPIA GENICA

As estratégias desenvolvidas para a terapia génica sdo constituidas por dois
componentes: 0 vetor de transporte e o material genético. A abordagem mais estudada
tem sido a entrega de plasmideos de DNA (pDNA) com vista a expressao de transgenes
terapéuticos. Recentemente, também o RNA de interferéncia (RNAI) tem sido estudado
para este propoésito através da utilizacdo de moléculas como microRNAs (miRNAS),
small interference RNAs (siRNAs). Apesar de possuir a mesma base molecular que o
pDNA, o RNAI enfrenta diferentes desafios relativamente a entrega, ja que 0 Seu
tamanho, estabilidade dos complexos formados, mecanismo e local de agdo sdo
diferentes.!! No que toca aos vetores de transporte do material genético, estes podem ser
divididos em duas categorias: vetores virais e ndo-virais (Tabela 1).12 Os vetores ndo-
virais podem ainda ser divididos em dois grupos: 0os métodos fisicos, onde se incluem,
entre outros, a eletroporacdo, a microinjecdo e a injecdo hidrodindmica, e os métodos

quimicos, onde se incluem os de natureza cationica e de base lipidica ou polimérica.*®

Tabela 1: Vetores de entrega de genes.

o Vetores n&o-virais®
Vetores virais®® - — - —
Metodos fisicos Meétodos quimicos
Adenovirus «
. . Eletroporagdo L
Adeno-associated virus Base lipidica
Lentivirus o
3 Microinjecao
Retrovirus
Virus herpes simplex o L Base polimérica
i Injecdo hidrodinamica
Pox virus

Idealmente, os sistemas de entrega de material genético devem proteger os acidos
nucleicos da degradacédo, ser eficazmente internalizados pelos seus alvos, promover a
libertacdo da sua carga no local especifico (citosol ou nucleo, dependendo do material
genético em causa), exibir alta atividade biologica a baixas doses, ndo ser citotoxicos, ter
um bom perfil de biosseguranca para aplicagdes terapéuticas in vivo, ser de facil produgédo
e ter uma validade razoavel que permita a sua distribuicio e a sua utilizacdo
generalizada.’® Com estas caracteristicas em mente, no ponto seguinte irdo ser discutidos

0S métodos virais e ndo-virais em mais pormenor.
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1.2.1. VETORES VIRAIS VS. VETORES NAO-VIRAIS

A principal atividade de um virus é transportar eficazmente o seu genoma de uma
célula hospedeira para outra, entrar na nova célula alvo, navegar até ao nucleo e iniciar a
expressdo do seu genoma — apenas com o propdsito da auto-replicagdo. Alguns virus,
como os referidos na Tabela 1, podem ser transformados em vetores de entrega pela
substituicdo de parte do seu genoma por um gene terapéutico. Por norma, estes vetores
sdo altamente eficientes, porque, no fundo, os virus séo eles proprios sofisticados veiculos
de entrega de material genético.®

Os vetores virais tém como principais vantagens a sua alta eficiéncia de
transducdo e um nivel alto de expressdo dos genes. No entanto, este tipo de vetor
apresenta algumas limitagdes, principalmente ao nivel da sua seguranca. Algumas dessas
limitacdes sdo a carcinogénese (inducdo de mutagdes tumorigénicas), imunogenicidade e
inflamacéo dos tecidos, potencial para formar outros virus e gerar outras particulas virais
por recombinacdo, restricdes no tamanho do gene inserido, dificuldade de producédo e
custo excessivo. 141

Os problemas associados a transducdo de vetores virais abriram caminho a um
novo tipo de vetores: os vetores ndo-virais. Estes vetores assumem-se como uma
alternativa aos virais principalmente nos casos em que hd uma administracdo repetida do
tratamento, uma vez que esta leva a efeitos adversos ainda mais evidentes.®> Mesmo tendo
uma eficacia menor que os vetores virais, 0s vetores nao-virais sd0 mais seguros, pois
apresentam uma resposta imunitaria menor e menos reacfes inflamatorias, ndo tém
limitacBes quanto ao tamanho do gene inserido e ndo ha inducdo de mutacdes. Para além
disto, estes vetores sdo versateis e de producdo facil, relativamente barata e reprodutivel,
sendo possivel afinar as suas propriedades fisicas e quimicas de forma a adquirirem
multiplas funcbes na entrega de material genético, nomeadamente através da introducao
de ligandos dirigidos a tecidos especificos.>10 1216

Como referido no ponto 1.2, 0s vetores ndo-virais podem-se basear em métodos
fisicos ou quimicos. Contudo, os primeiros ndo sdo uma alternativa viavel para a préatica
clinica e tém uma transfecéo ineficiente, pelo que os segundos sio os mais estudados.°
Os vetores ndo-virais quimicos sdo geralmente de base lipidica ou polimérica, sendo estes
possuidores das vantagens ja referidas relativamente aos vetores virais.

Possuindo cargas positivas, de uma forma geral, estes vetores sintéticos sao

materiais com capacidade de formar ligacOes electroestaticas com 0 DNA ou 0 RNA,
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condensar o material genético em nanoparticulas com didmetro de algumas dezenas a
centenas de nandémetros, proteger os genes e mediar a sua entrada na célula. Os complexos
de DNA/RNA com lipidos ou polimeros cationicos sdo conhecidos como lipoplexos ou

poliplexos, respetivamente.®

Cabeca  Espa-
hidrofilica cador Dominio hidrofébico

Figura 2: Representacéo da estrutura de um lipido cationico tipico (DOTMA).1

Os lipidos cationicos sdo moléculas anfifilicas constituidas por trés partes: um
dominio hidrofébico (uma cadeia aliféatica, por exemplo), um dominio hidrofilico (uma
amina quaternaria, por exemplo) e um espacador (uma ligacéo éster e um glicerol, por
exemplo), que faz a ligacdo entre os dois dominios (Figura 2). As cabecas polares
hidrofilicas, com uma ou mais cargas positivas, estabelecem ligacGes electroestaticas com
0 DNA, que por sua vez esta carregado negativamente devido aos grupos fosfato. Assim,
num processo de self-assembly, os lipidos cationicos complexam com o DNA, formando

estruturas multilamelares, os lipoplexos.®®

Liposome Nucleic acid Lipoplex

Figura 3: Lipossomas (estruturas vesiculares constituidas pelos lipidos catiénicos) complexam-se com o

DNA para formar lipoplexos.*’

Porém, os lipidos cationicos também tém caracteristicas menos atrativas, como a
sua baixa eficiéncia, devido a sua baixa estabilidade, tendéncia para formar clusters na
circulacdo e répida depuracdo, o que leva a potenciais riscos para a salde e alguma
toxicidade.'*'8 Os polimeros cationicos surgem como uma classe de vetores ndo-virais

bastante atraente, resultado da sua imensa diversidade quimica e potencial
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funcionalizacdo. Dado que os vetores usados neste trabalho sdo de base polimérica, o
préximo ponto sera dedicado & sua discussdo mais pormenorizada. No entanto, tendo por
base todas as consideracdes feitas, fica desde ja comprovada a relevancia dos vetores ndo-
virais face aos de natureza viral, principalmente em termos de seguranca, fator primordial

na area biomédica.

1.2.2. POLIMEROS CATIONICOS COMO VETORES NAO-VIRAIS

A utilizag8o de polimeros catidnicos como vetores de entrega de material genético
revela especial interesse devido a facilidade com que as propriedades fisicas e quimicas
dos mesmos podem ser afinadas. Alteracbes na composi¢do quimica, peso molecular ou
arquitetura, assim como a introducdo de grupos funcionais dirigidos a determinados
alvos, podem influenciar a eficiéncia da transfecdo dos genes transportados. Por outro
lado, estes materiais sdo robustos, estaveis e de sintese relativamente facil.X® Estas sdo
também algumas das vantagens destes vetores relativamente aos lipidos cationicos. De
uma forma geral, as cargas positivas do polimero cationico (atomos de azoto) interagem
electrostaticamente com as cargas negativas dos &cidos nucleicos (grupos fosfato),
formando uma particula denominada poliplexo. Este complexo é produzido
espontaneamente pela simples mistura de uma solugdo policationica com DNA. Por
norma, estas particulas tém uma carga superficial (potencial zeta, ¢) positiva, dado que se
usa um excesso de polimero catiénico; cada particula é constituida por varias moléculas

de DNA e centenas de cadeias poliméricas (Figura 4).°

@ <

® .

Figura 4: Formac&o dos poliplexos (a); imagem TEM de poliplexos (escala = 200 nm) (b).5

Apesar de promissora, esta tecnologia ainda ndo passou para a clinica,

principalmente devido & baixa eficiéncia e citotoxicidade destes sistemas. A baixa
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eficiéncia esta provavelmente associada a dificuldade dos sistemas em ultrapassar
algumas das inimeras barreirais extra e intracelulares.*? Quanto a citotoxicidade induzida
pelos polimeros cationicos, esta estard relacionada com o peso molecular e com a
densidade de cargas positivas do polimero e com a sua influéncia sobre as membranas
celulares.?°

O primeiro polimero catiénico usado em ensaios de transfecdo foi o
dietilaminoetil funcionalizado com dextrano, em 1965 por Vaheri e Pagano.?! Muitos
polimeros tém sido testados desde entdo: poli(L-lisina) (PLL), polietilenimina (PEI),
poliamidoamina (PAMAM),®> quitosano, poli[2-(dimetilamino)etil  metacrilato]
(PDMAEMA)* e poli(B-amino éster)®? sdo apenas alguns deles. Uma vez que este
trabalho visa o estudo do PDMAEMA e do PBAE como vetores para entrega de material

genético, estes serdo aprofundados de seguida.

1.2.2.1. PoLI[2-(DIMETILAMINO) ETIL METACRILATO]
(PDMAEMA)

O poli[2-(dimetilamino)etil metacrilato] (PDMAEMA) foi estudado como vetor
de entrega de entrega de material genético pela primeira vez em 1996, por Cherng e seus
colaboradores.”®> O PDMAEMA é um polimero cationico que pode ser facilmente
sintetizado por ATRP?* e que responde a variacdes de temperatura e pH, que desde entéo
tem sido usado devido & sua capacidade de atuar como buffer e de ser menos citotdxico.?

O estudo de aspetos como o peso molecular, o tamanho dos poliplexos e
parametros de transfecdo como o pH, a forca idnica, temperatura, viscosidade, racio
polimero/DNA e presenca de estabilizadores é crucial para o sucesso da utilizacdo do
PDMAEMA como sistema de entrega de material genético. De entre todos estes aspetos
do polimero, o peso molecular é talvez o mais importante, tendo sido ja demonstrada a
sua correlacdo com a eficacia da transfecdo e a toxicidade.”® De facto, verifica-se que
PDMAEMA’s com pesos moleculares elevados produzem poliplexos mais pequenos e
mais eficazes na transfecdo; no entanto, a eficacia do sistema é conseguida a custa de um
aumento da citotoxicidade.? %’

O caracter catiénico do PDMAEMA revela-se a pH inferior ao seu pKa, situagdo
em que as aminas terciarias da sua cadeia ficam carregadas positivamente; assim a pH
fisioldgico, o polimero esta parcialmente carregado positivamente (pKaromaema < 7).28

Esta caracteristica permite ao polimero tamponizar o endossoma, agir como esponja de
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protdes e promover a libertacdo do material genético transportado para o citoplasma. Ao
serem internalizados por endocitose, 0s polimeros evitam a acidificacdo do endossoma
(ao absorver protdes) e levam a entrada passiva de ides de cloro (CI°), que é seguida de
um aumento da pressdo osmotica e consequente rutura membranar. Esta capacidade de
libertacdo do material genético a nivel intracelular é fundamental para a eficiéncia da
transfecdo. Por outro lado, a pH neutro (mais alto que o pKa), 0S grupos amina so estao
parcialmente ionizados, o que diminui as suas intera¢cbes com as proteinas do soro, que
estdo carregadas negativamente.?%%°

Tal como acontece com outros policatides como o PEI, os problemas principais
do PDMAEMA sdo a sua natureza ndo-biodegradavel, a sua toxicidade e a necessidade
de melhoria do seu poder de transfecdo. Assim, ainda h& espaco para continuar a
investigacdo a volta deste polimero. Uma das estratégias propostas na literatura para
melhorar este sistema é a sintese de copolimeros de bloco, com a introducgéo de segmentos
de poli(etileno glicol) (PEG) ou de segmentos hidrofobicos.*® No ponto seguinte (1.2.3)
sera explorado o papel do PEG na entrega de material genético.

1.2.2.2. POLI(B-AMINO ESTER) (PBAE)

Os poli(amino ésteres) sdo uma classe de polimeros cationicos, tendo sido
primeiramente usados como vetor de entrega em 2000, por Langer et al.?? A sua utilizagio
é bastante promissora devido a biocompatibilidade e elevada capacidade de transfecéo do
polimero. Os PBAE podem ser sintetizados através de uma reagdo de adigdo de Michael
entre uma amina primaria ou uma bis(amina secundaria) e diacrilatos.'* A grande
vantagem dos PBAE ¢é a sua degradacdo, possivel pela hidrélise da ligacéo éster presente
na sua cadeia, que da origem a fragmentos de bis(f-amino acidos) e didis. O facto de este
polimero se degradar e dar origem a produtos nao toxicos aumenta a seguranca do vetor
e promove a transfecdo, uma vez que, apesar de ser necessario que o polimero seja capaz
de complexar o DNA, compactando-o e protegendo-o, em Ultima anélise sera sempre
obrigatéria a sua separagdo, para permitir uma correta e eficiente transcrigéo.??

As propriedades fisico-quimicas dos PBAE, como a densidade de carga,
solubilidade em agua, cristalinidade e perfil de degradacdo podem ser ajustados de modo
a alcancar os requisitos especificos da transfecdo devido a grande disponibilidade de
mondmeros que constituem as cadeias deste polimero.®> Em 2001 foi reportada a

utilizagdo de uma biblioteca de mondémeros para a sintese de PBAE. A abordagem
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combinatdria utilizada (contraria a tradicional iterativa) permitiu identificar os polimeros
com mais potencial para vetores de transporte e demonstraram as variagdes estruturais
com mais impacto na eficécia da transfecdo. De referir que este screening é facilitado
pela propria natureza do polimero em causa: 0s monomeros sao relativamente baratos e
estdo disponiveis no mercado, a polimerizacdo é feita num s6 passo e ndo é necessaria

purificacdo do produto final.32
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Figura 5: Acrilatos e aminas usados para construir a biblioteca de PBAE.

J& em 2004 foi descrita a sintese e caracterizagdo de uma biblioteca de 486 PBAE
de segunda geracao, composta por 70 estruturas priméarias com 6 a 12 pesos moleculares
diferentes para cada uma delas (Figura 5). Estes polimeros foram caracterizados quanto
ao seu peso molecular, tamanho de particula e carga superficial apdés a formacdo do
poliplexo, racio N/P (polimero/DNA) 6timo e eficiéncia da transfe¢do. Curiosamente, a
estrutura dos trés PBAE com melhor desempenho difere apenas em um carbono. Esta
convergéncia na estrutura sugere um modo comum no seu mecanismo de acgdo e serve
como guia de preparacdo e modificacdo destes polimeros. O polimero resultante da reacdo
entre o diacrilato de 1-4-butanodiol e o 5-amino-1-pentanol (C32) foi o que de entre os
trés revelou maior capacidade de transfecdo. Referir ainda que este foi o polimero que
originou poliplexos de menor tamanho (71 nm), com um potencial zeta ({) acima dos 10

mvV 33

1.2.2.3. POLIETILENIMINA (PEI)

A polietilenimina (PEI) é considerado como o gold standard de entre os varios
polimeros cationicos®* e pode ser encontrado no mercado sob a forma linear ou

ramificada, com pesos moleculares de entre algumas centenas a 1500 kDa. O PEI

10
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ramificado (bPEI) de 25 kDa é o mais usado devido a sua relativa eficacia: tem uma maior
capacidade de condensacdo do DNA do que a versdo linear (devido & maior percentagem
de aminas) e forma poliplexos mais pequenos (< 200 nm) com maior atividade de
transfecdo do que espécies com peso molecular menor (< 2 kDa).*® Este polimero tem
ainda a vantagem de ser capaz de transfetar uma grande variedade de células.'® Apesar de
ser o tipo de PEI que apresenta o melhor compromisso entre citotoxicidade e capacidade
de transfecgdo, o perfil de biocompatibilidade do bPEI é uma desvantagem face a outros
polimeros, cuja toxicidade é menor.'? 3 O bPEI (25 kDa) sera usado neste trabalho como

termo de comparacao das formulag6es cationicas sintetizadas.

1.2.3. O PAPEL DO PEG NA TERAPIA GENICA

A eficiéncia da transfecdo depende do transporte dos poliplexos catidnicos para o
seu alvo, transporte esse severamente afetado pelas ligaces ndo especificas entre o0s
poliplexos (carregados positivamente) e os componentes do sangue (carregados
negativamente).®® Apds a sua entrada em circulacdo, os poliplexos sdo rapidamente
reconhecidos por proteinas do soro®’” como a albumina, ocorrendo a adsorcdo dos
poliplexos as proteinas, causando a sua agregacao e levando a sua rapida eliminagdo por
fagocitose e pelo sistema reticuloendotelial, impedindo que estes cheguem ao seu alvo.®

Neste contexto, uma das estratégias mais utilizadas para aumentar a eficiéncia dos
sistemas de libertacdo de farmacos e de entrega de material genético é a incorporacao de
um segmento de poli(etileno glicol) (PEG) no sistema, a chamada PEGylation. O PEG é
um polimero inerte, que resiste as interacbes com 0s componentes da corrente sanguinea
e por isso designado por polimero stealth (furtivo), sendo o mais usado neste campo
devido ao seu longo historial de seguranca e a classificacdo de Generally Regarded as
Safe (GRAS) pela FDA. O PEG é um polimero hidrofilico, caracteristica que faz com que
as cadeias ligadas as nanoparticulas gerem uma camada de hidratacdo (um escudo
protetor) & volta do poliplexo, o que, por efeitos estéreos, evita a interacdo dos mesmos
com os componentes do sangue e outras nanoparticulas, prolongando o tempo de vida dos
poliplexos na corrente sanguinea.®’

No entanto, a utilizagdo do PEG constitui um dilema. Apesar de os poliplexos com
PEG serem mais furtivos e escaparem ao sistema imunitario, a sua utilizacdo provoca
uma diminuicdo na internalizacdo dos poliplexos e dificulta o desempacotamento do

poliplexo, impedindo a correta libertagio do DNA para o niicleo.?
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Um dos parametros que permite equilibrar a acdo do PEG € o peso molecular. Por
exemplo, caso de copolimeros de PEI e PEG, verificou-se que o aumento do peso
molecular e da densidade de cadeias de PEG impede a complexacdo do DNA. Por outro
lado, cadeias pequenas (Mw < 500 g.mol™) ndo conseguem produzir o escudo protetor a
volta dos poliplexos; ja cadeias com pesos moleculares entre 2000 e 5000 g.mol™ séo
capazes de produzir esse efeito, sendo por isso este o intervalo de valores considerado
6timo.12

Ainda assim, as vantagens dos copolimeros com PEG para entrega de material
genético fazem com que se deva apostar na sua utilizacdo. Os polimeros conjugados com
PEG caracterizam-se por possuir baixa citotoxicidade in vitro e in vivo, aumentarem a
solubilidade em agua dos complexos polimero/DNA, reduzirem as interacbes com as
proteinas do soro e aumentarem o tempo de circulacdo do complexo. Por ultimo,
possibilitam a introducdo de um ligando num polimero catidnico (funcionando o PEG
como espacador), permitindo direcionar os poliplexos para um alvo especifico. O PEG é
assim um dos polimeros mais usados nesta area, com o objetivo de desenvolver vetores

de transporte de material genético seguros e eficientes.®
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1.3. POLIMEROS E A SUA SINTESE

Um polimero é uma grande molécula (macromolécula) construida a partir da
unido de unidades estruturais muito mais pequenas, 0os chamados mondémeros, ligadas
covalentemente.® A classificacdo dos polimeros pode ser feita de acordo com as suas
diferentes caracteristicas, como o método de polimerizacdo, a sua estrutura e 0 seu
comportamento face ao processamento por via térmica (podendo aqui ser divididos em
termoplasticos e termofixos).*

As propriedades dos polimeros sdo bastante influenciadas pelos detalhes da sua
estrutura. Assim, um polimero pode ser formado por apenas uma espécie de monémero,
situacdo em que é denominado homopolimero (ou simplesmente polimero). Ja quando as
cadeias poliméricas sdo compostas por dois ou mais tipos de unidades estruturais, este
designa-se copolimero. Neste Gltimo caso € relevante classificar a sequéncia das unidades
de repeticdo, que surgem com formas de organizacao diferenciadas ao longo do polimero.
Desta forma, tém-se copolimeros aleatérios, alternados, de bloco e enxertados (Figura
6).39
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Figura 6: Classificagdo dos copolimeros quanto a sua composi¢ao: aleatorio (), alternado (b), de bloco

(c) e enxertados (d).%®

A polimerizacg&o, reacdo que da origem aos polimeros, pode ocorrer segundo dois
mecanismos: reacdo gradual (step-growth) ou reacdo (ou crescimento) em cadeia (chain-

growth).
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As reacOes de polimerizagdo gradual caracterizam-se pela unido aleatoria de
moléculas de monodmeros, oligdmeros e polimeros, formando-se assim dimeros, trimeros
e espécies macromoleculares. Estas reacdes ocorrem em passos discretos e requerem
longos periodos de tempo para que cada macromolécula se forme, periodos esses
tipicamente medidos em horas. Neste tipo de polimerizacdo, 0 monémero é consumido
no inicio da reacdo sendo que o peso molecular aumenta lentamente ao longo de toda a
reacdo. Por outro lado, os terminais das cadeias poliméricas permanecem reativos durante
todo o processo, ndo existindo etapa de terminacdo (nem de iniciacdo — ndo € necessario
um iniciador para que a polimerizacéo se inicie). Assim, a polimerizacdo gradual decorre
no seu todo sob 0 mesmo mecanismo de reagdo.*! Através da reacdo gradual podem ser
preparados poliésteres, poliamidas e poliuretanos.*°

A polimerizacdo gradual pode ser dividida em dois grupos, de acordo com o tipo
de monomeros (sempre bifuncionais) envolvidos na reagdo. Num primeiro grupo, podem
ser incluidas as reaces que que se ddo entre dois tipos distintos de mondmeros, também
eles com grupos funcionais diferentes entre si (mas o mesmo em cada terminal do
monomero) (Figura 7 (a)). Num segundo grupo, incluem-se as reacdes de polimerizacao
gradual entre uma Unica espécie de mondémero, mas neste caso com diferentes grupos

funcionais em cada um dos seus terminais (Figura 7 (b)).>®

@) A—A + BB —— —A—AB-B—

(b) nA—B—— +AB -

Figura 7: Reacdo gradual entre dois tipos de monémeros (a); reagao gradual entre a mesma espécie de

monomero (b). A e B referem-se aos diferentes grupos funcionais.*

Relativamente aos polimeros formados por polimerizagdo em cadeia, estes
dependem de um centro ativo nos terminais das cadeias poliméricas em crescimento. E a
propagacao destes terminais ativos que permite o crescimento do polimero, através da
adicdo de mondmero a esse mesmo terminal. Estas adi¢cbes sdo muito rapidas e o
crescimento pode-se dar numa fragéo de segundo, dado que as cadeias ativas reagem com
0 monOmero sucessivamente. Deste modo, contrariamente ao que acontece na
polimerizacdo gradual, o mondmero é consumido lentamente e est4 presente na mistura
reacional ao longo de todo o processo de polimerizacdo em cadeia. Também o mecanismo

de reacdo ndo é o mesmo ao longo de toda a reacdo: para além das duas etapas principais
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— a iniciacdo e a propagacado — pode haver uma terceira etapa, a terminacdo da cadeia
polimérica.*!

A polimerizacdo em cadeia requer a presenca de uma molécula iniciadora, que ao
sofrer decomposicédo forma uma espécie reativa, podendo-se assim ligar a um monémero
para dar inicio a polimerizacdo. A espécie iniciadora pode ser um radical ou um ido (anido
ou catido). Por conseguinte, a polimerizacdo em cadeia pode ser radicalar ou ionica
(respetivamente).*® Polimeros como o polietileno (PE), o polipropileno (PP) e o

policloreto de vinilo (PVC) séo exemplos deste tipo de polimerizacéo.

1.3.1. POLIMERIZACAO RADICALAR LIVRE

A polimerizacdo radicalar livre (FRP) é um dos tipos de polimerizacdo em cadeia
mais versateis, sendo usado tanto na industria como & escala laboratorial. E um método
robusto que pode ser aplicado a uma grande variedade de monémeros e que, ao contrario
de outros métodos, ndo exige condicOes tdo exigentes a nivel da presenca de impurezas,
ndo requerendo uma rigorosa purificacdo do monomero, e € menos sensivel a solventes,
tolerando até solventes préticos, como a agua.*? O mecanismo da FRP pode ser dividido

em trés fases: a iniciagdo, a propagacdo e a terminagdo (Tabela 2).3

Tabela 2: Principais etapas da polimerizagéo radicalar livre.*®

Reacao?
Iniciacdo | - 2R*
R*+M — P;°

Propagacdo Pp*+M — Ppet®

Terminacdo Pp*+ Ppn® — Ppem
Pn®*+ Pn® — Pn+ Pn

20nde | representa o iniciador, R* o radical
inicial, M o monémero e P* a cadeia
polimérica em crescimento.

A iniciacdo comega com a producdo de radicais R*, resultantes da cisdo homolitica
do iniciador. De seguida, o radical reage com a unidade de monémero, dando assim inicio
a propagacdo da cadeia polimérica. Uma sucessdo de adicGes rapidas de mondmero

conduz ao crescimento da cadeia — etapa conhecida como propagagdo. O processo de

polimerizagdo é concluido na etapa de terminacdo, quando o radical que permite a
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propagacéo é desativado, resultado de reacdes bimoleculares entre os radicais.** Estas
reacOes podem ser de combinacdo ou de dismutagdo. Na terminagdo por combinacao, dois
eletrdes com spins desemparelhados, cada um no seu terminal de uma molécula polimero-
radical (Pn®), unem-se para formar uma ligacdo covalente, originando uma grande
molécula de polimero (Pn+m). Na dismutacdo, duas moléculas polimero-radical (Pn®)
reagem e uma abstrai um &tomo a outra, o que resulta na formacdo de duas cadeias
poliméricas inativas (Pn + Pm).*

Porém, a FRP apresenta alguns problemas, relacionados principalmente com o
controlo da reagdo. A propagacdo da cadeia polimérica dura, em média, 1 segundo,
periodo durante o qual sdo adicionadas centenas de mondmeros, seguindo-se depois a
etapa da terminacdo. A implementacdo de um processo de desenho e sintese de
arquiteturas moleculares complexas bem controladas € assim inexequivel, considerando
0 téo curto espaco de tempo referido.

Posto isto, tornou-se imperativo procurar um processo de polimerizacdo que
oferecesse condicGes para a introducdo da chamada engenharia macromolecular,
permitindo desta forma sintetizar polimeros com propriedades melhoradas, como, por
exemplo, peso molecular, indice de polidispersividade, composi¢cdo e arquitetura
macromolecular controlados, bem como a adi¢cdo de outros mondmeros ou de grupos
funcionais com vista a sintese de copolimeros de bloco ou polimeros funcionalizados,

respetivamente.**

1.3.1.1. POLIMERIZACAO  RADICALAR POR  DESATIVACAO
REVERSIVEL (RDRP)

A polimerizacdo radicalar por desativacdo reversivel (RDRP) (anteriormente
conhecida como polimerizagéo radicalar viva — LRP)* surgiu como alternativa a FRP
tradicional, permitindo ultrapassar as principais limitacbes da mesma, como 0 pouco
controlo sobre o peso molecular e a sua distribuicdo (polidispersividade), composicao,
topologia, arquitetura e funcionaliza¢fes dos terminais.

A polimerizacéo viva foi reportada pela primeira vez em 1956 por Szwarc, que a
definiu como uma polimerizagdo em que ndo ocorrem reacdes de terminacgdo. No seu
trabalho, Szwarc usou técnicas de polimerizagdo anidnica para preparar copolimeros de

bloco.*6 47
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O principio basico da RDRP ¢ o equilibrio dindmico entre as espécies radicalares
ativas e as espécies dormentes, devendo haver um equilibrio rapido e reversivel entre a
ativacgdo e desativacdo dos radicais em crescimento (mantendo a sua concentragdo muito

baixa durante a polimerizacdo) (Figura 8).

APX (1Y) == P+ X ()
faay fam) e
T A il

Figura 8: Mecanismo geral da RDRP (trocas entre espécies ativas e espécies dormentes).

Contudo, apesar de a RDRP e a FRP se basearem ambas na existéncia de radicais
que permitem o crescimento da cadeia polimérica, elas diferem na forma como se atinge
uma concentracdo estavel desses mesmos radicais livres. Enquanto que na vertente
tradicional o equilibrio é atingido pelo balanco entre as taxas de iniciacdo e terminacao,
na RDRP o equilibrio é entre as taxas de ativacdo e desativacdo dos radicais. Assim, e
como a iniciagdo também € muito mais rapida que a propagacéo, as cadeias poliméricas
iniciam o seu crescimento ao mesmo tempo. Referir ainda que, gracas a troca entre as
espécies ativas e espécies dormentes, na RDRP é possivel estender o periodo de
propagacdo da cadeia para mais de uma hora (em vez dos um segundo caracteristico da
FRP). Acresce ainda que em RDRP o nimero de cadeias em crescimento é muito maior
que em FRP, pelo que o impacto das reacGes de terminacdo é negligenciavel, ja que as
taxas de terminacdo por cadeia e de transferéncia de monémero por cadeia sdo muito mais
baixas que em FRP. Todos estes fatores diferenciadores contribuem para o controlo da
reacdo de polimerizacdo, permitindo a sintese de polimeros com topologias, composi¢do
e funcionalidade bem definidas, assim como a sintese de copolimeros, impossivel em
FRP. Os polimeros sintetizados por RDRP possuem um caracter vivo, ja que 0s terminais
das suas cadeias podem ser ativados, permitindo a sua reiniciagdo com o fornecimento de
mais monomero ou a funcionalizagdo com moléculas funcionais ou outras

macromoléculas.** *8

1.3.1.2. PRINCIPAIS METODOS DE RDRP

Existem varios métodos de RDRP sendo que todos eles se baseiam no conceito de
que as espécies radicalares ativas em crescimento sao convertidas para o estado dormente

de forma transiente e reversivel através da formagdo de uma ligacdo covalente.*® No
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entanto, as estratégias usadas para mediar este equilibrio podem diferir, podendo assim
ser divididas em duas categorias: ativacdo/desativacao reversivel de radicais (efeito de
radical persistente — PRE) e transferéncia reversivel de cadeia (processo de transferéncia
degenerativa — DT).%

Na polimerizacdo mediada pelo efeito de radical persistente (PRE), o estado
estacionario é conseguido pelo balanco entre as taxas de ativacdo e de desativacao.
Durante a etapa de ativacao, os radicais em crescimento sdo formados devido a troca de
atomos que, como passo de ativacdo, geram radicais com capacidade de se propagar.
Desta forma, deixa de ser necessaria a presenc¢a de um iniciador de radical convencional.
Na transferéncia degenerativa (DT) a iniciacdo € lenta e a terminacgdo é rapida, havendo
um equilibrio no nimero de radicais em crescimento. Nestes sistemas, o equilibrio €
preservado pela transferéncia de cadeias entre as cadeias poliméricas em crescimento e
o0s agentes de transferéncia, sendo obrigatéria a introducdo de um iniciador que forme
radicais.*®*® Na Tabela 3 estdo patentes as principais técnicas de RDRP mais usadas

atualmente.®

Tabela 3: Principais métodos de RDRP.

Polimerizagdo Radicalar por Radicais Livres Estaveis
(SFRP)
e Polimerizacdo mediada por Nitroxidos (NMP)

Efeito de Radical Persistente | Polimerizagao Radicalar por Desativacido Reversivel de

(Persistent Radical Effect — | Catalisadores Metéalicos
PRE) e Polimerizacio Radicalar por Transferéncia de Atomo
(ATRP)

e Polimerizagcdo Radicalar Viva por Transferéncia de
Eletrdo SET-LRP)

Processos de Transferéncia Degenerativa (DT)

e Polimerizacéo por Transferéncia Reversivel de Cadeia por
Adicdo-Fragmentacdo (RAFT)

(Degenerative Transfer — DT) | o Polimerizacdo (Reversivel) por Transferéncia de Atomo
de lodo (ITP/RITP)

Transferéncia Degenerativa

De entre os varios tipos de RDRP, a polimerizacéo radicalar por transferéncia de
atomo (ATRP) é o mais estudado devido a sua simplicidade, alta tolerancia a monomeros
funcionalizados e ao facto de os catalisadores e iniciadores requeridos estarem

disponiveis comercialmente. O mecanismo de polimerizacdo por ATRP baseia-se na
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formacé&o de radicais ativos através de um processo redox catalisado por um complexo de
transicao (M¢"/L). Este complexo é responsavel pelo controlo dos mecanismos de ativacao
e desativagdo, mantendo a concentracdo de radicais baixa, de forma a minimizar as
reagbes de terminaco.> Um dos polimeros testados neste trabalho, o PDMAEMA (e 0
seu copolimero), foi sintetizado por ATRP, razdo pela qual este método de polimerizagéo
radicalar por desativagdo reversivel ird ser descrito mais detalhadamente no ponto

seguinte.

1.3.1.3. POLIMERIZAGAO RADICALAR POR TRANSFERENCIA DE
Atomo (ATRP)

O mecanismo da polimerizacdo radicalar por transferéncia de atomo (ATRP)
baseia-se na criacdo de um equilibrio répido entre as espécies dormentes
(macroiniciadores, Pa-X, em que X representa um halogéneo ou pseudo-halogéneo) e as
espécies ativas (macroradical, P*) (Figura 9). As espécies dormentes séo ativadas por um
complexo de metal de transi¢do num estado de oxidagdo mais baixo (Mt™/L, em que Mt™
representa a espécie de metal de transi¢do no estado de oxidagdo m e L é um ligando) que
age como ativador j& que, ao quebrar homoliticamente a ligagdo entre o halogéneo e o
iniciador (ou entre o halogéneo e a cadeia polimérica), forma intermitentemente radicais
em crescimento (Pn®) e gera um complexo de metal de transi¢cdo num estado de oxidagéao
mais elevado (X-Mt™/L) (a uma taxa constante de Kact). O macroradical (P»*) pode entdo
assim propagar-se, ao ser adicionado mais mondémero (Kp) ou ser desativado
reversivelmente (Kdeact) pelo complexo X-Mt™1/L e formar uma cadeia polimérica
dormente com um halogéneo num dos seus terminais (Pn-X). Apesar de possivel, a
terminacdo (ki) é evitada resultado do efeito de radical persistente proporcionado pelo
complexo X-Mt™Y/L. Assim, o equilibrio dindmico da reagdo de ATRP desloca-se
fortemente para o sentido das espécies dormentes (taxa constante de ativagcdo << taxa

constante de desativag&o). 5

kact
P,-X + MWL ~——— P, + X-Mt™IL

kdcact @ \kt

Kp Pn'Pn

Figura 9: Mecanismo geral da ATRP.
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Nos sistemas de ATRP, a pesquisa tem-se focado na avaliacdo de diversos
complexos de metais de transi¢do, numa tentativa de aumentar a gama de funcionalidades
de mondmeros polimerizaveis. O complexo de metal de transi¢cdo é formado por um
haleto de metal e um ligando. A presenca do ligando a volta do centro metalico afeta ndo
sO a solubilidade do complexo no meio de reacdo como também a reatividade da reacdo
redox ao ajustar o potencial redox do metal.*® De entre os metais de transi¢do usados em
ATRP, como o cobre, ruténio, ferro, niquel, entre outros, 0 mais amplamente utilizado é
0 cobre, sendo este superior em termos de performance e custo. No que toca aos ligandos,
os mais usados sdo os baseados em azoto.*®

Com isto, pode-se concluir que as grandes vantagens da técnica de ATRP sdo a
disponibilidade a nivel comercial da maior parte dos reagentes necessarios, do grande
nimero de complexos cataliticos e mondmeros que podem ser utilizados, da gama
abrangente de temperaturas de polimerizacédo e do facto de ser possivel obter copolimeros
de bloco.*®

Contudo, e mesmo tendo em conta 0s avangos e vantagens notaveis dos materiais
preparados por ATRP, continuam a existir algumas limitacGes que necessitam de ser
ultrapassadas. O principal problema centra-se na quantidade residual de complexo de
metal de transicdo no produto final. No caso de aplicagdes biomédicas esta questdo é
fulcral, devido a citotoxicidade induzida. Mais, este € um problema transversal a todas as
areas, visto que o uso de metais de transicao revela questdes ao nivel da cor do produto
final, da complexidade e custo do processo e, mais importante, entra muitas vezes em

conflito com a legislagdo ambiental >

kaO
Cu(0) Cu(l)X/L"7_T Cu(ll)X,/L
K1

Figura 10: Mecanismo geral do SARA ATRP mediado por Cu(0) e Cu(l1)X,.5*

De forma a minimizar este problema, tém sido desenvolvidas novas vertentes da
técnica de ATRP, que pretendem utilizar novos sistemas cataliticos com concentragdes
mais baixas de catalisadores metalicos e novos sistemas com solventes eco-friendly.>® O

ATRP com ativador suplementar e agente redutor (SARA ATRP) é umas dessas novas
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vertentes e recorre a metais de valéncia zero (ou sulfitos inorganicos) para mediar a
polimerizag&o. No caso do cobre, como ativador suplementar, o Cu(0) gera lentamente
radicais e Cu(l)X; como agente redutor regenera lentamente a espécie de Cu(l)X (Figura
10). Para além de reduzir a quantidade de catalisador usada, este metodo € Util para a
preparacdo de polimeros para aplicagdes biomédicas, uma vez que a polimerizacdo pode
decorrer em solventes menos toxicos e a temperatura ambiente.>

Recentemente, foi desenvolvido um sistema polimerizagdo do 2-
(dimetilamino)etil metacrilato (DMAEMA) em SARA ATRP catalisado por
Fe(0)/Cu(I1).2* Este foi o sistema escolhido para preparar os polimeros e copolimeros de
PDMAEMA.

1.3.2. POLIMERIZACAO POR REACAO DE ADICAO DE MICHAEL

A reacdo de adicdo de Michael consiste numa adicdo nucleofilica entre um
carbanido (ou outro nucleofilo) e um composto carbonilo a,fB-insaturado. Constitui uma

adicdo conjugada e conduz a formacéo de ligagdes C—C.%®

: e
Nu: Nu O
: “'M (1) (9 )
D @
/-\
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Figura 11: Representacdo esquematica geral da reagdo de adi¢do de Michael.

O nucledfilo pode conter EWG (electron-withdrawing group), como grupos acilo
ou 0 ciano; este ataca o carbono 3, formando assim uma espécie intermediaria que evolui
para o produto final por abstracdo de um protdo (passo 2). Por norma, 0S grupos
substituintes do nucled6filo sdo denominados dadores de Michael, enquanto que os
substituintes no alceno ativado sio os aceitadores de Michael.>®

As reacdes por adicdo de Michael séo caracterizadas por condi¢des de reacdo
suaves (em termos de solvente e temperatura), alta tolerancia a diferentes grupos
funcionais, uma grande variedade de monomeros polimerizaveis e percursores
funcionais, bem como taxas de reacdo favoraveis e converses elevadas. Estas
caracteristicas fazem com que este tipo de reacdo tenha vindo a ganhar especial
importancia como estratégia para a sintese de polimeros com arquiteturas

macromoleculares controladas. A reacdo de Michael é assim indicada para diversas
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aplicacdes biomedicas, entre as quais se enquadram a transfecéo de genes, scaffolds para
células e substituicdo de tecidos.>” O poli(B-amino éster) testado neste trabalho foi

sintetizado por uma reacdo de adigéo de Michael.

1.3.3. CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

Um dos parametros que influencia o sucesso da terapia génica com recurso a
vetores poliméricos é o peso molecular dos polimeros utilizados, assim como o seu indice
de polidispersividade (P). Importa salientar que a obtencdo de um polimero com
propriedades controladas e bem definidas € um dos objetivos primordiais da
polimerizacdo por ATRP. Assim, a caracterizacdo dos polimeros sintetizados em termos
de peso molecular e D é essencial, de forma a avaliar a polimerizacédo efetuada.

Uma das caracteristicas que distingue os polimeros de outras moléculas é a
incapacidade de se lhes atribuir uma massa molar exata. A natureza dos mecanismos de
polimerizacdo leva a que o comprimento da cadeia polimérica formada seja determinado
por eventos aleatorios, pelo que o polimero é, na realidade, uma mistura de moléculas
com diferentes comprimentos.®

Assim, 0s polimeros sdao moléculas cujas massas molares apresentam uma certa
distribuicdo (e ndo um valor unico), sendo caracterizados por uma massa molar média
numérica e ponderada. A massa molar média numérica (M,) € uma média simples das
massas moleculares, pelo que cada cadeia polimérica contribui da mesma forma para a
grandeza. A massa molar média ponderada (Mw) € uma grandeza mais sensivel a
macromoléculas com massa molecular mais elevada, atribuindo-lhes um peso maior, o

que explica o facto de My > M.

N, M,
My, = ZZ—N 1)
. .2
M, = ZZNN—IZ @
M,
b=4- 3)

Tabela 4: Expressdes para o calculo da massa molar média numérica (M), massa molar média ponderada
(M) e indice de polidispersividade (), em que N; é o0 nimero de moléculas da espécie i com massa molar
Mi 41
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O indice de polidispersividade (P) ¢é a grandeza que relaciona o valor de M, e de
Mw, permitindo avaliar se a distribuicdo de tamanhos é estreita ou alargada. Como
referido anteriormente, a técnica de ATRP (e restantes técnicas de RDRP) é caracterizada
pelo bom controlo sobre o peso molecular, a D e a arquitetura da cadeia, gracas ao
equilibrio dindmico rapido entre as espécies ativas e dormentes.*® Assim, e como todas
as cadeias se iniciam quase ao mesmo tempo, a P destes polimeros deve ficar abaixo dos
1,5, dado que todas as cadeias poliméricas devem ter um peso molecular semelhante.

A caracterizagdo das massas molares e © dos polimeros sintetizados neste trabalho
foi feita com recurso a cromatografia por exclusdo de tamanhos (SEC). Para além desta
técnica, foi usada a ressonancia magnética nuclear (*H RMN) para a comparagdo da

estrutura dos polimeros e obtencdo da massa molar média numérica.

1.3.3.1. CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE TAMANHOS (SEC)

A técnica de cromatografia por exclusdo de tamanhos é usada em tecnologia de
polimeros como forma de determinar a distribuicdo de pesos moleculares de polimeros,
permitindo, através do cromatograma, calcular o peso molecular médio (My), 0 peso
molecular médio ponderado (Mw), bem como a sua b.

A teoria do SEC baseia-se na separacdo de moléculas tendo em conta o seu
raio/volume hidrodindmico. O equipamento de SEC possui colunas, colunas essas
constituidas por um material polimérico poroso. Assim, ao atravessarem a coluna, as
moléculas da amostra injetada sdo separadas com base no seu tamanho: as moléculas de
maior dimensdo ndo conseguem entrar nos poros ao longo da coluna, sendo logo
excluidas; ja as de menores dimensdes, como sao suficientemente pequenas para entrarem
nos poros, demoram mais tempo a atravessar a coluna. Quando a amostra sai da coluna
passa por um ou mais detetores, permitindo assim a constru¢do do cromatograma.

Para a correta analise de um SEC é necessario construir uma curva de calibrag&o.
Esta curva é formada a partir de curvas de SEC de amostras poliméricas com peso
molecular conhecido e de baixa b, sendo entdo assim possivel determinar os parametros

fisicos do polimero, como o seu peso molecular e a sua P.
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1.3.3.2. ESPETROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica que
permite estudar a estrutura e composicdo dos mais diversos compostos. Este tipo de
analise pode ser utilizado em solidos, solu¢Bes ou liquidos. De modo a evitar a
interferéncia entre os protdes da amostra e os do solvente, sdo utilizados solventes com
uma pequena percentagem de protdes; recorre-se assim a solventes deuterados,
nomeadamente, DO, CDCl3z e dsDMSO. O RMN pode ser aplicado no estudo de qualquer
nacleo com spin, ou seja, qualquer ndcleo com nimero de massa impar ou numero
atdbmico impar. Podem assim ser estudados elementos como o 1H, 2H, 13C, 12N e 170,
uma vez que possuem spin. Para a caracterizagdo dos polimeros sintetizados ao longo
deste trabalho foi usada a técnica de RMN para 1H (*H RMN).

1.4. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de copolimeros é uma das estratégias exploradas para obter novos e
melhores sistemas de entrega de material genético, visto que a combinacédo de polimeros
permite juntar as caracteristicas e vantagens das diferentes estruturas quimicas numa sé
molécula. Recentemente, foi divulgada a utilizacdo de copolimeros de bloco compostos
por PBAE ¢ PDMAEMA.?® Este copolimero é totalmente catidnico, tem uma alta
densidade de cargas positivas, responde a estimulos como o pH e possui propriedades de
degradacao e biocompatibilidade melhoradas gracas a presenca do segmento de PBAE.

Dados os resultados promissores apresentados por Cordeiro et al. e tendo em conta
0 objetivo deste trabalho, neste documento € explorada uma abordagem que pretende
simular o copolimero citado, introduzindo como nova variante um segmento de PEG.
Desta forma, neste trabalho é proposto um blend (mistura) de trés polimeros: PBAE,
PDMAEMA e PEG-b-PDMAEMA (copolimero de bloco). Este novo sistema de entrega
de material genético foi testado na linha celular COS-7 e comparado com o polimero gold
standard, o PEI ramificado (25 000 g.mol™), e um dos copolimeros sintetizados por
Cordeiro et al., de modo a validar a sua capacidade como vetor de entrega para a terapia

génica.
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2. Materiais e Métodos

2.1. SINTESE DOS POLIMEROS

2.1.1. MATERIAIS

Os seguintes reagentes foram usados como recebidos: 2-propanol (IPA) (Fisher
Chemical); 5-amino-1-pentanol (Alfa Aesar, 97%); acetona e etanol provenientes da
Ghataran Shimi T. Co.; agua Milli-Q (Milli-Q®, Millipore, resistividade >18 MQ-cm),
obtida por osmose inversa; brometo de cobre Il (CuBr2) (Acros, +99%, extra puro,
anidro); brometo de a-bromoisobutirilo (BBiB) (Aldrich, 98%); cloroférmio deuterado
(CDCls) (Euriso-top, +1% tetrametilsilano (TMS)); diacrilato de 1-4-butanodiol (Alfa
Aesar, +99%); éter dietilico (>99,8%, Sigma-Aldrich); Etil-a-bromoisobutirato (EBiB)
(Aldrich, 98%); ferro (p6) (Fe(0)); N,N,N’,N”’’N”* Pentametildietilenotriamina
(PMDETA) (Aldrich, 99%); n-hexano (Fisher Chemical); poli(etileno glicol) monometil
éter (MPEG) (Aldrich, M, 1000 g.mol™?); poli(etileno glicol) monometil éter (MPEG)
(Aldrich, M, 2000 g.molt); Poli(etileno glicol) monometil éter (MPEG) (Aldrich, M, 400
g.molY); sulfato de magnésio (Sigma-Aldrich, +97%); tetrahidrofurano (THF) (Fisher
Chemical).

O 2-(dimetilamino)etil metacrilato (DMAEMA) (Aldrich, 98%) foi passado por
colunas de areia e alumina para remoc¢do do inibidor; o 4-(dimetil amino)piridina
(DMAP) (Sigma-Aldrich, +99%) foi previamente recristalizado em tolueno; o
diclorometano (DCM) (Fisher Scientific, +99,6%) seco por destilagdo com hidreto de
calcio seco; o dimetilsulfoxido (DMSQO) (Fisher Chemichal), destilado e seco sobre
condicBes de baixa pressdo; a trietilamina (TEA) (Sigma-Aldrich, 96%) foi também
destilada.

Para a Cromatografia por Exclusédo de Tamanhos (SEC) foram usados standards
de poli(metil metacrilato) (PMMA) (Polymer Laboratories) (Acros, 99% , ~70 mesh) e
para a cromatrografia liquida de alta performance (HPLC) foi usado DMF (Panreac,

HPLC grade), que foi usado como recebido.
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2.1.2. SINTESE DO MACROINICIADOR PEG-BR

Em muitas situacdes € necessario remover os residuos de agua dos reagentes de
forma a que os procedimentos de sintese posteriores sejam levados a cabo em condi¢oes
inertes. No caso do PEG, a &gua é retirada por destilacdo azeotropica em tolueno. Com
este procedimento garante-se que ndo existe dgua no sistema que possa Vir a reagir com
0s brometos de acido utilizados para a esterificacdo do PEG.

Em primeiro lugar o mPEG e o tolueno séo adicionados a um baldo de fundo
redondo com uma entrada, numa proporc¢éo de 1:4 (ou seja, por 20 g de PEG, adicionam-
se 80 mL de tolueno). O PEG foi dissolvido no tolueno através de agitacdo magnética. O
baldo deve estar ligado a um condensador e colocado num banho de 6leo. Este banho foi
de seguida aquecido até uma temperatura méaxima de 130 °C. A reacdo deve ser mantida
até que 75 a 90% do tolueno adicionado ser recolhido no copo de recolha. De seguida, 0
PEG foi arrefecido até atingir a temperatura ambiente e foi armazenado na hotte.>®

A sintese do Macroiniciador mPEG-Br foi adaptada de um procedimento descrito
na literatura.>® O DMAP (2,75 g, 22,5 mmol) foi dissolvido em 10 mL de diclorometano
(DCM) seco, obtido previamente por destilacdo em hidreto de célcio. A esta solugéo foi
adicionada a TEA (2,10 mL, 15 mmol), sendo o total depois transferido para um baldo de
fundo redondo com trés entradas, preparado previamente com entrada e saida de gas e
agitacdo magnética. Colocou-se o baldo num banho de gelo, para que a temperatura
atingisse os 0 °C. O BBIB (4,64 mL, 37,5 mmol) (previamente dissolvido em 10 mL de
DCM seco ¢ adicionado gota a gota, formando uma dispersdo amarela. De seguida, 0
mPEG (M» 1000 g.mol?) (15,00 g, 15,0 mmol) (previamente seco por destilacio
azeotrdpica), dissolvido em 50 mL de DCM seco, é adicionado gota a gota durante uma
hora sob atmosfera de azoto. A temperatura foi elevada a temperatura ambiente,
mantendo-se a reacdo durante 24 horas com agitagdo magnética. Para purificar o
polimero, a solucdo foi filtrada e metade do solvente foi evaporado através de evaporagao
rotativa, sendo de seguida precipitada em éter dietilico frio. O produto foi filtrado, lavado
com éter dietilico e seco sob vacuo.

Uma vez que o processo de purificacdo acima descrito revelou graves problemas
ao nivel da sua eficiéncia, isto €, apenas uma pequena percentagem do polimero inicial
era recuperada apés a purificagdo, foi encontrado um procedimento alternativo para a
purificacdo do macroiniciador.®® Deste modo, seguiu-se um procedimento idéntico ao ja

descrito para a sintese do mPEG-Br. No entanto, para efeitos de purificagdo do polimero,
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a solucéo foi filtrada e metade do solvente foi evaporado por evaporacdo rotativa. A
solugdo foi precipitada em éter dietilico frio e seca sob vacuo. O polimero foi dissolvido
em agua Milli-Q a pH 8-9, sendo depois extraido com diclorometano, sendo as camadas
organicas secas com sulfato de magnésio durante a noite. A solucdo foi filtrada e o
diclorometano removido através de evaporacao rotativa, sendo depois precipitada em éter
dietilico frio e seca sob vacuo.

A reacdo de sintese do macroiniciador mPEG-Br é catalisada por duas
substancias: 0 DMAP e a TEA. Neste trabalho foram sintetizados trés macroiniciadores
mPEG-Br com pesos moleculares que variaram entre os 2000 g.mol™* e os 400 g.mol?, o
que levantou uma questdo relativamente a quantidade de catalisador necessaria. Sabe-se
que, para a mesma massa inicial de polimero, a medida que o seu peso molecular diminui,
aumenta a quantidade de catalisador a usar. Surgiu assim a necessidade de encontrar um
método alternativo que permitisse diminuir a quantidade de catalisador utilizada. Este
novo método eliminou a necessidade de secar previamente 0 mPEG. Assim, 0 mPEG (M
400 g.mol ™) (25 g, 62,5 mmol) foi dissolvido em 300 mL de tolueno num bal&o de fundo
redondo com trés entradas. Depois da destilacdo azeotropica de 30 a 40 mL de tolueno a
pressdo reduzida para remover residuos de agua, foi adicionada a TEA (15 mL, 107,63
mmol) e o baldo foi depois colocado num banho de gelo de modo a baixar a temperatura
para 0s 0 °C. Seguidamente, adicionou-se 0 BBiB (14,99 mL, 121,25 mmol), gota a gota,
através de uma seringa, durante uma hora. A reacdo foi mantida durante 24 horas, com
agitacio magnética e a temperatura ambiente.%° O processo de purificacio adotado foi

igual ao segundo método de purificacdo apresentado.

2.1.3. SINTESE DO PDMAEMA E PEG-b-PDMAEMA

A sintese do PDMAEMA foi efetuada por SARA ATRP do DMAEMA e
catalisada por um sistema de [Fe(0)]o/[CuBr2]J0/[PMDETA]o = 1/0,1/1,1.%*

Para um grau de polimerizagédo (DP) igual a 100, foi pesada num reator Schlenk
uma mistura de CuBr2 (4,26 mg, 0,02 mmol), PMDETA (36,38 mg, 0,21 mmol), IPA
(2,89 ml) e agua Milli-Q (321,5 uL) (solventes previamente borbulhados com azoto
durante 15 minutos). De seguida, adicionou-se ao reator o DMAEMA (3 g, 19,08 mmol)
e 0 EBIB (37,22 mg, 0,19 mmol). Por fim, adicionou-se Fe(0) (10,66 mg, 0,19 mmol). A
amostra foi agitada e depois congelada em azoto liquido. O reator Schlenk com a mistura

da reacdo foi assim desoxigenado através de quatro ciclos de desgaseificagdo
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(congelamento-vacuo-descongelamento), sendo introduzido azoto ap6s o Gltimo ciclo, de
modo a garantir que a rea¢éo decorre sob atmosfera de azoto. O reator foi entdo colocado
num banho de 6leo a temperatura da reacdo (25 °C) com agitacdo magnética. A reacdo
foi parada ao fim de 2,5 horas de forma a obter o peso molecular necessario (com base na
cinética da reacdo efetuada). Para efeitos de purificacdo, 0 PDMAEMA foi precipitado
em n-hexano e dissolvido novamente em THF, sendo depois passado numa coluna de
alumina para remover os catalisadores metalicos. A solucéo foi concentrada sob baixa
pressdo num evaporador rotativo e reprecipitada em n-hexano. O polimero foi colocado
numa estufa de vacuo durante uma noite a 40 °C.

A sintese do copolimero de PEG-b-PDMAEMA foi feita de modo semelhante ao
descrito acima. Assim, para um DP igual a 28, num reator Schlenk foi pesada uma mistura
de CuBr; (71,02 mg, 0,32 mmol), PMDETA (606,07 mg, 3,50 mmol), IPA (13,50 mL) e
agua Milli-Q (1,5 mL) (solventes previamente borbulhados com azoto durante 15
minutos). De seguida, adicionou-se ao reator o DMAEMA (14 g, 89,02 mmol) e 0 mPEG-
Br (3,65 g, 3,18 mmol). Por fim, adicionou-se Fe(0) (177,6 mg, 3,18 mmol). A amostra
foi agitada até a completa dissolucédo do iniciador mPEG-Br e depois congelada em azoto
liquido. O reator Schlenk com a mistura da reacdo foi desoxigenado através de quatro
ciclos de desgaseificacdo (congelamento-vacuo-descongelamento), sendo introduzido
azoto ap0s o ultimo ciclo, de modo a garantir que a reacdo decorre sob atmosfera de azoto.
O reator foi entdo colocado num banho de 6leo a temperatura da reacdo, neste caso 50
°C, dado que o iniciador mMPEG-Br ndo ¢ muito soltivel em IPA a 20 °C, com agitagdo
magnética. A reacdo foi parada ao fim de 4 horas de forma a obter o peso molecular
pretendido (com base na cinética da reacdo previamente realizada). Para efeitos de
purificacdo, o copolimero foi precipitado em n-hexano e dissolvido novamente em THF,
sendo depois passado numa coluna de alumina para remover os catalisadores metalicos.
A solucdo foi concentrada sob baixa pressdo num evaporador rotativo e reprecipitada em

n-hexano. O polimero foi colocado numa estufa de vacuo durante uma noite a 40 °C.

2.1.4. SINTESE DO PBAE

O a,m-acrilato-poli(B-amino-éster) foi sintetizado através de uma reacao de adicéo
de Michael, ja descrita na literatura.3®*?® O 5-amino-1-pentanol (1,5 g, 14,54 mmol) foi
pesado num vial opaco, ao qual foi adicionado o diacrilato de 1-4-butanodiol (2,67 mL,

14,54 mmol). Depois de inserir uma barra magnética com revestimento de teflon, o vial
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foi selado com uma tampa de rosca e fita de teflon. De seguida, a reacédo foi colocada num
banho pré-aquecido a 90 °C com agitagdo. Ao fim de 6 horas foi feita uma segunda adi¢do
de 5-amino-1-pentanol (0,5 g, 4,85 mmol) e de diacrilato de 1-4-butanodiol (1,067 mL,
5,82 mmol). Passadas 12 horas sobre o inicio da reacéo, foi feita ainda uma terceira adi¢cdo
de mondmeros, com gquantidades iguais as da segunda. Nesta fase foi ainda adicionado 1
mL de DMSO seco. Decorridas 24 horas, a reacao foi arrefecida até atingir a temperatura
ambiente e foi precipita e lavada trés vezes com eéter dietilico frio. O polimero foi seco
durante a noite numa estufa com vacuo a 40 °C. O polimero foi armazenado a -20 °C até

ser usado.

2.1.5. TECNICAS DE CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

Para a caracterizagdo das vérias caracteristicas fisicas dos polimeros sintetizados
foram usadas duas técnicas: a Cromatografia por Exclusdo de Tamanhos e a

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear.

2.1.5.1. CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE TAMANHOS (SEC)

Neste trabalho, o equipamento de SEC utilizado foi um Viscotek (detetor Dual
270, Viscotek, Houston, EUA) equipado com um viscosimetro diferencial (DV), um light
scattering (RALLS, Viscotek) e um detetor de indice de refracdo (RI, Knauer K-2301).
O sistema de coluna era constituido por uma coluna de guarda PL 10 mm (50x7,5 mm?)
seguida por duas colunas MIXED PL-B (300x7,5 mm?, 10mm). Com o auxilio de uma
bomba HPLC (Knauer K-1001) o caudal foi mantido a 1 mL/min. As medicdes foram
realizadas com uma solugdo a 0,02% de LiBr em DMF a 60 °C, usando para isso um
aquecedor Elder CH-150. O sistema tem também acoplado um desgaseificador Knauer
online. Antes da injecdo da amostra, esta foi filtrada com uma membrana de
tetrafluoretileno (PTFE) com poros com 0,2 pum. Para a determinagdo dos pesos
moleculares (médio e ponderado) e da dispersividade foi utilizado o software OmniSEC
4.6.1.354, com a convecgdo convencional, tendo o sistema sido calibrado com padrées de
PMMA.
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2.1.5.2. ESPETROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN)

As amostras poliméricas, quer das misturas reacionais, quer dos polimeros
purificados, foram analisadas num espectrometro Bruker Advance 111 400 MHz, com um
detetor de tripla ressonancia de 5-mm TXI, utilizando como solvente da amostra CDCl3
com tetrametilsilano (TMS) como padrao interno.

A anélise dos espectros de RMN foi feita com recurso ao software MestReNova
6.0.2-5475, que permitiu integrar os picos relativos aos diferentes monomeros e

polimeros, permitindo assim saber a conversao da reacdo e o peso molecular do polimero.

2.2. ATIVIDADE BIoLOGICA E CARACTERIZACAO DOS

POLIPLEXOS

2.2.1. MATERIAIS

No estudo da atividade biolégica foram usados os seguintes materiais: &cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Sigma-Aldrich); albumina do soro bovino (BSA)
(Sigma); cloreto de magnésio (MgCl.) (Sigma); DC™ Protein Assay (Bio-Rad); DL-
ditiotreitol (Sigma); D-luciferina; sal sddico (Synchem, 99%); Dulbecco's modified Eagle
medium — high glucose (DMEM-HG) (Sigma-Aldrich); glicerol (Sigma); PEI
(ramificado, My, 25000 g.mol?) (Sigma); plasmideo que codifica a luciferase
(pCMV.Luc) (Vical); resazurina; sal sodico (Sigma-Aldrich); tri-fosfato (Sigma);
Triton™ X-100 (Sigma).

2.2.2. LINHA CELULAR E CONDICOES DE CULTURA

A linha celular COS-7 deriva do rim do Macaco Verde Africano, Cercopithecus
aethiops. Estas células sdo semelhantes a fibroblastos humanos e adequam-se a transfegédo
através de vetores, razdo pela qual foram escolhidas para a realizacéo deste estudo.

As células COS-7 foram mantidas no meio de cultura Dulbecco's modified Eagle
medium — high glucose (DMEM-HG) (Sigma-Aldrich, MO, USA), contendo 10% (V/V)
de soro fetal bovino inativado pelo calor (FBS) (Sigma-Aldrich, MO, USA), penicilina
(100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), a 37°C sob uma atmosfera de 5% de CO2. As

células foram cultivadas em frascos de 75 cm? (Corning®) efetuando-se a sua passagem
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duas vezes por semana, de modo a ndo ultrapassar uma confluéncia superior a 80%. Para
a passagem das células, primeiro procedeu-se a remog¢do do meio de cultura, seguida de
uma lavagem com PBS. Depois, adicionaram-se 1,5 mL de tripsina, para destacar as
células, e o frasco foi colocado na incubadora (durante aproximadamente 5 minutos) para
garantir que as células ficassem em suspensédo. Imediatamente depois, foram adicionados
8,5 mL de meio de cultura, para inativar a agdo da tripsina, de modo a perfazer 10 mL no
total. A linha celular foi passada numa razdo de 1:10 para um novo frasco, ao qual foram

adicionados 20 mL de novo meio de cultura.

2.2.3. PREPARACAO DOS POLIPLEXOS

Para analisar o comportamento dos polimeros anteriormente sintetizados em
termos de capacidade para mediar transfecdo e em termos de viabilidade celular, foram
preparados complexos de polimero e DNA (poliplexos).

Em termos préticos, para a correta preparacdo dos poliplexos € necessario calcular
a massa de cada polimero em cada formulacdo. Esta massa € calculada de acordo com a
Equagdo 1, em que N é o réacio de polimero no N/P, 3,03x10° é o nimero de cargas
negativas presentes numa micrograma de DNA (massa de DNA usada para a preparacao
dos poliplexos), cargas*-npolimero™ € a quantidade de cargas positivas por mol de polimero,

Mn é a massa molar média do polimero e a é a fragdo molar com que o dado polimero

. ~ % molar:
contribui para a formulacdo em causa (a = o0 )
3,03 x 1077
massay = N X ~ — XM, Xa
cargas’ * Nygjimero

Equagdo 1: Célculo da massa de cada polimero numa dada formulago.

Assim, varias combinagdes com diferentes percentagens de cada polimero foram
dissolvidas em agua milli-Q e misturados com 1 pg de pCMV-Luc (plasmideo que
contém o gene da luciferase) de acordo com o racio de carga polimero/DNA (N/P, +/-)
pretendido. Os poliplexos foram incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente,

periodo apos o qual foram imediatamente usados.
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2.2.4. TRANSFECAO IN VITRO — ENSAIO DE LUMINESCENCIA

Para avaliar a sua capacidade de transfecéo, os polimeros foram complexados com
um plasmideo de DNA que contém o gene da luciferase. A enzima luciferase é encontrada
em organismos que emitem luz naturalmente (bioluminescéncia), como os pirilampos. Na
presenca da luciferase, a luciferina é convertida a oxiluciferina, havendo também
libertacdo de energia na forma de luz, sendo esta facilmente quantificada (Figura 12).
Como a reacdo sé pode ser catalisada pela luciferase, € possivel relacionar a quantidade
de luz emitida com a quantidade de luciferase presente na amostra, ou seja, com a
expressao do gene que foi introduzido nas células pelos vetores poliméricos. Esta técnica
é bastante sensivel, sendo indicada para a analise de amostras com pequenas diferencas.
Ao contrario de outras técnicas, o ensaio de luminescéncia quantifica o transgene

expresso pelas células e ndo a quantidade de células transfectadas.

Luciferase

Luciferina + O, + ATP ———— Oxiluciferina + CO, + AMP + PP + LUZ

Figura 12: Reacdo catalisada pela luciferase e que conduz & emissdo de luz.

De modo a realizar os ensaios de transfecdo, as células COS-7 foram plaqueadas
aquando de um estado de confluéncia de 70 a 80%, ou seja, numa fase 6tima de
crescimento. Em primeiro lugar, as células foram tripsinizadas e suspensas em meio de
cultura, sendo depois determinada a densidade de células na suspensdo através da
contagem de células num hemocitometro. Para efeitos de avaliacdo da expressdo da
luciferase, foram plaqueadas 2,5 x 10 células por poco em placas de 48 pogos. Apds 24
horas, o0 meio de cultura foi removido e foram adicionados 300 pL de DMEM-HG (com
ou sem soro). De seguida, foram adicionados 50 pL de poliplexos (correspondendo a 1
ug de DNA) a cada pogo. As células foram depois incubadas durante 4 horas (a 37°C e
sob uma atmosfera de 5% de CO-), sendo depois 0 seu meio removido e substituido com
DMEM-HG com 10% (V/V) de soro e antibioticos e as céelulas incubadas por mais 44
horas para permitir a expresséo do gene da luciferase.

Passadas 48h sobre a transfecéo, as células foram lavadas duas vezes com tampéo
fosfato salino (PBS) e 100 pL de tampé&o de lise [1 mM ditiotreitol; 1 mM EDTA; 25 mM
tri-fosfato (pH 7,8); 8 mM MgCI2; 15% glicerol; 1% v/v Triton™ X-100] foram
adicionados a cada pogo. A quantificacdo da expressao de luciferase nas células lisadas

foi feita através da detecdo da producéo de luz pela luciferase num luminémetro Lmax
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11384 (Molecular Devices). A proteina total das células lisadas foi medida com o DC™
Protein Assay (Bio-Rad) com padrbes de albumina do soro bovino (BSA). Os dados
obtidos foram expressos em Unidades Relativas de Luz (RLU) de luciferase por

miligrama de proteina total celular.

2.2.5. VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada através de um ensaio modificado de Alamar
Blue, paralelamente ao ensaio de luminescéncia. Esta técnica permite medir o potencial
de oxidacao/reducdo das células decorrente da producgdo de metabolitos em resultado do
crescimento celular e possibilita a determinacdo da viabilidade durante o ensaio sem
destacar as células (aderentes). Este corante azul € reduzido por enzimas mitocondriais e
citoplasmaticas (presentes em células metabolicamente ativas) ao aceitar eletrfes e,
consequentemente, sofre uma alteragdo do seu tom para rosa fluorescente.

Assim, 47 horas apos a transfecdo, as células foram incubadas com 300 pL de
uma solucdo a 10% (v/v) de corante Alamar Blue em DMEM-HG, preparado a partir de
uma solucéo stock de 0,1 mg/mL de Alamar Blue. Uma hora apds a incubacéo, foram
pipetados, de cada poco, 180 uL de sobrenadante para uma placa transparente de 96
pocos. De seguida, a absorvancia das amostras foi medida a 570 e 600 nm, num
espectrofotometro SPECTRAmax PLUS 384 (Molecular Devices). A viabilidade celular
(apresentada como uma percentagem de células controlo ndo tratadas) foi calculada de
acordo com a formula (As7o-Asoo) de células tratadas x 100/(As7o-Asoo) de células de

controlo.%!
2.2.6. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS POLIPLEXOS
A caracterizacdo fisico-quimica dos complexos polimero/DNA foi feita em

termos de tamanho, carga elétrica superficial e prote¢cdo do DNA dada pelos polimeros.

2.2.6.1. ANALISE DA DiFusAo DINAMICA DA Luz (DLS) E

POTENCIAL ZETA

O tamanho das nanoparticulas pode ser determinado pela difusdo dinamica da luz
(DLS). Este método baseia-se no movimento browniano das nanoparticulas suspensas

num liquido, que provoca a dispersdo da luz com diferentes intensidades. A analise da
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variacdo da intensidade permite calcular a velocidade com que as particulas se movem e,
consequentemente, o tamanho da particula. O potencial zeta é uma medida da carga
elétrica a superficie das nanoparticulas, baseada na mobilidade eletroforética resultante
da aplicacdo de um campo elétrico.

As medicOes de DLS foram realizadas num Zetasizer Nano-ZS (Malvern
Instruments Ltd., UK). A distribuicdo de tamanhos das particulas (em intensidade), o
didmetro hidrodindmico médio das particulas (z-médio) e o indice de polidispersividade
(PDI) foram determinados com o software Zetasizer 6.20. As medidas foram efetuadas a
25 °C e com um angulo de dispersdo oposto de 173°.

As medic¢des do potencial zeta foram também realizadas num Zetasizer Nano-ZS
(Malvern Instruments Ltd., UK) acoplado a um laser de eletroforese doppler. Esta
grandeza foi determinada através do modelo de Smoluchovski.

Para a realizacdo destes ensaios, os polimeros foram dissolvidos em agua Milli-Q
e misturados com 4 pg de pCMV-Luc de acordo com o racio de carga polimero/DNA
(N/P, +/-) pretendido e com a concentracdo utilizada nos ensaios de atividade bioldgica
(tal como descrito no ponto 2.2.3). Os poliplexos foram incubados durante 15 minutos a
temperatura ambiente, periodo apds o qual foram imediatamente usados. Foram
realizados dois ensaios independentes, em triplicado, tanto para o tamanho como para o
potencial zeta das nanoparticulas.

2.2.6.2. ENSAIO DE INTERCALACAO DO BROMETO DE ETIDIO

A condensacdo do DNA provocada pelos polimeros em estudo foi analisada
através do ensaio de intercalacdo do brometo de etidio (EtBr).

Os poliplexos foram preparados de acordo com o ponto 2.2.3. Passados 0s 15
minutos de incubacéo, foram transferidos 50 uL de cada amostra para uma placa de 96
pocos preta (Costar, Cambridge, CA, USA). De seguida, 50 puL de uma solugédo de EtBr
foi adicionada de formar a atingir uma concentracéo final de 400 nM. Apds um periodo
de incubacdo de 10 minutos, a fluorescéncia foi medida num fluorimetro SpectraMax
Gemini EM (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) a Aexc = 518 nm e Aem = 605 nm.

A escala de fluorescéncia foi calibrada de forma a que a fluorescéncia inicial do
EtBr fosse estabelecida como a fluorescéncia residual. Para tal, adicionaram-se 50 pL de
solucéo de EtBr a 50 pL de &gua Milli-Q, de modo a obter uma concentracéo final de

EtBr de 400 nM. O valor de fluorescéncia obtido com 1 pug de DNA isolado, dissolvido

35



Desenvolvimento de Nanoparticulas de Base Polimérica para Entrega de Material Genético

em 50 pL de &gua Milli-Q (controlo), foi estabelecido como o maximo (100%). A
quantidade de DNA disponivel para interagir com a sonda foi calculado subtraindo o valor
da fluorescéncia residual aos valores obtidos para as amostras e expresso como

percentagem do controlo.
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3. Resultados e Discussao

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo
deste trabalho. Dada a sua natureza, esta seccdo estd dividida em duas partes: a
caracterizagdo dos polimeros sintetizados e a avaliagdo da atividade bioldgica das

nanoparticulas formadas por esses mesmos polimeros.

3.1. CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

Dado o objetivo deste trabalho, o desenvolvimento de nanoparticulas de base
polimérica para entrega de material genético, foram sintetizados trés tipos de polimeros:
PEG-b-b-PDMAEMA, PDMAEMA e PBAE. Como referido no ponto 1.4, a escolha
destes trés polimeros foi feita com base nos resultados promissores apresentados na
literatura. Assim, nesta subseccdo serdo apresentados e discutidos os resultados relativos

a sintese destes polimeros, com especial enfase nos pesos moleculares e D.

3.1.1. CARACTERIZACAO DO MACROINICIADOR PEG-BR

A primeira fase deste trabalho consistiu em sintetizar trés macroiniciadores PEG-
Br, com diferentes pesos moleculares (400, 1000 e 2000 g.mol™?), com o objetivo de os
mesmos serem posteriormente utilizados na sintese dos copolimeros de PEG-b-
PDMAEMA. Os macroiniciadores PEG-Br foram sintetizados através da esterificacdo do
polimero PEG com brometo de a-bromoisobutirilo (Figura 13), de acordo com o

procedimento experimental mencionado no ponto 2.1.2.

o}

CH3
P 0°C.24h  HC
Br C—Br
Br

Poli(etileno glicol) metil éter CHy

(mPEG) Brometo de a-Bromoisobutirilo PEG-B
(BiBB) G-Br

Figura 13: Reacdo de esterificagdo do PEG.%?

Com a reacdo de esterificacdo pretende-se funcionalizar o PEG, ou seja,
substituir o grupo hidroxilo (OH) presente no terminal da cadeia polimérica e introduzir

um halogéneo (bromo, neste caso) no seu lugar. Esta modificacdo na estrutura quimica
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do polimero permite que 0 mesmo seja mais tarde utilizado para a sintese do copolimero
de PEG-b-PDMAEMA, assumindo o PEG-Br o papel de macroiniciador na reacdo de
ATRP, cujo mecanismo esté descrito no ponto 1.3.1.3.

d Ha Ha
HsC c.° c |
¥~ c C/ NN -

AN o

T T T T T T T T T T T T T T T
4.3 4.1 3.9 3.7 3.5 3.3 3.1 2.9

L I e L L e e e N e e
2.7 2.5 2.3 2.1 1.9 1.7 1.5 1.3 11
& (ppm)

Figura 14: Espectro de *H RMN de PEG000-Br puro em CDCls.

Apds a sintese e purificacdo dos macroiniciadores PEG-Br, procedeu-se a sua
analise pelas técnicas de *H RMN e SEC, oferecendo estas informacio sobre o peso
molecular e P do polimero. No caso de uma reacao de esterificacao, a analise do espectro
de TH RMN é especialmente relevante, pois permite caracterizar a estrutura quimica do
polimero através da observacdo dos desvios quimicos patentes no seu espectro, dando
assim a possibilidade de avaliar o grau de funcionalizagdo atingido. Antes da sua
funcionalizagdo, o espectro de *H RMN o PEG diferencia-se pela presenca de um pico a
2,45 ppm, relativo ao grupo hidroxilo. Assim, e como se pode comprovar pela Figura 14,
o grupo referido foi substituido, dado que néo é visivel nenhum pico naquela localizacéo.
Ainda associados a esterificacdo do PEG estéo os sinais de absorcéo de protdes a 4,33
ppm (2H, -CH>-) e 1,94 ppm (6H, —CHs-) ((b) e (c), respetivamente). Tendo em
consideracdo que o pico a 3,33 ppm (d) corresponde a um grupo metil, ou seja, a trés
protdes, a area de integracdo dos picos ¢, b e d tera de obedecer & proporcao 6:2:3, sendo

esta garantia de uma correta funcionalizagdo do PEG, ou seja, da formagdo do
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macroiniciador PEG-Br.%? O espectro de *H RMN permite ainda calcular o grau de
polimerizagdo (DP) do PEG, cujo valor é assim dado pelo quociente entre a area de
integracdo do pico a 3,57 ppm (a) e o numero de protBes a que se refere (quatro). Na
Tabela 5 sdo apresentados os resultados relativos a esterificagdo dos trés
macroiniciadores, assim como 0s seus DP’s, pesos moleculares calculados por RMN
(M) e por SEC (M) e B. Os espetros de *H RMN dos restantes macroiniciadores PEG-

Br encontram-se no Anexo 6.1.

Tabela 5: Caracterizacdo dos macroiniciadores PEG-Br.

Desvios Quimicos (ppm) M, M, SEC
357(a) 433(b) 194(c) 3.33(d) °F gmory @mory P
PEGu00-Br 32,35 2,18 7,09 3 8 356 793 1,113
PEGuio00-Br 112,46 2,06 6,57 3 28 1234 1494 1,062
PEG2000-Br 208,16 2,29 6,58 3 52 2293 2796 1,060

Analisando os dados relativos as areas de integracdo dos picos (b), (c) e (d) é
possivel concluir que os macroiniciadores foram corretamente sintetizados, dada a
concordéncia entre a propor¢do acima referida e as obtidas. Pode-se assim concluir que
0s macroiniciadores sintetizados podem ser usados posteriormente para a sintese do
copolimero de bloco PEG-b-PDMAEMA.

3.1.2. CARACTERIZACAO DO PDMAEMA E PEG-b-PDMAEMA

A sintese do polimero de PDMAEMA e de PEG-b-PDMAEMA seguiu o
procedimento mencionado no ponto 2.1.3. A escolha deste método foi motivada pelos
seus atributos, que o tornam ideal para aplicacbes biomédicas. Esta metodologia de
sintese, proposta por Cordeiro et al.?*, baseia-se num sistema catalitico de Fe(0) e CuBr;
com PMDETA como ligando em IPA e H,O. O PMDETA é um dos ligandos mais usados
em ATRP devido a sua disponibilidade a nivel comercial e baixo custo. Um dos solventes
tipicamente utilizados na sintese de PDMAEMA é o IPA. Contudo, a introdugdo de
pequenas quantidades de agua no sistema proporciona um maior controlo sobre a
polimerizacéo, o que diminui significativamente os valores de D obtidos, e evita o uso de
altas temperaturas de reacdo, podendo esta decorrer assim a temperatura ambiente (25
°C). Desta forma, os solventes utilizados foram o IPA e a H,O, numa proporcdo de 9/1

(v/v), respetivamente. Por ultimo, referir que o sistema catalitico eleito, composto por um
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metal de valéncia zero (Fe(0)) e pequenas quantidade de CuBr», para além de permitir um
estrito controlo e taxas mais elevadas de polimerizacdo, é o mais indicado para aplicacdes
biomédicas, pois o ferro € um metal biocompativel (o que facilita a purificagdo). Do ponto
de vista ambiental, os solventes alcodlicos sdo também mais vantajosos. A reacao de

sintese do PDMAEMA ¢ apresentada na Figura 15.

CHj

H,C
5 . /\ __Fe(0yCuBr, H3C\/
o IPA/H20 25°C CH,

Etil-a-bromoisobutirato

N—CH, N——CHs;

HsC HsC

2-(dimetilamino)etil metacrilato PDMAEMA
(DMAEMA)

Figura 15: Reagdo de sintese do PDMAEMA por SARA ATRP.

Apesar da cinética da reacdo ja se encontrar descrita na literatura, optou-se por
realizar uma nova, de modo a melhor caracterizar o peso molecular e a & do polimero ao
longo da reacdo de sintese, assim como precaver possiveis alteracbes no seu
comportamento (Figura 17). No decorrer da reacdo foram recolhidas amostras da mistura
reacional, que foram depois analisadas por SEC e RMN. A primeira técnica de
caracterizagdo oferece informagéo sobre o peso molecular médio (M:E€) e a © (Mw/M)
do polimero, enquanto que a segunda a permite calcular a conversdo da reacdo. A
integracdo dos picos correspondentes a ressonancia de protdes do monomero de
DMAEMA (a 6 e 5,5 ppm) e de um pico caracteristico do PDMAEMA, entre 1 e 0,7 ppm
(picos (m1) e (m.) e (b+d), respetivamente - Figura 16) possibilita o calculo da conversdo
(Equacdo 2), tendo esta estimativa base no numero de protdes correspondentes a cada

sinal.

§(1-0,7)

~ 3 0
Conversao = 5(6) ¥ 5(5.5) N 5 =07) x 100 (%)
2 3

Equacéo 2: Célculo da conversdo da reacao.
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Figura 16: Espectro de *H RMN de uma amostra néo purificada de PDMAEMA em CDCls.

De acordo com a cinética obtida (Figura 17), foi possivel obter conversdes acima
dos 80% e pesos moleculares relativamente controlados (P abaixo dos 1,5). Ainda assim,
estes valores ficam aquém dos descritos na literatura, podendo isso dever-se a fatores
como a presenca de impurezas no mondémero ou a limitagdes no controlo da temperatura
da reacdo, uma vez que a mesma decorreu a temperatura ambiente. A polimerizacdo por
RDRP tem cinética de primeira ordem, facto que se comprova, pois In[M]o/[M] varia

linearmente com o tempo.
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Figura 17: Representacéo grafica da conversdo e In[M]o/[M] em fungéo do tempo (a) e de M,5E¢ e My/M,
() em funcdo da conversdio para ATRP do DMAEMA em IPA/H,0. Condigdes:
[DMAEMA]W/[IPA]/[H20] = 1/0,9/0,1 (v/v); [DMAEMA]/[EBIiB]o/[Fe(0)]o/[CuBr2]o/[PMDETA], =
100/1/1/0,1/1,1 (molar).

Analisando as curvas de SEC das amostras (Figura 18), pode-se concluir que, para

conversdes acima dos 60%, algumas das cadeias perderam o terminal halogenado,
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deixando assim de poder continuar a crescer, uma vez que as curvas estdo um pouco
sobrepostas, principalmente nas zonas de menor volume de retengédo, o que explica o

aumento da P.%*

1,0
g o8 4,55 h
= 8,25 h ‘\ : (65,8 %)
£ 06 (84,9 %) | |
= | 2,97h
= / (40,4 %)
o N N
o 04 1,53h
> 6,03 h /(14,5 %)
2 (75,2 %) -
@ 0,2
0’0 S S g g SEmsaIaen N ety
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Volume de Retengéo (mL)

Figura 18: Curvas de SEC para as amostras de PMDMAEMA obtidas a diferentes tempos de reagao.
Condicbes: [DMAEMAI]W/[IPA]J/[H0] = 1/0,9/0,1 (v/v); [DMAEMA]/[EBiB]o/[Fe(0)]o/[CuBra]o/
[PMDETA], = 100/1/1/0,1/1,1 (molar).

Comparando a sintese do copolimero de bloco PEG-b-PDMAEMA com a do seu
homopolimero, esta tem como diferencas o iniciador utilizado (enquanto que a sintese do
PDMAEMA é feita com recurso ao iniciador EBiB, a do PEG-b-PDMAEMA é iniciada
com o macroiniciador PEG-BTr) e a temperatura de reacdo, que neste caso é 50 °C (para
garantir a solubilidade do PEG-Br) (ponto 3.1.1 acima) (Figura 19). Dadas as
semelhancas entre as cinéticas da sintese dos copolimeros de bloco e a acima explorada,

as mesmas nédo serdo aqui documentadas.
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PEG-Br 2

N
/ \
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PEG-b-PDMAEMA
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2-(dimetilamino)etil metacrilato
(DMAEMA)

Figura 19: Reacdo de sintese do PEG-b-PDMAEMA por SARA ATRP.
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Assim, prosseguiu-se para a segunda parte de sintese polimérica, a do polimero
PDMAEMA e dos copolimeros de bloco PEG-b-PDMAEMA. Estas reagdes foram
projetadas tendo em mente a informacdo obtida na reacdo de cinética do PDMAEMA
(Figura 17). Uma vez que para conversdes acima dos 60% a H do polimero é
relativamente elevada, teve-se como objetivo parar a reacdo a um tempo que
correspondesse a uma conversédo inferior a esse valor (ou seja, tempos de reacao entre as
3 e 5 horas). Quanto ao DP da reacédo, o seu valor foi planeado para que a conversao
referida o polimero tivesse uma massa molecular de DMAEMA entre os 5000 e 7500
g.mol. Os quatro polimeros sintetizados encontram-se caracterizados na Tabela 6, sendo

que todos os valores sdo relativos a amostras de polimero purificado.

Tabela 6: Propriedades do homopolimero e copolimeros sintetizados.

Tempo PEG-b-
de PEG PDMAEMA PDMAEMA M, SEC
. D
reacao DP M, DP M, M, (ng' )
(min) (g.mol?) (g.mol)  (g.mol?)
PDMAEMA 300 - 63 10229 - 7187 1,41
PEGu00-b-
PDMAEMA 240 11 485 42 6603 7237 5333 1,33
PEGa000-b-
PDMAEMA 195 26 1146 48 7546 8886 8564 1,25
PEG2000-b-
PDMAEMA 195 44 1939 32 5031 7119 7694 1,35

Todos os polimeros foram analisados por SEC e *H RMN, de modo a obter
parametros como a P e 0 peso molecular. Este ultimo € particularmente importante na
fase seguinte do trabalho, na medida em que, sabendo que cada monémero de DMAEMA
tem um atomo de azoto, € possivel saber qual ¢ a massa de polimero necesséria para
preparar poliplexos com o racio polimero/DNA N/P pretendido. Este assunto sera mais
explorado no ponto referente a Atividade Bioldgica das nanoparticulas preparadas.

As estruturas quimicas dos polimeros foram analisadas por *H RMN. Como ja foi
referido, esta técnica também permite calcular o peso molecular do polimero e,
consequentemente, o seu DP (nimero de vezes que o0 mondmero se repete ao longo de
cada cadeia polimérica). O espectro de *H RMN obtido para 0o PDMAEMA (Figura 20)
vai de encontro ao esperado, sendo semelhante ao exposto na literatura.>* Assim, os sinais
observados a 4,07 ppm (e) (2H, —-CH2>-), a 2,58 ppm (f) (2H, -CH>-), a 2,35-2,20 ppm
(9) (6H, —N(CHs3)2)-), a 2,00-1,75 ppm (c) (2H, -CCH.C-) e a 1,00-0,80 ppm (d) (3H, —
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CCH3Br-) estdo de acordo com a estrutura quimica esperada para o PDMAEMA. Os
protdes do grupo metil (CHs—CH-0-) (a) do iniciador EBiB sdo visiveis a 1,42 ppm. A
integracdo deste sinal devia permitir calcular o peso molecular do polimero (integrando
também um sinal relativo ao polimero, como o sinal (e), (f) ou (g)). Todavia, ndo foi
possivel delinear bem os limites para a integracdo do pico a, dada a sua indefinigéo, razao

pela qual o valor do peso molecular tedrico difere tanto do obtido por SEC (Tabela 6).
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Figura 20: Espectro de *H RMN de PDMAEMA (purificado) em CDCl; (M,SE¢ = 7187 g.mol?, P = 1,41).
Condicbes: [DMAEMA]J/[IPA]/[H.0] = 1/0,9/0,1 (v/v); [DMAEMA]J/[EBiB]o/[Fe(0)]o/[CuBra]o/

[PMDETA]o = 100/1/1/0,1/1,1 (molar), temperatura ambiente).

No espetro de *H RMN do PEG-b-PDMAEMA podem ser visualizados os sinais
de ressonancia dos protdes do PDMAEMA e do PEG, o que comprova 0 sucesso da
copolimerizacdo (Figura 21). Assim, o sinal observado a 3,65 ppm (f) foi atribuido aos
protdes do etileno do etileno glicol (4H, —O(CH2)20-) e 0 a 3,35 ppm (g) aos protdes do
grupo metil (3H, CH30-) do PEG. A partir deste ultimo pico, o (g), é possivel deduzir o
DP de cada um dos segmentos do copolimero, assim como os seus pesos moleculares
parciais e total (Tabela 6). Assim, assumindo que os picos do DMAEMA (e) e (c)
correspondem, respetivamente, a 3 e 6 protdes, e tendo como termo de comparacdo o DP

do segmento do PEG, é facil calcular o DP do segmento de PDMAEMA. Considerando
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0 caso especifico do copolimero PEGioo-b-PDMAEMA, obteve-se um DP do
PDMAEMA de 48, que corresponde a um peso molecular de 7646 g.mol™, a que se deve
somar o peso do segmento de PEG, de maneira a obter o peso molecular do copolimero,

que, desta forma, é 8886 g.mol™.
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Figura 21: Espectro de *H RMN de PEGo00-b-PDMAEMA (purificado) em CDCls (M,S5¢ = 8564 g.mol-
1, b = 1,25). Condigbes: [DMAEMA]J/[IPA]/[H.0] = 1/0,9/0,1 (v/v); [DMAEMA]/[MPEGiooo-
Br]o/[Fe(0)]o/[CuBr2]o/[PMDETA], = 100/1/1/0,1/1,1 (molar), temperatura ambiente).

Por Gltimo, importa dizer que todas as polimerizacdes foram controladas (todos
as b ficaram abaixo dos 1,5). Relativamente as diferencas entre os pesos moleculares
calculados por *H RMN e os obtidos por SEC, estas podem ser justificadas, em primeiro
lugar, pela propria diferenca entre métodos de caracterizagdo, e em segundo, pela
calibracdo convencional usada na analise dos dados obtidos por SEC — neste ponto, para
melhores resultados, devia ter sido calculado o dn/dc do polimero para as condi¢Ges de
operagdo do instrumento. Os espetros de *H RMN dos restantes copolimeros PEG-b-
PDMAEMA estdo disponiveis no Anexo 6.2.
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3.1.3. CARACTERIZAGAO DO PBAE

O poli(B-amino éster) (PBAE) foi sintetizado por uma reagdo de adi¢do de
Michael, cujo procedimento esta descrito no ponto 2.1.4 acima. O PBAE resulta da reacdo
entre os mondmeros diacrilato de 1,4-butanodiol e o 5-amino-1-pentanol, a uma
temperatura de 90 °C, durante 24 horas (Figura 22). Referir ainda que esta reacdo de
sintese ndo oferece condicBes para que exista um controlo estrito sobre o peso molecular
e a b do polimero. O tempo de reacdo é assim o Unico parametro que deve ser ajustado,

em funcédo do peso molecular alvo.

HO HO

o]

Hzc\)l\ AN~
o \"A\CH2 + 90°C, 24 h

[0} o

° HZC\)LO/\/’\/O\I(\/N\/\”/O\/\\/\OJ\¢CH2
- 0 o -

diacrilato de 1,4-butanodiol HN

5-amino-1-pentanol a,w-acrilato-poli(B-amino éster)

(o, w-acrilato-PBAE)

Figura 22: Sintese do a,w-acrilato-poli(B-amino éster).

O PPBAE sintetizado foi analisado por SEC e *H RMN, a fim de caracterizar a sua
estrutura quimica. O espetro de *H RMN deste polimero (Figura 23) é caracterizado pelos
sinais a 1,30-1,38 ppm (a1) (2H), 1,42-1,49 ppm (a2) (2H), 1,53-1,60 ppm (as) (2H), 1,65-
1,77 (b) (4H), 2,35-2,46 ppm (c) (6H), 2,68-2,81 (d) (4H), 3,55-3,65 ppm (e) (2H), 4,03-
4,14 ppm (f) (4H), 4,18-4,23 ppm (g) (4H), 4,31-4,38 ppm (h) (1H), 5,81-5,88 e 6,36-
6,45 (i) (2H) e 6,06-6,18 (j) (2H). Estes desvios quimicos estdo de acordo com o
esperado.’” A presenca de sinais relativos aos protdes do terminal acrilato possibilita o

calculo do peso molecular do PBAE através da integracdo dos sinais (d) e (j).

M, yur = DP X myg + 2 X my = DP x 301,37858 + 2 x 99,10788

d

—

em que DP =

—
N |\_.|-|> |

Equacéo 3: Célculo por *H RMN do peso molecular do PRAE.

De acordo com a formula presente na Equacao 3, em que myr € mt S80 a massa
molar da unidade de repeti¢ao e do terminal do PBAE, respetivamente, obteve-se um peso

molecular de 8938 g.mol, o que corresponde a um grau de polimerizagdo igual a 29.
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Figura 23: Espetro de *H RMN do o,w-acrilato-poli(B-amino éster) em CDCls.

Os resultados obtidos por SEC relativos ao polimero em nada sdo semelhantes aos
acima apresentados (Mn>E¢ = 1821 g.mol* e D = 7,854). Este desvio é expectavel e
justificado pela ja descrita inexisténcia de controlo sobre a reacdo de adicdo de Michael

que conduz a polimerizagdo do PBAE.

Em suma, foram sintetizados cinco polimeros: trés copolimeros de PEG-b-
PDMAEMA e dois homopolimeros, um de PDMAEMA ¢ outro de PBAE. Sendo o
objetivo do presente trabalho o estudo da influéncia de um segmento de PEG num sistema
de entrega de material genético baseado em polimeros de PDMAEMA e PBAE e havendo
algumas limitagdes em termos de tempo, o estudo da atividade biolégica incidira apenas
na combinacdo entre os polimeros totalmente cationicos PDMAEMA e PBAE e um
terceiro polimero, 0 PEG1o00-b-PDMAEMA. Estes foram os polimeros escolhidos por
duas razdes: a semelhanca entre o peso molecular do segmento de PDMAEMA no
copolimero e no homopolimero e o facto do PEG presente no copolimero ter um valor
central, de entre os trés sintetizados. O préximo ponto serd entdo dedicado a atividade

bioldgica do conjunto de polimeros escolhidos.
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3.2. ATIVIDADE BIOLOGICA E CARACTERIZACAO DOS

POLIPLEXOS

Ap0s o desenvolvimento dos polimeros, o seu potencial de agdo como vetores de
entrega de material genético foi avaliado. Assim, neste ponto referente a atividade
bioldgica e caracterizacdo dos complexos formados pelos polimeros/DNA, irdo ser
apresentados e discutidos os dados relativos a atividade de transfecdo in vitro e
citotoxicidade induzida pelos poliplexos e a caracterizagdo biofisica dos mesmos
(tamanho, potencial elétrico da sua superficie e capacidade de protecdo do DNA). De
referir que, pelas razdes ja expostas no final do ponto anterior (3.1.3), apenas trés dos

polimeros sintetizados foram testados.

Tabela 7: Polimeros cujo potencial de acdo como vetores de entrega de material genético foi avaliado.

M, (g.mol ™} cargas* Npolimero™
PEG1000-PDMAEMA 8886 48
PBAE 8938 29
PDMAEMA 7187 44

Na Tabela 7 encontram-se descritas as propriedades dos polimeros testados,
nomeadamente o seu peso molecular médio (My) e a quantidade (mol) de cargas positivas
por mol de polimero. Uma vez que o objetivo deste trabalho é a avaliacdo do impacto do
PEG sobre a combinagdo de polimeros PBAE e PDMAEMA, foi necessario desenhar um
conjunto de formulacbes para a preparacdo dos poliplexos com estes trés polimeros
(Tabela 8).

Tabela 8: Percentagens de cada polimero usadas em cada formulaco para a preparagéo dos poliplexos.

% molar
% (g) PEG
PBAE PEGi0-PDMAEMA PDMAEMA
PEG1000-PDMAEMA 0% 100% 0% 12,768
PBAE 100% 0% 0% 0,000
PDMAEMA 0% 0% 100% 0,000
PEG1000-PDMAEMA (60 %) 40% 60% 0% 6,006
PEGi000-PDMAEMA (30 %) 40% 30% 30% 3,116
PEGi000-PDMAEMA (15 %) 40% 15% 45% 1,588
PEGi000-PDMAEMA (10 %) 40% 10% 50% 1,066
PEG1000-PDMAEMA (5 %) 40% 5% 55% 0,536
PEG1000-PDMAEMA (2 %) 40% 2% 58% 0,215
PEG1000-PDMAEMA (0 %) 40% 0% 60% 0,000
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De acordo com a Tabela 8, as formulacdes sdo caracterizadas pela introducéo de
uma percentagem decrescente (entre 60 e 0%) de copolimero PEG1o00-PDMAEMA,
sendo esta diminuicdo compensada pelo aumento da percentagem do homopolimero
PDMAEMA. De forma a ndo introduzir mais variaveis no sistema, a percentagem de
PBAE foi mantida constante (40%). Em termos de massa, o contributo do PEG para a
massa total de polimero presente nas formulagdes varia entre 0s 6% (aproximadamente)
e 0s 0%. Referir ainda que as trés primeiras formulacOes apresentadas na Tabela 8 s&o
compostas por 100% de cada um dos polimeros, funcionando, deste modo, como
controlos. De forma a poder avaliar o impacto do racio entre cargas positivas e negativas
nos poliplexos, foram testados dois réacios polimero/DNA (N/P): 50/1 e 100/1. Esta
escolha foi feita com base nos resultados presentes na literatura, que defendem ser estes
0s racios com maior capacidade de transfecdo para estes polimeros.t’

Ainda para avaliar a performance destes polimeros catidnicos como agentes de
transfecdo, recorreu-se a bPEI (N/P 50/1), considerada como o gold standard dos sistemas
poliméricos de entrega de material genético, e a um dos copolimeros PDMAEMA-b-
PBAE-b-PDMAEMA desenvolvidos por Cordeiro et al., 0 PDMAEM Azo00-b-PBAE12000-
b-PDMAEMAaz000 (denotado como 206), para efeitos de comparagéo.

3.2.1. TRANSFECAO IN VITRO — ENSAIO DE LUMINESCENCIA

Os polimeros cationicos desenvolvidos foram avaliados como vetores ndo-virais
para entrega de material genético em células COS-7. A capacidade de transfecdo foi
analisada através de ensaios de luminescéncia, nos quais se avaliou a expressdo da
luciferase. Este ensaio é muito utilizado no estudo da capacidade de transfecdo
envolvendo a expressdo de transgenes, pois permite obter resultados quantitativos de
forma rapida e ndo muito dispendiosa, sendo possivel medir a expressdo do gene
transfectado.

A atividade de transfecdo dos polimeros e copolimero desenvolvidos foi avaliada
tendo como base as condiges mencionadas na Tabela 8. Como ilustrado na Figura 24, a
combinagdo de polimeros proposta — PEG1o00-b-PDMAEMA, PBAE ¢ PDMAEMA —
revela-se capaz de entregar o plasmideo de DNA as celulas COS-7. Tal como ja havia
sido demonstrado na literatura®, os homopolimeros PDMAEMA e PBAE tém uma baixa
atividade de transfegdo. Ainda assim, 0 PDMAEMA a um récio N/P 100/1, aplicado num

meio com soro, revela uma maior capacidade de transfecdo que o PBAE, nas mesmas
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condigdes. Quanto ao copolimero com PEG, este tem uma capacidade de transfe¢cdo muito

reduzida.
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Figura 24: Efeito da composicéo e do racio N/P (50/1 (a) e 100/1 (b)) dos poliplexos na sua atividade de
transfecdo em células COS-7, na presenca e auséncia de soro. Os diferentes polimeros e combinagdes de

polimeros foram complexados com 1 pg de pCMV.Luc de acordo com o racio polimero/DNA N/P indicado,

a excecdo da PEI, cujo racio N/P é 25/1. A atividade bioldgica é expressa em RLU (unidades relativas de

luz) de luciferase por miligrama de proteinas celular total (média + desvio padrdo, obtidos de triplicados).

Os resultados sdo representativos de pelo menos duas experiéncias independentes.

A combinag¢do de polimeros proposta, com uma percentagem constante de PBAE

e variavel de PEG-b-PDMAEMA e PDMAEMA, demonstra uma elevada capacidade de

transfecdo. Pode-se concluir assim que ha um claro efeito sinergistico entre os polimeros,
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que contribui para 0 aumento da sua atividade biologica. Contudo, verifica-se que o PEG
ndo tem influéncia no conjunto de polimeros utilizados como vetores, uma vez que ndo
existem diferencas significativas entre as formulagdes com diferentes percentagens do
copolimero PEG-b-PDMAEMA. Mais, ndo ha alteracbes notorias entre a atividade de
transfecdo dos poliplexos com a maior percentagem de copolimero com PEG (PEGaoo0o-
b-PDAMEMA (60%)) e a dos poliplexos preparados apenas com os dois homopolimeros
(PEG1000-b-PDMAEMA (0%)).

Observando a Figura 24, conclui-se que as propriedades de transfecdo dos
poliplexos sdo afetadas negativamente pela presenca de soro, pois a expressao do gene da
luciferase diminui, aproximadamente, trés vezes, para os dois racios N/P testados. Esta
diminuicdo ja era esperada, dadas as intera¢cdes que podem ocorrer entre as proteinas do
soro carregadas negativamente e os poliplexos. Estas ligacbes podem provocar uma
diminuicdo da internalizacdo celular dos poliplexos, porque podem impedir a sua ligacédo
a membrana celular (que tem carga negativa) ou a sua internalizacdo pela via endocitica,
por causa do aumento de tamanho dos complexos.®® A introdugdo do segmento de PEG
no copolimero de PDMAEMA tinha como objetivo diminuir as interagcdes dos poliplexos
com as proteinas do soro carregadas negativamente, entre outros. Nao obstante, e tal como
acontece na sua auséncia, na presenca de soro os poliplexos com diferentes quantidades
de PEG ndo tém desempenhos diferentes entre si nem com os que ndo tém PEG. Desta
forma, aparentemente, a presenca de PEG ndo modifica 0 comportamento do sistema
polimérico de entrega de material genético.

A Figura 24 mostra que a atividade de transfecdo gerada pelos poliplexos néo
depende do seu racio N/P, uma vez que ndo existem diferengas significativas entre a
capacidade de transfecdo dos poliplexos com um racio polimero/DNA de 100/1 e 0os com
um N/P de 50/1. Este facto deve-se ao grau 6timo de complexacdo entre o plasmideo e 0s
polimeros, o que facilita a sua ligagéo e entrada nas células. Provavelmente, este 6timo é
atingido com um N/P de 50/1, o que explica a inexisténcia de diferencas significativas a
nivel da capacidade de transfecdo entre os poliplexos preparados com os dois racios N/P
estudados. Pode-se inferir que, para racios superiores, como 150/1, a expressdo do gene
da luciferase diminuiria, pois as interagdes entre os polimeros e 0 DNA seriam demasiado
fortes, dificultando a libertacdo do material genético dos poliplexos. Contrariamente, para
racios inferiores, seriam estabelecidas menos interacOes electroestaticas, que ndo seriam

suficientes para proteger convenientemente o0 DNA. Portanto, e com base em trabalhos
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anteriores, pensa-se que estes dois racios N/P sdo 0s que se traduzem numa maior
atividade de transfecéo.

Os resultados até aqui discutidos foram comparados com os relativos a PEI
ramificada e com um dos copolimeros desenvolvidos por Cordeiro et al.
(PDMAEMA3000-b-PBAE12000-b-PDMAEMAz000, denotado como 206). Relativamente a
bPEI, a capacidade de transfecdo da combinagdo proposta neste trabalho €
indubitavelmente superior, principalmente na presenca de soro: para um N/P de 50/1, a
combinacdo de polimeros com 30% de PEG-b-PDMAEMA tem 97 vezes mais
capacidade de transfecdo; para um N/P de 100/1 este niumero € ainda maior: a formulagéo
com 60% de PEG-b-PDMAEMA apresenta uma expressdo do gene da luciferase 167
vezes superior & da bPEI. Por altimo, referir que a atividade de transfe¢do dos polimeros
desenvolvidos neste trabalho é superior a do copolimero sintetizado por Cordeiro et al., 0
PDMAEMAG3000-b-PBAE12000-b-PDMAEMA3000 (206), pelo que fica comprovada a
eficiéncia dos polimeros PDMAEMA e PBAE, ndo s6 quando utilizados copolimerizados,

como também como simples mistura de polimeros.

3.2.2. VIABILIDADE CELULAR

A aplicacdo de polimeros catidénicos como vetor de entrega de material genético
estd normalmente associada a alguma citotoxicidade, sendo esta uma das suas principais
limitacdes. Como tal, a avaliacdo da viabilidade celular apds o tratamento com poliplexos
é de extrema importancia. Um dos métodos mais comuns para medir a citotoxicidade in
vitro € a utilizacdo de reagentes colorimétricos, como o Alamar Blue. Ao ndo ser tdxico,
permite a continuacdo do ensaio e a viabilidade celular € proporcional a absorvancia
medida.

A Figura 25 mostra que a toxicidade dos poliplexos depende do seu racio N/P e
da composicdo do meio de cultura (presenca ou auséncia de soro). Deste modo, séo
observadas menores viabilidades para racios polimero/DNA mais altos. Considerando a
combinacdo de polimeros com percentagens variaveis de PEG, enquanto que para o racio
N/P 50/1 a viabilidade ronda os 70%, este valor diminui, aproximadamente, quinze
pontos percentuais no caso do racio N/P 100/1, na auséncia de soro. Esta dependéncia
ndo surpreende: racios N/P mais elevados correspondem a uma maior quantidade de
polimero, 0 que causa maior toxicidade, provavelmente devido a uma maior interagdo

com as membranas celulares (carregadas negativamente), jd& que as interagOes
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electroestaticas sdo mais fortes; por outro lado, pode existir uma maior quantidade de
polimero livre (que ndo estd a interagir com o DNA), e que pode induzir maior

citotoxicidade nas células, devido as interagdes com a membrana celular.'?
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Figura 25: Efeito da composic¢do e do racio N/P (50/1 (a) e 100/1 (b)) dos poliplexos na viabilidade celular
na linha COS-7, na presenca e na auséncia de soro. Os diferentes polimeros e combinagdes de polimeros
foram complexados com 1 ug de pCMV.Luc de acordo com o racio polimero/DNA N/P indicado, a excecdo
da PEI, cujo racio N/P é 25/1. Os dados sdo expressos em percentagem de viabilidade celular relativamente
ao controlo (células sem tratamento) (média + desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os resultados sdo

representativos de pelo menos duas experiéncias independentes.
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Apesar de a combinacéo entre os trés polimeros ser consideravelmente toxica para
as células, os complexos polimero/DNA preparados com 0s homopolimeros PDMAEMA
¢ PBAE e o copolimero PEG-b-PDMAEMA néo sdo toxicos. A viabilidade das células
tratadas com estes poliplexos €, aproximadamente 100%. No entanto, e mesmo tendo uma
reduzida citotoxicidade, estas formula¢fes ndo tém uma boa capacidade de transfecdo.

Surpreendentemente, na presenca de soro verifica-se um aumento da toxicidade
dos poliplexos. De acordo com a Figura 25, a viabilidade celular, apds a incubagdo com
os poliplexos desenvolvidos com os trés polimeros, num meio de cultura completo
diminui cerca de 20 a 30% em relacdo a verificada num meio sem soro, tanto no racio
N/P 100/1 como no réacio N/P 50/1. Esta observacdo ndo era esperada, uma vez que, por
norma, a presenca de soro induz um aumento da viabilidade, o que pode ser explicado
pelas melhores condi¢des de crescimento e desenvolvimento das células e até mesmo pela
reducdo da toxicidade dos poliplexos devido a sua interacdo com as proteinas do soro.
Esta dependéncia confirma-se nos polimeros testados como controlo, a bPEI e o
PDMAEMA:000-b-PBAE12000-b-PDMAEMAz000 (206), cujas toxicidades num meio com
soro sdo inferiores (ou pelo menos semelhantes) as de um meio incompleto (sem soro).
Desta forma, pode-se depreender que existem interacdes entre os polimeros (quando
aplicados em conjunto) e/ou os poliplexos e as proteinas do soro, que se traduzem num

aumento da sua citotoxicidade.

3.2.3. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS POLIPLEXOS

As propriedades fisico-quimicas dos vetores tém um papel importante na sua
habilidade para mediar a entrega do material genético as células alvo. A capacidade de
condensar e proteger o DNA, o tamanho e a carga superficial (potencial zeta), séo
algumas dessas propriedades, pelo que o seu estudo se torna relevante, na medida em que
clarifica a correlagdo entre estes pardmetros e a atividade de transfecdo do sistema.®* A
existéncia de tal correlacdo permite ainda desenhar e desenvolver novos sistemas mais

eficientes.

3.2.3.1. TAMANHO E POTENCIAL ZETA DOS POLIPLEXOS

O tamanho das nanoparticulas tem uma influéncia direta sobre a forma como sédo
internalizadas e pode ser determinado pela difuséo dindmica da luz (DLS). As interacGes

electroestaticas entre os polimeros catidnicos e o plasmideo de DNA sdo estabelecidas
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durante a preparacdo dos poliplexos, pela simples mistura destes dois componentes numa
solucdo aquosa. Neste processo, 0 DNA é condensado pelos polimeros, formando com
eles nanoestruturas.

O tamanho médio dos poliplexos desenvolvidos esta abaixo dos 150 nm, a
excecao dos complexos preparados unicamente com PBAE (Figura 26). Estas dimensdes
sdo de reconhecida importancia, uma vez que a entrega eficiente dos genes depende da
sua entrada nas células por endocitose. Por exemplo, a endocitose mediada por clatrina,
uma das principais vias endociticas, € viavel para particulas com tamanhos abaixo dos
200 nm.5*55 Relativamente aos tamanhos especificos dos poliplexos pertencentes a cada
formulacdo, ndo existe nenhuma tendéncia significativa. Além disso, as diferencas entre
os tamanhos das nanoparticulas preparadas nos dois racios N/P ndo sdo muito relevantes.
Uma das explicacdes possiveis para esta observacdo é o facto de que para o racio N/P
50/1 a condensacdo do DNA ja ter atingido o seu maximo, o que justifica a inexisténcia
de alteracdes significativas face ao tamanho das particulas preparadas com um racio N/P
de 100/1.
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Figura 26: Tamanhos das particulas formadas pelos polimeros/DNA num racio N/P 50/1 (a) e 100/1 (b).
Os poliplexos foram preparados com 1 pg de pCMV.Luc e com os diferentes polimeros e combinagdes de
polimeros para o racio polimero/DNA N/P indicado, a excecdo da PEI, cujo racio N/P é 25/1. O tamanho
de particula é expresso em nandmetros (média + desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os resultados sdo

representativos de duas experiéncias independentes.

A Figura 27 mostra o potencial zeta ({) dos poliplexos preparados para os dois

racios N/P considerados. Todas as formulacdes desenvolvidas a partir dos polimeros
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catidnicos sintetizados tém uma carga superficial positiva, entre os 27,1 e 0s 40 mV, o
que demonstra a presenca de polimero cationico na superficie dos poliplexos. A carga
superficial positiva favorece a entrega de material genético, na medida em que promove
as interagcdes com a membrana celular, facilitando a entrada dos poliplexos.*? As cargas
positivas também podem estar envolvidas na destabilizacdo da membrana dos
endossomas, 0 que resulta na libertacdo dos poliplexos para o citosol e,

consequentemente, no aumento da sua atividade bioldgica.
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Figura 27: Potencial zeta das particulas formadas pelos polimeros/DNA num racio N/P 50/1 (a) e 100/1
(b). Os poliplexos foram preparados com 1 pg de pCMV.Luc e com os diferentes polimeros e combinagdes
de polimeros para o racio polimero/DNA N/P indicado, a exce¢do da PEI, cujo racio N/P é 25/1. O potencial
zeta é expresso em milivolts (média = desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os resultados séo

representativos de duas experiéncias independentes.

Estes resultados indicam que as nanoparticulas baseadas nos polimeros cationicos
PDMAEMA, PBAE e PEG-b-PDMAEMA com tamanhos abaixo dos 150 nm e com carga
superficial positiva sdo capazes de interagir com as células alvo e sofrer a chamada
internalizacédo celular, libertar o DNA e, consequentemente, promover a expressao do

transgene.

3.2.3.2. CONDENSACAO DO DNA

Como ja foi referido, o sucesso de um vetor de entrega de material genético

também depende da sua capacidade para proteger a sua carga, a partir do momento em
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que é administrado até alcancar o seu alvo. Particularmente, os polimeros cationicos
protegem o0 DNA condensando-o, evitando assim algumas das ameacas a que esta sujeito.

O brometo de etidio (EtBr) € um agente monovalente intercalante do DNA, cujas
propriedades de fluorescéncia sdo usadas para detetar a acessibilidade ao DNA, uma vez
que a fluorescéncia do composto aumenta drasticamente quando forma um complexo com
0 DNA. Como se comprova pelos resultados apresentados na Figura 28, os poliplexos
desenvolvidos com o conjunto dos trés polimeros protegem o DNA na totalidade, pois o
acesso do brometo de etidio ao material genético dos poliplexos é muito reduzido ou
mesmo nulo. Isto indica que a quantidade de polimero presente nos poliplexos € suficiente
para estabelecer ligacGes electroestaticas com todo o DNA, condensando e protegendo-
0. Como ja foi referido no ponto correspondente ao tamanho dos poliplexos, no racio N/P
50/1 ja se verifica uma condensacdo maxima do plasmideo, sendo esta a explicacdo para
o igual nivel de condensacdo conferido pelos poliplexos preparados nos dois racios

polimero/DNA estudados.
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Figura 28: Acessibilidade do brometo de etidio ao DNA dos diferentes poliplexos preparados para um
racio polimero/DNA N/P de 50/1 (a) e 100/1 (b), a excecdo da PEI, cujo racio N/P é 25/1. A quantidade de
DNA disponivel para interagir com a sonda foi calculada subtraindo os valores da fluorescéncia residual
aos obtidos para as amostras e expressos como percentagem do controlo. O controlo corresponde a DNA
livre na mesma quantidade que o associado aos complexos (100% de acessibilidade do EtBr). Os dados sdo
expressos como acesso do EtBr (% do controlo) (média + desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os

resultados sdo representativos de duas experiéncias independentes.

O PBAE ¢ o tUnico polimero cujo comportamento difere e que permite a
intercalacdo da molécula do EtBr no plasmideo de DNA (Figura 28). O facto de o PBAE
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ndo ser capaz de condensar o material genético pode justificar quer a sua baixa capacidade
de transfecdo, quer o elevado tamanho dos poliplexos baseados unicamente neste
polimero. Esta incapacidade pode estar relacionada com a estrutura quimica mais rigida
do polimero e com o diferente arranjo tridimensional dos residuos cationicos, com mais
espaco entre os grupos amina e logo, menor densidade de carga positiva.

E sabido que niveis elevados de protecdo e condensacio do DNA podem reduzir
a atividade de transfecdo das nanoparticulas de base polimérica, j& que as interagdes
electroestaticas sao tdo fortes que impedem a correta libertacdo do plasmideo no citosol.
Uma vez que ndo foram estudados racios N/P inferiores a 50/1, ndo é possivel concluir
se este nivel elevado de condensacdo do DNA ¢é prejudicial a atividade bioldgica do

sistema de base polimérica aqui proposto.
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4. ConclusOes e Perspetivas Futuras

A terapia génica € vista como uma estratégia promissora para o tratamento de
muitas doencas incuraveis, quer adquiridas, quer hereditarias. Todavia, hd ainda um longo
caminho a percorrer até a terapia genica se tornar uma pratica clinica corrente. A falta de
vetores de entrega suficientemente seguros e eficazes é tida como uma das grandes
limitacGes que impedem a sua utilizacdo in vivo.

Os sistemas ndo-virais de base polimérica para a entrega de material genético sdo
considerados uma excelente alternativa dada a sua seguranca e facilidade com que a sua
estrutura pode ser alterada, através da engenharia de polimeros. Porém, estes sistemas
ainda ndo possuem as caracteristicas necessarias a sua afirmacéo categorica como vetor
para a terapia génica. Neste sentido, 0 PDMAEMA, o PBAE ¢ o PEG sao trés dos
polimeros mais estudados.

O presente trabalho introduz um novo sistema de entrega de material genético,
basado em combinac@es de trés polimeros cationicos: dois homopolimeros (PDMAEMA
e PBAE) e um copolimero de bloco (PEG1000-b-PDMAEMA). Os polimeros, sintetizados
por SARA ATRP e reagdo de adicdo de Michael, foram caracterizados por SEC e H
RMN. Numa segunda fase, procedeu-se a avaliacdo do potencial dos polimeros
desenvolvidos como vetores de entrega de DNA. Assim, as diferentes formulacdes de
poliplexos, com percentagens variaveis de PEG-b-PDMAEMA e PDMAEMA, foram
submetidas a diferentes estudos, com o objetivo de avaliar a atividade de transfecdo in
vitro, a citotoxicidade, o tamanho e carga superficial e a condensacéo e protecédo conferida
ao DNA pelas nanoparticulas desenvolvidas.

Os resultados revelam que a combinacao proposta é capaz de mediar a entrega de
material genético as células. A atividade de transfecdo relativa aos dois racios
polimero/DNA estudados (N/P 50/1 e 100/1) mostra que o sistema € eficiente e que existe
um efeito sinergistico entre os polimeros cationicos utilizados. Porém, a introducéo do
copolimero com PEG ndo aparenta ter influéncia sobre a atividade biologica. Foram
desenhadas diversas formulacgdes de poliplexos com PEG, cuja percentagem em massa
variou entre 0s 13 e os 0%. Ao longo dos varios ensaios de transfecdo verificou-se que
ndo existiam alteracOes significativas na expressdo do gene da luciferase relativas as
diversas formulagfes, o que indica que a presenca de PEG ndo tem influéncia sobre a

acao dos polimeros desenvolvidos. Ao contrario do esperado, o PEG também né&o
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melhorou a biocompatibilidade do sistema, sendo esta uma das premissas da sua
utilizacdo na area biomédica. A citotoxicidade dos poliplexos preparados com diferentes
percentagens de PEG néo varia significativamente e ndo segue nenhuma linha de
tendéncia. Por outro lado, o aumento da toxicidade do sistema na presenca de soro
também foi surpreendente, ja que a introducdo do PEG tinha como objetivo mitigar as
interagBes entre os poliplexos e as proteinas do soro. Talvez devido a esta diminuigao da
viabilidade celular, a atividade bioldgica também diminui consideravelmente na presenca
de um meio com soro.

A relevancia deste novo sistema polimérico como agente de transfecdo é
confirmada pela atividade de transfecdo superior a do polimero bPEI, considerado o gold
standard nesta area. Em células COS-7, a atividade de transfecdo dos poliplexos
preparados com PDMAEMA, PBAE e PEG1o00-b-PDMAEMA, nos racios 50/1 e 100/1,
€ 47 e 28 vezes superior, respetivamente, a atividade dos poliplexos preparados com bPEI
(aumrécio N/P 25/1, tido como 6timo). Na presenca de soro, esta diferenca é ainda maior:
os poliplexos com os trés polimeros tém uma capacidade de transfecdo 97 e 167 vezes
mais elevada que os poliplexos com bPEI (em condicdes iguais as anteriores).

A importéncia do sistema é corroborada pela comparacédo da sua eficiéncia com a
de um copolimero tribloco PDMAEMA3000-b-PBAE12000-b-PDMAEMAs000. Todas as
formulacBes resultantes da combinacdo de polimeros introduzidos neste trabalho
possuem maior capacidade de transfecdo que o copolimero referido, em iguais condicdes
polimero/DNA e com/sem soro.

Relativamente as caracteristicas fisico-quimicas, os poliplexos baseados nos
polimeros desenvolvidos revelam propriedades adequadas a sua utilizacéo,
nomeadamente uma boa condensacdo do DNA, fulcral para a protecdo do material
genético de possiveis danos que possam ocorrer até a sua chegada ao alvo, e um tamanho
pequeno e uma carga superficial positiva, que facilitam a sua internalizacdo na célula
alvo.

Apesar deste novo sistema de entrega de DNA ja possuir boas propriedades de
transfecdo, existem aspetos que devem ser mais explorados, de forma a poder melhorar a
eficacia e seguranca do sistema, com vista a uma possivel utiliza¢do in vivo. Em primeiro
lugar, a independéncia da atividade bioldgica face a presenca de PEG deve ser
esclarecida. A avaliacdo in vitro da capacidade de transfecdo de copolimeros com PEG
com outros pesos moleculares, como 0s existentes nos outros dois copolimeros

sintetizados na primeira fase deste trabalho, deve assim ser um dos proximos passos.
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Sabe-se que as linhas celulares usadas em ensaios in vitro tém comportamentos diferentes
entre si. Como tal, este conjunto de polimeros deve ser validado junto de outro tipo de
células, como as HeLa e as MDA-MB-31. Para além do gene da luciferase, deveriam
também ser preparados poliplexos com o gene da GFP, de modo a poder quantificar a
percentagem de células que foram transfectadas. Seria de especial interesse estudar as
interagOes dos poliplexos com e sem PEG com os componentes do soro, de modo a
compreender 0 aumento de citotoxicidade e a reducdo de atividade bioldgica verificados,
sendo uma das primeiras abordagens a medi¢cdo dos tamanhos e do potencial zeta dos
poliplexos apos incubagdo com soro.

A longo prazo, seria importante estudar a capacidade de transfecdo dos vetores
baseados em polimeros de PDMAEMA, PBAE e PEG-b-PDMAEMA num modelo
animal, assim como avaliar a sua eficacia no transporte de outros acidos nucleicos, como
0 SiRNA ou microRNA. Um outro caminho igualmente importante seria a introducéo de
um ligando, de forma a conferir especificidade aos vetores para determinado tipo de

célula.
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6. Anexos

6.1. ESPECTROS DE 'H RMN DO PEG-BR
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Figura 29: Espectro 'H RMN de PEG2000-Br puro em CDCls.
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Figura 30: Espectro *H RMN de PEGap0-Br puro em CDCls.
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6.2. ESPECTROS DE *H RMN DO PEG-b-PDMAEMA
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Figura 31: Espectro *H RMN de PEGzp00-b-PDMAEMA puro em CDCls.
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Figura 32: Espectro 'H RMN de PEGa0-b-PDMAEMA puro em CDCls.
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