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“As nuvens mudam sempre de posicdo, mas sao sempre nuvens no
céu. Assim devemos ser todo dia, mutantes, porém leais com o que
pensamos e sonhamos; lembre-se, tudo se desmancha no ar, menos
os pensamentos”

(Paulo Beleki)
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Resumo

A terapia génica tem tido um interesse crescente em estudos cientificos devido as suas
potencialidades no tratamento de doencas, como o cancro, infecoes e particularmente
doencas genéticas. A eficicia da terapia génica estd dependente do desenvolvimento de
sistemas de transporte e entrega de material genético, devendo estes promover uma
entrega do material genético de forma eficiente e segura. J4 foram estudados diferentes
tipos de vetores, tanto virais como nao virais, sendo sugerido que os vetores nao virais
sao muito mais seguros, devido as suas diversas caracteristicas, como a versatilidade,
grande capacidade de empacotamento, capacidade de funcionalizacao quimica e baixa
imunogenicidade. No conjunto de vetores nao virais, as bases poliméricas se destacam

como uns dos mais promissores.

Portanto ao longo desse projeto foi proposto avaliar a utilizacdo de polimeros sensiveis
ao pH, que possam proteger e encapsular DNA plasmidico (pDNA) de uma maneira
simples e eficaz, para futuramente serem usados em diversas aplicacoes terapéuticas.
Destacam-se neste projeto os diblocos de copolimeros POEOMA-b-PDPA, que possuem
uma responsividade ao pH, devido a incorporacio do PDPA, que permite também a
interacao eletrostatica desses copolimeros com os acidos nucleicos em pH acido, como
resultado da protonacao dos grupos amina terciaria deste polimero em valores de pH

abaixo de seu pKa (cerca de 6,2).

Esses copolimeros foram utilizados em diversos ensaios visando a caracterizagao fisica e
quimica das nanoparticulas preparadas, consistindo na avaliagdo da carga superficial
(potencial zeta), morfologia das nanoparticulas formuladas em diferentes valores de pH,
caracterizada por Microscopia Eletrénica de Varrimento (MEV), e a prote¢dao do pDNA,
na presenca de DNasel e meio DMEM. A viabilidade celular foi igualmente determinada
por MTS, para verificar a seguranca dessas nanoparticulas. Os resultados baseados no
copolimero POEOMA-b-PDPA, mostram que estes copolimeros tém uma boa capacidade
de protecao do pDNA, um potencial zeta positivo e um tamanho que pode permitir que
as nanoparticulas se mantenham em circulagao por bastante tempo, sem a presenca de
citotoxicidade. Globalmente, os resultados indicam um potencial interessante desses
copolimeros para aplicagdoes biomédicas. Assim, os resultados demonstram que foi

possivel desenvolver um método simples, eficiente e pratico para a entrega de pDNA.

Palavras-chaves:

Terapia génica; POEOMA-b-PDPA; DNA plasmideo; copolimeros; encapsulamento.
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Abstract

Gene therapy has had a growing interest in scientific studies due to its potential in the
treatment of diseases such as cancer, infections, and specifically for genetic diseases. The
effectiveness of gene therapy is linked to the development of delivery systems for the
protection and transport of genetic material, which should promote a competent and safe
delivery to target cells. Different types of vectors, both viral and non-viral, have already
been studied, being recognized that non-viral vectors are much safer, due to their various
characteristics, such as versatility, large packaging capacity, chemical functionalization
capacity, and low immunogenicity. In the set of non-viral vectors, the polymeric

materials stand out as one of the most promising.

Therefore, throughout this project, it was proposed to evaluate pH-responsive polymers,
which can protect and encapsulate plasmid DNA in a simple and effective way, to be used
in future therapeutic applications. In this project the diblock copolymers POEOMA-b-
PDPA, which have a PDPA responsiveness to pH, have been used. The PDPA content is
also responsible for the electrostatic interaction of these copolymers with nucleic acids
at acidic pH, as a result of the protonation of the tertiary amine groups of this polymer

at pH values below its pKa (around 6.2).

These copolymers were used through experiments aiming at the physical and chemical
characterization of the studied nanoparticles, consisting of the evaluation of the surface
charge (zeta potential), the morphology of the nanoparticles, formulated at different pH
values, characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), and pDNA protection, in
the presence of DNasel and DMEM medium. Cell viability was also determined by MTS,
to verify the safety profile of these nanoparticles. The results based on the POEOMA-b-
PDPA copolymer, show that these copolymers promote a good pDNA protection
capacity, present a positive zeta potential and a size that can allow the nanoparticles to
remain in circulation for a long time, without the presence of cytotoxicity. Overall, this
suggests the potential of these copolymers to be used in biomedical applications. Thus,
the results demonstrate that it was possible to develop a simple, efficient, and practical
method for pDNA delivery.

Keywords:

Gene therapy; POEOMA-b-PDPA; plasmid DNA; copolymers; encapsulation
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1. Introducao
1.1 Terapia génica

George Mendel foi um monge austriaco que confirmou a existéncia de caracteristicas
herdadas entre individuos. Desde entao, diversas descobertas provaram que as fun¢oes
dos organismos sao mantidas e reguladas por intermédio da expressao de genes. A mais
proeminente dessas descobertas esta relacionada com as doencas genéticas, ou seja,
doengas relacionadas com erros genéticos. Posteriormente, surgiu a terapia génica, uma
vez que foi estabelecida a ideia de se usar esses genes como agentes ou alvos terapéuticos.
Surgindo entdo o conceito de terapia génica como uma ideia revolucionaria na medicina

moderna 4,

A terapia génica tem potencial para tratar doencas crénicas e genéticas (como
imunodeficiéncia combinada grave, fibrose cistica, doenca de Parkinson), por isso tem
atraido atencao nos campos da medicina, farmacia, biologia e biotecnologia. Na verdade,
a investigacao em terapia génica tem vindo a ser centrada principalmente na pesquisa do

cancro, correspondendo a cerca de 65% dos ensaios clinicos de terapia génica global [231.

O conceito de terapia génica pode ser definido como a transferéncia de material genético
para células individuais para conferir beneficios terapéuticos. O principio da terapia
génica é baseado no raciocinio de que um ou mais genes tém defeitos ou mutacoes. Esse
erro genético resulta na producao descontrolada ou inibicdo de proteinas necessarias

para o funcionamento normal da célula [4].

Gracas aos avangos da genética e da bioengenharia, a terapia génica tem vido a tornar-
se uma realidade possivel. Geralmente, existem dois métodos para este tipo de
tratamento: in vivo ou ex vivo, dependendo se a entrega do gene é feita diretamente ao
doente ou entregue as células recolhidas do doente e reimplantadas 45!, O sistema de
entrega ideal (chamado de vetor) devera possuir algumas caracteristicas desejaveis,
destacando-se a adaptacdo do gene de interesse de tamanho ilimitado, baixa

imunogenicidade e reduzida citotoxicidade [¢1.

1.2 DNA plasmidico

O DNA plasmidico é uma molécula de DNA circular, de cadeia dupla, com origem
bacteriana e que se replica na célula hospedeira. Tem sido explorado em aplicacoes
terapéuticas, por ser seguro, de baixa toxicidade e facil de produzir, apresentando
tamanhos entre 1 e 1.000 kpb. O seu esqueleto hidrofilico é composto por um grupo

fosfato e um actcar, j4 no seu interior apresenta bases azotadas e propriedades
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hidrofobicas. A molécula pode existir em trés conformacdes diferentes: a isoforma linear,
circular aberta (oc) ou superenrolada (sc), sendo esta tltima a que apresenta maior
significado terapéutico porque é o mais eficaz em termos de expressao do gene de

interesse [7:81,

Os plasmideos sdo amplamente utilizados como vetores nao virais devido a sua
capacidade de integrar DNA exdgeno e replicar das células alvo, por esse motivo, tem
sido amplamente explorado na terapia do DNA por apresentar uma série de vantagens,
nomeadamente por ser produzido por cultura bacteriana, o que facilita o controlo da
producao e reduz custos, por ser seguro, pouco imunogénico e permitir a insercao de

DNA com um tamanho significativo [51.

Existem fundamentalmente duas etapas para o processo de obtencao do pDNA para
aplicagao terapéutica. A primeira parte consiste na construcao do plasmideo inserindo o
gene de interesse, seguido da transformacao das células hospedeiras (por exemplo,
bactérias E. coli), e por tltimo a replicagao e amplificacdo do nimero de copias de pDNA,
obtidas pelo crescimento de células transformadas por fermentacdo. A segunda parte é
baseado na extracao de plasmideos de células hospedeiras e, em seguida, na separacao e
purificacao de isoformas superenroladas de outros componentes das células hospedeira,

como RNA, DNA genémico, endotoxinas e proteinas [9:101,

O pDNA selecionado como um vetor de expressao deve conter certos genes que sao
essenciais para a obtencao do vetor, tais como um gene de resisténcia a antibidticos
(marca de sele¢ao) para permitir que apenas as células transformadas crescam. Além dos
genes necessarios para amplificar o vetor em células procariéticas, o plasmideo também
deve ter uma expressao eucariotica, ou seja, o promotor e a sequéncia de terminacao,

para iniciar e completar a expressao do gene alvo na célula alvo. 11121

A purificacdo do pDNA superenrolado tem sido explorada através de varias técnicas
cromatograficas, nomeadamente exclusao molecular, troca idnica, interacao hidrofobica
e afinidade. A forma estrutural dos suportes cromatograficos também tem evoluido,
desde a aplicacao de esferas nao porosas até as membranas e monolitos. Definindo-se
ligandos apropriados, em teoria, quase todos os principios cromatograficos em qualquer

tipo de suporte podem ser explorados para a purificacao do plasmideo [13}

No entanto, a entrega eficaz do material genético as células depende da associagao do
pDNA a sistemas de entrega que promovam a protecao, encapsulacdo e posterior
libertacao do pDNA. Os polimeros cati6nicos sdo das estruturas mais estudadas para
entrega de pDNA, pois suas cargas positivas podem complexar com os grupos fosfato

carregados negativamente do pDNA, por meio de interagoes eletrostaticas, para formar
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os chamados poliplexos. A composicao do polimero bem como seu peso molecular e
concentracdo tém uma grande influéncia sobre a citotoxidade e eficiéncia de transfecao

dos vetores nao virais [141,
1.3 Sistemas de entrega

Os sistemas de entrega de DNA (vetores) podem ser divididos em vetores virais e vetores

nao virais, com carateristicas distintas como a seguir se detalha.
1.3.1 Vetores virais

Os virus evoluem desenvolvendo estratégias aprimoradas para entrar em células-alvo
especificas, usando posteriormente a maquinaria celular para expressar seus genes e
produzir novas particulas virais. Essa capacidade de transferir e expressar seus genes nas

células é a base para o uso de virus como vetores [51,

De todos os sistemas de entrega, os vetores virais para entrega de DNA ainda sdo os mais
usados ao nivel laboratorial, no entanto cada vez mais tém vindo a ser substituidos pelos
nao virais sobretudo na terapia génica, principalmente devido a alta eficiéncia de
transdugdo desses vetores. Todos os sistemas virais usados funcionam com virus nao
replicativos, que sao capazes de transferir o material genético desejado para as células-
alvo, mas que nao sao passiveis de se replicarem e continuar seu ciclo de infecao virico.
Esta incapacidade de replicagao é alcancada excluindo genes virais essenciais para a
propagacao do virus e substituindo-os por genes terapeuticamente significativos. Assim,
para construcao dos vetores virais, € necessario identificar e remover as sequéncias virais
necessarias para a replicacao e empacotamento do genoma viral, e também € importante
entender o possivel mecanismo de entrega do gene alvo a célula. Portanto algumas
caracteristicas devem ser levadas em conta para a eficaz utilizacao de virus na entrega de
genes, tais como a producio e eficiéncia da particula viral; controlo da toxicidade para as
células-alvo; possibilidade de realizar a expressao transgénica a longo prazo, no caso de

doencas genéticas e transducao de tipos especificos de células [6],

Muitos tipos de virus foram adaptados para uso como vetores de transferéncia de genes.
Os vetores virais mais comumente usados em terapia génica sao: retrovirus, adenovirus
e virus adenoassociados. A Tabela 1 apresenta algumas vantagens e desvantagens dos
principais virus descritos. Esses vetores tém a capacidade natural de entrar nas células e

expressar suas proprias proteinas e apresentam altas taxas de transducao [17:18:191,
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Tabela 1 - Diferentes tipos de vetores virais, vantagens e desvantagens associadas (adaptado de Nouri, 2016

[20]).

Vetor

Vantagens

Desvantagens

Adenovirus

Alta eficiéncia em
transducao, ex vivo e in
vivo

Transduz varios tipos de

células.

Expressao transitoria
Necessidade de linha
celular de empacotamento
Imunotoxicidade
Tamanho de inser¢ao

limitado a 4-5 kb

Virus adenoassociados

Expressao prolongada
Transducao nao precisa
de divisao celular
Genoma pequeno e sem

genes virais

Precisa de linha celular de
empacotamento

Nao é bem caracterizado
Potencial mutagénese de
insercao

Tamanho de inser¢ao

limitado a 5 kb.

Retrovirus

Integrar o seu genoma na
célula do hospedeiro em
forma de DNA de cadeia
dupla.

Precisa de divisao celular
para transducao

Permite um maior
tamanho do inserto: 9-12
kb.

Mutagénese de insercao
Precisa de divisao celular
para transfecao

Precisa de linha celular de

empacotamento.

O genoma viral pode ser reorganizado para eliminar genes necessarios para a replicacao
e patogenicidade do virus, substituindo-os por genes heterdlogos e abrindo espaco para
ainsercao do gene de interesse e criacao do vetor. Esse rearranjo torna o virus parenteral
apenas um portador de material genético, ou seja, um vetor viral. A grande vantagem dos
vetores virais é poder-se estudar genes funcionais, corrigir defeitos genéticos, expressar

proteinas terapéuticas e desenvolver vacinas contra tumores e agentes infeciosos [15:21],

O uso de virus como vetores apresenta as maiores vantagens e as maiores desvantagens
na terapia génica. Dessas vantagens, podem-se destacar que sdo vetores naturais de
transferéncia génica e resistentes a degradacdo. No entanto, eles tém maior potencial

para induzir respostas imunes e sao considerados prejudiciais aos organismos 221,
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1.3.2 Vetores nao virais

Os vetores nao virais sdo compostos de particulas bioldgicas produzidas sinteticamente
nas quais um plasmideo de DNA contendo um gene de interesse terapéutico é
encapsulado ou ligado a um sistema e, em seguida, tem como objetivo ser entregue nas
células alvo. Além do DNA, os vetores ndo virais também podem transportar outros

acidos nucleicos, como RNA [23}-

Os sistemas de entrega de genes nao virais ganharam ampla aceitacdo devido a sua
seguranca e baixa imunogenicidade. A capacidade de transferir genes grandes, facil
producdo e alto potencial de libertacio em alvos terapéuticos também levou ao

investimento continuo no desenvolvimento e uso desses vetores. [24],

Para comparacao sera de destacar que os vetores nao virais possuem algumas vantagens
sobre os vetores virais, tais como o facto de nao serem patogénicos; apresentarem baixo
custo; serem de producdo mais facil e estarem associados a uma maior seguranca. Como
limitacdo, esses vetores tém uma baixa eficiéncia de entrega de material genético;
dificuldade em manter sua integridade no ambiente extracelular devido a degradacao

por acao de nucleases e dificuldade em manter a expressao terapéutica do gene. [25:26:27],

Para além de que a existéncia de varias barreiras extracelulares e intracelulares limita
uma entrega eficaz de genes por vetores nao virais. Devido a repulsdo entre o acido
nucleico e a superficie celular, cruzar a membrana celular é uma das etapas mais criticas
desse processo, pois ambos possuem carga negativa. A entrada do acido nucleico no
citoplasma pode ser facilitada por métodos fisicos (que resultam na formacao de poros
que permitem que o acido nucleico livre entre na membrana celular) ou por métodos
quimicos (usando portadores de genes). O DNA pode ser encapsulado e concentrado
para formar um complexo com uma carga superficial positiva, otimizando assim a
captacao celular [25:26]- Assim, o sistema de entrega de genes nao virais pode ser dividido

em fisico e quimico [23}

Os vetores quimicos sdo sistemas de transporte e entrega de material genético
pertencente aos vetores nao virais. Por apresentarem vantagens sobre os vetores virais,
como seguranca, maior capacidade de transportar material genético, baixa toxicidade e
facilidade de producao, essas estruturas tém sido intensamente estudadas. Destes,
destacam-se alguns sistemas, como os lipossomas, polimeros catidnicos, fosfato de calcio
e, nanoparticulas hibridas compostas por lipidios e polimeros [28:29:30], A Tabela 2 lista

os principais métodos quimicos e suas vantagens e desvantagens.
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Tabela 2 - Vantagens, desvantagens e descricao dos métodos quimicos para complexacdo/encapsulacdo
de DNA (Mellott. et al, 2012 [31]).

Técnica Descricao Vantagens Desvantagens
Co-precipitacao Distribuicao Biocompatibilidade; sao bastante
com fosfato de intracelular de biodegradabilidade; exigentes a nivel
calcio DNA internalizado capacidade de fisico-quimico;
existindo assim adsorver pobre
uma maneira de as material  genético; reprodutibilidade.
vesiculas eficiéncia face ao
intermediarias custo.
transferirem DNA
exogeno do
complexo
endolisossomal
para o nucleo.
Lipossomas Interacao facilitam o uptake presenca de cargas
cationicos eletrostatica com o celular; positivas capazes de
material genético  melhoram a entrega  interagir
carregado dos genes a nivel inespecificamente
negativamente, intracelular; com componentes
formando protegem o material celulares.
lipoplexos genético de
degradacao
enzimética.
Polimeros Através de vetores seguros, induzem
catidonicos modificacoes da biodegradaveis; citotoxicidade

sua estrutura, é
possivel
alterarem-se
algumas das
propriedades dos
polimeros,
melhorando assim
a sua toxicidade
e/ou atividade

biolbgica

pouco toxicos;
transporta uma
maior quantidade de
material genético;

de

proteger o material

capacidade
genético contra a
acdo das nucleases
presentes no meio;
estabelecer

interagoes

proveniente da
densidade de cargas
positivas e do peso

molecular.
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eletrostaticas com a
membrana celular,
facilitando o seu
uptake que ocorre
através de
endocitose;

promove o0 escape

endolisossomal.

Por seu lado, o método fisico de entrega de genes é baseado na entrega direta de material
genético as células na tentativa de evitar problemas relacionados com a entrega por meio

de endocitose e imunogenicidade [291. Os métodos fisicos mais importantes envolvem

microinjecao e eletroporacao de vetores de plasmideo [*8],

A Tabela 3 lista os principais métodos fisicos e suas vantagens e desvantagens.

Tabela 3 - Vantagens, desvantagens e descri¢ado dos métodos fisicos para entrega de DNA (Mellott. et al,

2012 [31]).
Técnica Descricao Vantagens Desvantagens
Microinjecao Injecdo direta de Seguro; Baixa eficiéncia;
material Possibilidade de Depende do
genético no combinac¢io com tamanho das
nucleo celular. outras técnicas células.
Eletroporacao Aplicacao de um Eficacia; Limita a
campo elétrico. Mantém os tecidos viabilidade
intactos; celular;
Células divisiveise  Inflamacao;
nao Deposicao de
divisiveis; metais;
Transporta um Custo;
grande Invasivo
numero de células.
Injecao Aproveitamento Eficiéncia; Volume injetado
hidrodinamica da forca fisica Niveis altos de é demasiado

gerada por uma
injecdo rapida
de um grande

volume para

expressao do
gene de interesse;
Simplicidade do

método

grande;
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aumentar a
permeabilidade
celular

Sonoporacao Ultrassons de Nao invasiva; Baixo controlo da
alta entrada do DNA;
intensidade; Eficacia
Induz formacao
de poros, devido
ao movimento
de um fluido

Irradiacao com Perfuracao de Selecao e Custo

laser células através imobilizacao
da variacao da da célula
frequéncia de pretendida.
um laser.

Magnetofection  Criacao de um Nao invasivo; Magnetes
campo Precisao. externos téem de
magnético para Baixa ser fortes;
direcionar a citotoxicidade;
entrega de Alta eficiéncia
material
genético

Gene gun Precipitacao de Ultrapassam a Profundidade de
material genético camada mais acesso das
em particulas de exterior da pele. particulas;
ouro ou Lesoes no tecido
tungsténio; alvo;

Entrega direta no Falta de
citoplasma ou especificidade;
nucleo celular. Poucas células
transfetadas.
1.4 Sistemas poliméricos

Os polimeros naturais e sintéticos sdo uma das categorias de materiais mais utilizados,
com aplicacdes importantes, principalmente nas &areas médica e farmacéutica,

nomeadamente na entrega de farmacos. A eficicia de um polimero a ser usado como

10
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sistema de entrega depende da sua capacidade para interagir direta ou indiretamente
com outras moléculas por meio de interagoes fisicas e/ou quimicas e produzindo por
meio delas uma resposta biologica32l. Como foi dito anteriormente, os polimeros podem
ser classificados como naturais ou sintéticos. Polimeros naturais sdo aqueles polimeros
que existem na Terra ha bilhGes de anos, ou seja, sem envolvimento humano, tais como
proteinas, carboidratos, DNA, RNA, lipidios, &cidos nucleicos, peptideos e
polissacarideos. Polimeros sintéticos sao aqueles produzidos industrialmente a partir de

derivados do petréleo, como por exemplo o nylon, polietileno, poliéster, teflon e epoxi.

[331]

Os polimeros sao macromoléculas covalentemente ligadas por uma combinacao de
unidades estruturais menores, chamadas de monomeros. O desempenho de um
polimero é amplamente afetado por seus detalhes estruturais, podendo ser classificados
quanto a sua estrutura quimica como homopolimeros ou copolimeros, onde os
homopolimeros sao constituidos por um tnico tipo de monémero e os copolimeros sao

constituidos por varios [341.

Adicionalmente, polimeros biodegradaveis podem ser definidos como aqueles que
sofrem degradacao macromolecular in vivo, por acao de enzimas, microrganismos ou
células 135301, Por seu lado, polimeros bioadesivos tém capacidade de ligacdo aos
substratos biologicos de duas formas, por adesao a camada de mucosa (mucoadesiva) ou

membrana celular (adesao celular) [37:381,

Alguns dos materiais geralmente obtidos por copolimerizacdo entre monomeros ou
polimeros hidrofilicos e co-mondémeros multifuncionais que promovem ligacGes
cruzadas sao, por exemplo, os hidrogéis, que apresentam uma estrutura tridimensional
que contém quantidade elevada de agua, permitindo que absorvam grandes quantidades
de agua sem se dissolverem. Portanto, os hidrogéis podem ser usados para preparar
féormulas de farmacos, permitindo uma resposta aos estimulos fisiologicos, como
temperatura, pH, enzimas, biomoléculas (glicose, ureia, insulina), ides e forca de

oxidac¢ao apos contato com o meio de dissolugao [39-4°1,

Os polimeros bioativos e biomiméticos também vém sendo estudados. O material
biomimético é definido como um daqueles que pode interagir seletivamente com o
microambiente bioldgico e mimetiza-lo. Polimeros bioativos sdo polimeros que podem
interagir com recetores celulares por meio do reconhecimento biolégico para promover

reacoes especificas [41 421,

Por fim, os polimeros terapéuticos sao aqueles aos quais sao atribuidas propriedades

terapéuticas. O controlo da funcao e estrutura dos polimeros sintéticos permite que eles

11
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se liguem a recetores especificos presentes em células, promovendo o reconhecimento
ou a comunicacao, desencadeando a regulacao da resposta inflamatoria, adesao celular

ou transducao de sinal [41],
1.5 Copolimeros

Os copolimeros sao macromoléculas compostas por duas ou mais unidades estruturais
diferentes, que podem ser distribuidas entre elas para gerar segmentos ou blocos. Com
base na organizacao das unidades ao longo da cadeia polimérica, elas podem ser
classificadas como formas alternadas, periodicas, estatisticas, aleatorias ou em blocos.
De acordo com a disposi¢cao das cadeias poliméricas, também podem ser classificadas
como lineares ou ramificadas[43l. A reacdo de copolimerizacao é uma técnica importante
que possibilita moldar o polimero, através de modificacoes sistematicas, agregando
propriedades especificas, tornando-o comercial e tecnologicamente mais interessante e

vantajoso [441,

Os copolimeros sao compostos por dois ou mais tipos de monoémeros e sao classificados
de acordo com a forma como sao distribuidos apenas ao longo da cadeia (figura 1). Que

podem ser divididos nas seguintes categorias [451.

a) Aleatdrio: os monomeros nao apresentam nenhuma regularidade de repeticao ao

longo da cadeia polimérica.

b) Alternado: os diferentes monémeros estao dispostos de forma alternada ao longo

da cadeia polimérica.

c¢) Em blocos: ocorre a formacao de grandes blocos de um dado monémero que se

alternam com outros grandes blocos de outro monémero ao longo da cadeia polimérica.

d) Grafitizado ou enxertado: em uma cadeia de um homopolimero (A) uma cadeia

(B) se liga covalentemente.

Copolimero alternado Copolimero aleatorio
Copolimero em bloco Copolimero graftizado ou enxertado

Pl ogr o ie®tce®

Figura 1 — Esquema representativo da organizacao estrutural dos diferentes tipos de copolimeros (a)
Alternado, (b) Aleatorio, (¢) Em blocos e (d) Grafitizado ou enxertado. (Adaptado de Callister; 2008, [46]).
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1.5.1 Poli (oligo (6xido de etileno) metil éter) metacrilato-
bloco-poli (2-diisopropilamino metacrilato de etilo)
(POEOMA-b-PDPA)

Para que seja explicado um pouco sobre o copolimero POEOMA-b-PDPA, é preciso
perceber como ele funciona. Copolimeros em bloco sdo geralmente compostos por um
segmento que responde ao pH e um segmento hidrofilico permanente, sendo essas
estruturas anfifilicas para valores de pH acima do pK, dos fragmentos responsivos ao pH
e se auto-organizam em nanoestruturas, o que os tornam insoltiveis em 4gua em pH mais
baixos. Essa diferenca de pH no interior de alguns compartimentos celulares, como
endossomos ou lisossomos (pH = 5,6), e o pH fisiologico (pH = 7,4), € de grande interesse
em estudos de nanotransportadores em aplicacoes biomédicas. Essa variacdo no pH
pode favorecer a interacao do polimero com o material a transportar ou induzir a
desconstrucdo/despolimerizacao do sistema, que faz com que ocorra libertacao de

compostos encapsulados 471,

Foi estudada, através dos métodos de polimerizacao radicalar de desativacao reversivel
(RDRP), uma possivel sintese de polimeros bem definidos, com peso molecular
controlado (MW), composicao controlada, arquiteturas complexas e alta funcionalidade
de final de cadeia 46481, Os métodos RDRP possuem estratégias que podem ser seguidas
para incorporar porc¢oes de polietilenoglicol (PEG), que é que um polimero altamente
hidrofilico, biocompativel e que confere um efeito de blindagem aos nanocarreadores,
impedindo que sejam reconhecidos pelo sistema imunol6gico, ampliando assim o tempo
de circulacao sistémica. Para auxiliar estes métodos de polimerizacao em copolimeros de
bloco podem ser usadas estratégias como uso de macroiniciadores lineares de PEG; ou
agentes de transferéncia de fragmentacao de adicao reversivel (RAFT) de PEG; ou
através do uso de mondémeros a base de PEG, como oligo (6xido de etileno) metacrilatos
de éter metilico (OEOMA) [49,50,51,52]-

Assim, o POEOMA-b-PDPA (figura 2), devido as suas caracteristicas, pode ser bastante
interessante para ser aplicado como sistema de encapsulacao e entrega de acidos
nucleicos. Os copolimeros a base de POEOMA tém atraido grande interesse em diversas
aplicacoes biomédicas, incluindo: modificacdes quimicas; revestimentos para
nanoparticulas superparamagnéticas de o6xido de ferro; nanogéis biodegradaveis;

bioconjugados; e sistemas de entrega de fArmacos [53.54.55:56,57],

O POEOMA-b-PDPA é um copolimero em dibloco, sensivel ao pH que pode auto-
organizar-se para formar micelas. Por isso, os copolimeros em blocos anfifilicos, podem

solubilizar e encapsular genes e outros compostos hidrofébicos na regiao hidrofébica
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central. Em ambiente aquoso, dependendo da natureza da solucao, espera-se que o bloco
hidrofobico se separe na micela central, enquanto o bloco hidrofilico formar4 uma coroa
externa que funcionard como um estabilizador entre o nicleo hidrofébico e o meio
externo[58:59], A sua capacidade para formar diferentes estruturas micelares, dependendo
da composicao do copolimero em bloco e das caracteristicas da solucao, revela como a
sequéncia de blocos POEOMA pode desempenhar um papel importante no desenho do

vetor polimérico [60:61],

Por outro lado, a natureza responsiva ao pH do bloco PDPA resulta do facto de essas
cadeias se encontrarem protonadas quando em solu¢do abaixo de seu pKa, e pelo
contrario aquando se encontram acima de seu pKa torna-se neutro ficando mais
hidrofébico e insolivel em agua. O POEOMA é o segmento hidrofilico permanente e,
portanto, o carater anfifilico deste copolimero pode ser mais ou menos preponderante
via modulacao de pH.". Em relacao aos copolimeros em blocos anfifilicos, eles podem
dissolver e encapsular genes e outros compostos hidrofobicos no sistema hidrofébico

central.®8

Figura 2 - Estrutura quimica do copolimero de bloco POEOMA-b-PDPA. (Adaptado de Reis [59]).

Os copolimeros em bloco a base de metacrilato de aminas terciarias (PDPA) sao um dos
mais promissores polimeros responsivos ao pH para aplicacoes biomédicas, devido a
possibilidade de ajuste de sua solucao hidrofilica/transicao hidrofébica (pKa) em torno
do pH fisiologico 621, Poli (2- (diisopropilamino) metacrilato de etila (PDPA) nada mais
€ que uma amina terciiria metacrilato com uma transi¢ao hidrofilica/hidrofébica a um
pH de cerca de 6,2. Este mondmero € hidrofobico quando o pH é superior ao pKa devido
a sua desionizacdo, e torna-se hidrofilico quando ionizado em pH baixo. Os copolimeros

baseados em PDPA tém sido usados na preparacdo de nanoestruturas inteligentes para
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controlar a libertacao de pequenas moléculas, e a complexacao e a entrega de material
genético. Sendo que o segmento PDPA, pode ser vinculado ao bloco hidrofilico, como
PEG (63641,

Apesar do enorme potencial do PDPA para aplicacoes biomédicas, como
nanotransportadores para terapia do cancro, sistemas de entrega de genes nao viral ou
nanoparticulas sensiveis ao pH sintonizaveis para ambos estudos in vitro, a literatura
disponivel ainda é escassa, havendo uma necessidade de melhor compreender os
mecanismos de encapsulacdo e libertacdo para otimizar e melhorar a eficicia dos

sistemas de entrega [65:66.67.68],
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CAPITULO 2
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2. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho consistiu no desenvolvimento de estratégias para o
uso de polimeros responsivos ao pH, de modo a proteger e encapsular DNA plasmidico
de uma forma simples e eficaz, podendo este ser usado em futuras aplicacoes
terapéuticas. O trabalho realizado envolveu a sintese de nanoparticulas poliméricas
baseadas em copolimeros, contendo o poli (oligo (6xido de etileno) metacrilato de éter
metilico (POEOMA)) como segmento hidrofilico e copolimerizado com o poli (2-

(diisopropilamino) metacrilato de etila) (PDPA), sensivel ao pH.

Para alcancar o objetivo pretendido, uma série de etapas laboratoriais foi realizada, tais

como:

1. Determinacdo da eficiéncia de encapsulagio dos polimeros POEOMA..-b-
PDPAs, e POEOMA.s-b-PDPA,, para varias concentracoes de pDNA e em
solugoes de diferentes valores de pH, nomeadamente a 4,5 e 7,4, bem como
usando diferentes concentracoes de polimero (0,05; 0,1; 0,25; 0,5 € 1 mg/mL),
de modo a identificar a concentracao e condi¢oes mais adequadas para a
encapsulacao de pDNA.

2. Anélise da morfologia das nanoparticulas, formuladas em diferentes valores de
pH, por Microscopia Eletronica de Varrimento (MEV).

3. Determinacao do tamanho, didmetro médio, indice de polidispersividade e carga
de superficie dos sistemas de copolimero e pDNA.

4. Anaélise da capacidade dos complexos de pDNA-copolimeros para proteger o
pDNA, na presenca de DNase e meio celular DMEM.

5. Avaliacao daviabilidade celular determinada por MTS, para verificar a toxicidade

e seguranca das nanoparticulas produzidas.
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3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

Os reagentes comuns usados ao longo do trabalho experimental foram sulfato de amonio
((NH,)= SO,), Tween 20 (Css Hiy O6), hidroxido de sddio (NaOH), dodecil sulfato de
sodio (SDS), cloreto de s6dio (NaCl) comercializados por Panreac (Barcelona, Espanha),

e tris (hidroximetil) aminometano (Tris) da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Para o crescimento da bactéria E. coli DH5q, os reagentes usados foram: agar, meio LB
(Luria-Bertani) de Pronalab (Mérida, México), triptona e extrato de levedura da Bioakar
(Beauvais, Franca), glicerol de Himedia, hidrogenofosfato de dipotéassio (K-HPO,) de
Panreac (Barcelona, Espanha), di-hidrogenofosfato de potassio (KH.PO,) da Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) e o antibidtico ampicilina da Thermo Fisher Scientific
Inc. (Waltham, EUA).

Para a extracdo de DNA de plasmidico, o kit NZYMaxiprep da NZYTech Genes and
Enzymes (Lisboa, Portugal) foi usado, assim como isopropanol da Thermo Fisher
Scientific Inc. (Waltham, EUA). Para a realizacdo das eletroforeses no decorrer do

trabalho, foi utilizado GRS agarose LE e reagente Green-Safe da Grisp (Porto, Portugal).

Os polimeros POEOMA22-b-PDPA87 e 0o POEOMA28-b-PDPA74 utilizados durante o
projeto foram gentilmente cedidos pelo professor Jorge Coelho (Universidade de

Coimbra), no ambito de uma colaboracao.

Para o processo de protecdo de DNA plasmidico, foi utilizado DNAse da PanReac
AppliChem e para a realizagdo dos testes de citotoxicidade foram utilizados o meio
DMEN-F12 proveniente da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e MTS da Promega.

3.2. Métodos

3.2.1. Crescimento de E. coli e producao de DNA plasmideo

O pDNA (pcDNA3-FLAG-p53), de 6,07-kb (Addgene, pDNA 10838) contendo a
sequéncia que codifica a proteina p53 foi replicado a partir de uma cultura celular de
Escherichia coli DH5a. Inicialmente, as células de E. coli foram inoculadas em meio LB-
agar suplementado com 50 pg/mL de ampicilina, e o crescimento ocorreu a 37 °C
durante a noite. A pré-fermentacao foi realizada através da transferéncia de algumas
colbnias para frascos contendo 125 mL de meio TB (12 g/L de triptona, 24 g/L de extrato
de levedura, 4 mL/L de glicerol, 0,017 M de KH,HPO,, 0,072 M K.HPO,), suplementado
com ampicilina 50 pg/mL. O crescimento de E. coli ocorreu a 37 °C, 250 rpm, até uma

densidade 6ptica a 600 nm (DOeoo) de cerca de 2,6 ser alcancada. A seguinte equacao foi
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usada para calcular o volume de pré-fermentacao necessario para iniciar a fermentacgao

com uma DOs, de 0,2:
Vpré—fermentagﬁo = [(Vpré—fermentagﬁo + errmentagﬁo) X DOfermentagﬁo] / DOpré—fermenta(;ﬁo

Para medir a DO, um espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultraspec 3000 UV/Visible

(Cambridge, Inglaterra) foi usado.

O crescimento bacteriano foi mantido por 16 h e por fim, as células foram recuperadas
por centrifugacdo a 3900 g por 10 minutos a 4 °C, sendo as células (pellets) armazenadas

a-20 °C.
3.2.2. Extracao de DNA de plasmideo

Para a recuperacao e extracao do pDNA foi utilizado o kit NZYMaxiprep, de acordo com
o protocolo fornecido pelo fabricante. Sendo assim, o sedimento bacteriano
correspondente a 100 mL de cultura de E. coli foi ressuspendido em 12 mL de tampao
M1, contendo RNase A, passado por vigoroso vortex. Como o pDNA é um produto
intracelular, a lise celular teve que ser realizada. Assim, foram adicionados 12 mL de
tampao M2, e a homogeneizacio foi realizada misturando suavemente por inversao do
tubo. Apo6s 5 minutos de incubacao a temperatura ambiente, a etapa de neutralizacao foi
realizada pela adicao de 12 mL de tampao M3 pré-arrefecido, e a resuspensao bacteriana
foi cuidadosamente homogeneizada. O lisado foi entao centrifugado durante 30 minutos
a 20.000 g a 4 °C. Se o sobrenadante ainda apresentasse matéria suspensa, a
centrifugacao seria repetida durante 15 minutos. Enquanto isso, a coluna NZYTech era
equilibrada com 6 mL de tampao MEQ. Apos a centrifugacido, o sobrenadante foi
transferido para a coluna NZYTech equilibrada. Nesta etapa, ocorreu a ligagdo do DNA,
e os contaminantes sdo eliminados lavando a coluna com 32 mL de tampao MW. Para a
eluicao do pDNA puro, foram adicionados 15 mL de tampao ME e o pDNA foi recuperado
em novos tubos. O pDNA eluido foi entao precipitado com 10,5 mL de isopropanol,
seguido por homogeneiza¢ao cuidadosa e 15 minutos de incubacdo em gelo. Entdao uma
centrifugacdo foi realizada a 15.000 g por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante era
descartado, e o pellet de DNA foi lavado com 5 mL de etanol a 70%. A centrifugacao foi
repetida a 15.000 g durante 15 minutos, a 4°C. Com cuidado, o etanol foi removido
inteiramente, e o sedimento foi deixado secar a temperatura ambiente. Para
reconstituicao de DNA, o pellet de DNA foi dissolvido em 1 mL de Tampao TE (Tris-HCI
10 mM e EDTA 1 mM pH 8,0). A amostra de pDNA foi quantificada no Nanodrop
(IMPLEN, Reino Unido). A integridade e pureza da amostra foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose e para finalizar, as amostras de DNA foram armazenadas
a-80°C.
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3.2.3. Preparacao de complexos de DNA-copolimero de

plasmideo

Para determinar quais as concentracoes mais adequadas para encapsulacao de pDNA,
foram estudadas cinco concentragdoes para os polimeros POEOMA22-b-PDPA87 e
POEOMA28-b-PDPA74 (0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL e 1,0
mg/mL). Ambos os polimeros, foram preparados na concentracdo de 1 mg/mL
dissolvendo-se em tampao de acetato de sddio (0,1 M de acetato de s6dio / 0,1 M de acido
acético, pH 4,5), e posteriormente realizadas as dilui¢cées subsequentes (0,05 mg/mL;
0,1 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL). A solu¢do de pDNA, com uma concentracao de
20 pg/mL, foi também preparada em tampao de acetato de s6dio, a pH=4,5. Para
encapsular o pDNA, um volume fixo de solucao de polimero (100 uL) das diferentes
concentragoes descritas acima foi adicionado gota a gota a solu¢ao de pDNA (400 uL)
em 60 segundos em um voértex. Todas as técnicas de caracterizacao de complexos pDNA-
copolimero, foram realizadas mantendo a concentragdo de pDNA constante (20 pg/mL).
Em seguida, todas as particulas preparadas foram equilibradas a temperatura ambiente
por 15 minutos e centrifugadas a 15.000g por 20 minutos, a uma temperatura de 4°C,

para recuperar o complexo pDNA-copolimero.
3.2.4. Ensaio em gel de agarose

Cada sistema de pDNA-copolimero foi preparado em diferentes concentracoes,
conforme descrito anteriormente. As amostras resultantes foram analisadas por
eletroforese horizontal com gel de agarose 1% complementado com Greensafe, para
marcacgao dos acidos nucleicos. A eletroforese foi realizada em tampao de Tris-Acetato-
EDTA (TAE) (Tris Base 40 mM, 4cido acético 20 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0) e decorreu
a 120 V por 40 minutos. A seguir, o gel de agarose resultante foi visualizado sob luz

ultravioleta, através do equipamento UVitec Cambridge (Cambridge, Reino Unido).
3.2.5. Eficiéncia de encapsulacao

Para determinar a eficiéencia de encapsulacao (E.E) dos diferentes polimeros, a
concentracdo de pDNA livre no sobrenadante resultante da centrifugacdo de particulas
(15.000 rpm, 20 minutos, 4°C) foi quantificada. A quantidade de pDNA nao ligado foi
determinada por absor¢do de UV a 260 nm num Nanodrop. Trés repeticoes foram

realizadas para cada condicao. Assim, a EE foi calculada da seguinte forma:

E.E (%) = [(Quantidade total de pDNA - quantidade de pDNA no sobrenadante) /
Quantidade total de pDNA]) x 100
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3.2.6 Microscopia eletronica de varrimento (MEV)

O microscopio eletronico de varrimento € uma ferramenta usada na caracterizacao
morfologica dos sistemas preparados, sendo capaz de produzir imagens de alta resolucao
e ampliacdo da amostra de interesse, que possibilita avaliar, além da forma e da
superficie das nanoestruturas geradas, o tamanho e a sua distribuicdo quanto a
morfologia, permitindo aumentos acima de 50.000 vezes e imagens tridimensionais de

alta resolucao (>1 nm), o que torna essa técnica bastante versatil. [69-701,

Sendo assim, foi necessaria a preparacdo das amostras com a presenca de ouro.
Primeiramente cortou-se um pedaco da laminula com a amostra, colou-se com fita dupla
face no stub (porta amostras do SEM) e foi necessario realizar a metalizacdo com ouro
(sputtering) anteriormente a analise. Um feixe de eletrdes acelerados é focalizado sobre
a amostra, e os eletroes refletidos (parte espalhada) sao analisados para formar uma

imagem.
3.2.7. Medicoes do potencial Zeta/Size

Para avaliacao do tamanho de particula, o diametro médio de particula formada pela
associacao do copolimero e pDNA e o indice de polidispersividade foram realizados
ensaios por espalhamento de luz dinamico (DLS) usando um analisador de particulas
Zetasizer NanoZS. Os diametros das particulas das amostras recém-preparadas foram
medidos a 20 °C. Por outro lado, a carga de superficie (potencial zeta) permite saber a
carga superficial das nanoparticulas em solugao, utilizando-se, para o efeito, uma célula
com dois elétrodos. Aplica-se um campo elétrico as particulas e mede-se a mudanca de
fase na luz dispersa pelas nanoparticulas em movimento devido ao campo elétrico
aplicado. A mudanca de fase é proporcional a mobilidade eletroforética das particulas,
parametro a partir do qual se calcula o potencial zeta. As medicoes do potencial zeta
foram realizadas sequencialmente as do tamanho, utilizando-se para o efeito o mesmo
equipamento Zetasizer Nano-ZS, acoplado a um laser de eletroforese doppler utilizando
o modelo de Smoluchovski. Os valores médios das medidas de tamanho e potencial zeta
foram calculados com os dados obtidos em trés repeti¢oes. Os resultados obtidos para o
tamanho e para o potencial zeta foram analisados com recurso ao software Zetasizer

6.02.
3.2.8. Libertacao de DNA plasmidico

Para os estudos de libertacao, foi inicialmente realizada a encapsula¢cao do pDNA pelos
polimeros POEOMA.,.-b-PDPAs, e POEOMA.s-b-PDPA.,, nas respetivas concentracoes

de 0,5 e 0,25 mg/mL. Posteriormente foi retirado o sobrenadante, onde se encontra o
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pDNA nao encapsulado, e lida a sua absorvancia para determinacao do pDNA nao ligado.
Logo depois as amostras de poliplexos sao ressuspendidas em 100 pL de tampao fosfato
pH 8. Apos a sua ressuspensdo no tampao, sdo incubadas as amostras durante 30
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente a incubacao, voltaram-se a centrifugar
as nanoparticulas, a 15000 g, 5 minutos, 4 °C, seguido da medicao de suas concentracoes
nos respetivos tempos de incubacido (imediatamente apds adicdo do tampao e apds 30

minutos).
3.2.9. Protecao de pDNA

O ensaio de protecao de pDNA foi realizado colocando o complexo pDNA-copolimero
(100 puL) com DMEM-F12 de alta concentracao de glicose suplementado com 10% FBS e
DNase (5 U/L). Sendo incubados os complexos pDNA-copolimero em agitacao,
temperatura de 37 °C, por diferentes tempos (30 minutos, 1 hora, 2 horas e 4 horas). Em
seguida, o complexo pDNA-copolimero foi centrifugado a 20.000 g por 15 minutos para
precipitar o complexo, e o pDNA foi liberado no sobrenadante e, em seguida, recuperado
e analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8% para verificar a integridade
estrutural do pDNA.

3.2.10. Viabilidade celular

Para a analise dos efeitos citotoxicos do copolimero, foram realizados ensaios de
viabilidade celular. Neste ensaio, foram utilizados fibroblastos humanos, que foram
semeados em placas de 96 pocos. Apos 24 horas de incubacao (para permitir adesao das
células a placa) o meio de cultura foi substituido por meio de cultura sem soro. Depois,
nanoparticulas do copolimero POEOMA28-b-PDPA74 com uma concentracao de 0,5
mg/mL (que nos estudos anteriores mostraram melhores resultados), foram adicionadas
aos pocos. As células foram incubadas por 48 horas onde foi realizado o estudo de
citotoxicidade. Uma mistura de MTS, foi adicionada a cada pogo e as células foram
incubadas a 37 °C durante 1h30, protegida da luz. Por fim, é realizado a analise do MTS
metabolizado, por medicao de absorbancia a 400 nm em um leitor de microplaca. As
células nao transfectadas incubadas com etanol foram utilizadas como controlo positivo

para o nivel de citotoxicidade.
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4. Resultados e Discussao

No presente trabalho pretendeu-se realizar o desenvolvimento de nanoparticulas
baseadas na utilizacdo dos polimeros POEOMA..-b-PDPAs, e POEOMA.s-b-PDPA.,
responsivos ao pH, para se obter uma encapsulacao eficaz de pDNA. Os resultados
obtidos no decorrer do trabalho experimental e realizados com cada polimero
POEOMA..-b-PDPAs, e POEOMA.s-b-PDPA,, serdo apresentados de forma detalhada

nos topicos presentes abaixo.
4.1. Eficiéncia de encapsulacao

Para as anélises realizadas na determinagao da eficiéncia de encapsulacao (%) de pDNA
foram preparados diferentes sistemas, variando a concentracdo de copolimero em
tampao de acetato de sédio a pH 4,5 (grafico 1) e tampao fosfato a pH 7,4 (grafico 2). A
concentracdo do material genético foi mantida constante ao longo dos ensaios (20
ug/mL). A capacidade dos copolimeros de ligar e condensar o material genético foi

confirmada por eletroforese em gel de agarose (dados nao apresentados).

Solugao Acetato pH: 4,5

®m [POEOMA22-b-PDPA87] - pH: 4,5 ®m [POEOMA28-b-PDPA74] - pH: 4,5
90,00

80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00 .
0,00
1 05 0,25 0,1 0,05

Concentragdo do polimero (mg/mL)

Eficiencia de encapsulamento (%)

Grafico 1 - Eficiéncia de encapsulagio (%) do pDNA pelos polimeros POEOMA22-b-PDPA87 (a vermelho)
e POEOMA28-b-PDPA74 (a azul), estudados nas concentracoes de 1; 0,5; 0,25; 0,1 € 0,05 mg/mL em
tampao acetato pH: 4,5.

Os resultados apresentados no grafico 1 (em tampao acetato pH: 4,5) sugerem eficiéncias
consideravelmente elevadas, sendo as mais elevadas de cerca de 80,28%, para a
concentracdo 0,5 mg/mL e cerca de 80,73%, na concentracao de 0,25 mg/mL, ambos no
polimero POEOMA.,.-b-PDPAg,. J4 para a encapsulacao com o polimero POEOMA.s-b-
PDPA,,, este apresentou eficiéncias menores, sendo as mais elevadas de cerca de 63,83%

na concentracao 0,25 mg/mkL e de 77,49% na concentracao de 0,5 mg/mL.
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g

Solugao Fosfato pH: 7,4

m [POEOMA22-b-PDPA87] - pH: 7,4 ® [POEOMA28-b-PDPA74] - pH: 7,4
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10,00 I
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Eficiencia de encapsulamento (%)
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0,25 0,

Concentragdo do polimero (mg/mL)

Gréfico 2 - Eficiéncia de encapsulagio (%) do pDNA pelos polimeros POEOMA22-b-PDPA8?7 (a vermelho)
e POEOMA28-b-PDPA74 (a azul), estudados nas concentracoes de 1; 0,5; 0,25; 0,1 € 0,05 mg/mL em
tampao fosfato pH: 7,4.

Os resultados apresentados no grafico 2, resultaram dos estudos realizados com os
mesmos polimeros, com a diferenca de se ter utilizado uma solucao com pH 7,4, ou seja,
um pH mais elevado quando comparado aos estudos anteriores. Num modo geral pode-
se verificar que as eficiéncias de encapsulacao para este pH sao superiores comparando
ao que foi verificado para um pH mais baixo (grafico 1). Observando-se aqui (grafico 2),
que as concentracoes que apresentaram elevadas eficiéncias de encapsulacao do pDNA
foram a de 0,25 mg/mL, com eficiéncia de cerca de 80,45% e a 0,5 mg/mL, com cerca de
71,04%, ambos com o polimero POEOMA..-b-PDPAg,. No polimero POEOMA.g-b-
PDPA,,, as concentracdes que mostraram os melhores resultados na encapsulacao do
pDNA foram a 0,25 e 0,5 mg/mL, com cerca de 84,91% e 86,84% de eficiéncia,
respetivamente. As restantes concentracgoes estudadas (1; 0,1 € 0,05 mg/mL) para os dois
polimeros e nas condicoes de pH 4,5 e 7,4, ndo apresentaram resultados vantajosos para
a complexacdo do pDNA. Pelo que nos estudos subsequentes foram usadas apenas as
concentracoes de polimeros cuja eficiéncia de encapsulacao foi superior, isto €, a 0,25 e

0,5 mg/mL de cada um dos polimeros.
4.2. MEV (Microscopia Eletronica de Varrimento)

A morfologia de um nanosistema pode ser definida como o estudo da sua forma,
configuracao e aparéncia. A topografia do material pode ser descrita detalhadamente
através da analise precisa da sua superficie, podendo ser utilizado o Microscopio
Eletrénico de Varrimento (MEV) para caracterizacao morfolégica e topografica de um

material. Sendo assim, esta técnica pode revelar-se muito importante na caracterizacao
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morfologica e de tamanho das nanoparticulas([70l. Os resultados obtidos na caraterizacao

dos sistemas preparados anteriormente sdo apresentados nas figuras 3 e 4.

pH: 4,5

POEOMA 22-b-PDPAs7

pH: 7.4

Ampliacic: 15000x

Figura 3 - Resultados de Microscopia Eletronica de Varrimento (MEV) no polimero POEOMA:2-b-PDPAs;
— A: concentragdo 0,5 mg/mL; B: concentracao 0,25 mg/mL, ambos em solucao acetato (pH:4,5). C:
concentracao 0,5 mg/mL; D: concentragio 0,25 mg/mL, ambos em solucdo Fosfato (pH:7,4). As ampliacoes
apresentadas foram escolhidas com base na melhor observagao possivel das imagens.

Concentragho do polimero: 0,25 mg/ml

Concentragie do polimero: 0,5 mgiml

s

pH: 4,5

POEOMA2a-b-PDPA 7+

pH: 7,4

T

L1 m
Ampliagio: 15000x

Ampliacao: 15000x

Figura 4 - Resultados de Microscopia Eletronica de Varrimento (MEV) no polimero POEOMA-s-b-PDPA,,
— E: concentragdo: 0,5 mg/mL; F concentragido 0,25 mg/mL, ambos em solucao acetato (pH:4,5). G:
concentracao 0,5 mg/mL; H: concentrac¢ao 0,25 mg/mL, ambos em solugdo Fosfato (pH:7,4). As ampliacoes
apresentadas foram escolhidas com base na melhor observacio possivel das imagens.
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Os resultados apresentados nas figuras 3 e 4 permitiram analisar a morfologia e estrutura
das amostras com os polimeros o POEOMA.,.-b-PDPAg, (figura 3) e POEOMA.s-b-
PDPA,, (figura 4), nas concentragoes de 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL ambos em tampao
acetato e fosfato. Estes resultados foram obtidos com uma ampliacdo entre 10000 e

15000 vezes.

E possivel observar na figura 3, com o polimero POEOMA,,-b-PDPAg,, a pH 4,5 na figura
3.A, para a concentragao de 0,5 mg/mL, que as nanoparticulas apresentam tamanhos
diferenciados entre 951 nm e 369 nm, enquanto na figura 3.B obtida para a concentracao
de 0,25 mg/mL de polimero, que os tamanhos variaram entre 338 nm e 795 nm. Ja na
figura 3.C e 3.D as nanoparticulas foram preparadas a pH 7,4. Na figura 3.C, com uma
concentracao de polimero de 0,5 mg/mL os tamanhos das particulas apresentaram-se
entre 319 nm e 456 nm. Ja, na figura 3.D, para a concentracao de 0,25 mg/mL, os
tamanhos variam entre 540 nm e 895 nm. Os resultados apresentados na figura 4, com
o polimero POEOMA.s-b-PDPA,,, mostram que para pH 4,5 temos tamanhos de 383 nm;
515 nm; 439 nm e 627 nm na figura 4.E para uma concentracao de 0,5 mg/mL, enquanto
na figura 4.F (0,25 mg/mL) encontram-se tamanhos de 540 nm; 666 nm e 581 nm. Ja as
nanoparticulas da figura 4.G e 4.H, preparadas a pH 7,4, verificou-se que para a
concentracao de 0,5 mg/mL (figura 4.G) os seus tamanhos sao de 572 nm; 491 nm e 646
nm, e na concentracao de 0,25 mg/mL (figura 4.H) os tamanhos estao entre 519 nm; 520
nm; 651 nm e 585 nm.

Verifica-se globalmente, através dos resultados apresentados, que as nanoparticulas
preparadas em pH 4,5 para ambos os polimeros, POEOMA.,,-b-PDPAg, e POEOMA.s-b-
PDPA,,, se apresentam com o formato mais caracteristico, sendo estas arredondadas, o
que também serd mais vantajoso para utilizacdo na entrega de material genético as
células. Para o pH 7,4, as nanoparticulas apresentam morfologia que nao € tao esférica e
sim uma morfologia mais oval, apresentando-se também com maior agregacio, o que
torna a medi¢do de tamanho da particula individual um pouco dificil e imprecisa.
Portanto, a preparacao da amostra deve garantir menor aglomeracao e boa distribuicao
das nanoparticulas. Referir, no entanto, que a aglomeracdo da amostra pode estar
relacionada ao processo de secagem ou a um processo ineficiente no espalhamento de

particulas sobre a superficie.

Os resultados obtidos no presente projeto de pesquisa sdo consistentes com os obtidos
por Dunlap et al. 1997 e Chithrani e Chan 2007, que demonstraram que a morfologia das
particulas formadas com pDNA (de tamanho a variara entre 100 e 600 nm),
apresentando em sua maioria formas esféricas e ovais, poderia ser modificada em

resposta a alteracoes de pH. Foi ainda descrito que as formas esféricas das
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nanoparticulas sdo mais facilmente envolvidas pela membrana celular, facilitando a sua

captacio, quando comparadas com as formas ovais [71.72,73],

4.3. Avaliacao do potencial Zeta e Tamanho dos poliplexos

As propriedades de carga a superficie e tamanho das nanoparticulas formadas pelos
polimeros em estudo POEOMA..-b-PDPAs;, e POEOMA,s-b-PDPA,, e pDNA

encapsulado, foram determinadas por medic6es de potencial zeta/size (grafico 3).

= s [POECOMAZZ-b-
o POPABT] - pH: 7.4

(k|

X s [POEOMAZE-b-

[ J__ POPATA]-pH: T4
5000 i ] [POEDMAZ2-b-
I i on POPABT]-pH 4.5
K -H-T.- = oo
D5 L o3 ., B [POEOMAZS-b-

) 025 POPATA]-pH 45
Concentracdo de polimero (mg/mL)

o

Potencial zeta (mV)
Tamanho (nm)

Concentragao de polimero (mg/mL)

Grafico 3 — Resultados do potencial Zeta (A) e distribuicdo de tamanhos (B) para os polimeros POEOMA.-
b-PDPAs; e POEOMA.s-b-PDPA;, em pH 4,5 € 7,4.

A carga a superficie das nanoparticulas é uma caracteristica do sistema de entrega de
genes que é muito importante avaliar, pois ndo afeta apenas a interagao entre o complexo
e a membrana celular, mas também afeta a estabilidade coloidal do sistema 741, O grafico
3.A mostra o potencial zeta dos polimeros preparados para as duas concentracoes de
polimero que resultaram em maiores eficiéncias de encapsulacao do pDNA. Os sistemas
preparados a pH 4,5 apresentaram na sua maioria uma carga superficial positiva, sendo
que particularmente, 0o POEOMA..-b-PDPAg;, na concentracao de 0,5 mg/mL conduziu
a formacao de particulas com carga de 23,53 mV e na concentracao de 0,25 mg/mL uma
carga a superficie de 26,56 mV. Ja o polimero POEOMA,s-b-PDPA,, na concentracao de
0,5 mg/mL produziu particulas com carga de 26,42 mV e na concentracao de 0,25
mg/mL, carga de 19,21 mV. No caso dos sistemas preparados a pH superior, cerca de 7,4,
o polimero POEOMA.,.-b-PDPAg,, na concentracao de 0,5 mg/mL formou particulas de
carga de -0,295 mV e na concentracao de 0,25 mg/mL carga de 7,0 mV. No caso, das
particulas formadas com o polimero POEOMA.s-b-PDPA,, na concentracao de 0,5
mg/mlL, estas apresentaram carga de -2,4 mV e de -0,052 mV na concentracao de 0,25
mg/mL, sendo por isso sempre negativas. Com base nos resultados apresentados, é
possivel notar que os sistemas estdo menos carregados positivamente com o aumento do
pH, o que segundo investigadores, se deve ao facto de sob condicbes acidas o PDPA,

anteriormente hidrofébico, acaba por tornar-se hidrofilico apos protonacao. Contudo a
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carga positiva do polimero POEOMA-b-PDPA em pH 4,5, indica que o polimero é soluvel
e que nao forma agregados, o que pode estabelecer fragmentos de PDPA carregados
positivamente e, neste pH, tanto os fragmentos de POEOMA quanto o PDPA sao
hidrofilicos. 74751, Possuindo uma carga superficial positiva, estes sistemas podem
facilitar a transferéncia de material genético para as células, uma vez que favorecem a

interacao com as membranas celulares, facilitando a entrada dos poliplexos.[76l.,

J& os resultados obtidos no grafico 3.B evidencia os tamanhos (Size) das particulas
preparadas para ambas concentragdes de polimeros que obtiveram maiores eficiéncias
de encapsulacio (0,5 e 0,25 mg/mL). E possivel observar que para a concentracio de 0,5
mg/mL nos polimeros POEOMA.,-b-PDPAg, e POEOMA.s-b-PDPA,,, é quando se
obtém uma maior variabilidade de tamanhos dos sistemas. Também se verifica que os

sistemas preparados a pH 7,4 apresentam tamanho superior as particulas obtidas a pH

4,5-

Todos estes resultados de avaliacao da dimensao dos sistemas formados é igualmente
relevantes, uma vez que sistemas de entrega de dimensao elevada podem limitar a
entrada e entrega do DNA as células. A interacao eletrostatica entre o polimero e o pDNA
¢ estabelecida durante a preparacao do complexo. Nesse processo, o pDNA é condensado
pelos polimeros para formar nanoestruturas. Sendo que elevados tamanhos das
particulas, podem estar associados a aglomeracao de particulas devido a falta de

qualquer mecanismo de estabilizagao esférica [70-

De notar que os investigadores Rungsardthong et al., 2001 e Badi, 2017, descreveram
resultados semelhantes aos descritos no presente trabalho, com nanoparticulas de
tamanhos entre 216 nm e 673 nm, se comparado a composicao e concentracao dos
polimeros [7778], Relativamente a carga superficial das particulas, os resultados dos
autores Morille et al., 2008; Gaspar et al., 2011 e Géis et al., 2018, demonstram a sintese
de particulas para encapsulacao de pDNA, com cargas positivas de cerca de 20 a 30 mV.
Esta é uma carateristica importante, que influencia ndo apenas as interacoes particula-
membrana celular, mas também a estabilidade da particula. De facto, ndo apenas o
tamanho da particula, mas a densidade de carga, influencia a entrega do gene, uma vez
que as nanoparticulas também devem conseguir interagir com a membrana celular para
serem internalizadas, o que pode ocorrer devido a algumas interagoes eletrostaticas
envolvendo proteoglicanos carregados negativamente na membrana celular e particulas

carregadas positivamente 737679,
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4.4. Libertacao de pDNA

Para determinar o perfil de liberacao do material genético complexado nos poliplexos,
foram realizados ensaios de libertacdo de pDNA, com os polimeros, concentracoes e
condi¢oes que conduziram as melhores eficiéncias de encapsulaciao, sendo eles o
POEOMA..-b-PDPAsg;, e POEOMA.s-b-PDPA,, nas concentragoes de 0,25 e 0,5 mg/mL,
ambos em pH 4,5 e 7,4. Os resultados obtidos sao esquematicamente apresentados na

tabela 4, abaixo:

Taxa de recuperagao

mg/mL Polimero Condicao (%)
0 horas 13,40 +1,79
30 minutos (rolo) 11,88 0,48
30 minutos
0,5 (Temperatura 10,75 10,64
Ambiente)
[POEOMA22-b- 0 horas 3,02 0,78
PDPA87] 30 min (rolo) 7,80 1,06
0,25 30 minutos
(Temperatura 19,51 +2,46
Solucio Fosf H: Ambiente)
olugdo Fosfato - pH: 0 horas 9,34 +0,86
’ 30 minutos (rolo) 14,42 14,22
0,5 30 minutos
(Temperatura 19,53 +0,88
Ambiente)
[POEOMA28-b- 0 horas 2,75 10,62
PDPA74] 30 minutos (rolo) 12,70 4,88
30 minutos
0.25 (Temperatura 7,12 +3,60
’ Ambiente)
0 horas 13,16 +2,38
30 minutos (rolo) 12,23 0,73
0,5 30 minutos
(Temperatura 10,95 +1,69
Ambiente)
[POEOMA22-b- 0 horas 11,90 2,17
PDPA87] 30 minutos (rolo) 15,82 15,63
0,25 30 minutos
(Temperatura 8,24 +1,48
Solugao Acetato de Ambiente)
sodio - pH: 4,5 0 horas 4,76 +2,23
30 minutos (rolo) 7,97 +0,51
0,5 30 minutos
(Temperatura 7,97 +0,51
Ambiente)
[POEOMAZ28-b- 0 horas 4,25 0,72
PDPA74] 30 minutos (rolo) 7,34 1,60
0,25 30 minutos
(Temperatura 9,89 +0,63
Ambiente)

Tabela 4 - Taxa de libertacdo do pDNA complexado nos polimeros POEOMA2.-b-PDPAg; e POEOMA.s-i-
PDPA;,, nas concentragdes de 0,25 e 0,5 mg/mL em pH 4,5 e pH 7,4, ap6s oh e 30 minutos de incubacio,
para ambos os polimeros e concentragdes.

Ao observar os resultados dos ensaios de liberacao (Tabela 4), compreende-se que os
polimeros nao apresentam taxas de libertacado de pDNA significativas, variando entre

2,75% e 19,53%, para as condigcOes testadas, nomeadamente apds incubacao das
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nanoparticulas em solucao de pH 8. Assim, é possivel concluir que existe uma libertacao
do material genético das nanoparticulas, ainda que nao tenha sido muito elevada nestas
condicdes. Assim, se comprova que os polimeros POEOMA..-b-PDPAs, e 0 POEOMA.s-
b-PDPA,, serao eficientes a proteger o pDNA, mas a sua libertacao requer ainda estudos

adicionais.

Alguns autores, como Cheng-Liang, et al., 2010; Pearson, et al., 2013, descreveram
valores de libertacao entre 5,83 - 5,96 % para POEOMA-b-PDPA, sugerindo que para um
pH abaixo do pKa dos polimeros, os grupos amina estardo protonados, o que pode
induzir o transporte do material genético para o citoplasma. Para valores de pH maiores
que seu pKa, os polimeros tornam-se hidrofébicos %882, Também estes resultados de
outros autores reforcam a necessidade de otimizar as condi¢oes de libertagao do pDNA

complexado pelos copolimeros.
4.5. Protecao de pDNA complexado nos poliplexos

O sucesso de um vetor de entrega de material genético depende da sua capacidade para
proteger a sua carga. No caso em estudo, o pDNA complexa com os polimeros catiénicos
por via de interacoes eletrostaticas entre os grupos amina presentes nos polimeros e os
grupos fosfato constituintes do DNA. A formacao de poliplexos permite assim estabelecer

protecao e minimiza a degradacao do material genético [83]-

Sendo assim os complexos de pDNA — copolimeros devem proteger o pDNA condensado
da acdo de nucleases, e para obter essa confirmacao foi realizado um estudo que envolve
a incubagio dos complexos em meio DMEM-F12 e DNAse I. A justificacio deste estudo
€ que as nanoparticulas preparadas deverao ser capazes de resistir a atividade das
nucleases que poderao estar presentes e que degradam o pDNA [761. O resultado deste

estudo é apresentado na figura 5.

Como referido anteriormente, para garantir que as nanoparticulas preparadas protejam
o pDNA encapsulado, é feita uma incubacao com uma nucleasse especifica (Dnase I) que
tem uma alta capacidade de induzir a clivagem de DNA. No caso do controlo de pDNA
em presenca de DNAse (Figura 5, pocos D1, D2, D3 e D4) ocorre degradacao do pDNA
em todos os tempos de incubacao estudados (30 minutos, 1 hora, 2 horas e 4 horas,
respetivamente). No entanto, observou-se que o pDNA encapsulado com POEOMA.s.b-
PDPA, (Figura 5, pogos PD1, PD2, PD3 e PD4), ndo mostrou sinais de degradacao pela
Dnase, o que podera indicar uma protecdo eficaz e de longa duracdo do pDNA

encapsulado.
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Pelo contrario, no caso do controlo de pDNA em presenca de meio DMEM (Figura 5,
pocos M1, M2, M3 e M4) a degradacdao do pDNA nao é tao extensa como verificado na
presenca duma solucao de DNAse, apesar de aparentemente haver uma diminuicao da
intensidade da banda correspondente a isoforma superenrolada do pDNA (de notar que
foi impossibilitado medir-se as concentracoes do pDNA com e sem o meio DMEM devido
a interferéncia deste nas leituras por Absorvancia a 260nm nestas amostras). Na Figura
5 observa-se ainda no gel a degradacao de pDNA das nanoparticulas com POEOMA.s-b-
PDPA,, na presenca do meio DMEM (pocos PM1, PM2, PM3 e PMy), visualizado pelo
arrastamento das bandas do pDNA. Assim, o meio DMEM parece induzir alguma
libertacao do pDNA das particulas que ndo acontecia anteriormente, no entanto o pDNA
libertado ndo se encontra na sua isoforma superenrolada, que é biologicamente ativa. Os
resultados permitem assim concluir que o polimero POEOMA.s-b-PDPA., é capaz de
manter o pDNA encapsulado e protegido da acao de nucleases em solu¢ao, no entanto na
presenca de meio DMEM este é libertado para o exterior das nanoparticulas sofrendo

alguma degradacao.

¢

M4 PM1 PM2 PM3 PM4

Figura 5 — Estudos de protecdo de pDNA. A: gel com C: controlo pDNA em agua milliQ; Ci: pDNA em
incubagdo a 37°C, 30 min; C2:pDNA em incubacdo a 37°C, 4 horas; D1 — D4: controlo pDNA em contacto
com DNAse a 37°C, por 30 min, 1 hora, 2 horas e 4 horas, respetivamente. PD1- PD4: pDNA complexado
com POEOMA-2g-b-PDPA;, 0,5 mg/mL em incubag@o com Dnase por 30 min, 1 hora, 2 horas e 4 horas. B:
gel com M1 — M4: controlo de pDNA incubado em DMEM a 37°C, durante 30 min, 1 hora, 2 horas e 4 horas.
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PM1 — PM4: pDNA complexado com POEOMA-2s-b-PDPA, 0,5 mg/mL em meio DMEM incubado a 37°C
durante 30 min, 1 hora, 2 horas e 4 horas.

4.6. Viabilidade celular

Este ensaio permite medir o potencial redutor das células, decorrente da producao de
metabolitos durante o crescimento celular e, consequentemente, determinar a
viabilidade celular. O uso de polimeros catidénicos, como sistemas de entrega de pDNA,
pode representar alguma citotoxicidade, sendo esta uma das suas principais limitacoes.
Por exemplo, a citotoxicidade induzida pelo polimero polietilenimina (PEI), in vivo, é
devida a destabilizacdo da membrana celular dos glébulos vermelhos, que conduz a
ativacdo de processos necroéticos, apoptoticos e de autofagia, sendo influenciada por
varias propriedades do polimero, tais como o peso molecular, a densidade de carga, e a
estrutura. [8485861. Portanto a avaliacdo da viabilidade celular apds transfecao de células
usando o pDNA encapsulado pelos copolimeros é de extrema importancia, permitindo

inferir sobre a seguranca dos sistemas em estudo.

Sendo assim, é possivel observar através da analise dos resultados representados na
figura 6, a viabilidade celular associada a exposicdo de uma linha de fibroblastos
humanos ao polimero POEOMA.g-b-PDPA.,.
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Figura 6 — Viabilidade celular (MTS em 48 horas). Células ndo tratadas (C-) e células tratadas com etanol
(C+) foram usadas como controlos negativo e positivo, respetivamente. A percentagem de viabilidade é
expressa em relacao as células de controlo. Os valores foram calculados com os dados obtidos em trés
medidas independentes (média + DP, n = 3). A analise estatistica foi realizada usando “One-way ANOVA”.
(ns = p> 0,05; **** p < 0,0001).

Segundo os resultados obtidos, nao se verificou uma citotoxicidade significativa para o
pDNA simples, para 0 POEOMA,s-b-PDPA,,, nem para o poliplexo de POEOMA.g-b-
PDPA,, e pDNA, na linha celular de fibroblastos humano, obtendo-se uma viabilidade de
95%, 99% e 99,5%, respetivamente. Os resultados revelam alta viabilidade celular para o
pDNA e POEOMA.s-b-PDPA,, independentemente se adicionados de forma isolada ou
complexada. Portanto, ao contrario do que se poderia esperar, dado o uso de polimeros
catiénicos, o copolimero POEOMA.s-b-PDPA,,, nao obtiveram aumento da
citotoxicidade, o que pode indicar que, além da capacidade de complexacao do pDNA
muito eficiente, as condi¢oes empregadas para sintetizar esses copolimeros em bloco

garantem menor contaminagao por cobre.

Estudos de viabilidade celular para sistemas de encapsulacio de pDNA, como os
descritos pelos autores Oh, K.J, et al., 2007, revelaram resultados proximos dos valores
aqui apresentados. Apesar de os sistemas serem diferentes, basearam-se na utilizacao de
nanogéis do polimero POEOMA, sendo obtidos valores de viabilidade de 95%,

corroborando a seguranca dos sistemas encontrada no presente trabalho. Também
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estudos anteriores do nosso grupo de investigacao, revelaram resultados de viabilidade

entre 95% a 100%, para pDNA complexado com POEOMA 5781,
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5. Conclusao e perspetivas futuras

A terapia génica é reconhecida como um grande avanco da medicina molecular, por
permitir o tratamento da doenca ao nivel genético. Seu objetivo principal é inserir
material genético ex6geno em células ou tecidos especificos do paciente a fim de tratar
doencas genéticas. Neste contexto, o desenvolvimento de sistemas de entrega de genes
surge como o principal desafio para sua aplicacao clinica. Os sistemas nado-virais de base
polimérica para a entrega de material genético sao considerados uma excelente opgao
dada a sua seguranca, e facilidade com que a sua estrutura pode ser alterada, através da

engenharia de polimeros.

O presente trabalho introduz um sistema de entrega de material genético, através da
sintese de nanoparticulas poliméricas baseadas em copolimeros de diblocos anfifilicos,
sendo abordados e estudados os polimeros POEOMA..-b-PDPAg, e POEOMA.s-b-
PDPA,,, com o objetivo de encontrar a melhor op¢ao para proteger e encapsular DNA
plasmidico de uma forma simples e eficaz, podendo assim ser usado em futuras
aplicacoes terapéuticas. Para isso se concretizar, os polimeros foram submetidos a
diferentes estudos, com o objetivo de avaliar o seu potencial de utilizacdo através da
determinacao da eficiéncia de encapsulacio de pDNA, a viabilidade celular,
determinacdo do tamanho e carga superficial, e a libertacdao e protecdo conferida ao

pDNA pelas nanoparticulas desenvolvidas.

Os polimeros POEOMA.,-b-PDPAs; e POEOMA.s-b-PDPA., em concentracoes de 0,25 e
0,5 mg/mL, foram os que mais se destacaram durante o estudo da eficiéncia de
encapsulaciao, sendo obtidos valores de cerca de 80%, dependendo de seu peso
molecular, sua composicao e concentracdo. As nanoparticulas apresentaram, na sua
grande maioria, cargas positivas, mas os polimeros ficam menos carregados
positivamente com o aumento do pH, no caso pH 7,4, usado em estudo. Notou-se ainda
que a morfologia das nanoparticulas em pH de 4,5 se apresentaram mais esféricas e
uniformemente distribuidas se comparadas com pH 7,4 em que se encontraram menos
esféricas e com aparéncia mais oval. Os resultados mostraram ainda que os polimeros de
POEMA-b-PDPA, forneceram alguma protecio ao pDNA contra constituintes do
ambiente celular, e ndo revelaram citotoxicidade. Globalmente, os estudos realizados
com os polimeros POEOMA-b-PDPA, descritos nessa dissertacdo, demonstraram o
potencial dos sistemas para a encapsulacao e protecao de pDNA, de forma mais facil e

eficaz.

Para o melhor desenvolvimento dos trabalhos futuros com polimeros, alguns estudos ja

exploraram a possibilidade de usar iniciadores terminados em alcino para SARA
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(Ativador suplementar e agente redutor) ATRP (Polimerizacao radicalar por
transferéncia de atomos ®”#l), que permitira a funcionalizacdo das nanoparticulas
preparadas com copolimeros POEOMA-b-PDPA, para promoverem o direcionamento
ativo do pDNA e aumentar a eficiéncia da terapéutica, algo relevante para os estudos

biomédicos.

Considerando os resultados obtidos, de futuro sera igualmente importante compreender
melhor o mecanismo de adsorgao e libertacado do pDNA pelos poliplexos, de forma a
otimizar as condicdes, garantindo a protecao do material genético, mas também a sua
libertacdo eficaz na célula. Dado o carater sensivel ao pH destes sistemas, sera
igualmente relevante estudar a sua aplicacdo em ambientes que variam no pH (intra e
extracelular) para averiguar o comportamento dos sistemas nestas condi¢oes biologicas.
Estes estudos implicam a realizagdo de ensaios in vitro em linhas celulares de diferentes
tipos, que permitam analisar a eficiéncia da transfe¢ao dos sistemas. Os ensaios celulares
futuros devem igualmente basear-se na avaliacdo da bioatividade do pDNA. Assim,
devem realizar-se estudos que verifiquem a expressao da proteina codificada no pDNA,
apos transfecao. No geral, estes estudos permitirdao concluir acerca do proposito da
producao de sistemas de entrega, confirmando a protecao, e entrega do pDNA as células,

garantindo a manutencao da sua atividade biologica 183.89.90.91,

Uma outra perspetiva futura, e de forma a ampliar a aplicabilidade dos sistemas, seria
também a avaliacdo da eficiéncia dos sistemas baseados em POEOMA-b-PDPA no
transporte de outros acidos nucleicos (como RNA, siRNA, entre outros), além do estudo

realizado com pDNA, abordado no presente trabalho.
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