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RESUMO

DE SOUZA, V. V. Sintese e Caracterizagao de Polimeros contendo Metacrilato de
2-(dimetilamino) etila e suas Aplicagoes Biolégicas e Biomiméticas. 2019. 155 f.
Tese (Doutorado) — Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

Polimeros sédo constituidos por unidades repetitivas (meros). Quando consistem em
apenas um tipo de mero sdo denominados homopolimeros e, possuindo mais de um
tipo, copolimeros. A natureza destas unidades e a maneira como se ligam nas
cadeias poliméricas definem as propriedades dos polimeros, que podem incluir
mudancas com pH e temperatura. O uso de diferentes monémeros permite
desenvolver polimeros para aplicagdes como entrega de genes ou formacéo de
vesiculas poliméricas (polimerossomos), objetivos desta tese. Visando desenvolver
materiais poliméricos para essas aplicagdes, varios polimeros e copolimeros foram
sintetizados, usando a técnica RAFT: (sigla inglesa para Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfer), uma das variantes da técnica de Polimerizagdo por
Desativacao Reversivel de Radicais (PDRR). Proporgbes variaveis de metacrilato de
2-(dimetilamino) etila (DMAEMA), metacrilato de metila (MMA) e estireno (S)
permitiram sintetizar varios materiais. Os polimeros obtidos neste trabalho foram
caracterizados por Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC, como sigla em
inglés), Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (comumente
chamada pela sigla inglesa: FTIR) e Ressonéncia Magnética Nuclear de prétons
(RMN de 'H). Resultados obtidos por Espalhamento Dinamico de Luz (em inglés,
DLS: Dynamic Light Scattering) das amostras de PDMAEMA3z15-b-PS2 e
PDMAEMA;15-b-PS7g1 em tampdo TRIS-HCI, (pHs 7,4 e 8,0) demonstraram que o
numero de particulas diminuiu com o aumento de pH. O numero de particulas é
maior quando formadas em tampao fosfato pH 8 devido a uma maior compactacao
do polimero. As amostras preparadas em tampdes Tris-HCl e fosfato, (pH 8),
mostraram menores valores de Potencial Zeta quando em tampao fosfato. O
tamanho das particulas foi compativel com vesiculas em todas as condi¢des
estudadas e esses polimerossomos tiveram aumento no seu didmetro hidrodindmico
(Dh), a partir de 65 °C (PDMAEMAz15-b-PS244) € 85 °C (PDMAEMAg315-b-PS7g1),
quando em tampdo fosfato. Analise dos polimerossomos por Ressonancia
Paramagnética Eletrénica (RPE) e Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) por
Coloragéao Negativa mostraram, respectivamente, a existéncia de um compartimento
interno capaz de incorporar uma sonda hidrofilica e revelaram vesiculas com
aproximadamente 80 nm de didmetro. Paralelamente, foram realizados
experimentos de eletroforese em gel de agarose com um DNA plasmideal (pUC19),
na presenca de polimeros de PDMAEMA3;5 (RAFT), PMMA3;-co-PDMAEMA,s €
PMMAs4-co-PDMAEMA7¢ (RAFT). Observou-se migracao alterada de pUC19 no gel
de agarose e até mesmo retencao de DNA proximo ao slot de aplicagao. O PMMAgo
nao afetou a migracdo do pUC19, mostrando a importancia do PDMAEMA para a
interacdo com DNA. Polimeros contendo DMAEMA também mediaram a entrega de
pUC19 em células de E. coli ndo competentes. Apenas as células de E. coli
incubadas com PMMA3;-co-PDMAEMA,s ou PMMA34-co-PDMAEMA7o (RAFT), mas
ndao com PDMAEMA;15 ou PMMAg, (ambos obtidos via RAFT), foram eficientemente
transformadas, sugerindo que uma pequena fragdo de PMMA nas cadeias de



polimeros é necessaria para transfeccao. Esses resultados abrem caminho para o
desenvolvimento de novos agentes de entrega de DNA, candidatos a uma variedade
de aplicagdes.

Palavras chave: Polimeros (materiais), DNA, Transfecgao, Polimerizagéo



ABSTRACT

DE SOUZA, V. V. Synthesis and Characterization of Polymers containing 2-
(dimethylamino) ethyl methacrylate and its Biological and Biomimetic
Applications. 2019. 155 f. Thesis (PhD) - Department of Biochemistry, Institute of
Chemistry, University of Sdo Paulo, Sado Paulo, 2019.

Polymers consist of repeating units or groups (monomers). Homopolymers consist of
only one type of group and copolymers contain more than one type of monomer. The
nature of the monomers and the binding type in the polymer chains define the
properties of the polymers, which may include changes with pH and temperature.
The use of different monomers allows the development of polymers for applications
such as gene delivery or the formation of polymeric vesicles (polymersomes), the
objectives of this thesis. In order to develop polymeric materials for these
applications, several polymers and copolymers were synthesized using RAFT
(Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer), one of the variants of the
Radical Reversible Deactivation Polymerization (RRDP) technique. Variable
proportions of 2- (dimethylamine) ethyl methacrylate (DMAEMA), methyl
methacrylate (MMA) and styrene (S) allowed the synthesis of several materials. The
polymers obtained here were characterized by Gel Permeation Chromatography
(GPC), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Proton Nuclear
Magnetic Resonance ("H NMR). Results obtained by Dynamic Light Scattering (DLS)
of the PDMAEMA315-b-PS244 and PDMAEMA315-b-PS7s1 in TRIS-HCI buffer (pHs 7.4
and 8.0) demonstrated that the number of particles decreased with increasing pH.
The number of particles was higher when formed in phosphate buffer pH 8 due to
increased compaction of the polymer. Samples prepared in Tris-HCI| and phosphate
buffers, (pH 8), showed lower Zeta Potential values. The size of the particles was
compatible with vesicles under all conditions studied and these polymers increased
the hydrodynamic diameter (Dh), from 65 °C (PDMAEMA;15-b-PS244) and 85 °C
(PDMAEMA315-b-PS7g1), when in phosphate buffer. Electron Paramagnetic
Resonance (EPR) and Negative Staining Transmission Electron Microscopy showed
the existence of an internal vesicle compartments capable of incorporating a
hydrophilic probe and revealed vesicles with approximately 80 nm diameter. In
parallel, agarose gel electrophoresis experiments with a plasmid DNA (pUC19) were
performed in the presence of PDMAEMA315, PMMA3-co-PDMAEMA2 and PMMA34-
co-PDMAEMA7, (RAFT) polymers. There was altered migration of pUC19 on the
agarose gel and even retention of DNA near the application slot. PMMAgy did not
affect the migration of pUC19, showing the importance of PDMAEMA for interaction
with DNA. DMAEMA-containing polymers also mediated the delivery of pUC19 in
non-competent E. coli cells. Only E. coli cells incubated with PMMA3;-co-PDMAEMA2¢
or PMMA;4-co-PDMAEMA7, (RAFT), but not with PDMAEMA315 (RAFT) or PMMAg
(RAFT), were efficiently transformed, suggesting that a small fraction of PMMA in the
polymer chains is required for transfection. These results pave the way for the
development of new DNA delivery agents, candidates for a variety of applications.

Keywords: Polymers (materials), DNA, Transfection, Polymerization.
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APRESENTAGAO

A experiéncia desse autor em sintese planejada de polimeros foi acrescida
de conhecimentos da seara bioldgica. Esses conhecimentos foram essenciais para
compreender os caminhos necessarios para o desenvolvimento planejado de
sistemas poliméricos uteis em aplicagdes bioldgicas e biomiméticas.

Essa tese apresenta os resultados relacionados a construgcdo de polimeros
para a formagao de polimerossomos (ou vesiculas poliméricas) e para a entrega de
genes. Outros resultados alcancados com colaboragdes, omitidos do presente
trabalho, se encontram em processo de socializagdo com a comunidade cientifica.

Finalmente, foi possivel aprender sobre as maneiras mais adequadas de se
construir polimeros sob medida, desde a sintese até a caracterizacao. Os polimeros

obtidos se mostraram versateis para variadas aplicagées.
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1. INTRODUGAO

Polimeros s&o macromoléculas constituidas de unidades repetitivas,
chamadas meros. Quando consistem de apenas um tipo de mero, sao chamados de
homopolimeros e, possuindo mais de um tipo, sdo tidos como copolimeros
(BARNER-KOWOLLIK, 2008). A natureza destas unidades (meros) e a maneira
como sao conectados nas cadeias poliméricas, definem suas propriedades
(DESHPANDE et al., 2002). Essas propriedades podem envolver a resposta a
estimulos, tais como pH (ZHANG; MARIC, 2011), temperatura (KLOUDA, 2015),
campo elétrico (YI; ABIDIAN, 2015), dentre outras (SMITH; XU; MCCORMICK, 2010;
URBAN, 2011).

Os polimeros podem possuir diferentes arquiteturas (Figura 1), por exemplo,
monobloco, dibloco, tribloco, estatisticos ou em distribuicdo aleatéria ou multibloco

(DESHPANDE et al., 2002; TANG; SZOKA, 1997).

Figura 1. Arquitetura de copolimeros em bloco: (® ) mero A; (») mero B; (a) AB
dibloco; (b) ABA tribloco; (c) AB estatistico ou em distribuicdo aleatéria; (d) AB multi
bloco.

As diferentes estruturas e morfologias e a flexibilidade quanto ao uso de

diferentes mondmeros tém permitido desenvolver polimeros para aplicagbes
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sofisticadas. Eles estdo passando de materiais de uso comum e intensivo
(commodities) - em que sao aplicados apenas devido as suas propriedades
mecanicas, processabilidade e custo reduzido - para servir como base de
dispositivos sofisticados, inclusive na escala de nandmetros. Isso, entretanto,
demanda maior refinamento nas técnicas de sintese e caracterizacao (WEI et al.,
2017).

A contribuicao cientifica do autor desta tese reside exatamente nessa seara:
usar, explorar e aperfeigoar técnicas atuais de sintese e caracterizagdo para a
obtencéo de polimeros sob medida, capazes de atender a demandas especificas e
resolver problemas, sejam tecnologicos, biomédicos ou outros.

Nesse sentido, alguns polimeros funcionais tém sido desenvolvidos para
vetorizagdo de genes ou de farmacos (PARK; JEONG; KIM, 2006), e para a
montagem de vesiculas poliméricas (polimerossomos) (DISCHER; AHMED, 2006;
MENG; ZHONG; FEIJEN, 2009). A presente tese esta estruturada em trés principais
partes: (i) sintese e caracterizagdo dos polimeros desenvolvidos sob medida e os
estudos das aplicagdes, que envolveram: (ii) aplicagdo dos polimeros para a

formacgao de polimerossomos e; (iii) Uso de polimeros para a entrega de genes.

1.2 COPOLIMEROS PARA FORMAGAO DE VESICULAS POLIMERICAS

(POLIMEROSSOMOS)

Vesiculas poliméricas ou polimerossomos sao entidades formadas por auto-
montagem, em agua, de copolimeros em bloco anfifilicos (KUNITAKE et al., 1981).
Apresentam elevada estabilidade fisico-quimica devido a sua constituicao polimérica

(BERMUDEZ et al., 2002). Podem ser utilizados como agentes de diagndstico ou
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terapias médicas (LEONG et al., 2018), em entrega de farmacos (DISCHER et al.,
2007) ou para a construcdo de nanoreatores (CHE; HEST, 2016; DISCHER;
AHMED, 2006; LI, 2011).

Polimerossomos ou outros tipos de agregados também podem ser usados
para a entrega de DNA ou RNA em células eucarioticas. Apds ligar DNA, o
complexo formado (usualmente chamado de poliplexo) pode adentrar as células e
liberar o DNA no seu interior. Esse processo é conhecido por terapia génica e,
futuramente, podera ser usado no tratamento de diversas doencas genéticas (LlI;
HUANG, 2006; WIRTH; PARKER; YLA-HERTTUALA, 2013).

Apesar das diversas aplicagdes dos polimerossomos, a pesquisa nessa area

ainda € incipiente no Brasil e ha limitacdes, a seguir, discutidas.

1.2.1 Limitagdes dos polimerossomos desenvolvidos até o momento

Alguns dos principais problemas dos polimerossomos construidos até a
presente data se referem a baixa solubilidade em &gua e a incapacidade de
responder a estimulos, como a variagdes do pH e temperatura do meio (; ZHU et al.,
2017; LEONG et al.,, 2018). Essas limitagbes podem incapacitar o uso de
polimerossomos, por exemplo, como nanoreatores ou nanosensores. A resposta a
estimulos desse tipo (ou a outros, como luz, calor, eletricidade, etc.) pode tornar a
vesicula polimérica seletiva a determinados substratos ou frc ente a identificacdo ou
quantificacado de substancias (LIU et al., 2015; ZHU et al., 2017). Além de tudo isso,
praticamente todos os sistemas bioldgicos (ex. enzimas, receptores) sao funcionais

apenas em meio aquoso.
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Pesquisadores da Alemanha, recentemente, construiram polimerossomos
sensiveis a mudangas de temperatura e pH do meio. Eles usaram um copolimero
tribloco constituido dos monémeros tetrahidro-pirano (THP), hidroxietil metacrilato
(HEMA) e metacrilato de 2-(dimetilamino) etila (DMAEMA), esse ultimo, responsavel
pelas caracteristicas de dupla resposta (YILDIRIM et al., 2017). O referido estudo
reforca a hipotese de que é possivel usar copolimeros obtidos via RAFT para a
construcdo de vesiculas poliméricas capazes de encapsular substancias
hidrofébicas ou hidrofilicas e de libera-las de forma controlada (por exemplo, em

resposta a variagdes de pH do meio).

1.3 MATERIAIS POLIMERICOS PARA TRANFECGAO DE GENES

A entrega ou vetorizacdo de genes (em inglés: gene delivery) consiste em
um método para inserir acidos nucleicos (acido desoxirribonucleico: DNA ou acido
ribonucleico: RNA) numa célula (POUTON; SEYMOUR, 1998). Esse processo,
quando realizado num organismo eucariético, pode ser capaz de corrigir erros
genéticos e determinar novas fungdes celulares (GUAN; ROSENECKER, 2017). Em
um organismo procariotico pode aumentar ou diminuir a expressdo de uma
determinada proteina (POTTER; HELLER, 2018).

Outros vetores incluem cepas bacterianas especificas, como Agrobacterium
tumefaciens, que sao usados para entregar DNA em células vegetais, por exemplo
(PAZOUR; DAS, 1990).

Esses e outros vetores existentes se distribuem em dois tipos: virais e nao-

virais. Exemplos de vetores virais sdo: adenovirus, poxvirus e herpesvirus (LU;
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JOSHI; FLOMENBERG, 2014). Exemplos de nao-virais incluem os polimeros e
lipossomos, que sdo menos imunogénicos e nao-patogénicos (JIN et al., 2014).

Entretanto, os polimeros possuem caracteristicas particulares que trazem
vantagens ausentes em outros vetores como o fato de poderem ter sua morfologia e
estrutura planejadas. Isso pode, por exemplo, maximizar suas propriedades, que
comumente sdo fundamentais para um vetor de genes eficiente (ONACA et al,,
20009).

Polimeros catiénicos comercialmente disponiveis, como ViaFect (Sigma), ou
lipidios especiais, sdo ferramentas eficientes para fornecer DNA exdgeno a células
eucaridticas e sao usados para transfeccdo de células em bioquimica, em
laboratoérios em todo o mundo (DEViNSKY; PISARCIK; LUKAC, 2017).

O planejamento estrutural (ou morfolégico) dos polimeros envolve a
geometria, o balango hidrofilico/hidrofébico, a massa molar média, topologia das
cadeias e a sua composicao relativa, no caso de copolimeros. A otimizacao dessas
caracteristicas pode culminar na obtengao de agentes tao eficientes quanto os virus,
propiciando uma janela segura para a terapia genética e solucionando os problemas
que, atualmente, limitam seu uso em diversas aplicagdes biotecnoldgicas (FISCHER

et al., 2003). Algumas dessas limitagdes serao discutidas a seguir.

1.3.1 Limitagoes relacionadas a transfec¢ao de genes em células

Alternativas ndo-virais eficientes para vetorizar genes incluem os agentes

fisicos: injecao de genes, eletroporagao ou choque térmico (NAYEROSSADAT; ALlI;

MAEDEH, 2012). Embora sejam métodos eficientes, sdo restritos ao uso “ex vivo”,
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nao sendo possivel seu uso em um organismo tdo complexo quanto um ser humano.
Portanto, sao restritos apenas ao campo da biologia molecular, para transformacgéao
bacteriana, por exemplo.

Os vetores virais sdo mais eficientes. Entretanto, sdo propensos a induzir
reagdes imunes e podem, inclusive, apresentar patogenicidade (LI; HUANG, 2006).
Portanto, é importante desenvolver uma alternativa ndo-viral, segura e eficiente para
a entrega de genes em células. Quando se trata de procariotos, as limitagdes séo

ainda maiores e por isso merecem discussao em detalhes.

1.3.2 Limitagdes atuais relacionadas a transfeccdo de genes em células

procaridticas

Em contraste com as células eucarioticas, a transferéncia de DNA estranho
para células bacterianas geralmente envolve a geracdo de competéncia por um
tratamento quimico com cloreto de calcio, seguido por uma perturbagédo por choque
térmico (RAHIMZADEH et al., 2016). Alternativamente, pode-se usar eletroporacao,
na qual um pulso elétrico forte e curto é aplicado para perturbar a bicamada lipidica,
permitindo a penetracdo de moléculas carregadas, como o DNA (POTTER;
HELLER, 2018). Embora essas técnicas sejam estratégias bem estabelecidas para
entregar DNA em organismos procarioticos, como Escherichia coli, a transformacgéo
de outras células procaridticas, como Leptospira interrogans, uma bactéria
patogénica de grande importdncia para a saude publica, ou Xanthomonas
campestris, uma bactéria fitopatogénica que dissemina doengas entre culturas
economicamente relevantes, nao é simples. (BIRTLES, 2012; HAYWARD, 1993)

Assim, métodos de entrega de DNA mais simples e eficientes para organismos
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procarioticos também sdo desejaveis e encontrardo aplicagbes em situagdes
especificas, seja como alternativa aos processos ja existentes ou por permitir a
transformacéao de organismos, até entdo, nao transformaveis.

Todos o0s argumentos apresentados colocam o0s polimeros como
ferramentas para resolugdo de diversos problemas. A seguir serdo discutidos os
aspectos relacionados a obtencao de materiais poliméricos de forma planejada para

aplicagbes como aquelas citadas anteriormente.

1.5 Sintese de polimeros funcionais via Polimerizagdao por Desativagao

Reversivel de Radicais (RDRP)

A Polimerizagéo via Radical Livre (PRL) ainda é uma técnica amplamente
utilizada, especialmente para a producao de polimeros em escala industrial. A PRL
permite obter materiais de forma relativamente simples e com baixo custo. No
entanto, a PRL possui limitagbes, como a impossibilidade de gerar polimeros com
distribuicdo estreita de massas molares (baixa dispersidade molecular) (HEUTS,
2002). Além disso, a sintese de polimeros com morfologias em bloco ou com
homogeneidade composicional entre as cadeias, no caso de copolimeros, é
bastante dificil (BRAUNECKER; MATYJASZEWSKI, 2007).

Mas, ha cerca de duas décadas, a ciéncia de polimeros apresentou as
revolucionarias técnicas alternativas de Polimerizacao Radicalar Controlada (CRP),
conhecidas, atualmente, como Polimerizagdo por Desativagdo Reversivel de
Radicais (PDRR) (BRAUNECKER; MATYJASZEWSKI, 2007; DESTARAC, 2010).
Esse tipo de polimerizagdo apresenta caracteristicas extraordinarias, como a

possibilidade de gerar polimeros com baixa polidispersidade, controle e
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planejamento da arquitetura (obtengdo de copolimeros com diferentes morfologias),
planejamento de massa molar de antemdo e homogeneidade de composi¢cdo entre
as cadeias dos copolimeros, sobrepujando as limitagdes referentes a PRL
(BARNER-KOWOLLIK, 2008; MOAD; THANG, 2009). Em resumo, o controle dessas
caracteristicas possibilita, especialmente, adaptar materiais poliméricos para que
eles "se encaixem" em diferentes aplicagbes (FAIRBANKS; GUNATILLAKE;
MEAGHER, 2015).

Além disso, os materiais obtidos via PDRR possuem funcionalidade terminal,
gue os torna capazes de se ligarem a novos mondmeros (inclusive, diferentes) em
uma polimerizacdo subsequente (BRAUNECKER; MATYJASZEWSKI, 2007). A
PDRR se baseia, de maneira geral, na minimizacdo do processo de terminacéo
durante a polimerizacao radicalar, um fato que acaba por interromper o crescimento
das cadeias, finalizando o processo de forma definitiva (BARNER-KOWOLLIK, 2008;
MOAD; THANG, 2009).

A técnica RAFT (Sigla inglesa para Reversible Addition-Fragmentation Chain
Transfer) € uma das variantes de PDRR mais interessante. Nela, um radical formado
pode dar origem a varias cadeias (devido ao processo de transferéncia de cadeia)
reiniciaveis, ainda que o processo de terminagdo ndo seja completamente evitado
(MOAD; THANG, 2009). Portanto, o produto final (por exemplo, um homopolimero)
apresenta uma funcionalidade terminal que permite a reinicializacdo da
polimerizagdo (por exemplo, sintetizar outro bloco em continuidade ao
homopolimero), seja com o mesmo ou com outro tipo de monémero, o que facilita
sobremaneira a obtencédo de copolimeros em bloco e com diferentes morfologias

(MOAD et al., 2003; MOAD; THANG, 2009).
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A combinacao de todas essas variaveis pode propiciar o desenvolvimento de
polimeros para varias aplicagdes biologicas (BOYER et al.,, 2009). A seguir, a

técnica RAFT em pormenores.

1.5.1 A técnica RAFT (Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer)

Esta variante de PDRR, apresentada pela primeira vez pelo grupo dos
professores Rizzardo, Thang e Moad, tem varias peculiaridades (CHONG et al.,
2007). Por exemplo, sdo usados exatamente os mesmos iniciadores da
Polimerizagdo via Radical Livre (peroxidos ou azonitrilas, em geral). Apesar da
concentracao de radicais ser baixa, eles sao formados na etapa de iniciagdo das
reacdes, gerando muitas cadeias poliméricas por conta de uma transferéncia da
funcionalidade radicalar entre elas (BARNER-KOWOLLIK, 2008; MOAD; THANG,
2009).

Na RAFT, é imprescindivel a presenga dos agentes de transferéncia de
cadeia (CTA: sigla inglesa para chain transfer agent), que se tornam bifuncionais
quando reagem com cadeias radicalares, podendo gerar um radical diferente e
mantendo-se ligados a cadeia original (que passa a ser iniciavel novamente em
outro ciclo de transferéncia). O novo radical formado continua se propagando. Em
outro momento, essa nova cadeia radicalar reage com o CTA, mas esse se encontra
ligado a cadeia polimérica anterior, que ¢é liberada como um macro-radical,
propagando-se por alguns instantes. O resultado também € a diminuigdo do numero
de cadeias que sofrem terminacéo irreversivel (PERRIER, 2017).

Compostos de transferéncia de cadeia como os ditiobenzoatos,

tritiocarbonatos e os ditiocarbamatos sdo essenciais para a RAFT. Todos eles
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apresentam o grupo S-C(S)- que reage, por meio do enxofre da tiocarbonila, com
radicais. O radical intermediario formado pode entao clivar-se em uma das ligacoes
C-S simples, liberando um radical que pode ser diferente daquele que reagiu
inicialmente (KEDDIE et al., 2012; MOAD; RIZZARDO; THANG, 2009). Os agentes
de transferéncia de cadeia usados para a sintese dos polimeros apresentados no
presente trabalho estdo ilustrados na Tabela 1 (BENAGLIA et al., 2009). Detalhes
sobre cada um dos materiais obtidos serdo apresentados em sessio propria, no

decorrer desta tese.

Tabela 1: Alguns agentes de transferéncia de cadeia (CTA), usados para a sintese via
RAFT dos polimeros apresentados.

Estrutura molecular do CTA Nomenclatura
S
)L férmula geral
R
4 S/
S 4N
X ditiobenzoato de 2-ciano-2-propila
S
S %N tritiocarbonato de 2-ciano-2-propila e dodecila
Ha5C12 )J\ X
~s S

A Figura 3, abaixo, apresenta os principais equilibrios e mecanismos

reacionais envolvidos.
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a) Iniciagédo
|

A b+ b

b+ Mg

kp
+M

b) Transferéncia de cadeia

Mp* + s, _S—R =—= M,—S___S—R
¢} C

| I
z z

c) Reiniciagédo
R+ M,

e) Terminagéo

Encontro de quaisquer espécies radicalares —>

= M,—S__S + R

m
kp N
+M
d) Eauilibrio de cadeias
Mme + Mnis\c‘és - Mpn=8<o S
z z

M, Mn—Ssg2S + M"

Cadeias mortas

Figura 3: Conjunto de equilibrios da RAFT, onde: | é o iniciador; M é o mondmero; R

e Z, grupos fundamentais para o controle reacional; kp se refere a constante cinética
de propagacédo. Adaptado de Florenzano, F.H. (FLORENZANO, 2008)

Outra vantagem de se utilizar a técnica RAFT para a sintese de polimeros é

a possibilidade de se usar uma gama de monémeros, de diversas caracteristicas. Ha

mondémeros polares, apolares, neutros, carregados positivamente ou negativamente,

com resposta ao pH ou temperatura, etc. Isso amplia o leque de possibilidades de

construgcao de polimeros, quase que em numero ilimitado, em termos de estrutura,

morfologia e resposta (MOAD et al., 2003; SMITH; XU; MCCORMICK, 2010).

A seguir, alguns monémeros escolhidos como matéria prima para a

construcao dos polimeros apresentados nesse trabalho.
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1.5.2 PDMAEMA: um polimero que responde ao pH e a temperatura.

Atualmente, esta disponivel variada gama de mondémeros. Dentre eles, sao
interessantes o0s representantes biocompativeis, com elevado grau de
hidrofobicidade (Figura 4): metacrilato de metila (MMA) (QING, 2006; SLONE, 2001)
e estireno (S) (KAEDING, 1974) e o DMAEMA, monémero hidrofilico, capaz de
responder a pH e temperatura (COTANDA et al., 2013; NOURI et al., 2012; XIONG
et al.,, 2011; YILDIZ et al., 2003; ZUIDAM et al., 2000). Esse ultimo, por suas
peculiares caracteristicas, merece uma discussdo mais detalhada.

O PDMAEMA (Figura 4) foi apresentado pela primeira vez como um
candidato a vetorizagcdo de genes (tanto in vivo como ex vivo) por (VAN DE

WETERING et al., 1998).

| I 7 X
~ N\/\OJ\H/ \H‘\O/ ©/\

Figura 4: Estrutura dos mondémeros: (i) A esquerda, DMAEMA,; (Il) no centro, MMA

e; (iii) a direita, o estireno.

O DMAEMA apresenta uma amina terciaria, com pKa = 8.44 carregada
positivamente em pHs que vao do acido até bem acima da neutralidade. Essa
caracteristica estrutural torna os polimeros de DMAEMA (PDMAEMA) capazes de
responder a variagcbes de pH (VAN DE WETERING et al., 1998;) e temperatura
(LAUBER et al., 2017), mudando sua conformacdo e solubilidade em solugé&o ou

saindo de fase (COTANDA et al., 2013; VAN DE WETERING et al., 1998).
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1.5.3 Protonagdao do PDMAEMA e resposta ao pH

A amina protonavel presente na estrutura do PDMAEMA parece também
facilitar a interacdo com acidos nucleicos. Isso ocorre porque o DNA encontra-se
carregado negativamente (em condigbes fisiologicas, devido aos grupos fosfato
presentes em sua estrutura). De modo semelhante, ocorre também a interagbes de
polimeros contendo PDMAEMA com a membrana celular (MANGANIELLO et al.,
2012).

O grau de protonacao de polimeros de DMAEMA (PDMAEMA) depende do
pH do meio e define o comportamento do polimero. Em pHs acidos, as moléculas de
PDMAEMA estardo mais carregadas aumentando a solubilidade em agua. Nessas
condigdes, ha também maior interagao do polimero com o DNA (WETERING et al.,

1998).

1.5.4 Resposta de DMAEMA a temperatura

Os polimeros sensiveis a temperatura podem apresentar uma Temperatura
Critica Inferior de Solubilizagcdo (LCST, sigla em inglés) e também uma Temperatura
Critica Superior de Solubilizagdo (UCST). A LCST e a UCST séao, respectivamente,
os valores de temperatura abaixo e acima da qual o solvente e polimero formam
solugdes (LOPEZ-PEREZ et al., 2010; XIA et al., 2013; XIONG et al., 2011).

Polimeros contendo PDMAEMA apresentam LCST. Ou seja, 0 aumento da
temperatura provoca, a partir de certo valor, (LCST) uma alteragao subita no estado
de solvatacdo do polimero em agua. Aparentemente, ha mudangas no seu

comportamento com relativa diminuigdo da hidrofilicidade do PDMAEMA com o
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aquecimento, levando a diminuigdo da solubilidade em agua (observa-se aumento
da turbidez de solugdes contendo polimeros de DMAEMA) (ARSLAN; ZIRTIL;
BUTUN, 2013). O comportamento desses polimeros em fungédo da temperatura pode
depender, também, de sua arquitetura (estatistico ou dibloco) e do balango

hidrofilico/hidrofébico (YAMAMOTO; PIETRASIK; MATYJASZEWSKI, 2008).

1.6 A hipétese do uso de polimeros contendo PDMAEMA para a formacgao de

polimerossomos

Ha poucos estudos relatando o uso de polimeros (ou copolimeros) de
PDMAEMA para a construcéo de polimerossomos. E um campo de pesquisa ainda
emergente, mas bastante promissor, por varios motivos, os principais incluem
possibilidade de resposta de materiais a temperatura e pH, anteriormente discutida
(YILDIRIM et al., 2017).

Copolimeros dibloco, anfipaticos, podem formar polimerossomos (DISCHER
et al.,, 1999). Por exemplo, um estudo realizado por (PIETSCH et al.,, 2012)
demonstrou a ocorréncia de formacado espontanea de vesiculas por copolimeros
dibloco contendo PDMAEMA. Nesse estudo, o copolimero parece sofrer
automontagem termo-induzida em duas etapas, resultando, apds a primeira
temperatura LCST, na formacgao de vesiculas multiiamelares e acima da segunda
transicdo LCST, vesiculas unilamelares.

O planejamento adequado do tamanho das cadeias, grau de hidrofobicidade
e morfologia do copolimero idealizado, constituem o segredo para que vesiculas
responsivas a pH e temperatura se formem espontaneamente em meio aquoso. Um

artefato deste porte poderia ser utilizado, inclusive, para a construcido de
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nanoreatores, entidades que prometem revolucionar a nanotecnologia, pois
permitem desde o desenvolvimento de sistemas que sado aplicaveis para o
confinamento de enzimas (KIM et al., 2010), até a obtencdo de biosensores

(LANGE; ROZNYATOVSKAYA; MIRSKY, 2008; SCHMITT et al., 2016).

1.7 Uso de polimeros contendo PDMAEMA para a entrega de genes

Os vetores para a entrega de genes em células eucariéticas, baseados em
polimeros, ndo sao mais eficientes que os vetores virais, embora possam ser mais
seguros (ROBBINS; GHIVIZZANI, 1998; SEOW; WOOD, 2009). No entanto, os
esforcos no planejamento estrutural e o uso de técnicas avangadas (como a RAFT)
para a sintese de polimeros abrem um caminho amplo para novos vetores nao-virais
seguros e eficientes (AHMED; NARAIN, 2013).

A aplicagao envolvendo a entrega de genes em células eucariéticas tem sido
bastante explorada. Entretanto, polimeros contendo DMAEMA apresentam
toxicidade celular, que, embora seja moderada, precisa ser contornada (BAI et al.,
2012; SAMSONOVA et al., 2011).

Ha indicios, por exemplo, de que acidos nucleicos complexados com
polimeros, possam ser protegidos de degradacdo bioldgica. Isso se da,
provavelmente, pelas interagdes eletrostaticas existentes entre o polimero e o DNA
(ZHU et al., 2010). Essas caracteristicas ainda podem ser moduladas em funcao da
grande gama de morfologias possiveis para materiais construidos via RAFT
(ZUIDAM et al., 2000).

Parece haver, também, correlagdo entre a eficiéncia de transfecgdo em

células de mamiferos com a morfologia de polimeros contendo PDMAEMA. Podem
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haver diferencas na eficiéncia de transfeccdo e no nivel de toxicidade, quando se
compara: (i) homopolimeros com copolimeros; (ii) morfologia dos copolimeros:
estatistico, dibloco ou tribloco e (iii) balango hidrofilico/hidrofébico (HINTON et al.,
2012; VAN DE WETERING et al., 1999).

Polimeros contendo PDMAEMA, apesar de terem limitagdes, apresentam
imenso potencial para serem usados futuramente na area medica e farmacéutica.
Por exemplo, (VAN DER AA et al.,, 2007) desenvolveram poliplexos, vetores nao
virais catiébnicos de PDMAEMA e compararam com aqueles de Polietilenimina (PEI).
Todos os dois tipos de poliplexos foram capazes de complexar DNA e internaliza-los
em células COS-7. Os detalhes moleculares do mecanismo pelo qual os poliplexos
catibnicos mediam a entrega do DNA ainda s&o pouco compreendidos, entretanto ha
evidéncias que sugerem que os poliplexos carregados positivamente sdo absorvidos
por meio da endocitose.

Outros estudos sugeriram que a concentragdo do material e a razéo
polimero/plasmideo também podem influenciar na eficiéncia de transfecgao.
Concentragbes de PDMAEMA na ordem de 15 a 20 ug/mL e razdes de
polimero/plasmideo de 3 a 4 (massa/massa) tém apresentado maiores eficiéncias de
transfeccdo em determinados tipos de células eucaridticas (CHERNG et al., 1996;
HINRICHS et al., 1999; SANTANDER-ORTEGA et al., 2014).

(ZHU et al., 2010) demonstraram que micelas catibnicas, constituidas por
um copolimero tribloco obtido via RAFT de PDMAEMA-b-Policaprolactona-b-
PDMAEMA, foram promissoras para vetorizacdo de siRNA e para o transporte de
farmacos lipofilicos anticancer. Os resultados se mostraram encorajadores para
tratar doengas por terapia génica (usando RNAs de interferéncia, que podem

modular a expressao génica) e quimioterapia antineoplasica.
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Parece haver, também, correlacdao entre a massa molar média das cadeias
poliméricas com a toxicidade e eficiéncia de transfeccdo em células eucaribticas.
Nesse sentido, (SAMSONOVA et al., 2011) estudaram essa relagao em copolimeros
dibloco de PDMAEMA-b-poli(metacrilato de 2-hidroxietila). Os resultados sugeriram
que quanto maior a proporcao de PDMAEMA presente nas cadeias, maior a
eficiéncia de transfeccdo, mas também a toxicidade.

(VENKATARAMAN et al., 2011) estudaram os efeitos da arquitetura de
polietilenoglicol (PEG) em relacao a eficiéncia de transfec¢ao de genes e toxicidade
envolvendo polimeros catidnicos de DMAEMA. Os estudos demonstraram que a
presenca de PEG, independentemente de sua topologia, ndo afeta a habilidade
desses polimeros em complexar e liberar DNA. Eles também demonstraram que os
copolimeros estatisticos (ou em distribuigcdo aleatéria) sdo menos toxicos dos que os
copolimeros dibloco € que o aumento da massa molar de copolimeros estatisticos
(até determinado limite), pode aumentar a eficiéncia da expressdo génica
desencadeada pela vetorizagdo dos genes por esses materiais poliméricos. Os
estudos foram realizados em linhagens de células de rim embrionario humano (HEK
293) e linhagens celulares de carcinoma hepatocelular humano (HepG2).

(NOURI et al., 2012) estudaram o efeito da conjugacao de PDMAEMA com
polietilenimina (PEIl). Os conjugados DMAEMA-b-PEI foram sintetizados com
sucesso. Eles mostraram que os polimeros ligados com PDMAEMA apresentavam
menor citotoxicidade do que PEI sozinho, mantendo a eficiéncia para condensar o
DNA em nanoparticulas.

Apesar dos avangos nos estudos com células eucaridticas, conforme
comentado anteriormente, ainda ndo ha nenhum polimero capaz de transfectar

procariotos. A dificuldade provavelmente reside no fato de organismos (ex. E. coli)



31

possuirem dupla membrana e parede celular, o que provavelmente dificultaria o
processo (SCHREIBER, 2002). O uso de um polimero capaz de transfectar bactérias
poderia facilitar e flexibilizar os trabalhos em biologia molecular, vindo a ser um
substituto eficiente (no quesito tempo, sobretudo) e menos oneroso financeiramente
que os virus ou outros vetores, pois uma pequena quantidade do polimero poderia
ser suficiente para transformar bactérias, dispensando o uso de instrumentos
especificos, como eletroporacédo (TSONG, 1991) ou choque térmico (RAHIMZADEH

et al., 2016), por exemplo).

O segredo para transfectar procariotos usando polimeros pode estar
relacionado a composi¢cao relativa, estrutura e morfologia do material. Um
copolimero que funcione como vetor de DNA em bactérias (ex. E.coli), pode abrir
caminhos para a transformacdo de outros tipos de células bacterianas, até entao,
incapazes de serem transformadas pelos métodos tradicionalmente usados em
biologia molecular. Por exemplo, Xanthomonas sp (SWINGS; VAUTERIN;
KERSTERS, 1993) e Leptospira sp (STALHEIM, 1985) ndo podem, até o momento,
ser transformadas mesmo por meio de métodos classicos. Esses géneros englobam
importantes agentes patogénicos, razdo pela qual o estudo de vetores para esses
organismos torna-se interessante do ponto de vista da Saude Publica e, porque nao

dizer, da eficiéncia no uso de recursos em Saude.

Importante ressaltar que os materiais poliméricos que foram obtidos aqui
podem ser reproduzidos fielmente ou até terem suas caracteristicas otimizadas. Isso
porque foram sintetizados por RAFT, uma ferramenta que permite arquitetar

polimeros de forma planejada e estritamente controlada.
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A RAFT é uma técnica adequada para a criacdo de materiais poliméricos
com a estrutura desejada e, a partir disso, que apresentem propriedades uteis de
interesse em diversas areas. Na RAFT usam-se os mesmos iniciadores das
polimerizagdes via radical livre comuns e o numero de cadeias formadas sera igual
ao numero de moléculas do CTA adicionados a mistura reacional, conforme sera
demonstrado a seguir. O controle da polimerizagéo é conseguido na RAFT por meio
de um intrincado conjunto de equilibrios de transferéncia de cadeia (PERRIER,
2017). No centro desse processo estdo os chamados agentes de transferéncia de
cadeia (CTA), ja apresentados anteriormente, na Tabela 1.

Além das vantagens que fazem da RAFT uma técnica bastante vantajosa
comparada com PRL, também se ressalta a homogeneidade composicional dos
copolimeros obtidos por essa primeira, caracteristica importante quando se busca
aplicagdes biolodgicas para os materiais poliméricos (KEDDIE, 2013).

O autor desta tese tem construido polimeros usando RAFT desde o inicio de
2005, sendo de principal interesse materiais que formam agregados em solugao
aquosa. Esses sistemas podem mimetizar condigbes bioldgicas, apresentar
diferentes compartimentos para a incorporacdao de substancias, entre outras
caracteristicas interessantes. Incorporando determinados meros a esses sistemas,
eles podem responder a estimulos externos, aumentando assim as possibilidades e
a especificidade de sua aplicacédo (DU, 2014; ZHANG et al., 2012). Esses sistemas,
muitas vezes chamados de inteligentes, podem responder ao pH e a temperatura,
simultaneamente ou ndo (XIONG et al., 2011).

Ao decorrer desta tese, as trés vertentes: sintese, caracterizacdo e estudos
de aplicagao de polimeros planejados serao exploradas. As duas primeiras vertentes

foram amplamente exploradas em contribui¢des originais do autor desta tese. A
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primeira, publicada em 2008, sendo uma das primeiras publicacbes abordando a
sintese de copolimeros via RAFT, no pais, tratou da sintese e caracterizagdo de um
copolimero dibloco anfifilico de PMMA-b-DMAEMA, capaz de formar agregados em
solugédo aquosa (DE SOUZA et al., 2011).

A mais recente publicacdo do autor desta tese envolveu a sintese,
caracterizacao e estudos visando correlacionar a estrutura quimica dos meros que
compode as cadeias poliméricas, comportamento de agregacao desses polimeros em
solugado aquosa, grau de protonacgéo e conformacgao das cadeias poliméricas no core
interno.

Atualmente, o autor da presente tese tem se dedicado ao desenvolvimento
de polimeros para aplicagdes bioldgicas, principalmente para a entrega de genes e
formacao de vesiculas poliméricas. Os resultados alcancados e os caminhos que

levaram a eles serdo, doravante, esmiugados.
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2. OBJETIVOS

Geral
- Sintetizar e caracterizar polimeros e testa-los para aplicagbes biolégicas e

biomiméticas selecionadas;

Especificos

- Sintetizar via RAFT e caracterizar uma gama de polimeros planejados para as
seguintes aplicacgdes: (i) montagem de polimerossomos €; (ii) entrega de genes;

- Testar os polimeros obtidos em cada uma das aplicacdes;

- Buscar correlagdes entre as caracteristicas de estrutura, composi¢cao e morfologia

e a eficiéncia dos polimeros em cada uma das aplicacoes;
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3. MATERIAIS, INSTRUMENTOS E METODOS

3.1 MATERIAIS

DMAEMA, estireno e MMA foram obtidos de Sigma Aldrich; 1,1-azobis(ciclohexano-
carbonitrila) (ACHN, 98%) e azobisisobutironitrila (AIBN, 98%), 2-Ciano-2-propil
dodeciltritiocarbonato e acido de 4-Ciano-4-[(dodecilsulfaniltiocarbonil)sulfanil]
pentandico, de Sigma Aldrich; De-HiBit-200 resina, para remogéo dos inibidores de
polimerizagdo presentes nos mondmeros, da Polysciences, Inc. A sonda CAT 1 (4-
trimetilamonio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil lodeto) da Fisher Scientific; Os
solventes metanol, hexano, etanol, tetrahidrofurano (THF), acetona, cloroférmio,
dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), trietlamina (TEA), agua
deuterada (D,O) e cloroférmio deuterado (DCI3), todos de grau analitico, foram
obtidos da Sigma Aldrich; O Peréxido de benzoila (BPO) era da Vetec do Brasil; Os
meios de cultura LB: Luria Bertani foram obtidos de Sigma Aldrich e Kasvi; tampao
acido 4-Morfolino Propano Sulfénico (MOPS), de Sigma-Aldrich; acido bérico, HCI
and NaOH da Merck. Plasmid Plus Maxi Kit, de Qiagen. Tampdes: acetato, Tris-HCI
e fosfato, da Sigma-Aldrich. Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) e 5-bromo-4-
cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo (X-Gal) foram obtidos de Thermo Scientific.

Todos os outros materiais utilizados foram de Sigma-Aldrich.

3.2 INSTRUMENTOS E METODOS

3.2.1 Cromatografia de exclusao por tamanho ou permeacgao em gel (SEC/GPC)
A SEC/GPC foi usada para analisar as caracteristicas moleculares dos
polimeros e foi realizada em GPC Shimadzu Prominence Series equipado com auto

injetor (Sil-20A) e pré-coluna Phenogel 5 p linear/Mixed, duas colunas em série:
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Phenogel 5 u 10x10° A e 10x10* A (Phenomenex). O volume injetado das amostras
foi de 10 yL (10 mg/mL) e as analises foram realizadas a 35 °C. A deteccao foi
realizada usando detector de indice de refracado diferencial (Shimadzu RID-10A). A
fase movel foi THF com trietilamina a 0,3% como eluente, com taxa de fluxo de 0,8
mL min ~'. O sistema foi calibrado com padrées de polimetimetacrilato (PMMA)

(EasyCal, Sigma-Aldrich) (MW ~ 800-2,000,000 g/mol).

3.2.2 Espectroscopia de RMN de prétons

A confirmacgéao estrutural, pureza e razdes entre monémeros (n/m) dos
copolimeros foram determinados por espectros de RMN de 'H usando
espectrdmetros Bruker e Varian operando a 300 MHz (freqiiéncia 'H). Os espectros
foram registrados a temperatura ambiente em cloroformio deuterado (CDCI3). Os
sinais a 4,05 ppm (PDMAEMA, O-CH2-), 3.6 ppm (3 H, O-CH3, PMMA) e 6,29-7,29
ppm (sinais do aromatico do bloco PS) foram utilizados para determinar a

composicao dos copolimeros.

3.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

As analises de FTIR (em inglés: fourier transform infrared spectroscopy)
foram feitas usando-se um espectrometro IR Prestige 21 (Shimadzu), disponivel no
Departamento de Engenharia de Materiais (DEMAR), na Escola de Engenharia de

Lorena-SP (EEL-USP).
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3.2.4 Determinagdao do Diametro Hidrodinamico (Dh) por Espalhamento
Dinamico de Luz

As analises de Dh por DLS (sigla inglesa para dynamic light scattering)
foram realizadas em um Zetasizer Nano 317 a 25 °C. Os tampdes foram
previamente filtrados através de Millipore Millex LCR (0,22 um). Os dados do
tamanho hidrodindmico foram obtidos a partir de uma andlise de distribuicido de
tamanho ponderada de massa e relatados como a meédia das medi¢cdes em triplicata

+ o0 desvio padrao (DP).

3.2.5 Analises de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

A técnica de RPE € usada para estudar espécies quimicas com elétrons
nao pareados. A espectroscopia RPE desempenha um papel importante na
compreensao de radicais organicos e inorganicos, complexos de metais de transi¢cao
e algumas biomoléculas. Aqui, foi utilizada para avaliar a existéncia de
compartimentos internos hidrofilicos dos polimerossomos. As andlises foram
realizadas em espectrémetro Bruker EMX-200 (Bruker, Alemanha) usando iodeto de
trimetilamonio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo (CAT1) como sonda (RAUCKMAN;

ROSEN; ABOU-DONIA, 1976).

3.2.6 Anadlises de Microscopia Eletrénica de Transmissao por Coloragao
Negativa

E uma técnica versatil em microscopia eletrdnica de transmissdo que pode
ser empregada para a visualizagdo da morfologia celular, tamanho e arquitetura de
superficie em alta resolucdo. Foi realizada usando Microscépio Eletrbnico de

Transmissao FEI Tecnai G20 200 Kv, disponivel no Instituto de Ciéncias Biomédicas
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(ICB) da Universidade de S&o Paulo (USP).

4. SINTESES DOS POLIMEROS

Foram sintetizados homopolimeros e copolimeros por PRL e PRC na
modalidade RAFT. Todas as sinteses foram realizadas em bal&do de trés bocas, de
fundo redondo, imerso em glicerina, sob aquecimento. O aquecimento se deu por
chapa aquecedora com controle automatizado de temperatura. Todas as sinteses
foram realizadas em atmosfera inerte (argbnio) e agitacdo a 600 RPM. Os agentes
iniciadores utilizados (ACHN ou AIBN) em todas as sinteses foram duplamente
recristalizados em metanol antes de cada reagdo de polimerizagcdo. Em todas as
sinteses, os agentes estabilizadores de reagao, presentes nos monémeros, foram
removidos usando resina D-HIBIT ou alumina (1 g para cada 7 mL de monémero),
respectivamente. Foram retiradas aliquotas da mistura reacional de cada uma das
reacoes, em diferentes tempos. As aliquotas foram analisadas por GPC
imediatamente apdés as coletas, permitindo monitorar o crescimento e
polidispersidade das cadeias, ao decorrer do tempo. Isso propiciou a obtencado de
produtos poliméricos de acordo com o planejado, inclusive por permitir que a reacéo

fosse encerrada quando a massa molar das cadeias se aproximasse do desejado.

4.1 SINTESES VIA POLIMERIZAGAO RADICALAR LIVRE (PRL)

Inicialmente, copolimeros com morfologia em distribuicdo aleatéria foram

sintetizados por PRL. Esses materiais foram testados (estudos piloto) como

candidatos a transfecgdo de genes. Sendo as sinteses via PRL mais simples e
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menos onerosas, foram escolhidas para a construcdo dos dois materiais a serem
usados nos testes iniciais, cujos resultados poderiam subsidiar a constru¢do, via
RAFT, de copolimeros sob medida mais eficientes. A seguir, a metodologia para

obtencao dos copolimeros via PRL.

4.1.1 Copolimeros com distribuicao aleatéria

Foram sintetizados dois copolimeros de poli(metacrilato de metila)-co-

poliimetacrilato de 2-(dimetilamino) etila ] via PRL. Na Tabela 1, a seguir, sdo

apresentados os parametros de sintese.

Tabela 1 - Parametros de sintese dos copolimeros de PMMA-co-DMAEMA via PRL

Material MMA DMAEMA ACHN T(°C)? Tempo de reagao
(mmol.L™)  (mmol.L")  (mmol.L™") (min.)
PMMA;-co-DMAEMA ¢ 46,7 118,69 1,18 90 °C 35
PMMA36-co-DMAEMAg, 74,8 0,1424 1,23 90 °C 46

@Temperatura média de sintese.

Para a sintese do primeiro material, foram adicionados em balao reacional: 5
mL de MMA e 20 mL de DMAEMA, dissolvidos em 15 mL de 1,4 dioxano, seguido
da adi¢ao de 0,289 g de ACHN. A reagao prosseguiu por 35 minutos a 80 °C.

Para a sintese do segundo copolimero, em um baldo reacional, foram
adicionados, 8 mL de MMA e 24 mL de DMAEMA, dissolvidos em 15 mL de 1,4
dioxano. Apds, foram adicionados 0,3 g de ACHN. A reacao prosseguiu por 46
minutos a 80 °C.

Os polimeros obtidos foram purificados por precipitacbes repetidas em

hexano e secos por 2 dias a 40 °C.



40

4.2 SINTESES POR PDRR NA MODALIDADE RAFT

Para a construgcdo de copolimeros em bloco via RAFT, inicialmente se faz
necessaria a sintese do homopolimero (macroCTA), cujas cadeias possuem um
Agente de Transferéncia de Cadeia (CTA). Esse agente é, de fato, o principal
responsavel pela manutengcdo das cadeias como “vivas”, ou seja, capazes de
propiciar o crescimento de outro bloco. Portanto, foram sintetizados diferentes
homopolimeros (macrosCTA), que posteriormente foram usados como bloco de
partida para a construcdo dos copolimeros. Descricdo em pormenores da sintese

dos macroCTAs, a seguir.

4.2.1 HOMOPOLIMEROS

Poliestireno

Conforme descrito na Tabela 2, para a sintese do macroCTA de

poliestireno foram adicionados a um baldo de fundo redondo estireno (56 mL), acido

4-ciano-4-dodecil-sulfanil-tiocarbonil-sulfonil-pentandico, (0,302 g) usado como CTA,

e AIBN (0,0246 g), dissolvidos em 25 mL de tolueno. A purificagéo foi realizada por

precipitacado repetida em metanol e o produto foi seco por 2 dias a 40 °C.

Tabela 2 - Parametros de sintese do homopolimero de PS via RAFT

Material Estireno CTA AIBN CTA/AIBN?® T(°C)" Tempo de
(moI.L'1) (mmoI.L'1) (mmoI.L'1) reagéo (horas)
PSmacroCTA1 s 0,48 0,748 0,15 5 70 48

#Razao molar; bTemperatura média de reagao;
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Poli[2-(dimetilamino)etil metacrilato]

Foram sintetizados dois homopolimeros de DMAEMA, conforme Tabela 3 e

descrigao a seguir.

PDMAEMAmacroCTA411: 200 mL de DMAEMA foram adicionados a um baldo
reacional, seguidos da adi¢do de 0,44 g de 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e
0,076 g de ACHN. A purificagao do polimero se deu por precipitacdes repetidas em

hexano e o produto foi seco por 2 dias a 40 °C.

PDMAEMAmMacroCTA345: 100 mL de monémero DMAEMA foram adicionados a um
baldo de fundo redondo, seguidos da adi¢ao de 0,2154 g de 2-ciano-2-propil-dodecil-
tritiocarbonato e 0,038 g de ACHN. O polimero foi purificado por precipitagdes

repetidas em hexano e seco por 2 dias a 40 °C

Tabela 3 - Parametros de sintese dos homopolimeros de PDMAEMA via RAFT

Material DMAEMA CTA ACHN [CTA/N® T(°C)® Tempo
(moI.L'1) (mmoI.L'1) (mmoI.L'1) (horas)
PDMAEMAmMacroCTA,4 1,18 1,24 0,311 4 85 20
PDMAEMAmMacroCTAz15 0,59 0,623 0,155 4 85 5

?Razéo molar; ° Temperatura média de reagao;

Poli(metacrilato de Metila)

Foram sintetizados 4 (quatro) homopolimeros (macroCTAs) de PMMA.
Todos os polimeros foram purificados por repetidas precipitacbes em metanol e
secos por 2 dias a 40 °C. As reacgdes foram monitoradas por GPC. Detalhes sobre

as sinteses se encontram descritos a seguir e na Tabela 4.
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PMMAmMacroCTAg: Em um baldo reacional contendo 10 mL de 1,4 dioxano, foram
adicionados 20 mL de MMA, 0,45 g de 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e

0,0355 g de AIBN.

PMMAmacroCTAss: Em um baldo reacional contendo 20 mL de 1,4 dioxano, foram
adicionados: 30mL de MMA, 0,269 de acido 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e

0,0187 g de AIBN.

PMMAmMacroCTA141: O polimero foi sintetizado utilizando 30 mL de MMA, 0,26g de
acido 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e 0,01 9 g de AIBN, dissolvidos em 10

mL de 1,4 dioxano.

PMMAmMacroCTA;45: A sintese foi realizada usando se 50 mL de MMA, 0,216g de
acido 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e 0,021g de AIBN, dissolvidos em 40

mL de 1,4 dioxano.

Tabela 4 - Parametros de sintese de homopolimeros de PMMA via RAFT

Material MMA CTA | CTA/N? T(°C) ° Tempo
(mol.L™) (mmol.L™) (mmol.L™") (horas)
PMMAg, 0,19 1,30 0,21 6 70 5
PMMAsg 0,28 0,58 0,11 6 70 25
PMMA 4 0,28 0,58 0,11 6 70 2,5
PMMA, 15 0,47 0,62 0,13 5 60 4,5

#Razao molar; °Temperatura média de reacgao;

4.2.2 COPOLIMEROS

Utilizando os homopolimeros sintetizados via RAFT foram construidos
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copolimeros anfifilicos, dibloco, de variados tamanhos e com diferentes proporcoes
monomeéricas (MMA ou estireno, como representante hidrofobico e DMAEMA, como

hidrofilico). A seguir, descricao de cada uma das sinteses.

Poliestireno-b-[metacrilato de 2-(dimetilamino)etila]

O poliestireno (PSmacroCTA+g) foi utilizado como bloco de partida para a

sintese de 2 (dois) copolimeros dibloco, anfifilicos de PS-b-DMAEMA.

PS160-b-DMAEMAgy: 8 g de PSmacroCTA ey foram solubilizadas em 15 mL de
tolueno. Posteriormente, foram adicionados 8,8 mL de DMAEMA e 13,6 mg de AIBN.
O copolimero foi purificado por precipitacdo em metanol e seco por 24 horas a 40
°C.

PS160-b-DMAEMA;2: 8 g de PSmacroCTA s foram solubilizadas em 30 mL de
tolueno, seguido da adi¢cao de 8,9 mL de DMAEMA e 9,6 mg de AIBN. A purificagéo
se deu conforme descrito anteriormente. Outros pardmetros das sinteses se

encontram na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros de sintese de copolimeros de PS-b-DMAEMA via RAFT

PSmacroCTA DMAEMA CTA/I? AIBN T(°C)° Tempo

(mol.L™) (mol.L™) (mmol.L™) (horas)
PS160-b-DMAEMA, 0,077 0,052 5 0,082 70 12
PS1g0-b-DMAEMA;, 0,077 0,057 7 0,059 60 48

#Razao molar; bTemperatura média de reagéo;
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Poli [2-(dimetilamino)etil metacrilato]-b-poliestireno

Dois copolimeros dibloco, anfipaticos, foram sintetizados via RAFT, em uma
Unica reagao. Para isso, o homopolimero de PDMAEMAmacroCTA315 foi usado
como bloco de partida.

O alongamento dos blocos PS foi realizado usando o iniciador AIBN. A
amostragem que originou o primeiro material foi retirada do baldo reacional apos 45
horas de reacéo. A segunda amostragem (restante da mistura reacional que ficou no
baldo) originou o segundo material, depois de decorrido o tempo de 69 horas. As
duas misturas reacionais foram submetidas, separadamente, ao processo de
purificacdo por precipitacao repetida em hexano, originando 2 (dois) copolimeros
que foram secos por 2 dias a 40°C. A Tabela 6, a seguir, apresenta os parametros

de sintese.

Tabela 6 - Parametros de sintese dos copolimeros de PDMAEMA-b-PS via RAFT

PDMAEMAmacroCTA Estireno T(°C) CTA/° AIBN Tempo

(mol.L™")® (mol.L™) (mmol.L™) (horas)
PDMAEMA;5-b-PS>44 0,127 1,40 55 0,364 0,19 45
PDMAEMA;5-b-PS7g; 0,100 1,23 65 0,242 1,21 69

#Razao molar; bAproximado, considerando a massa de PDMAEMAmMacroCTA existente em cada mistura reacional;

Poli (metacrilato de metila)-b-[metacrilato de 2-(dimetilamino)etila]

Usando-se os homopolimeros macroCTAs de PMMA, foram sintetizados

quatro copolimeros dibloco anfifilicos de PMMA-b-PDMAEMA..
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Para as sinteses dos materiais foram adicionados, em baldo de fundo
redondo, quantidades distintas (vide Tabela 7) de cada um dos homopolimeros de
PMMAmacroCTA, anteriormente preparados, DMAEMA mondmero livre de
estabilizador e o iniciador radicalar AIBN. Os reagentes foram dissolvidos em 30 mL
de 1,4 dioxano. As reagbes prosseguiram por tempos pré-determinados, em
temperatura de 70°C.

Foram retiradas aliquotas de cada uma das misturas reacionais, durante as
sinteses, para monitoragao das reagdes, por GPC. Ao final da reagao, os produtos
purificados foram obtidos mediante precipitagdes repetidas em hexano e, apds,
foram secos em estufa a 40 °C por 72 horas. Os parametros de sintese dos blocos

de PDMAEMA encontram-se sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7 - Parametros de sintese dos copolimeros de PMMA-b-DMAEMA via RAFT

Material PMMAmacroCTA DMAEMA CTA/? AIBN Tempo

(mol.L™") (mol.L™) (mmol.L™") (horas)
(1) PMMAgo-b-DMAEMA 5, 0,03 0,116 7 0,045 4
(2) PMMA 144-b-DMAEMA 1 0,01 0,03 7 0,012 2
(3) PMMAg,-b-DMAEMA 5, 0,003 0,038 6 0,010 3
(4) PMMA,5-b-DMAEMA 35 0,199 0,157 7 0,130 4

#Raz&o molar; Os nimeros 1 a 4 se referem a diferentes homopolimeros de PMMA usados.

Copolimeros aleatérios de PMMA-co-PDMAEMA

A obtengéo dos dois copolimeros de PMMA-co-DMAEMA, foi realizada em
Unica sintese, em duas etapas (Tabela 8). Para isso, foram adicionadas, em baléo
reacional, 20 mL de MMA, 75 mL DMAEMA, 1,314 g de 2-ciano-2-propil-dodecil-

tritiocarbonato, 0,104 g de AIBN, dissolvido em 15 mL de 1,4 dioxano. A reacgéo
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prosseguiu a 70 °C. Decorridos 120 minutos de reacéao, foram retirados 40 mL (1°
produto reacional) e, apés 180 minutos de reacao, o 2° produto reacional. Ambos os
produtos foram purificados por precipitacées repetidas em hexano e secos em estufa

a 40°C por 4 dias.

Tabela 8 - Parametros de sintese dos copolimeros de PMMA-co-DMAEMA via RAFT

Material MMA DMAEMA CTA AIBN Tempo de
(moI.L'1) (moI.L'1) (mmoI.L'1) (moI.L'1) reagao (horas)
PMMA;o-co-DMAEMAg; 0,186 0,444 3,8 0,633 2
PMMA;1-co-DMAEMA;, 0,186 0,444 3,8 0,633

5. CARACTERIZAGOES DOS POLIMEROS OBTIDOS

Todos os polimeros obtidos foram analisados por GPC e espectroscopia de
FTIR e RMN de 'H. Os dados de GPC foram utilizados para a obtengdo de
informacdes sobre massa molecular numérica (Mn), massa molecular ponderada
(Mw) e polidispersidade (PDI= M,/My). As analises FTIR visaram a confirmacgao
estrutural e pureza dos materiais obtidos. Analises de RMN de 'H foram uteis para
calcular a composicao relativa dos meros nas cadeias, além da confirmagao

estrutural e avaliagdo de pureza dos polimeros.

6. ESTUDO DAS APLICAGOES BIOMOLECULARES E BIOMIMETICAS:

TECNICAS E PROCEDIMENTOS

Os materiais foram analisados quanto a potencialidade de formar

polimerossomos e entregar genes. Alguns desses polimeros foram cedidos, em
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regime de colaboragao, ao aluno de doutorado Klaus Engelmann, do departamento
de Biofisica da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), orientado pela profa.
Dra. Katia R. Perez. Esses polimeros foram testados quanto a capacidade de
incorporar farmacos e, obviamente, nao estdo descritos no presente trabalho. A
Tabela 9 (sessao resultados) detalha cada um dos polimeros sintetizados e suas

respectivas aplicacoes.

6.1 APLICAGOES DE COPOLIMEROS PARA A FORMAGAO DE

POLIMEROSSOMOS

Dois copolimeros de PDMAEMA-b-PS, construidos via técnica RAFT foram

submetidos aos ensaios para a formagéo de polimerossomos, conforme a seguir:

Montagem dos polimerossomos em solugao aquosa e caracterizagao

Os dois copolimeros de PDMAEMA315-b-Psty244 € PDMAEMA315-b-Psty7s1
foram dissolvidos em tetrahidrofurano (THF) para uma concentracao final de 40 mg
mL~". Posteriormente, em frasco contendo 2 mL de tamp&o TRIS-HCI 10 mM (pH
7,4) sob agitacdo a 1000 rpm, em temperatura ambiente, foram adicionados 50 pL
de cada solugédo organica para a montagem dos polimerossomos na concentragao
final de 1 mg.mL™".

O diametro hidrodinamico (Dh) e potencial zeta dos polimerossomos foram
obtidos por meio de analises de DLS. A analises foram realizadas em diferentes pHs

e tampdes, em funcio da temperatura, que variou de 25 a 80 °C.
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A fim de verificar se os polimerossomos formados possuiam compartimento
interno hidrofilico, foram realizados estudos de incorporagao de sonda hidrossoluvel,
por estudos de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE). A sonda selecionada
para esses estudos foi a CAT1 (iodeto de 4-trimetilamébnio-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxila) (RAUCKMAN; ROSEN; ABOU-DONIA, 1976). Os
polimerossomos foram preparados da mesma forma como descrito em métodos,
para uma concentracdo final de 13,4 mmol.L”" de PDMAEMA315-b-PS,44 € 6,9
mmol.L™" de PDMAEMA315-b-PS7g1 (@ambos 1 mg/mL numa solugdo aquosa contendo
3,75 mM sonda de spin CTA1 in tampao TRIS-HCI 10 mmol.L™", pH 7.,4.

O sinal RPE de 170 uL da amostra colocada em células de quartzo (Wilmad,
USA) foi medido antes e apds a adicao de 10 uL de uma solugéo de acido ascorbico
0,04 M, que suprime o sinal da sonda CAT1, por uma reagdo de oxido-redugdo. A
relagdo entre o sinal antes (sinal total) e apds a supresséo (sinal residual) foi
ajustada pela diluigdo e usada para calcular a porcentagem de sonda encapsulada e
o volume interno total do compartimento aquoso dentro dos polimerossomos pela

equacao 1.

% Encapsulado = 100 * Sinal residual/ Total de Sinal = 100 * volume interno /
170 pL

Equacao 1: Calculo da porcentagem de sonda encapsulada (%Encapsulado)

O percentual final de encapsulacao e volume interno aquoso dos polimeros
foi analisado em funcédo da concentragao final de polimero na amostra. Controles
para testar a reacao de supressado do sinal consistiram de solugdo de CAT1 em
tampéao sem polimeros em que acido ascorbico foi adicionado na mesma proporgao

da amostra contendo os polimerossomos.
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Microscopia Eletrénica de Transmissao por coloragao negativa

Amostras contendo os polimerossomos foram submetidas também a
analises por Microscopia Eletrénica de Transmissao por coloragédo negativa (do
inglés: MET - Negative staining transmission electron microscopy), visando obter
informacbes sobre sua forma e tamanho em meio aquoso. Para isso, os
polimerossomos foram preparados conforme procedimento descrito anteriormente
(vide montagem dos polimerossomos na sessdao métodos), em tampéao TRIS-HCI 10
mM (pH 7,4). Inicialmente, grids (400 mesh) de uma pelicula de camada fina de
carbono (Electron Microscopy Sciences) foram descarregados de forma negativa por
15 segundos a uma corrente de plasma de 14 mA. Em seguida, os grids foram
adicionados ao topo de uma gota de 20 pL de solugdo tampdo contendo os
polimerossomos na concentracdo de 2,5 mg mL™" por 2 minutos, seguido de duas
lavagens com agua. Os grids contendo as amostras foram colocadas no topo de
uma gota de acetato de uranila a 2% durante 2 minutos, seguida de secagem
utilizando papel de filtro e apds, secagem a temperatura ambiente. A visualizagéao

das imagens foram realizadas por meio do programa ImageJ.

6.2 APLICAGOES DE COPOLIMEROS PARA A TRANSFECGAO DE GENES EM

BACTERIAS

N&o ha descri¢cao na literatura de um vetor sintético capaz de entregar genes
para transformacao de bactérias ndo-competentes. Esse foi um dos propdsitos
desse trabalho, principalmente pelos motivos discutidos na sessao anterior (pagina

31 a 33). Por comodidade, o modelo de organismo escolhido foi Escherichia coli
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(E.coli), da linhagem DH5a (DAY; MAURELLLI, 2002).

O meio de crescimento das bactérias usadas nos experimentos foi o caldo
LB contendo, por litro: 10 g de Difco triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g NaCl,
pH 7,0. As culturas foram realizadas a 37 °C com agitacdo (400 r.p.m.). O
crescimento foi monitorizado por meio da medicao de densidade optica (D.O) em
630 nm com um espectrofotémetro (Labsystems). O modelo de plasmideo utilizado
foi o pUC19 (vide Figura 5), pelo reduzido tamanho e simplicidade de trabalho
(SCHWEIZER, 1991). Além disso, esse vetor possui gene de LacZ e Amp’, que
facilitam sobremaneira os trabalhos em biologia molecular. Mais detalhes sobre isso

serdo apresentados a diante.

In-Fusion
Cloning Site
lacZn
~ {part A)

lacZo

{part B}

pUC19

(\ 2690 bp | | pUC

Figura 5. Mapa do vetor pUC 19. Adaptado de (NORRANDER; KEMPE;

MESSING, 1983)

Para a realizagcdo dos experimentos, foram realizados os seguintes

procedimentos:
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Producao e purificagao dos plasmideos (pUC19).

Clonagem e obtenc¢ao

Esse modelo de plasmideo possui tamanho relativamente pequeno (2686
pb), induz expressdo de elevado numero de cépias, comparado aos demais
disponiveis. O pUC19 codifica para a expressao de beta-lactamases, que conferem
resisténcia a ampicilina, sendo isso interessante para a selecdo dos microrganismos
(SCHWEIZER, 1991; SZOSTKOVA; HORAKOVA, 1998).

Além disso, o pUC19 é um dos vetores mais amplamente utilizados, uma
vez que os recombinantes, ou as células nas quais o DNA estranho foi introduzido,
podem ser facilmente distinguidos dos ndo recombinantes com base nas diferencas
de cor das colbénias no meio de crescimento. O mecanismo para essa ocorréncia
reside no fato do fragmento lacZ, cuja sintese pode ser induzida por IPTG, ser capaz
de complementagao intra-alélica com uma forma defeituosa da enzima -
galactosidase codificada pelo cromossomo hospedeiro (mutagdo lacZDM15 nas
cepas E. coli JM109, DH5a e XL1-Blue). Na presenca de IPTG em meio de
crescimento, as bactérias sintetizam ambos os fragmentos da enzima. Os
fragmentos podem juntos catalisar a hidrolise do X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
beta-D-galactopirandsido) produzindo produtos que dao as colbénias cor azul quando
cultivados em meios onde sao suplementados. Isso facilita a identificacdo das
bactérias transformadas, minimizando a consideragdo de possiveis contaminantes.
Portanto, as bactérias devem crescer em meio contendo ampicilina, IPTG e X-gal
(ZHANG, 2016). Os plasmideos foram amplificados por meio da técnica de

Transformagdo Bacteriana, descrita a seguir:
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Transformacgao bacteriana para producao de DNA (pUC19)

Inicialmente, seguindo protocolo padronizado, o vetor plasmideal pUC19 foi
inserido em células eletrocompetentes (linhagem DH5a de Escherichia coli) (CHAN;
DAVIS; JOKIC, 2006). Para isso, 1 uL (50 ng) do vetor pUC19 foi misturado com 50
ML de DH5a competentes e mantidas em gelo por 30 minutos. Decorrido esse tempo, a
mistura foi submetida a choque térmico (42° C por 45 segundos) e novamente
colocada em gelo por 1 minuto (BERGMANS; VAN DIE; HOEKSTRA, 1981). Em
seguida, foram adicionados 750 puL de meio LB liquido estéril e as bactérias foram
crescidas em estufa a 37 °C por 1 hora. Depois disso as células foram centrifugadas
a 120.000 gs por 5 minutos. O sobrenadante (750 uL de meio LB) foi descartado e o
volume restante foi suspendido e plagueado em placas de Petri com LB &gar,
contendo 100 pg/mL de ampicilina, TmM de IPTG e 1 uM de X-GAL. As bactérias

foram crescidas (overnight) por 12 horas em estufa a 37°C.

Selegao das células bacterianas e pré-inéculo

Decorridas 12 horas, as coldnias de coloragdo azulada foram selecionadas

com auxilio de ponteira estéril (técnica conhecida em inglés por: blue-white screening

test) e incubadas com 5 mL de meio LB liquido sob agitagdo de 230 RPM e 37° C por

1 hora, para crescimento.

Crescimento das bactérias e produc¢ao de pUC19

As células foram vertidas em 1 L de meio LB liquido, que foi mantido sob
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agitacao a 230 RPM, sob 37 °C por 12 horas (overnight). Posteriormente, todo o
conteudo foi centrifugado e o pellet obtido foi submetido ao processo de purificagao,
para extracdo do DNA plasmideal, conforme protocolo padronizado usando-se
QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit (QIAGEN, 2012; QIAGEN; QIAGEN, 2005; ZHANG;

CAHALAN, 2007).

Preparagao de complexos de polimero/plasmideo (PDMAEMA/DNA) e avaliagao

da interagao.

Polimeros selecionados (Experimento 1: PMMAmMacroCTAeg,
PDMAEMAmacroCTA315, PMMA3s-co-PDMAEMAs e PMMA3-co-PDMAEMA7, e
experimento 2: PSmacroCTAsy, PDMAEMAmMacroCTA3z15, PDMAEMA315-b-PS244 €
PDMAEMA;15-b-PS7g1) foram submetidos a estudos visando avaliar o nivel de
interacdo com DNA, por meio da avaliagdo de migragao diferencial em gel de

agarose. Detalhes dos experimentos a seguir:

Preparo das solugdes estoque de polimeros: Os polimeros foram solubilizados
em THF (concentracdo final de 1 mg/mL) e mantidos sob agitagao, por 12 horas,

para completa solubilizacao.

Preparo dos complexos polimero/DNA: Aliquotas de 30, 50 e 100 pL das
solugbes estoque dos polimeros (concentragdo de 1 mg/mL em THF, preparadas
conforme descrito anteriormente) foram adicionadas em tubos plasticos (Eppendorf).
Posteriormente, o solvente (THF) foi evaporado sob fluxo de argbnio para a

formacao de filmes, sendo posteriormente hidratados com adigdao de 18 pL de
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solugédo aquosa de DNA (pUC19, em concentragédo de 78 ng/uL), sendo submetidos
a agitacdo por 10 segundos e sem seguida, mantidos em gelo, por 5 minutos. Uma
aliquota de 6 uL de DNA Joading buffer (Purple 6x) (Biolabs, Inc.) foi adicionada em
cada tubo e este foi submetido agitagdo em sistema vortex. Todas as amostras
foram preparadas em gelo para preservar o DNA de degradacgdo. As eletroforeses
foram realizadas em corridas com tampao TAE usando 50 volts. Os polimeros
também foram avaliados quanto a capacidade de entregar DNA, cujos experimentos

serdo descritos a seguir.

Transformacao de E. coli com poliplexos de polimero/pDNA

A transfeccao permite introduzir um plasmideo na célula bacteriana. Este
DNA exdgeno passa a fazer parte do material genético bacteriano, que sera herdado
pelas novas células a medida que a bactéria se multiplica. Esse processo tem sido
realizado usando-se as tradicionais técnicas de transformagao bacteriana

(MIKLAVCIC, 2017; RAHIMZADEH et al., 2016).

Preparo dos poliplexos de polimero/pDNA: A fim de verificar a influencia da
quantidade de polimero na eficiéncia de transformacao das bactérias, diferentes
aliquotas (0.25, 0.5, 1.0 e 5.0 pL) de cada polimero de uma solugcéo estoque a 1
mg/mL em THF, foram adicionadas em microtubos plasticos (Eppendorf), seguido da
evaporagcdao do solvente sob fluxo de argbnio para a formacado de filmes. Uma
aliquota de 10 pL de solugado de DNA (PUC19) em agua (78,7 ug/mL) foi adicionada
em cada microtubo para hidratagdo dos filmes poliméricos, seguido por vigorosa
agitacao em vortex por 1 minuto, resultando em razao de polimero/plasmideo de 25

« 102 5+10° 1+ 10" e 5+ 10" (v/v). Posteriormente, essas amostras foram



55

mantidas em estufa a 37° C por 5 minutos.

Preparo das bacterias nao competentes: E. coli DH5a foram cultivadas em 100
mL of LB (Sigma) sem antibiotico até a densidade éptica de 0.7 (A = 600 nm). Ap0s,
as células foram recuperadas via centrifugagéo (3,300 rpm), suspensas em 500 pL
of 10 mM de tampao 3-[N-morfolino]propano-acido sulfénico (MOPS), pH 6.8, e

reservadas em gelo.

Transformacgao das bactérias: Apos a etapa de complexagao, acima descrita, um
volume de 700 uL de meio LB liquido foi adicionado aos tubos contendo polimero e
DNA, seguido da adicdo de 100 pyL de células de E.coli, preparadas conforme
mencionado anteriormente. Os microtubos foram, posteriormente, submetidos a
agitagdo por 1 minuto em vortex e incubado a 37 °C por 1 hora. Decorrido esse
tempo, as células bacterianas incubadas com cada polimero e pUC19 foram vertidas
em placas apropriadas contendo meio LB-agar preparado com 100 pg/mL de
ampicilina, 1 pM de X-Gal, 1 mM de IPTG e incubadas a 37 ‘C por até 36 horas. A
eficiéncia dos polimeros como agentes de transfecgdo do DNA foi avaliada por meio
de contagem das col6nias formadas. Foram consideradas colbnias bacterianas
transfectadas apenas as colénias de coloragdo azul, pelo método conhecido, na
lingua inglesa por: blue-white colony screening (SHERWOOQOD, 2003). Apés, a fim de
excluir resultados falso positivo, as colbnias transformadas foram novamente
crescidas, apds processo de repique, em outras placas contendo meio LB-agar

preparado com 100 ug/mL de ampicilina, 1 yM de X-Gal, 1 mM de IPTG.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos com sucesso 19 polimeros, de variada composicdo e
morfologia. Destes, 17 foram sintetizados via PDRR (RAFT). O monitoramento das
reacdes por GPC facilitou sobremaneira para que se conseguisse obter polimeros

estritamente de acordo com o planejado.

Espectros de RMN de 'H e de FTIR confirmaram a pureza, estrutura,
composi¢cao e morfologia dos polimeros construidos. Para facilitar a leitura e
compreensao dos resultados, eles foram organizados na sessao material
complementar. As integrais de sinais de "H-RMN em 4,05 (O-CH2-) de DMAEMA,
3,60 ppm (O-CH3) de MMA e os prétons referentes ao anel aromatico de PS (6 a 8
ppm), foram utilizadas para determinar a composicao de copolimeros. Atribuicoes
dos deslocamentos quimicos (RMN de 1H) e frequéncias de absorcao caracteristicos
(FTIR) foram consultadas na literatura (DE SOUZA et al., 2011; KAEDING, 1974,
LIAN et al.,, 2012; MA; XIAO; WANG, 2013; SARAIVA et al., 2019; SHEN, 2012;

XIONG et al., 2004; ZHU; TAN; DU, 2008).

A combinagao da massa molar total de GPC e as composi¢des definidas por
RMN de "H permitiram estabelecer a formula média dos copolimeros como P(mero
A)m -co- P(mero B),. As razdes monoméricas nos diferentes copolimeros (razbes m e
n) foram calculadas a partir das razdes das areas relativas dos sinais de '"H RMN
correspondente aos protons do grupo metileno da cadeia lateral do éster de
DMAEMA e do grupo metil ligado ao éster de MMA ou aos protons do anel aromatico

de estireno, usando a Equacao 2, para copolimeros de DMAEMA e MMA:

Neovaemay ! Mewmay = (Ag * 3) 1 (A * 2) Equacgéo 2
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onde A, se refere a area sob o sinal dos hidrogénios referentes ao grupo metileno do
PDMAEMA. A. € a area sob o sinal devido aos hidrogénios do grupo metila do
PMMA. Os coeficientes 2 e 3 normalizaram as areas em relagdo ao numero de
hidrogénios dos grupos metileno e metila, respectivamente, e n € o numero de

unidades de DMAEMA e m de MMA, cuja estrutura quimica geral é apresentada na

figura 6:
CH
CH, CHj | 3 g
| T Fon,— ¢ ]t
H3C CHZ_C CHZ_C S S—C12H25
I | |
N c=0 C|3:O
o9
|
CH, H,C—CH,
+
N
H3C/ I\CH3
H

Figura 6. Estrutura quimica geral dos copolimeros contendo MMA e DMAEMA. Os
indices m e n variam para cada copolimero. Nas terminacdes das cadeias se
encontram presentes os Agentes de Transferéncia de Cadeia (ver Métodos).

A massa total do polimero (M,), € dada pela composicao relativa dos dois

mondémeros, como descrito na equacao 3.
M, = n* (PDMAEMA) + m * (PMMA) Equacao 3

Enquanto (PDMAEMA) e (PMMA) sdo as massas dos mondémeros (ex.

157,21 g.mol'1 e 100,1 g.mol'1, respectivamente), M, foi obtida por analises de GPC.

Para os copolimeros contendo PDMAEMA e poliestireno, foi usada a

equacéo 4.
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Neomaemay I Mips) = (Ag * 5) 1 (Ac * 2) Equacao 4

onde A, se refere a area sob o sinal do grupo metileno DMAEMA. A, é a area sob o
sinal devido aos prétons dos anéis aromaticos de PS. Os coeficientes 5 e 2
normalizaram as areas em relagéo ao numero de hidrogénios dos grupos metileno e
aromaticos, respectivamente, e n € o numero de unidades de DMAEMA e m de

estireno, cuja estrutura quimica geral é apresentada na figura 7, a seguir:

CH,

H
H25012_SQ_ECH2_(L—:|;IZCH2—(:3EL—S><EN

C—0 HsC CHs
I

T
Hzc:—(le2
N
Hee” O CH,

Figura 7. Estrutura quimica geral dos copolimeros contendo estireno e DMAEMA.
Os indices m e n variam para cada copolimero. Nas terminacbes das cadeias se
encontram presentes os Agentes de Transferéncia de Cadeia (ver Métodos).

A massa total do polimero, M,, é dada pela composicao relativa dos dois

mondmeros, conforme descrito na Equacgao 5:

M, = n * (PDMAEMA) + m * (PS) Equagdo 5

em que (PDMAEMA) e (PS) sdo as massas molares dos mondmeros, isto é, 157,2 e
104,15 respectivamente. M, foi obtido por analise de GPC.

Por conveniéncia, os dados de GPC, RMN de 'H e FTIR foram organizados
em tabelas ao longo do texto. Os cromatogramas estdo apresentados nas
respectivas sessdes que tratam de cada polimero.

A Tabela 9, a seqguir, apresenta um compendio dos pardmetros moleculares
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Tabela 9. Parametros moleculares dos polimeros sintetizados
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Material Tipo de Aplicabilidade M,[g.mol']® M,/M,* Razdo de co-
resposta monémeros °
Copolimeros em distribui¢cao aleatoria via PRL
PMMA;-co-DMAEMA 26 pH e temperatura Entrega de genes e purificagao de 4.450 1,96 8:1
proteinas
PMMA;;-co-DMAEMAg, pH e temperatura Entrega de genes e purificagao de 16.800 1,51 2:1
proteinas
Homopolimeros (macroCTAs) via RAFT
PDMAEMA:5 pH e temperatura Entrega de genes 54.680 1,65 -
PDMAEMA 14 pH e temperatura Entrega de genes 71.500 1,55 -
PMMAs, Néo - 5.820 1,25 -
PMMAGs, Néo - 12.400 1,32 -
PMMA 44 Néo - 14.100 1,14 -
PMMA;;5 Néo - 21.480 1,46 -
PSie0 Néo - 22.130 1,27 -
Copolimeros em distribui¢cao aleatoéria via RAFT
PMMA;3-co-DMAEMAg; pH e temperatura Entrega de genes e purificacdo de 12.800 1,33 1:2
proteinas
PMMA;,-co-DMAEMA;, pH e temperatura Entrega de genes e purificagdo de 14.000 1,44 1:2
proteinas
Copolimero dibloco via RAFT
PMMA:s;-b-DMAEMA 294 pH e temperatura Entrega de genes e purificagado 46.600 1,24 1:5
de proteinas
PMMAG,-b-DMAEMA 124 pH e temperatura Entrega de genes e purificagdo 36.350 1,36 1:2
de proteinas
PMMA 141-b-DMAEMA 1o pH e temperatura Entrega de genes e purificagdo 21.400 1,21 1:1
de proteinas
PMMA:15-b-DMAEMA 435 pH e temperatura Entrega de genes e purificagdo 28.700 1,48 2:1
de proteinas
PDMAEMA:15-b-PS244 pH e temperatura Entrega de genes e 74.840 1,56 1:1
polimerossomos
PDMAEMA;15-b-PS7s4 pH e temperatura Entrega de genes e 144.820 1,49 3:1
polimerossomos
PS160-b-DMAEMAg, pH e temperatura polimerossomos 26.070 1,13 3:1
PS160-b-DMAEMA;, pH e temperatura polimerossomos 22.170 1,25 5:1

“Valores de M, aproximados, obtidos por GPC;
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A seguir serdo apresentados os resultados relacionados a sintese e

caracterizacdo dos polimeros obtidos.

7.1 SINTESES POR POLIMERIZAGAO RADICALAR LIVRE

Copolimeros em distribuicao aleatéria de PMMA-co-DMAEMA

Foram obtidos com sucesso dois copolimeros: PMMA3;-co-DMAEMAys e
PMMA3s-co-DMAEMAgs. Os valores de polidispersidade (M./M,) se encontraram
ligeiramente mais baixos do que comumente observado para sinteses via PRL. A

Tabela 11 apresenta os parametros moleculares obtidos via GPC.

Tabela 11. Parametros moleculares dos copolimeros em distribuicdo aleatdria sintetizados via
PRL

Material Tempo de eluigédo (min.) M,* M,[g.mol"]* M, /M,?
PMMA;-co-DMAEMA 26,44 8.770 4.450 1,96
PMMAs5-co-DMAEMA, 24,54 25.500 16.800 1,51

#Valores de M, aproximados, obtidos por GPC;

As Tabelas 12 e 13 apresentam, respectivamente, as bandas de FTIR e os
deslocamentos quimicos dos protons presentes nas estruturas dos meros que
compdem cada material, que sdo condizentes com copolimeros de elevada pureza
constituidos de MMA e DMAEMA. (DE SOUZA; NAVES; FLORENZANO, 2012; DE
SOUZA et al., 2011). Por comodidade, a caracterizagdo detalhada sera descrita em

detalhes para cada polimero, ao decorrer desta tese.
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Tabela 12. Bandas de FTIR dos copolimeros sintetizados

Estrutura Numeros de onda (cm™) dos grupos funcionais

caracteristicos

(C-H) (C-H,JC-H;)  (C=0/C-0)  (C-C)
PMMA;-co-DMAEMA ¢ 2826 e 2773 2951 1728 1030
PMMA;¢-co-DMAEMA;, 2822 e 2770 2948 1722 1015

* Os simbolos (-) e (=) representam, respectivamente, ligagdes simples e duplas.

Tabela 13. Deslocamentos quimicos por RMN de 'H de copolimeros sintetizados

Estrutura Deslocamentos quimicos (&) caracteristicos (ppm)
CCH; OCH; OCH, NCH, NCH; (dimetil)
PMMA;-co-DMAEMA 085 358 4,14 2,54 2,26
PMMAs-co-DMAEMA, 085 358 4,10 2,56 2,26

A sequir, detalhes sobre as sinteses desses polimeros.

PMMA;-co-DMAEMA ¢

O polimero se mostrou com aspecto liquido e viscoso. O rendimento
reacional global (ou seja, comparado a massa total de monémeros adicionada na

reacao) foi de 25.8% (4,71g). A Figura 8 apresenta o cromatograma por GPC.
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Figura 8: Tempo de eluigdo por GPC do PMMA;-co-DMAEMA 6

Os espectros de RMN de 'H e FTIR (material complementar, MC1 e MC?2),

em concordancia com o cromatograma obtido por GPC, sugerem elevada pureza do

copolimero obtido. A presenca de sinais de deslocamento em: (i) 4,15 ppm referente

ao grupo metileno ligado ao oxigénio, do DMAEMA e; (ii) 3,60 ppm referente a metila

terminal do MMA e as bandas de FTIR (cm™) caracteristicas: (2826, 2773,

2951,1728 e 1030) confirmam o sucesso da sintese.

O copolimero se mostrou facilmente solivel em agua. Isso se deve a

reduzida massa molar (M,) das cadeias e pelo elevado numero de meros de

PDMAEMA (em comparagao com os meros de MMA) na estrutura do material.
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PMMA;s-co-DMAEMAGg,

O produto se mostrou com aspecto vitreo. O rendimento reacional foi de
5,36% (1,2 g). O cromatograma por GPC se encontra na Figura 9 e demonstra,
juntamente com os resultados de RMN de 'H e FTIR (material complementar, MC3

e MC4), a obtencado de um material de elevada pureza, com baixa polidispersidade.

50007 PMMA, -co-DMAEMA,,
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Figura 9: Tempo de eluigdo de GPC do PMMA3s-co-DMAEMAg,

O copolimero se mostrou facilmente soluvel em agua, por causa da maior
quantidade de meros de DMAEMA, nas cadeias. No espectro de RMN de H
(material complementar, MC3) é notavel a presenga de sinais de deslocamento em
4,15 ppm (referente ao grupo metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila
terminal do MMA), sugerindo elevada pureza do produto e sucesso da

copolimerizagédo. O espectro de FTIR (material complementar, MC4) apresentou
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bandas caracteristicas em 2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm™ que apdiam essas

observacdes.

Os dois polimeros sintetizados (acima) foram submetidos a testes
preliminares quanto a potencial aplicagdo como agentes de transfecgao de genes e
purificacéo de proteinas de membrana. Os dados obtidos serviram de subsidio para
a arquitetura de polimeros mais eficientes, sob medida, via RAFT. A seguir, serao

apresentados esses polimeros.

7.2 SINTESES POR PDRR VIA RAFT

7.2.1 Homopolimeros

Foram obtidos via RAFT homopolimeros com reduzida dispersidade molar,
aptos como agentes macroCTAs, que permitiram o crescimento controlado de um
segundo bloco.

Os sinais caracteristicos de GPC, FTIR e RMN de 'H (espectros em
material complementar) sugerem o0 sucesso em cada uma das sinteses. As
massas molares (M,) se apresentaram préximas do idealizado teoricamente. Os
valores de PDI (polidispersidade molar) se mostraram reduzidos. Essas observagdes
estdo em sintonia com resultados de sinteses via RAFT.

A Tabela 14 apresenta os parametros moleculares por GPC, de cada

material.
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Tabela 14. Parametros moleculares via GPC dos homopolimeros (macroCTAs) sintetizados

Estrutura M, M, [g.mol] M, /M,?

PMMA, 15.580 12.400 1,32
PSi6 28.230 22.130 1,27
PDMAEMA;,5 113.200 54.680 1,65
PDMAEMA 11 111.290 71.500 1,55
PMMA:, 7.430 5.820 1,25
PMMA 141 18.400 14.100 1,14
PMMA 215 31.460 21.480 1,46

@ Valores de M, aproximados, obtidos por GPC;

As tabelas 15 e 16 compilam, respectivamente, as bandas caracteristicas
por FTIR e os deslocamentos quimicos, por RMN dos prétons de cada mero que

compdem os materiais.

Tabela 15. Bandas de FTIR dos homopolimeros sintetizados

Estrutura Numeros de onda (cm™) dos grupos caracteristicos *
(C-H) (C-H2/C-H;) (C=0/C-0) (C=C e C-H de aromaticos)
PMMAG, 2993 1728/1151 -
2946
2847
PS160 - 3058 - 1490 (C=C de aromaticos)
3025 695 - Deformagéao angular fora do plano
2846 (DAFP) de aromaticos
1450 (CHa)n
PDMAEMA:5 1277 2948 1725 -
2860 1149
PDMAEMA ;14 1270 2949 1725 -
2862 1150
PMMA:; - 2998 1737 -
2862 1152
2934
PMMA 4 - 2997 1732 -
2951 990
2928
2854
PMMA;;5 - 2950 1731 -

* Os simbolos (-) e (=) representam, respectivamente, ligagdes simples e duplas.



66

Tabela 16. Deslocamentos quimicos por RMN de 'H de homopolimeros sintetizados

Estrutura Deslocamentos quimicos (8) caracteristicos (ppm)
CCH; CH; OCH; OCH; NCH; NCH; (dimetil) CH (aromaticos)
PMMA, 0,85 1,05 1,25 1,65 1,82 1,90 3,60 - - - -

PSi160 - 1,43-1,54 - - - - 6,44 -7,20
PDMAEMA;;5 - 1,65 1,82 1,90 - 4,08 2,58 2,3 -
PDMAEMA ;14 - 1,65 1,82 1,90 - 4,08 2,58 2,28 -

PMMAs, 0,85 1,05 1,25 1,65 1,82 1,90 3,60 - - - -
PMMA., 4 0,85 1,05 1,25 1,65 1,82 1,90 3,60 - - - -
PMMA.15 0,85 1,02 1,26 1,64 1,82 1,89 3,60 - - - -

PSmacroCTAm

O homopolimero de poliestireno obtido se mostrou insoluvel em agua e

bastante soluvel em solventes organicos apolares. O cromatograma obtido por GPC

se encontra na Figura 10 e sugere sucesso da sintese e pureza do polimero obtido.

IR normalizado

_— PSmacroCTA1 60

Tempo de eluigao (min.)
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Figura 10: Tempo de eluigdo por GPC do PSmacroCTA s

No espectro de RMN de 'H (espectros em material complementar, MC5).
sao observados sinais entre 6,3 e 7,4 ppm, caracteristicos de prétons de aromaticos
(neste caso, anéis presentes nos meros de estireno). De igual significado, o espectro
de FTIR apresenta um sinal de deslocamento na regido de deformagao angular fora
do plano (DAFP) entre 700 e 760 cm™, referente & presenca do anel aromatico
existente na estrutura do estireno. (espectros em material complementar, MC6).
Esses resultados estdo de acordo com dados prévios descritos na literatura (MAUL
et al., 2007) que sugerem a obtengcdo de um polimero de estireno de elevada
pureza. O polimero obtido apresentou massa molecular de acordo com o esperado

teoricamente e reduzida polidispersidade.

PDMAEMAmMacroCTA315

O homopolimero de PDMAEMAmacrozs foi sintetizado para ser o bloco
hidrofilico dos copolimeros planejados para a formagao de polimerossomos. Além de
permitir a sintese de um segundo bloco (de estireno ou MMA, hidrofébicos) também
possibilitou que o copolimero se mostrasse soluvel em agua e comportamento
estimulo-responsivo a pH e temperatura. Embora a literatura (CHIEFARI et al.,
1998¢c; MATYJASZEWSKI, 1998; RIZZARDO et al., 2010) sugira discreta diferenca
de reatividade do estireno e DMAEMA usando-se determinados CTAs, experimentos
prévios realizados (resultados ndo apresentados nesta tese) demonstraram maiores

eficiéncias de polimerizagao partindo-se de PDMAEMA como bloco inicial. A Figura
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11 apresenta o cromatograma obtido por GPC.

1,0
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Figura 11: Tempo de eluicao por GPC do PDMAEMAmMacroCTA315

Os espectros (material complementar, MC7 e MC8) de RMN de 'H e de
FTIR (vide dados nas Tabelas 15 e 16, anteriormente apresentadas) apresentam,
respectivamente, deslocamentos quimicos e bandas que comprovam a obtencao de
um polimero de DMAEMA caracteristico, de elevada pureza e baixa

polidispersidade.
PDMAEMAmMacroCTA,11
O homopolimero de PDMAEMAmMacro,411 obtido foi sintetizado para a mesma

finalidade do homopolimero de PDMAEMA;15 descrito anteriormente. Os resultados

de GPC (Figura 12, abaixo), e espectros de RMN de 'H e FTIR (material
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complementar, MC9 e MC10) e (Tabelas 15 e 16), comprovam a obtencado de um
polimero puro com caracteristicas similares ao PDMAEMAmacroCTAs15_entretanto,

com maiores M, e M,,.

100009 ppDMAEMAmacroCTA, .
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Figura 12: Tempo de eluigdo por GPC do PDMAEMAmMacroCTA414

Copolimeros dibloco de PMMA-b-DMAEMA foram sintetizados. Para isso,
inicialmente, foram sintetizados homopolimeros de PMMAmacroCTA e sobre esses
foram construidos blocos de PDMAEMA. A monitorizacdo do crescimento das
cadeias poliméricas foi realizada por analises de aliquotas da mistura reacional,
retiradas em tempos pré-estabelecidos. A reacao foi finalizada quando o polimero
alcangou a massa molar (M) planejada. Detalhes das sinteses desses macroCTAs

s&o apresentados a seguir.
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PMMAmMacroCTAg

O produto obtido apresentou aspecto vitreo. O rendimento reacional foi de
24,9 % (4,98 g). O resultado de GPC (Figura 13) sugere a obtengdo de um material

puro.

"0 —— PMMAmacroCTA, |
0,94
0,8—-
0,7—-
0,6—-
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Tempo de eluigao (min.)

Figura 13: Tempo de eluigdo por GPC do PMMAmacroCTAg

Nos espectros de RMN de 'H e FTIR (material complementar, MC11 e
MC12) estdo presentes, respectivamente, os principais sinais em 1728/1151 cm’™’
(C=0/ C-0) e 3,60 ppm (O-CH3), caracteristicos de polimeros de PMMA. (CESAR-

OLIVEIRA et al., 1999; DE SOUZA et al., 2011)

A Figura 14 apresenta os tempos de elui¢ao por GPC em diferentes tempos
de reagao. O deslocamento do sinal para menores tempos de eluigao (de 25,7 para

25,3 min.), ao decorrer do tempo, demonstra o crescimento das cadeias (aumento
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da massa molar), com o controle da polidispersidade, que se manteve reduzida

durante toda a sintese.
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Figura 14. Tempo
PMMAeo obtidas de
PMMAmacroCTAgg

Tempo de eluigao (min.)

s de eluicdo por GPC de aliquotas da mistura reacional de
diferentes tempos de polimerizagao: a) 3 horas; b) 5 horas e; c)

purificado.

PMMAmMacroCTAs,

O polimero,

apos purificacdo, se mostrou de coloragdo amarelada e aspecto

vitreo. O rendimento reacional foi de 4 % (1,16 g). O cromatograma de GPC (Figura

14) sugere a obtengdo de um material puro e com baixa polidispersidade. Os dados

de RMN de 'H e FTIR (material complementar, MC13 e MC14) demonstram estar

presentes os principais sinais em 1728/1151 cm’ (C=0/C-0) e 3,60 ppm (O-CH3),

respectivamente.
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Figura 15: Tempo de eluigdo por GPC do PMMAmacroCTAs;

A Figura 16, a seguir, apresenta os tempos de eluicdo por GPC em
diferentes tempos de reacdo. O deslocamento do sinal para menores tempos de
eluicdo (26,10 até 25,5 min) representa o aumento da massa molar em fungdo do
tempo. Também é observavel a manutencio da baixa polidispersidade das cadeias,

desde o inicio ao término da sintese.
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Figura 16. Tempos de eluicdo por GPC de aliquotas da mistura reacional de
PMMAs, obtidas de diferentes tempos de polimerizagéo: a) 1 hora; b) 2 horas €; ¢)
PMMAmacroCTAs; purificado.

PMMAmMacroCTA 141

O polimero sintetizado apresentou coloragao amarelada, também de aspecto
vitreo. O cromatograma de GPC (Figura 17) sugere a obtengao de um material puro
e com baixa polidispersidade. O espectro de RMN de H (material complementar,
MC15) apresentou um principal sinal de deslocamento em 3.60 ppm (O-CH3). Os
dados de FTIR (material complementar, MC16) demonstram estar presentes os
principais sinais em 1728/1151 cm™ (C=0 / C-O). Esses dados, bem como o
observado por GPC, sugerem pureza do material obtido e é coerente com dados de

polimeros de MMA.
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Figura 17: Tempo de eluigdo por GPC do PMMAmacroCTAs;

Os tempos de eluicdo por GPC da mistura reacional (apds 2,5 horas de
reacao) e do polimero purificado sdo apresentados na Figura 18. O deslocamento
do sinal para menores tempos de eluicdo (26,09 até 25,10 min.) demonstra o

sucesso da polimerizagao com a reducao da polidispersidade das cadeias.
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Figura 18. Tempos de eluicdo por GPC da aliquota da mistura reacional de
PMMA 4 obtida apods a) 2,5 horas de reacédo e; b) PMMAmacroCTA141, polimero

purificado.

PMMAmMacroCTA,15

O polimero puro se mostrou de coloracdo amarelada e aspecto vitreo. O
rendimento reacional foi de 47,54 % (22,25 g). O cromatograma de GPC (Figura
19,) sugere a obtencdo de um polimero puro e com baixa polidispersidade. Os
dados RMN de 'H e de FTIR (material complementar, MC17 e MC18) demonstram
estar presentes os principais sinais em 1728/1151 cm’” (C=0/C-0) e 3,60 ppm (O-

CH3).
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Figura 19: Tempo de eluigdo por GPC do PMMAmacroCTA,15

Os tempos de eluicdo por GPC sao apresentados na Figura 20 e se referem
a aliquotas da mistura reacional, retiradas em diferentes tempos. Ha o deslocamento
do sinal para menores tempos de eluicdo, ao decorrer do tempo, na medida em que
a massa molecular das cadeias aumenta. (Observe o tempo de eluigcao, de aliquota
retirada apds 2 horas de reacao: 24,82; até o tempo de eluicido do polimero apds
purificacdo: 24,12 min.). Também é observavel a reducdo da polidispersidade das

cadeias, ao decorrer do tempo.
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Figura 20. Tempos de eluicdo por GPC de aliquotas da mistura reacional de
PMMAs, obtidas de diferentes tempos de polimerizacao: a) 2 horas; b) 2,5 horas; c)
3 horas; d) 3,5 horas e; €) PMMAmacroCTA;15 purificado.

Os homopolimeros descritos na sessao anterior foram utilizados como bloco
de partida (macroCTA) para a construgcao de copolimeros dibloco. A seguir, detalhes

sobre as copolimerizacdes.

7.2.2 Copolimeros dibloco

Os homopolimeros obtidos por técnica RAFT (macroCTAs) permitem a
sintese de um segundo bloco, que pode ser constituido do mesmo tipo ou de
diferentes mondémeros. Os homopolimeros sintetizados (vide sessao anterior) foram,

portanto, usados para a construcdo de copolimeros dibloco de variados tamanhos
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de cadeia e diferentes razdes de hidrofobicidade/hidrofilicidade.

Na Tabela 17 sdao apresentados os parametros moleculares por GPC de

todos os copolimeros sintetizados.

Tabela 17. Parametros moleculares obtidos por GPC dos copolimeros sintetizados

Estrutura M, M, [g.mol]? MM,

PMMAgo-b-DMAEMA 124 48550 36.350 1,36
PDMAEMA;15-b-PS7s1 189.800 144.820 1,49
PMMA ;-b-DMAEMA 5o, 60.800 46.600 1,24
PDMAEMA;15-b-PS 44 152.930 74.840 1,56
PMMA 14:-b-DMAEMA 4 30.400 21.400 1,21
PS160-b-DMAEMAG, 29.000 26.070 1,13
PS160-b-DMAEMA;; 27.750 22.170 1,25
PMMA15-b-DMAEMA 135 40.550 28.700 1,48

#Valores de M, aproximados, obtidos por GPC;

Os copolimeros obtidos também foram analisados por FTIR e RMN de 'H
(resultados compilados nas Tabelas 18 e 19, apresentadas a seguir). Os resultados
se complementam no que diz respeito a obtencdo de produtos livres de

contaminagéo.



79

Tabela 18. Principais sinais nos espectros de FTIR dos copolimeros dibloco sintetizados

Estrutura Numeros de onda (cm™) dos grupos funcionais caracteristicos
(C-H) (C-H2/C-H3) (C=0/C-0) (C=CeC-Hde

aromaticos)

PMMA7;-b-DMAEMA 60 2820 e 2767 2948 1725 -
1386 e 1398 (CHs -
dimetilgeminal)

PDMAEMA:;15-b-PS7s4 2820 e 2767 2948 1724 1491 (C=C de aromaticos)
1385(CHs- 696 - Deformagéo angular de
dimetilgeminal) aromaticos)
PMMAGs,-b-DMAEMA 263 2823 e 2765 2948 1724 -
PDMAEMA315-b-PS244 2820 e 2766 2943 1723 1490 (C=C de aromaticos)

696 - Deformagao angular de
aromaticos)

PMMA/,-b-DMAEMA,, 2823 e 2765 2947 1724
PS16-b-DMAEMAs, 2820 e 2767 2946 1726 692 - Deformagao angular de
aromaticos)
PS160-b-DMAEMA3; 2820 e 2768 2949 1726 698 - Deformagéo angular de
aromaticos)
PMMA;;5-b-DMAEMA 135 2823 e 2765 2948 1725
1154

* Os simbolos (-) e (=) representam, respectivamente, ligagdes simples e duplas.

Tabela 19. Deslocamentos quimicos por RMN de "H dos copolimeros dibloco sintetizados

Estrutura Deslocamentos quimicos (&) caracteristicos (ppm)
CCH, *CCH; OCH; OCH, NCH, NCHj;(dimetil) CH (aromaticos)

PMMAGgo-b-DMAEMA 124 0,86 1,83 3,69 4,04 2,54 2,26 -
PDMAEMA315-b- PS 754 0,88 1,83 - 4,08 2,63 2,32 6,29-7,41
PMMAGs;-b-DMAEMA 204 0,89 1,82 3,60 4,07 2,58 2,30 -
PDMAEMA315-b-PS244 0,89 1,83 - 4,06 2,58 2,29 6,40-4,42
PMMA 141-b-DMAEMA 4o 0,85 1,83 3,60 4,06 257 2,28 -
PS160-b-DMAEMAGg 0,88 1,83 - 4,06 2,58 2,29 6,29-7,40
PS160-b-DMAEMA3, 0,88 1,83 - 4,06 2,56 2,28 6,31-4,43
PMMA215-b-DMAEMA 435 0,85 1,82 3,59 4,05 2,56 2,29 -

*d referentes aos prétons (CCHz) de DMAEMA, em regido proxima também em MMA; Os sinais de deslocamento de MMA
estdo em vermelho, estireno em preto e de DMAEMA em azul.

Os resultados de sintese e caracterizacdo de cada copolimero serao

descritos, a seguir:
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PS160-b-DMAEMAg

O polimero, depois de purificado, se mostrou de coloragao amarelada e com
aspecto granulado. O cromatograma de GPC (Figura 21) demonstra que houve
reduzido deslocamento do sinal para menor tempo de eluigdo (em comparagéo ao
tempo de eluicdo apresentado pelo PSmacroCTA1g0, usado como bloco de partida).
Esse resultado parece sugerir que nao houve crescimento das cadeias de
PDMAEMA. A explicacdo para isso pode estar relacionada a baixa reatividade

reacional quando se utiliza homopolimeros de PSmacroCTA como bloco de partida.

1,04
a)—--—-- PSmacroCTA160

b)—— PS1 60"-DMAEMAG

IR normalizado

Tempo de eluigao (min)

Figura 21: Tempo de eluigdo por GPC de: a) PSmacroCTA+e €; b) PSie0-b-
DMAEMAGg purificado.

Entretanto, os dados de RMN de 'H do copolimero (vide material

complementar, MC19) e (Tabela 19), depois de repetidas etapas de purificagao,
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demonstram estar presentes os principais sinais em 4,15 ppm (referente ao grupo
metila do PDMAEMA) e na regiao compreendida entre 6,3 e 4,4 ppm (referente a
prétons de aromaticos), sugerindo o sucesso da copolimerizagdo. O espectro de
FTIR (vide material complementar, MC20) e (Tabela 18) do copolimero puro
também apresenta sinais caracteristicos na regidao de DAFP, caracteristico dos
grupos aromaticos do estireno. Também sao observados sinais caracteristicos de
aminas e carbonilas, existentes na estrutura do DMAEMA. (DE SOUZA et al., 2011;

FOURNIER et al., 2007; ZHU; TAN; DU, 2008)

PS160-b-DMAEMA;;

O polimero purificado se mostrou de coloracao amarelada e aspecto vitreo.
O cromatograma de GPC (Figura 22, abaixo) demonstra que n&o houve
deslocamento do sinal para menor tempo de eluicdo (em comparagao ao tempo de
eluicdo apresentado pelo PSmacroCTA+ey, usado como bloco de partida). Esse
resultado € semelhante ao observado para o copolimero anteriormente descrito e

também parece sugerir que ndo houve crescimento das cadeias de PDMAEMA.
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Figura 22: Tempos de eluicdo por GPC de: a) PSmacroCTAs €; b) PSiso-b-
DMAEMAs; purificado.

Entretanto, os dados de RMN de 'H do copolimero (vide material
complementar, MC21) e (Tabela 19), depois de repetidas etapas de purificagao,
demonstram estar presentes os principais sinais em 4,15 ppm (referente ao grupo
metila do DMAEMA) e na regido compreendida entre 6,3 e 4,4 ppm (referente a
prétons de aromaticos), sugerindo sucesso da copolimerizagédo. O espectro de FTIR
(vide material complementar, MC22) e (Tabela 18) do copolimero puro também
apresenta sinais na regido de DAFP, caracteristico dos grupos aromaticos. Também
sdo observadas bandas caracteristicas de aminas e carbonilas, presentes na

estrutura do DMAEMA.

Os dois materiais que serdo descritos doravante foram planejados para a
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formagao de polimerossomos. O bloco de PDMAEMAmacroCTA345 foi usado como

partida para a construgao dos copolimeros dibloco de PDMAEMA-b-PS.

PDMAEMAG315-b-PS244 € PDMAEMA345-b-PS7s1

Ambos o0s copolimeros apresentaram aspecto plastico, de coloracdo
esbranquicada. A reagao, que deu origem aos dois copolimeros foi monitorada por
GPC (vide mais detalhes sobre as sinteses na sessao materiais e métodos). A

Tabela 20 apresenta alguns dados de caracterizagao selecionados.

Tabela 20. Parametros de sintese e dados de caracterizacdo dos copolimeros de PDMAEMA,-
b-PS, @

Material PDMAEMAmacro Estireno” | (mmol.L") M,° MM, °
CTA (mmol.L™")" (mmol.L™ (Kg.mol™)
(@) PDMAEMA;5-b-PS;44 0,127 1,40 0,19 (AIBN) 74,8 1,4
(b) PDMAEMA;;5-b-PS7g 0,100 1,23 1,21 (AIBN) 145 1,4

* PDMAEMA relagdo (n) e PS (m) nos dois copolimeros foram calculadas das areas dos sinais por sinais de RMN de 'H e massa
molar total (vide métodos) ® Quantidade usada de monémeros; ° Mensurado por GPC;

A Figura 23, abaixo, apresenta perfis cromatograficos por GPC dos

polimeros puros.
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Figura 23: Tempos de eluicdo por GPC de: (acima), PDMAEMA;15-b-PSz44 €;
(abaixo) PDMAEMA3+5-b-PSg71, ambos puros.
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A progressao da massa molar das cadeias poliméricas das sinteses foi

monitorada por GPC, por meio da retirada de aliquotas da mistura reacional em

diferentes tempos (Figura 24 e 25). O crescimento das cadeias é detectado a partir

do deslocamento do tempo de eluicdo como uma funcdo do tempo de reagao.

Depois de atingir o peso molecular desejado, cada fragdo foi coletada para

purificacao, pe

planejado.
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Figura 24: Tempos de eluicdo por GPC de aliquotas da mistura reacional da sintese
de PDMAEMA;15-b-PS244 a) PDMAEMAmacroCTAs315 e aliquotas da mistura

reacional apos:

b) 42 horas €; c) 45 horas.
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Figura 25: Tempos de eluicao por GPC de aliquotas da mistura reacional da sintese
de PDMAEMA3;5-b-PS7g1. a) PDMAEMAmacroCTA315 e aliquotas da mistura

reacional apos: b) 45 horas e; ¢) 69 horas.

A Figura 26 apresenta os perfis cromatograficos dos copolimeros depois de
purificados, descendentes do PDMAEMAmMacroCTA31s5



87

1,0 a)

PDMAEMAmacroCTA345 ~t
/. :

094 b)y---- PDMAEMA,, -5PS,,, '

08] ©)= = —PDMAEMA,,-6PS

31 781 ’_Z
0,7 ]
0,6 ]
05

0,4

IR normalizado

0,3 1
0,2

0,1 1

00 temes = e s == =F

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tempo de eluicao (min.)

Figura 26: Tempos de eluicdo por GPC normalizados de: a) PDMAEMAmacroCTA;
b) PDMAEMA315-b-PS244 €, ) PDMAEMA315-b-PS7g1. Deslocamentos de sinal em

tempos de eluicdo mais curtos mostram o crescimento das cadeias de PS.

RMN de 'H e FTIR (material complementar, MC23 e MC24) confirmaram
as estruturas dos copolimeros. Em ambos os espectros de FTIR, bandas sao
observadas em 698 cm™. Esses sinais estdo relacionados & DAFP dos anéis
aromaticos da estrutura de estireno presente nas cadeias de PS e também sugerem
que as copolimerizagdes foram bem sucedidas (ZHU; TAN; DU, 2008).

O espectro de FTIR de PDMAEMAg315-b-PS7g1 (material complementar,
MC24) exibe uma banda a 698 cm™ com maior intensidade, comparado com o sinal
no mesmo espectro de frequéncia de PDMAEMA315-b-PS44. Isto € devido a maior
quantidade de estireno presente nas cadeias do copolimero PDMAEMA;15-b-PS7g,

que tem um bloco de PS maior. Ambos os materiais foram submetidos a ensaios
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para analisar a capacidade de formarem polimerossomos. Esses resultados serao
descritos posteriormente.

Os copolimeros dibloco candidatos a entrega de farmacos também foram
construidos com sucesso. Todos os copolimeros se apresentaram de coloragao
amarelada, com aspecto vitreo. Doravante, os resultados das sinteses e

caracterizacdes desses materiais.

PMMAGgo-b-DMAEMA 124

O cromatograma por GPC se encontra na Figura 27 e apresenta os tragos
do PMMAmacroCTAgp (bloco de partida), das aliquotas das misturas reacionais em
funcdo do tempo e do copolimero puro. O deslocamento do sinal para menores
tempos de eluicdo demonstra o crescimento das cadeias e, consequentemente,
ratificam o sucesso da sintese. Também ¢é notavel a simetria dos sinais, que significa
que as cadeias se mantiveram com baixa polidispersidade ao longo da reagao,
fenbmeno caracteristico de sinteses por RAFT. Essas observacgdes, juntamente com
resultados de RMN de 'H e FTIR (espectros em material complementar, MC25 e
MC26) estédo de acordo com a literatura (DE SOUZA et al., 2011; XIONG et al.,
2004). Eles comprovam o sucesso na obtencdo de um material de elevada pureza,

baixa polidispersidade e na medida exata do que foi planejado.
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Figura 27: Tempos de eluicdo por GPC de: a) PMMAmacroCTAg: b) 2 horas; c) 3
horas; d) 4 horas; e) 6 horas e; f) PMMAgy-b-DMAEMA 124 puro.

No espectro de RMN de 'H (espectro em material complementar, MC25) é
notavel a presenca de sinais de deslocamento em 4,15 ppm (referente ao grupo
metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila terminal do MMA). O espectro de
FTIR (material complementar, MC26) apresentou bandas caracteristicas em 2826,

2773, 2951, 1728 e 1030 cm’”’ que apoiam essas observagdes.
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PMMAGs,-b-DMAEMA 94

Abaixo o cromatograma por GPC. Ele apresenta os tempos de eluicdo do

homopolimero de PMMAmacroCTAs, (bloco de partida), das aliquotas da mistura

reacional em funcdo do tempo e do copolimero de PMMAs;-b-DMAEMAg4

purificado. O deslocamento do sinal para menores tempos de eluicdo demonstra o

crescimento das cadeias.
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Figura 28: Tempos de eluicdo por GPC de: a) PMMAmacroCTAs,. b) 30 minutos; c)

60 minutos; d) PMMAs,-b-DMAEMA94 puro.

Observa-se na Figura 28 a existéncia de um ombro posterior,

provavelmente relacionado a uma segunda populagdo de cadeias, de tamanhos

diferentes. Embora isso seja caracteristico de perda do controle reacional, o
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copolimero resultante se apresentou com baixa polidispersidade, o que é um
indicativo de sucesso da sintese via RAFT. De qualquer modo, também ¢é possivel
que seja inerente a cadeias em estado de terminagdo (usualmente chamadas de

cadeias mortas), ndo impossiveis de existirem, mesmo em uma sintese via RAFT.

Os dados de GPC, juntamente com os resultados de RMN de 'H e FTIR
(espectros em material complementar, MC27 e MC28), sugerem 0 sucesso da
obtencdo de um polimero puro. Os dados de RMN de 'H estdo em sintonia com
resultados ja descritos na literatura e também sugerem o sucesso da reacao (DE

SOUZA et al., 2011; WETERING et al., 1998).

No espectro de RMN de 'H (espectro em material complementar, MC27) é
notavel a presenca de sinais de deslocamento em 4,15 ppm (referente ao grupo
metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila terminal do MMA, e no espectro
de FTIR (material complementar, MC28) também ha bandas caracteristicas em

2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm™' que apoiam essas observagdes.

PMMA41-b-DMAEMA 19

O cromatograma por GPC se encontra na Figura 29 e apresenta os tempos
de eluicao do PMMAmacroCTA141, das aliquotas da mistura reacional em fungcéao do
tempo e do copolimero de PMMA41-b-DMAEMA 19 puro. O deslocamento dos sinais
para menores tempos de eluigdo demonstra o crescimento das cadeias e,
consequentemente, também sugere o sucesso da copolimerizagdo. Essas
observagdes, juntamente com resultados de RMN de 'H e FTIR (espectros em

material complementar, MC29 e MC30) sugerem sucesso da copolimerizagao.
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Figura 29: Tempos de eluicdo por GPC de: a) PMMAmacroCTAgp. b) 60 minutos; c)

90 minutos; PMMA141-b-DMAEMA 119 puro.

No espectro de RMN de 'H (espectro em material complementar, MC29) é
notavel a presenca de sinais de deslocamento em 4,15 ppm (referente ao grupo
metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila terminal do MMA). O espectro de
FTIR (material complementar, MC30) apresentou bandas caracteristicas desse tipo

de material em 2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm™.
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PMMA;15-b-DMAEMA {35

O polimero, depois de purificado, se mostrou de coloracdo amarelada e

aspecto vitreo. No cromatograma de GPC (Figura 30) é visivel o deslocamento do

sinal para um menor tempo de eluicdo, demonstrando o crescimento das cadeias de

DMAEMA.
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Figura 30: Tempos de eluicdo por GPC de: a) PMMAmacroCTA, 5 €; b) PMMA,15-b-

DMAEMA 135

Os dados de RMN de 'H do copolimero (material complementar, MC31),

depois de repetidas etapas de purificacdo, demonstram estar presentes os principais

sinais em 4,15 ppm (referente ao grupo metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a
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metila terminal do MMA). O espectro de FTIR (material complementar, MC32),
apresentou bandas caracteristicas em 2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm’” que, em

conjunto com os dados de GPC e RMN, comprovam o sucesso da sintese.

7.2.3 Copolimeros em distribuigao aleatéria

Foram obtidos com sucesso 2 (dois) copolimeros em distribuicao aleatdria:
PMMA30-co-DMAEMAg; € PMMA34-co-DMAEMA7o. Os valores de polidispersidade
(Mw/M,) se mostraram baixos e os copolimeros com morfologia € composicao
monomeérica bastante proximos do planejado. A tabela a seguir apresenta alguns

parametros moleculares obtidos via GPC.

Tabela 21. Parametros moleculares via GPC de copolimeros em distribui¢cdo

aleatodria sintetizados por RAFT

Estrutura M, M, [g.mol] M.,./M,
PMMA;,-co-DMAEMAG; 17.130 12.800 1,33
PMMA;-co-DMAEMA;, 20.180 14.000 1,44

As Tabelas 22 e 23 apresentam, respectivamente, as frequéncias
vibracionais observadas por analises de FTIR e os deslocamentos quimicos dos
prétons (analises de RMN de 1H) presentes nas estruturas dos meros que compdem
cada material, que sdo condizentes com copolimeros de elevada pureza constituidos
de MMA e DMAEMA (DE SOUZA; NAVES; FLORENZANO, 2012; DE SOUZA et al.,

2011; FRANCO et al., 2017; HADJIANTONIOU et al., 2010).
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Tabela 22. Frequéncias vibracionais por FTIR de copolimeros em distribuicdo aleatéria sintetizados
por RAFT

Estrutura Frequéncia (cm”) dos grupos funcionais caracteristicos
(C-H) (C-H,/C-H;) (C=01/C-0) (C-H)
PMMA,-co-DMAEMA:; 2820 e 2767 2948 1725 2820 e 2767

1386 e 1398 (CHs-
dimetilgeminal)

PMMAG;s-co-DMAEMA7, 2820 e 2767 2948 1725 2820 e 2767
1386 e 1398 (CHs-
dimetilgeminal)

Tabela 23. Principais deslocamentos quimicos (RMN de 1H) de copolimeros em distribuigdo aleatoria
sintetizados por RAFT

Estrutura Deslocamentos quimicos (&) caracteristicos (ppm)
CCHz *CCH:; OCH3 OCHz NcHz NCH3 (dimetil)
PMMA;-co-DMAEMAg; 0,88 1,83 359 4,05 2,56 2,28
PMMAs-co-DMAEMA;, 0,88 1,82 3,59 4,06 2,56 2,29

*d referentes aos prétons(CCHz) de DMAEMA, em regido proxima também em MMA

A seguir, detalhes das caracterizagbes dos copolimeros obtidos.

PMMA;,-co-DMAEMAg; e PMMA;1-co-DMAEMA7,

Ambos o0s copolimeros apresentaram aspecto viscoso, com
coloracao amarelada e facilmente soluvel em agua. A Figura 30 (abaixo)

apresenta os tempos de eluigao por GPC dos materiais puros.
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Figura 30. Tempos de eluicdo por GPC de: (acima) PMMA3,-co-DMAEMAg3,
e; (abaixo) PMMA34-co-DMAEMA7o, ambos puros.

A reagdo, que deu origem aos dois copolimeros, foi monitorada por GPC,
conforme mostra a Figura 31 (detalhes sobre a sintese na sessdo métodos). O
deslocamento do sinal para menores tempos de eluicdo caracteriza o crescimento

das cadeias e aumento do peso molecular.
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Figura 31. Tempos de eluicdo por GPC de aliquotas da mistura reacional em fungao
do tempo, sendo: a) 60 minutos; b) 90 minutos; c) 120 minutos (fragao que originou o
PMMAs0-co-DMAEMAg3); d) 150 minutos; e) 180 minutos e; f) 190 minutos (fragédo
que originou 0 PMMA31-co-DMAEMA7o)

O crescimento das cadeias poliméricas foi monitorado. Para isso, aliquotas
coletadas em intervalos de 30 minutos apds o inicio da reagéo foram imediatamente
injetadas no cromatografo (GPC). No momento em que as cadeias em crescimento
na mistura alcangaram a massa molar desejada, metade do conteudo da mistura
reacional foi coletada e submetida ao processo de purificagdo, permitindo a
obtencdo do primeiro copolimero: PMMA3;p-co-DMAEMAgs. A mistura reacional
resultante no balado reacional foi mantida polimerizando até o tempo de 190 minutos,

momento em que o0 segundo copolimero alcangou massa molecular proxima do
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planejado. Essa mistura também foi purificada, originando o copolimero de PMMAg;-
co-DMAEMA7o,

Em polimeriza¢des deste tipo, os meros de MMA e DMAEMA s&o inseridos
nas cadeias de forma aleatéria (embora controlada, conforme sinteses por RAFT). E
mais favoravel a insergdo de meros de DMAEMA nas cadeias em crescimento, pelo
fato desse mondmero se encontrar em maior quantidade na mistura reacional.

Nos espectros de RMN de 'H (espectros em material complementar, MC33
e MC35) nota-se a presenga de sinais de deslocamento em 4,15 ppm (referente ao
grupo metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila terminal do MMA). Os
espectros de FTIR (material complementar, MC34 e MC36) apresentaram sinais
caracteristicos em 2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm” que apoiam essas
observagdes e, em sintonia com os demais resultados, sugerem a obtencdo de

copolimeros de elevada pureza, préximos ao idealizado.

8. APLICAGOES BIOLOGICAS E BIOMIMETICAS

8.1 Formacgao de polimerossomos

DMAEMA ¢é um polieletrolito fraco em agua com um valor de pKa de ~ 8,44.
O mondémero DMAEMA possui um grupo amino terciario que pode sofrer alteragdes
no grau de protonagdo em fungdo do pH (Em reduzido pH tende a ocorrer a
protonagdo desses grupos amino, aumentando a carga liquida positiva da cadeia
polimérica). Esta resposta protonagao/desprotonagdo dependente do pH do
DMAEMA que pode alterar a razdo hidrofilica-hidrofébica dos copolimeros

correspondentes. Entdo, isso pode alterar a morfologia, bem como o tamanho das
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estruturas automontadas em diferentes valores de pH. O comportamento das
particulas formadas em fungao da temperatura, em tampdes com diferentes valores

de pH, foi explorado por DLS. (Tabela 24 e Figura 32)

PDMAEMA;15-b-PS244

Tampéo pH Diametro (ntmero PDI (DP) Potencial Zeta
médio, nm) (DP) (DP)

Acetato 5,0 96 (6) 0,64 (0,20) +44.2 (1,9)

Tris-HCI 7.4 147 (25) 0,71 (0,24) +29,3(3,9)

Tris-HCI 8,0 86 (26) 0,54 (0,06) +25,0(2,4)

Fosfato 8,0 93 (9) 0,45 (0,05) +12,8 (1,0)

PDMAEMA;,5-b-PS7g,

Tampao pH Diametro (numero PDI (DP) Potencial Zeta
médio, nm) (DP) (DP)

Acetato 5,0 104 (18) 0,46 (0,02) +43,0 (1,0)

Tris-HCI 7,4 80 (20) 0,36 (0,08) +33,5(1,2)

Tris-HCI 8,0 58 (3) 0,29 (0,06) +20,9 (2,1)

Fosfato 8,0 111 (19) 0,29 (0,11) +12,6 (0,5)

104 (18) 0,46 (0,02) +43,0 (1,0)

Tabela 24. Efeito do pH e diferentes tampdes nos Numero Médio e Potencial

Zeta dos polimerossomos. DP é o desvio padrdo da medida.

Comparando-se os valores do Numero Médio de particulas nos tampdes
TRIS-HCI pHs 7,4 e 8,0 observa-se que o numero de particulas diminui com o
aumento de pH, o que sugere que com a diminuicdo da carga dos grupos amino
ocorre maior agregacado dos copolimeros, resultando na diminuicdo do numero de
particulas. Por outro lado, comparando-se o numero de particulas dos polimeros no
mesmo pH (pH=8), observa-se que em tampao fosfato o niumero de particulas é
maior do que em TRIS-HCI, o que sugere que, apesar da maior eficiéncia do fosfato

em neutralizar as particulas do que o CI" (o que pode ser verificado pelo valor do
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potencial zeta, que € menor nas particulas em tampéo fosfato do que em Tris/HCI),
os agregados sao menores em tampao fosfato, talvez devido a uma maior
compactacao entre os meros das particulas. Esta analise € particularmente dificil de
fazer e exigiria mais experimentos na medida em que, em pH 8, o tampao TRIS-HCI
esta aproximadamente 50 % protonado e portanto a concentracdo de CI também é
50 % da concentragao total do tampao enquanto que, o tampéo fosfato, em pH 8,
esta majoritariamente desprotonado (pKa = 7.21) e com duas cargas negativas e,
portanto, é dificili comparar o seu comportamento com o do CI" pois suas
concentragdes e cargas sao diferentes.

Os resultados mostram haver aumento dos valores de Potencial Zeta para
amostras contendo agregados preparados em tampdes com menores valores de pH,
sugerindo aumento do grau de protonagao do grupo amino terciario das cadeias de
PDMAEMA, a medida que o pH do meio decresce.

Resultados das analises de amostras preparadas em tampdes Tris-HCI e
fosfato, ambos em pH 8, mostram menores valores de Potencial Zeta para amostras
preparadas em tampao fosfato. E possivel que isso ocorra porque as cargas
negativas dos grupos fosfato do tampao estejam neutralizando as cargas positivas
dos grupos amino do PDMAEMA com maior eficiéncia do que os anions CI" do
tampéo Tris-HCI.

A Figura 32 apresenta o comportamento das particulas formadas em

diferentes tampdes, em fungao da temperatura.
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Figura 32. Didmetro hidrodindmico (Dh) e potencial zeta em fungéo da temperatura
e pH de particulas de PDMAEMA;,5-b-PS,4, (€Squerda) € PDMAEMA;;5-b-PSg, (direita) em
diferentes tampdes. (A): tampé&o acetato - pH 5,0; (B): tampao Tris-HCI - pH 7,4; (C)
tampéo fosfato - pH 8,0 e; (D) tampao Tris-HCI - pH 8.
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O tamanho das particulas formadas é compativel com vesiculas em todas as
condicbes estudadas, sugerindo que esses sistemas, preparados de maneira
simples, formam polimerossomos. Parece haver aumento do diametro hidrodindmico
das particulas de PDMAEMA315-b-PS244 a partir de 65 °C e de PDMAEMA315-b-PS7g1,
a partir de 85 °C, mas somente quando foram preparados em tampao fosfato. A
medida que o pH aumenta, os grupos amino ficam menos carregados positivamente,
reduzindo a repulsdo entre as cargas positivas e isso deveria ocasionar a reducéo
do didmetro hidrodindmico dos polimerossomos. Entretanto, esse comportamento
nao foi observado. Por outro lado, a diminuicdo da repulsao eletrostatica entre os
grupos amino pode levar ao aumento do numero de agregacao dos copolimeros e,
consequentemente, aumento do numero de agregacao e do diametro.

A fim de verificar se as particulas possuiam compartimento interno hidrofilico
(uma caracteristica de polimerossomos), foram realizados estudos de incorporagéo
de sonda hidrossoluvel, por estudos de Ressonancia Paramagnética Eletronica.
Ensaios RPE indicaram a presenca de um compartimento hidrofilico e a néao
permeabilidade da sonda incorporada no interior das particulas, sendo isso
constatado pela manutencdo do sinal RPE residual, apds a supressao do sinal da
sonda por acido ascorbico (vide métodos). A porcentagem calculada de
incorporacgéao foi de 0,59 e 0,53% do volume total da amostra (1 mg de copolimero
em 1 mL de solucdo), respectivamente para PDMAEMA;5-b-PSy,4 € PDMAEMA345-b-

PS;s: (Tabela 25)
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Tabela 25: Sinais residual e total por RPE antes e depois da adigdo de ascorbato,
Percentagem de encapsulagéo e volume total do compartimento aquoso de uma solugéo a 1
mg/mL de polimerossomos de PDMAEMA;5-b-PS,4, € PDMAEMAz,5-b-PS73; em tampao
Tris-HCI 0.01 M, pH 7.4.

Amostra Total do sinal (RPE) Sinal RPE % de Volume interno
residual (x10°)  encapsulagio total (uL) /%
(x10?)
Controle 2,816 N&o detectavel ---- ----
PDMAEMA;5-b-PS;44 2,790 0,01063 0,59 + 0,07 1,00 (0,60%)
PDMAEMA;5-b-PS7g4 2,706 0,0143 0,53 £ 0,05 0,90(0,53%)

A estrutura da sonda de CAT utilizada e o sinal RPE estdo disponiveis em
material complementar, MC37 e MC38, respectivamente. (RAUCKMAN; ROSEN;
ABOU-DONIA, 1976)

Comparando-se a eficiéncia de encapsulacao nas particulas formadas pelos
dois copolimeros, dada a sua concentracdo em termos de massa (mg/mL), ambos
atingiram aproximadamente o mesmo grau de encapsulagao. Devido a diferenca de
tamanho e massa molar, consequentemente, o PDMAEMA;15-b-PS,44 apresentou
maior eficiéncia de encapsulacdo por molécula. Também foram realizados calculos
de modelagem das particulas (ndo apresentados), usando dados de volume de
particulas DLS. Os resultados sugerem um volume (fragdo) de encapsulagéo de
aproximadamente 0,55% (PDMAEMAgz15-b-PS244) € 0,49% (PDMAEMAz15-b-PS7g1)
de encapsulacao e sdo consistentes com o observado nos experimentos de RPE.

As andlises das particulas em agua por Microscopia Eletrénica de
Transmissao por Coloracao Negativa revelaram predominantemente vesiculas de 80

nm de didmetro médio para ambos os materiais (Figuras 33 e 34).
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Figura 33. Imagens por Microscopia Eletronica de Transmissao por Coloragdo Negativa de
polimerossomos de PDMAEMA;15-b-PS,44. Os polimerossomos foram montados em tampéo
Tris-HCl a 10 mmol.L™" (pH 7.4). As escalas est&o na figura.
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Figura 34. Imagens por Microscopia Eletronica de Transmissao por Coloragdo Negativa de
polimerossomos de PDMAEMA;15-b-PS7g1. Os polimerossomos foram montados em tampéao

Tris-HCl a 10 mmol.L™" (pH 7.4). As escalas est&o na figura.

O didmetro médio observado para os polimerossomos visualizados por
andlises de microscopia eletrbnica pareceu ser significativamente menor do que o
observado no DLS. Isso pode se justificar pelo fato de que as amostras medidas por
microscopia estavam no estado seco e isso estda em concordancia com o

preconizado na literatura (BHATTACHARJEE, 2016). Por causa do processo de
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preparo das amostras, que envolve a remogao de agua, os polimerossomos podem
estar em uma condicdo mais compacta, sem camadas de solvatacdo. Nas analises
de DLS, as coroas dos polimerossomos podem estar solvatadas, com moléculas de
agua associadas as particulas o que induz aumento do Dh (BHATTACHARJEE,
2016; SPECTROSCOPY; SCATTERING; MOTION, 2011).

As imagens obtidas parecem mostrar polimerossomos de diferentes
didametros, dando a falsa impressao de alta polidispersidade. No entanto, isso nao
ocorre, porque o0s polimerossomos, quando observados ao microscopio, se
apresentam em diferentes planos de profundidade na grade. As analises de DLS
apresentadas em sessdo anterior mostram polimerossomos com didmetros
hidrodindmicos relativamente préximos, sugerindo baixa polidispersidade.

Os resultados obtidos por RPE e MET permitem inferir que os
polimerossomos possuem um compartimento hidrofilico interno separado do
invélucro hidrofilico externo por uma camada hidrofébica. A camada hidrofébica é
formada por blocos de PS e os nucleos hidrofilicos pelos blocos de PDMAEMA, de

acordo com a representagdo esquematica (Figura 35).
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Figura 35. Representacdo esquematica sugerida para a morfologia de um polimerossomo,
com base nos resultados obtidos por DLS, RPE e Microscopia Eletrénica de Transmisséo
por Coloragédo Negativa

As camadas hidrofilicas interna e externa, por serem formadas por blocos de
PDMAEMA (que possuem grupos carregados positivamente), podem tornar os
polimerossomos obtidos interessantes para entrega de genes, pois as cargas
positivas dos grupos amino do PDMAEMA complexam DNA (LEE et al., 2011;
WETERING et al., 1998). Além disso, os polimerossomos formados possuem uma
camada interna hidrofilica capaz de aprisionar agua, o que os torna potenciais

candidatos a nanoreatores (ZHU et al., 2017).

8.2 Polimeros para a Transfecgao de genes

Embora os homopolimeros de PDMAEMA se liguem ao DNA (ARIGITA et

al., 1999; XUE et al., 2014), a transferéncia de DNA com estes polimeros para



108

células bacterianas nao foi descrita. A ligagdo PDMAEMA/DNA resulta de interagbes
eletrostaticas (WETERING et al.,, 1998). Nao ha estudos que demonstram se a
transfeccao bacteriana esta relacionada com o equilibrio hidrofébico/hidrofilico do
material polimérico. Para testar se 0 aumento da hidrofobicidade poderia aumentar a
capacidade do polimero para mediar a transferéncia de DNA para células
bacterianas, foram desenvolvidos copolimeros anfipaticos de diferentes tamanhos e
composi¢cdes. Polimeros de PMMA, PDMAEMA e dois copolimeros contendo ambas
as unidades e diferentes propor¢cées de monémeros foram sintetizados para verificar
o impacto das relagbes DMAEMA/MMA na eficiéncia de transformagao bacteriana. O
MMA foi escolhido como o componente hidrofébico porque forma materiais
biocompativeis para uma ampla variedade de aplica¢cdes na industria biomédica

(ALI; KARIM; BUANG, 2015; QING, 2006).

Copolimeros de PMMA-co-PDMAEMA foram sintetizados via polimerizagéao
de radical livre ou via RAFT (ver Métodos). Homopolimeros de PDMAEMA e PMMA

foram sintetizados via RAFT.

Para testar se os copolimeros selecionados contendo DMAEMA se ligam ao
DNA, foram realizados experimentos em eletroforese em gel de agarose de um DNA
plasmideal (pUC19) (Figura 36). O pUC19 é um vetor de clonagem padrdao com
elevado teor de copias contendo o gene lacZ, que codifica para a -galactosidase. A
migracao eletroforética de pUC19 no gel de agarose produziu duas bandas, uma
correspondendo a DNA circular, migrando com tamanho aparente > 10 kb, e DNA
super-enrolado migrando com tamanho aparente de 2 kb (Figura 36). Este
comportamento é consistente com DNA plasmideal ndo clivado. A adicdo de

PDMAEMA315 ou PMMA3-co-PDMAEMAs (FRP) e PMMA31-co-PDMAEMA7, (RAFT)
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levou a migragao alterada de pUC19 no gel de agarose e até mesmo retengéo de
DNA préximo ao slot de aplicagdo. O PMMAGgo, por outro lado, ndo afetou a migragéo

do pUC19.

A ligagdo ao DNA, portanto, foi relacionada a presenca de PDMAEMA, uma
vez que as amostras de DNA contendo apenas polimetacrilato de metila (PMMAgo)
nas concentragdes de 30 e 50 ug ndo exibiram um desvio da banda de DNA no gel
de agarose (Figura 36). No geral, essas observagbes mostraram que polimeros
contendo PDMAEMA, com uma carga liquida positiva, sdo necessarios para a

ligacao do DNA e mudancas de mobilidade eletroforética (WETERING et al., 1998).
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Figura 36. Eletroforese em gel de agarose dos copolimeros e do DNA plasmideal pUC19. A
ligagdo de pUC19 aos copolimeros muda sua banda de migragdo no gel de agarose. A
eletroforese foi realizada durante 90 minutos a 50 volts. As seguintes quantidades de
copolimeros foram testadas: 30, 50 e 100 ug. As pistas (lanes) A e B referem-se aos
controles que correspondem ao DNA apenas na presengca de THF (A) ou tampéao (B),
adicionados em substituigido do copolimero. Os copolimeros adicionados em cada
experiéncia sao indicados por numeros: 1 = PMMAgy; 2 = PDMAEMA;15; 3 = PMMA;-co-
PDMAEMA,; (FRP); 4 = PMMA;,-co-PDMAEMA,.

Depois de se observar que os copolimeros contendo PDMAEMA se ligam ao
DNA plasmideal, investigou-se se estes polimeros foram capazes de mediar a
entrega de pUC19 em células de E. coli ndo competentes. Colénias bacterianas que
receberam o DNA pUC19 podem ser identificadas pelo teste de triagem branco-
azulado (do inglés: blue-white screening test). Nesta experiéncia, a expressao do
gene lacZ apo6s a indugédo com IPTG resulta em uma B-galactosidase funcional que

catalisa a reacao de clivagem da ligagao glicosidica no substrato cromogénico X-Gal
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adicionado as placas de agar, produzindo um pigmento azul e, portanto, as coldnias

adquirem cor azulada (ZHANG, 2016).

Bactérias transformadas com pUC19 funcional foram identificadas como
coldénias azuis em placas de agar (Figura 37). Apenas as células de E. coli que
foram incubadas com PMMAs-co-PDMAEMA2s (FRP) ou PMMAz4-co-PDMAEMA7,,
mas nao com PDMAEMA3;15 ou PMMAg, (ndo mostradas), produziram col6nias de
cor azul nas placas de agar. Uma unica colénia azul da experiéncia anterior foi
plagueada em uma nova placa LB-agar contendo IPTG e X-Gal, produzindo colénias
azuis adicionais ap6s 12 horas de incubacéao a 37 °C (Figura 37), mostrando que as
colénias transformadas estavam totalmente funcionais, retendo a capacidade de

crescer e expressar 3-galactosidase.

O crescimento de células de E. coli foi mais lento na presenca de copolimero
do que na sua auséncia. Apos transformagao na presenca de copolimeros, novas
colénias foram observadas visualmente em placas somente apds 36 horas de
incubacao a 37 °C, ao invés do tempo usual de crescimento de 12 horas. A fim de
quantificar a eficiéncia de transformacdo do copolimero, o nimero de unidades
formadoras de colbnias (UFC) foi quantificada e comparada com um método de
transformacdo padrao baseado no choque térmico de células de E. coli
quimicamente competentes. As eficiéncias de transformacao de copolimero
dependeram da quantidade de copolimero utilizada, e a melhor foi de 0,5 ug, sob as
condicbes testadas (Tabela 26). Neste intervalo de concentragdo, o método de
transformacado padrao produziu cerca de cinco vezes mais colonias do que a
transformacao de E. coli ndo competente induzida pela presenga dos copolimeros

(Tabela 26). Considerando que a experiéncia de transformacao de E. coli induzida
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pelo polimero foi realizada utilizando uma raz&o bactéria/DNA aproximadamente 8
vezes superior a utilizada no experimento de controle (ver a secao de métodos), a
transformacdoo mediada por copolimero foi 40 vezes menos eficiente que o método
usual de transformagao quimica. O ajuste fino da morfologia dos copolimeros pode
resultar em polimeros vetores mais eficientes. Ndo observamos colbnias azuis
quando células de E. coli foram transfectadas na presenca de PMMAg, em
consonancia com a observagdo de que este polimero ndo se liga ao DNA (Figura
37). Curiosamente, o homopolimero PDMAEMA3;i5 também ndo conseguiu

transformar as células de E. coli, embora se ligue ao DNA (Figura 37).

0.5 ug 1 ug

Figura 37. Expressao de pUC19 em E. coli DH5a de acordo com o teste de triagem branco-
azulado (blue-white screening test). A) PMMA;-co-PDMAEMA,; (FRP) B) PMMA;¢-co-
PDMAEMA;,. A quantidade de copolimero utilizada nesta experiéncia foi de 0,5 ug
(esquerda) ou 1 ug (do meio). A terceira coluna refere-se a inoculagdo de uma unica col6nia
azulada (1 yg) em uma nova placa de agar contendo IPTG e X-Gal. Os controles foram
realizados na auséncia do polimero que foi substituido por THF ou tampido e néo

apresentaram coldnias.
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Tabela 26: Eficiéncia de transformacgéo de Escherichia coli (UFC — unidades formadas de

colénia)
Numero de col6nias
Polimero
0,25 ug° 0,5 ug° 1 ug° 5 pg°

PDMAEMA;;5 0 0 0 0
PMMAg, 0 0 0 0
PMMA;-co-PDMAEMA, 10+ 2,1 53442 31+ 25,7 1£0,6
(FRP)
PMMA;;-co-PDMAEMA 4+4,0 43 +6,0 48 £ 23,1 0
THF 0 0 0 0
Tampéao 0 0 0 0
Choque ~ térmico  (Heat| 554, 45 4 220+ 6,1 180 £ 8,1 160 £ 4,6
shock)
Choque; térmico (Heat 0 0 0 0
shock)

2 Células ndo competentes; ° Células quimicamente competentes; ° Quantidade de polimero
adicionado (a partir de 1 mg / mL de solugéo de THF). Os valores reportados sdo a média e
o desvio padrao de trés experiéncias

A presenca de uma pequena fracdo de PMMA nas cadeias de polimeros foi
necessaria para transfeccao. Note que apenas um homopolimero de PDMAEMA foi
usado e esse polimero foi obtido exclusivamente pela RAFT. Uma mudanga
sistematica desses paradmetros ainda é necessaria para descobrir se o PDMAEMA
nao é capaz de transferir o DNA para as bactérias, independentemente das
variaveis. A Tabela 26 também indica que o copolimero obtido pelo FRP (PMMA;-
co-PDMAEMA) € mais eficiente para transformar E. coli do que a obtida pela RAFT
(PMMAgz4-co-PDMAEMA7,). Esses dois copolimeros diferem em trés caracteristicas:
massa molar total, composi¢ao diferencial e método de sintese. Qualquer uma

dessas variaveis, ou sua combinacgao, pode explicar a diferenga na capacidade de
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transferéncia. A massa molar esta relacionada com o tamanho do poliplexo formado

pela combinacdo com o DNA, assim como a toxicidade.

A composigdo diferencial esta relacionada ao balango hidrofilico /
hidrofébico, que pode ser, sem duvida, um fator significativo para a interagdo da
superficie bacteriana com o poliplexo. Finalmente, os polimeros RAFT apresentam
um grupo enxofre em uma ou ambas as extremidades da cadeia, o que pode afetar
o processo de transferéncia e a toxicidade. Os polimeros FRP, por outro lado,
apresentam heterogeneidade inter-cadeias composicional, dificultando saber quais
cadeias sao os melhores agentes de transferéncia, em termos de composi¢ao. No
caso especifico, isso ndao € um grande problema, ja que a reatividade dos co-

monodémeros ndo € muito diferente.

Os copolimeros de PDMAEMA e PMMA mediam a transfecgéo de E. coli. O
ajuste fino da composi¢cao do polimero pode resultar em sistemas de transfecc¢ao
mais eficientes e menos toxicos.

A transferéncia de DNA estranho para células bacterianas geralmente
envolve a geragao de competéncia por um tratamento quimico com CaCl, seguido
por uma perturbacdo por choque térmico. Alternativamente, pode-se usar a
eletroporacdo, na qual um pulso elétrico forte e curto € aplicado para perturbar a
bicamada lipidica, permitindo a penetragcdo de moléculas carregadas, como o DNA.
Embora essas técnicas sejam estratégias bem estabelecidas para fornecer DNA a
organismos procariotas, como Escherichia coli, a transformagédo de outras células
procariéticas, como Leptospira sp, uma bactéria patogénica de grande importancia
para a saude publica, ou Xanthomonas campestris, uma bactéria fitopatogénica que

infecta economicamente culturas essenciais, nao é simples. Por isso, métodos de
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entrega de DNA mais simples e mais eficientes para organismos procariéticos sao

desejaveis e encontrarao aplicagdes em situagdes especificas.

9. Conclusao

Foram sintetizados com sucesso diversos polimeros, via Polimerizacao
Radicalar Livre e Controlada (RAFT). Todos os materiais foram devidamente
caracterizados RMN de 'H e FTIR. A massa molar média e sua distribuicdo foram
obtidas por Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC). Essas informagdes foram
devidamente utilizadas para a analise de todos os polimeros obtidos e auxiliaram
nos estudos de correlacao estrutura/atividade.

Dois copolimeros, PDMAEMA;15-b-PS244 € PDMAEMA315-b-PS7g1 se
mostraram, por meio de um modo simples de preparo, ser capazes de formar
polimerossomos, em agua. Os polimerossomos obtidos apresentaram camadas
hidrofilicas (interna e externa) separadas por uma camada hidrofébica constituida de
poliestireno e isso os qualifica como potenciais candidatos a entrega de genes e a
formacao de nanoreatores. Os polimerossomos apresentaram resposta ao pH e
temperatura. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para melhor compreender o
seu comportamento.

A presente tese também demonstrou como copolimeros baseados em MMA
e DMAEMA entregam DNA em E. coli, induzindo a transformagdo delas. A
composigao do polimero determinou a capacidade de transfec¢ao, deste modo, os
polimeros hidrofilicos contendo apenas DMAEMA foram incapazes de mediar a
transfeccdo em E. coli (vide Figura 37 e Tabela 26). Esses resultados abrem
caminho para o desenvolvimento de novos agentes de entrega de DNA, candidatos

a uma variedade de aplicagdes.
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10. Perspectivas

Os polimeros apresentados nesta tese estdo sendo testados quanto a
capacidade de entregar genes em células eucaribticas. Esses estudos, realizados
em colaboragdo com o prof. Dr. Alexander Henning Ulrich e a Dra. Ana Regina
Geciauskas Lage Castillo, tém se mostrado bastante promissores. Outros
copolimeros se mostraram capazes de isolar e extrair uma complexa proteina de
membrana: NCX-Mj. Esses estudos foram realizados em parceria com o prof. Dr.
Roberto K. Salinas e serdo publicados em breve. Os resultados obtidos permitirdo
desenvolver novos polimeros sob medida, aprimorados e, provavelmente, mais

eficientes.
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20. Anexos

A — Material complementar

3PMMA3-co-DMAEMA26.esp

Normalized Intensity
o
(6]
1

7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

MC1. Espectro de RMN de "H de PMMA;-co-DMAEMA

104 ——PMMA,-co-DMAEMA,,

%T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
Frequéncia (cm-1)

MC2: Espectro de FTIR de PMMA;-co-DMAEMA



127

3PMMA36-co-DMAEMA84.esp

o
=)
1

I
~
1

Normalized Intensity
o
(%))
1

o o
N w
[

-
2

Chemical Shift (ppm)

MC3: Espectro de RMN de 'H de PMMA3s-co-DMAEMAg,

100
95
E
R
90

851 ——PMMA,-coDMAEMA,,

T ’ T ’ T ’ T ’ T
3000 2500 2000 1500 1000

Frequéncia (cm™)

MC4: Espectro de FTIR de PMMA3-co-DMAEMAg,



128

PSTYmacroCTA160.esp

0.9

0.8

0.7

Normalized Intensity
o o
o o

I
~

0.3

0.2

0.1

|
T T [ T P ST T P P T TR F T ey

S C e L T S
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25
Chemical Shift (ppm)

MC5: Espectro de RMN de "H de PSmacroCTA

100

60 —

%T

40 4

20 +

— PSmacroCTA160

0 —
3500 3000

T T T T T

T T T
2000 1500 1000

Frequéncia (cm-1)

T
2500

MCE6: Espectro de FTIR de PSmacroCTA s



129

PDMAEMAmMacroCTA315.esp
0.9
0.8
0.7
Z 06
% 0.5
£
2 04
0.3
0.2
'"'I'J"|""I""I""‘I""I""I"‘I"I""I""I""I""I""I""|""I""|""I""
7 6 5 4 2 1 0
Chemical Shift (ppm)
MC7: Espectro de RMN de "H de PDMAEMAacrocTA315
100
90
80
E
R
70
60
—— PDMAEMAmacroCTA
50 - 315
T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm'1)

MC8: Espectro de FTIR de PDMAEMAmMacroCTA315



130

JPDMAEMA411.esp

0.9

0.8

0.7

0.6

Normalized Intensity
o
(%2
1

Chemical Shift (ppm)

MC9: Espectro de RMN de 'H de PDMAEMAmacroCTA,+4

100

90 —

80

% (T)

70 1

60 —

e PDMAEMAmacroCTA411

T T T T T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Frequéncia (cm™)

MC10: Espectro de FTIR de PDMAEMAmacroCTA441



131

PMMAmacroCTA60.esp

0.9

0.8

0.7

Normalized Intensity
o o
3] o

N
IS

0.3

0.2

0.1

L

L L o e
5 4 3
Chemical Shift (ppm)

N
o

MC11: Espectro de RMN de "H de PMMAmacroCTAg,

100 -

80
- 60
=
R

40 -

E— PMMAmacroCTA60
20 -

1 ~ 1 1 '+ 1 1T 1 T " 1T T " 17
3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Frequéncia (cm'1)

MC12: Espectro de FTIR de PMMAmacroCTAg



132

PMMAmacroCTA52.esp

o
©

o©
3

o
o

o
EN

0.3

Normalized Intensity
o
i ¢ S
ATEYEYETY TRTT EYUT FYUTI EYERY FYUTE PRTYY FRUTH FRTTY FVUTH FRTTY ATRTE FRTTE NETTE FRATY FOTTY RIPRY AR PATR

T

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0 -05 -1.0
Chemical Shift (ppm)

MC13: Espectro de RMN de 'H de PMMAmacroCTAs,

100

90

80

70

60

50

% (T)

40

30 4
20 4
10 _— PMMASZmacroCTA

T T T
3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Frequéncia (cm™)

MC14: Espectro de FTIR de PMMAmacroCTAs,



133

3JPMMAmacroCTA141.esp

o ° o o
o ~ © ©
[FETRIFRNTE IRTRI ARATH IRARI RTARY ARARI N

Normalized Intensity
o
[6)]
1

° N
w s
plonbinlonh

o
N}
|

°
N
Lol

\

LI L L e L L
1

Chemical Shift (ppm)

MC15: Espectro de RMN de 'H de PMMAmacroCTA 141

100

% (T)

104 —— PMMAmacroCTA141

0 T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T T
3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Frequéncia (cm™)

MC16: Espectro de FTIR de PMMAmacroCTA 44



134

3JPMMAmacroCTA215.esp

o < o 154
o ~ © ©
Lo bbb bbby

Normalized Intensity
o
[6)]
1

< o I
N w e
plovn bbbl

o
BN
|

!
:

Chemical Shift (ppm)

MC17: Espectro de RMN de 'H de PMMAmMacroCTA15

100

90

% (T)

80

PMMAmacroCTA2 5

70

T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T
3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Frequéncia (cm'1)

MC18: Espectro de FTIR de PMMAmacroCTA,1s



135

PSTY160-b-DMAEMAGO.esp

0.9

0.8

0.7

Normalized Intensity
o o
o o

N
IS

0.3

0.2

0.1

[FTTTITTITTrTTeTn
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0 -0.5 -1.0
Chemical Shift (ppm)

MC19: Espectro de RMN de "H de PS+g0-b-DMAEMAg, purificado.
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MC23: Espectros de RMN de 'H de (a, acima) PDMAEMA;5-b-PS,.4; e (b, abaixo)
PDMAEMA;5-b-PSg;.
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MC24: Resultados FTIR de PDMAEMAmacroCTA e copolimeros de PDMAEMA;15-b-PS;44
(acima) e PDMAEMA;45-b-PS7g1 (abaixo). A linha em azul refere-se ao homopolimero de
PDMAEMA;,5 (a), que foi utilizado como bloco de partida (macroCTA) para a sintese dos
dois copolimeros de PDMAEMA;15-b-PS,44 (acima, b) e PDMAEMA;45-b-PS7s1 (abaixo, c),
representado por linhas continuas, na cor vermelha.
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MC37. Estrutura da sonda iodeto de trimetilamonio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo

(CAT1)
T
10000
5000 -
5 )
< o4
©
C
2
(7))
-5000 -
-10000 +
T T
3400 3420 3440
MC38.

PDMAEMA;15-b-PS+g;

Signal (AU.)

Magnetic field (Gauss)

antes e dep

T T
3460 3480

Magnetic field (Gauss)

ois da adicao

T
3500

3520

Espectro de RPE de CAT1 em uma suspensdao de polimerossomos de
(ascendente)

de ascorbato. Os

polimerossomos foram preparados a 1 mg.ml”, em Tris-HCI 10 mM, CAT1 3.75 mmol.L™",

pH 7.4.



146

B — Suimula Curricular

DADOS PESSOAIS

Nome: Valdomiro Vagner de Souza
Local e data de nascimento: Pouso Alegre, MG — 03/03/1983.

EDUCAGAO
Escola Estadual Profa. Geraldina Tosta, Pouso Alegre, MG — 2000.

Universidade do Vale do Sapucai, Pouso Alegre, MG — 2006.
Graduagao em Farmacia

Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, MG — 2009.
Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas

OCUPAGAO

Bolsista de Doutorado, CNPQ — Novembro de 2014 a Outubro de 2018.

PUBLICAGOES (Artigos Completos)

. SARAIVA, G. K. V. ; DE SOUZA, V. V. ; DE OLIVEIRA, L. COUTINHO ; NORONHA,
M. L. C. ; MASINI, J. C. ; CHAIMOVICH, H. ; SALINAS, R. K. ; FLORENZANO, F. H,;
CUCCOVIA, I. M. Characterization of PMMA-b-PDMAEMA aggregates in aqueous
solutions. COLLOID AND POLYMER SCIENCE, v. 297, p. 1-13, 2019.

. SILVA, NARIADNE TEIXEIRA DA; CARDOSO, MARIA EDUARDA DE MATTOS ;
LOPES, DANIELE DE OLIVEIRA ; SILVA, ALEXANDRE DE SOUZA E ; LACERDA,
FABIO VIEIRA ; OLIVEIRA, LUIS HENRIQUE SALES ; Souza, Valdomiro Vagner de.
PREVALENCIA DE DROGAS APRENDIDAS EM UM MUNICIPIO DO SUL DE
MINAS GERAIS: analise de variaveis interferentes e propostas para a prevencao.
Revista da Universidade Vale do Rio Verde, v. 14, p. 707-713, 2016.

. Silva, A.S; TAVARES, D. N. D. ; LACERDA, F. V. ; SOUZA, V. V. ; BAGANHA, R. J,;
OLIVEIRA, L. H. S. . Influéncia do Treinamento Aerdbio nos Niveis de Homocisteina
em um Individuo Diabético do Tipo 2: Estudo de Caso / Influence of Aerobic Training
on Homocysteine Levels in a Type 2 Diabetic Subjects: Case Study. REVISTA
CIENCIAS EM SAUDE, v. 4, p. 6, 2014.

. REZENDE, N. S. ; BASTOS, L. C. ; OLIVEIRA, L. H. S. ; SOUZA, V. V. ; DELFINO,
M. M. EFEITOS DA TERAPIA DO ESPELHO NO TRATAMENTO DE PACIENTES
POS ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO COM SEQUELA MOTORA - REVISAO
DE LITERATURA. CEU Arkos La Universidad Vallartense, p. 231-237, 2014.



147

5. PEREIRA, P. C. ; OLIVEIRA, L. H. S. ; Silva, A.S. ; SOUZA, V. V. . 362-370
EFICACIA DA REABILITACAO VESTIBULAR EM IDOSOS COM TONTURA. CEU
Arkos La Universidad Vallartense, v. 11, p. 371-378, 2013.

6. PAIVA, LJ ; OLIVEIRA, L. H. S. ; Silva, A.S. ; SOUZA, V. V. . AVALIACAO DO
NIVEL DE CONHECIMENTO E QUALIDADE DA ATENCAO FARMACEUTICA
OFERTADA A USUARIOS DE MEDICAMENTOS EM SILVIANOPOLIS, SUL DE
MINAS GERAIS, BRASIL. CEU Arkos La Universidad Vallartense, v. 11, p. 22-31,
2013.

7. SILVA, ALEXANDRE DE SOUZA E ; RAMOS, AMANDA HELOISA ; LACERDA,
FABIO VIEIRA ; Souza, Valdomiro Vagner de ; OLIVEIRA, LUIS HENRIQUE SALES
: MOTA, MARIA PAULA GONCALVES . ASSOCIACAO DA HOMOCISTEINA E LDL
EM MULHERES IDOSAS COM DIABETES DO TIPO 2. CEU Arkos La Universidad
Vallartense, v. 11, p. 200-208, 2013.

8. LIMA, RAFAEL MACHADO FELIX DE ; SANTOS, DARCIO BENEDITO DOS ;
MARCILIO, TONE VANDER ; LIMA, CASSIO ALEXANDRE SANTOS : SILVA,
MAURI APARECIDO DA ; Souza, Valdomiro Vagner de . DESENVOLVIMENTO DE
SABONETE LIiQUIDO DE ALOE VERA: EXTRACAO, PURIFICACAO DO EXTRATO
ATIVO E MANIPULACAO DA FORMA FARMACEUTICA. Revista da Universidade
Vale do Rio Verde, v. 10, p. 251-259, 2012.

9. LIMA, R. M. F. ; CRIVELARO, M. A. ; ALMEIDA, S. A. ; SOUZA, V. V. . Produgéao de
polvilho a partir do amido de mandioca: busca de alternativas para otimizagao do
processo de produgao em industrias polvilheiras do municipio de Concei¢cdo dos
Ouros, Minas Gerais, Brasil. Revista da Universidade Vale do Rio Verde, v. 10, p.
178-185, 2012.

10.LIMA, R.M.F ; SOUZA, V. V. . Polimeros Biodegradaveis: Aplicagao na Agricultura e
sua Utilizacdo como Alternativa para a Protecdo Ambiental. REVISTA
AGROGEOAMBIENTAL, v. 3, p. 75-82, 2011.

11.Souza, Valdomiro Vagner; Noronha, Maria Luiza de Carvalho ; Almeida, Fabrini Luiz
Alves ; Prado, César Augusto Ribeiro ; Doriguetto, Anténio Carlos ; Florenzano,
Fabio Herbst . Cmc of PMMA-block-PDMAEMA measured by NPN fluorescence.
Polymer Bulletin (Berlin. Print), v. 67, p. 875-884, 2011.

12.SOUZA, V. V.; FLORENZANO, F. H . Sintese de Copolimero de Poli(estireno-co-
metacrilato de 2-hidroxietila) por Polimerizagdo Radicalar Controlada via RAFT:
Estudo da Sintese e Solubilidade. Revista Cientific@ Universitas, v. 2, p. 1-2, 2010.

13.SOUZA, V. V.; Bertoncin, Ana Lucia Francisco. Atencao farmacéutica para pacientes
hipertensos nova metodologia e a importancia dessa pratica no acompanhamento
domiciliar. Revista Brasileira em Promog¢ao da Saude (Online), p. 224-230, 2008.



