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Resumo

Os polimeros tém-se mostrado materiais muito atrativos para aplicagdes na area da satde,
nomeadamente aplicagdes de alto valor, como o transporte e entrega de material genético (gene
delivery). Isto deve-se a elevada versatilidade das estruturas poliméricas e a caracteristicas mais
especificas, como a capacidade de self-assembly ou de mascarar respostas imunitarias do
organismo. Através do uso de técnicas de polimerizagao radicalar por desativacao reversivel
(RDRP) ¢ possivel preparar polimeros com peso molecular, arquitetura, funcionalidade,
composicdo e polidispersividade pré-determinados, permitindo assim o fine tunnig das suas

caracteristicas, que tém impacto na sua eficiéncia terapéutica.

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da polidispersividade de copolimeros de
bloco catidénicos no seu desempenho como transportadores de material genético para o tratamento
do cancro. Na primeira parte do trabalho, foram sintetizados diferentes copolimeros de bloco,
poli(metacrilato de (oligo (6xido de etileno) metil éter))-bloco-poli(metacrilato de (2-
diisopropilamino) etilo) (POEOMA-b-PDPA-Br) com peso molecular semelhante (M, = 45000) e
polidispersividade diferente (1,2 < B = My/M, < 1,85), recorrendo a técnicas de RDRP,
nomeadamente polimerizagdo radicalar por transferéncia de atomo (ATRP). A primeira etapa
envolveu a sintese e purificagdo do macroiniciador POEOMA-Br, cujas cadeias foram
posteriormente estendidas com DPA para formar o copolimero de bloco POEOMA-b-PDPA-Br. A
variacao da polidispersividade dos copolimeros foi conseguida através da variagdo da concentragado
de catalisador durante a polimerizagdo do DPA. Os copolimeros foram caracterizados por
cromatografia de exclusdo de tamanhos (SEC), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
de protdo ("H RMN) e o seu valor de pKa (= 6,3) foi determinado por titulagio potenciométrica.
Na segunda parte do trabalho, os copolimeros preparados foram complexados com material
genético (SRNA), formando poliplexos, e a sua capacidade de encapsulagdo foi avaliada por
espectroscopia UV-Vis e em gel de agarose. Os resultados mostraram que, na gama investigada,
ndo houve influéncia significativa da polidispersividade dos copolimeros na sua capacidade de
complexacdo de SRNA, que se situou entre 15% e 40%, em amostras comparaveis e dependendo
da concentragdao de copolimero. O tamanho de particula e potencial Zeta dos poliplexos obtidos
com o copolimero que mostrou maior eficiéncia de complexacdo de sRNA (POEOMA39-b-
PDPA39) foram determinados por dispersdo dindmica de luz (DLS). Os resultados mostraram que
para uma concentra¢do de copolimero de 0,25 mg/mL, houve formacgdo de poliplexos de carga

positiva e com tamanho adequado para aplicagdo em terapia génica para tratamento do cancro. Os
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poliplexos preparados com baixa concentracdo de copolimero (0,05 e 0,1 mg/mL) apresentaram

carga negativa, potencialmente decorrente da alta eficiéncia de encapsulagcdo de SRNA (= 85%).

Palavras chave: terapia génica; RDRP; ATRP; POEOMA-b-PDPA-Br; sSRNA; polidispersividade;

poliplexos
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Abstract

Polymers are very attractive materials to use in biomedical applications, namely high-value
applications such as gene delivery, due to their structural versatility and specific features, such as
ability to self-assemble or to avoid organism immune responses in their presence. Using reversible
deactivation radical polymerization (RDRP) techniques, it is possible to prepare tailor-made
polymers with predetermined molecular weight, architecture, functionality, composition, and

molecular weight distribution (dispersity), which have direct impact on their therapeutic efficacy.

The aim of this work was to evaluate the influence of cationic block copolymers dispersity
in their performance as gene delivery vectors for cancer treatment. In the first part of the work,
poly (oligo (ethylene oxide) methyl ether) methacrylate-block-poly (2-diisopropylamino) ethyl
methacrylate (POEOMA-b-PDPA-Br) with similar molecular weight (M, = 45000) and distinct
dispersity (1.2 < B = Mw/M, < 1.83), were synthesized using RDRP techniques, namely atom
transfer radical polymerization (ATRP). The first task involved the synthesis and purification of
POEOMA-Br macroinitiators, that were further extended with DPA monomer to give POEOMA-
b-PDPA-Br block copolymers. The variation of the dispersity was achieved through the variation
of the catalytic complex concentration during the DPA polymerization. The block copolymers were
characterized by size exclusion chromatography (SEC), proton nuclear magnetic resonance (‘H
RMN) spectroscopy and their pKa values (= 6.3) were determined by potentiometric titration. In
the second part of the work, the copolymers were complexed with genetic material (SRNA) to give
polyplexes and their encapsulation efficiency was evaluated by UV-Vis spectroscopy and agarose
gel. The results showed that, in the investigated range, there was no significant influence of the
copolymers dispersity on their SRNA complexation capacity, which ranged between 15% and 40%,
in comparable samples and depending on the copolymer concentration. The particle size and zeta
potential of the polyplexes obtained with the copolymer that showed the highest sSRNA
complexation efficiency (POEOMA39-b-PDPA39) were determined by dynamic light scattering
(DLS). The results showed that for a copolymer at concentration of 0.25 mg/mL, there was
formation of polyplexes with positive charge and average diameter suitable for application in gene
therapy for cancer treatment. The polyplexes prepared with at copolymer concentration (0.05 e 0.1
mg/mL) exhibited negative charge, most probably due to the high SRNA encapsulation efficiency
(= 85%).

Key words:gene therapy; RDRP; ATRP;POEOMA-b-PDPA-Br; sSRNA; polydispersity; polyplexes







Estrutura do Documento

O seguinte documento de dissertacdo de mestrado estad dividido em 5 secgoes:

1. Motivacao e objetivos, que descreve a motivacao que levou ao desenvolvimento deste trabalho,

bem como os objetivos propostos.

2. Introducao, que contém os conceitos necessarios a contextualizacao do trabalho desenvolvido,
nomeadamente os tipos de polimerizacao radicalar controlada que existem, com foco particular na
técnica que ¢ utilizada neste trabalho, o que ¢ a polidispersividade, que propriedades dos polimeros
influencia e que maneiras existem de a manipular € em que se baseia a terapia génica, que ¢ a

aplicacdo final dos polimeros sintetizados.

3. Seccio experimental, que se centra na descricdo de todos os métodos, materiais e
procedimentos experimentais que foram necessarios a obtengdo e caracterizacdo dos polimeros

sintetizados.

4. Discussao de resultados, que apresenta todo o trabalho experimental desenvolvido, tal como
analise e discussao detalhada dos resultados obtidos e as conclusdes que se retiram acerca dos

mesmos.

5. Conclusdes e proposta de trabalho futuro, que apresenta as conclusdes gerais retiradas do
trabalho desenvolvido, bem como andlise a perspetivas futuras com vista a prosseguir o trabalho

nesta area de investigagao.
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Nuno Mateus - Departamento de Engenharia Quimica 2023

1. Motivacao e objetivos

Os polimeros sao macromoléculas formadas por unidades de repeticdo, mondémeros, com
caracteristicas muito interessantes, nomeadamente boas propriedades mecanicas e facil
manuseamento ¢ versatilidade em relacdo a outro tipo de materiais. Vemos nos dias de hoje, em
qualquer acgdo do dia a dia, produtos derivados de polimeros, como ¢ o exemplo dos plésticos de
garrafas, embalagens, os téxteis sintéticos, componentes eletronicos, entre outros. Recentemente,
os polimeros tém sido cada vez mais aplicados na area da saide onde sao utilizados para diferentes
fins, desde material e utensilios cirurgicos (pensos, suturas), membranas de hemodidlise ou
oxigenagdo extracorporal, proteses para o interior de vasos sanguineos, proteses Osseas, entre
outros. (Vroman & Tighzert, 2009) Estes tém-se mostrado também muito relevantes, e
intensamente estudados, noutro tipo de aplicagdo mais especifica e de alto valor, inserida na area
da saude, como a entrega de fairmacos ou de material genético (terapia génica). Neste tipo de
aplicagoes, ¢ de extrema relevancia que o comportamento dos polimeros seja previsivel e

reprodutivel para potenciar a eficicia da estratégia terapéutica. (Maitz, 2015)

De modo a realizar o fine tunning das propriedades destes veiculos poliméricos, procura-se
principalmente o controlo sobre as propriedades que tém alguma influéncia no resultado da
aplicagdo, como estrutura quimica, peso molecular, polidispersividade (Mw/M, ou D), arquitetura
e funcionalidade. Isto € possivel recorrendo, por exemplo, a técnicas de polimerizagdo radicalar
por desativacao reversivel (RDRP). Existe um vasto niumero de artigos que avalia a influéncia da
composi¢do quimica dos polimeros e do peso molecular no seu desempenho como transportadores
de material genético. (Jin et al., 2023; Rai et al., 2019; Zu & Gao et al., 2021; Forrest et al., 2003)
No entanto, ndo existe muita informacgdo na literatura sobre o papel da P dos polimeros nesta

aplicacdo. (Wong Y., Sharon Putnam, 2018)

O trabalho de dissertacdo de mestrado aqui apresentado teve como objetivo principal avaliar a
influéncia da D no desempenho de copolimeros de bloco, nomeadamente, poli(metacrilato de oligo
(6xido de etileno) metil éter)-bloco-poli(metacrilato de (2-diisopropilamino) etilo) (POEOMA-b-
PDPA-Br), na entrega de material genético. Para tal, pretendeu-se primeiro desenvolver métodos
de RDRP capazes de fornecer polimeros com pesos moleculares semelhantes e P diferentes.
Posteriormente, foi pretendido avaliar o comportamento dos polimeros desenvolvidos na sua
capacidade de complexagdo com material genético, SRNA (RNA de baixo peso molecular).

(Baptista et al., 2023) Neste sentido, o trabalho desenvolvido contribui para a continua investigacao
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acerca dos vetores poliméricos utilizados em terapia génica, de modo a fornecer ferramentas que

assistam a preparacao de polimeros mais eficientes.
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2. Introducao

Nas ultimas trés décadas, o trabalho desenvolvido nas polimerizagdes radicalares tomou um
rumo diferente desde as primeiras publicagdes cientificas sobre a criagdo de uma nova técnica que
permite realizar uma reacdo de polimeriza¢do radicalar controlada (Wang & Matyjaszewski,
1995,Greszta et al., 1994), ou seja, com reagdes de terminagdo negligenciaveis, para a sintese de
novos (co)polimeros com variadas estruturas e propriedades. Desde ai, foram desenvolvidas varias
técnicas de polimerizagdo radicalar controlada, atualmente agrupadas num grupo designado RDRP,
que tém sido alvo de intensa investigagdo, pelos resultados muito atrativos no desenvolvimento de

polimeros altamente funcionais e com caracteristicas pré-determinadas.

2.1 Polimerizacao radicalar por desativacio reversivel (RDRP)

De modo a entender o mecanismo de polimerizagao por RDRP, € necessario que se entendam
todos 0s mecanismos ¢ passos reacionais de uma polimerizacao radicalar tipica: (i) iniciagdo, (ii)
propagacao e (iii) terminacdo (Esquema 1). No passo de inicia¢do, através de um estimulo quimico-
fisico (ex.: temperatura, luz, etc.), uma molécula designada de iniciador ¢ decomposta, dando
origem a formacgao de radicais livres. Apos ativagdo desta molécula, os radicais gerados adicionam
moléculas de mondémero vinilico, promovendo a formagdo de ligagdes C—C e de novos radicais
capazes de propagar (adicionar unidades monoméricas sucessivamente) e dar origem a cadeias que,
na sua fase de crescimento, ddo o nome a segunda etapa da polimerizacao, a propagacao. O passo
final, terminac¢do, compreende a etapa mais crucial para o fine tunning do produto final da
polimerizacdo. (Matyjaszewski & Spanswick, 2005) Durante esta etapa podem formar-se as
cadeias finais por dois mecanismos diferentes: desproporcionagao, gerando-se duas cadeias mais

pequenas ou combina¢do, formando-se uma cadeia mais longa.
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Esquema 1 - Passos envolvidos numa polimerizacio radicalar, adaptado de (Noble & Coote, 2013)

Em sistemas RDRP, o passo de iniciacdo deve ser o mais rapido, sendo a propagagdo mais
lenta que este, para que todas as cadeias comecem ao mesmo tempo e tenham a mesma
probabilidade de crescer. A terminacao sera o passo mais dependente do mecanismo de
desactivagdo dos radicais em propagacao e pretende-se que ndo aconteca ou que seja insignificante
para que se atinja uma reagdo controlada. E durante o passo de propagagdo que o controlo é
efetuado através do equilibrio reversivel entre espécies dormentes (sem atividade, P,—X, Esquema
2) e espécies ativas (radicais em propagacdo, P,*, Esquema 2). De modo a evitar que a propagagao
das cadeias seja dominada pela presenga das espécies ativas, o que iria originar cadeias mortas
(terminadas) e uma distribuicao de pesos moleculares larga (P = 2) (Whitfield et al., 2020), devido
a elevada reatividade dos radicais, € necessario recorrer a mecanismos de desativacao das espécies
ativas e conduzir o equilibrio da reagdo para a predominancia de espécies dormentes. (Zhou & Luo,
2016) Deste modo, ¢ possivel reduzir a concentracdo de radicais a um valor tdo baixo que evite a
ocorréncia significativa de reagdes de termina¢do. Como consequéncia, os polimeros obtidos por
RDRP apresentam terminais de cadeia ativos, ou seja, podem ser reiniciados numa polimerizacao
subsequente dando origem a formagdo de copolimeros de bloco.
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Esquema 2 -Equilibrio dinAmico genérico de RDRP, adaptado de (Peng et al., 2013)

A estratégia adotada em todas as técnicas de RDRP ¢ a mesma, manter o equilibrio dindmico

durante a polimerizacdo, diferendo entre si apenas na maneira e nos compostos usados para mediar




Nuno Mateus - Departamento de Engenharia Quimica 2023

esse equilibrio. Existem varias técnicas de RDRP reportadas na literatura, sendo que as trés mais
estudadas sdo a nitroxide mediated polymerization (NMP), reversible addition-fragmentation
chain transfer polymerization (RAFT) e atom transfer radical polymerization (ATRP) (Esquema
3). (Zhou & Luo, 2016)
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Esquema 3 - Equilibrio dinimico em ATRP, RAFT e NMP, onde Pne — radical em propagac¢ao; M — molécula
de monémero; Ri e Rz — grupos quimicos carbonados; X — halogéneo; Lm — ligante; M: — metal de transicao,
adaptado de (Noble & Coote, 2013)

Na técnica de NMP, a forma de dar origem as cadeias dormentes ¢ através da adi¢ao de
radicais estaveis, nomeadamente nitréxidos, que tém capacidade de desativar reversivelmente os
radicais em propagacdo. Para realizar NMP, pode usar-se um iniciador convencional em
combinagdo com um nitréxido ou entdo uma espécie com dupla funcdo, que tanto produz os
radicais que dardo inicio a polimerizacdo, como os radicais estaveis que irdo controlar o
crescimento das cadeias (nitroxidos). (Lamontagne & Lessard, 2020) A cinética deste tipo de
reacdes ¢ funcdo, tanto, da reatividade das espécies de controlo como também da reatividade do
monomero. Um dos aspetos que também influencia a cinética de reagdo € o racio entre a quantidade
de nitroxidos presentes e de iniciador, tendo esta que ser otimizada para que se atinja o controlo
pretendido. As polimerizacdes por NMP estdo associado, regra geral, ao uso de elevadas
temperaturas (>100°C) e a reagentes nitroxido dispendiosos e de sinteses complexas, fazendo com
que esta técnica seja mais favoravel para a producdo de certos tipos de polimeros especificos, como
por exemplo polimeros mais acidicos, devido a sua compatibilidade com o sistema de
polimerizacao. No entanto, devido aos recentes desenvolvimentos nesta area, nomeadamente a
melhoria continua na sintese de iniciadores nitroxido e no processo de sintese, surgiram novas
variantes de NMP que permitiram alargar a gama de mondmeros a qual a técnica se adequa e
diminuir a temperatura de polimerizagdo para perto da temperatura ambiente.(Audran et al., 2020)

Por isto, e pela auséncia de recurso a metais como agentes de controlo da polimerizagao, o que
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facilita os processos de purifica¢do, os polimeros produzidos por NMP j4 tém vindo a ser usados

em aplicagdes tanto bioldgicas como eletronicas.

Em RAFT, a polimerizacdo ¢ iniciada do mesmo modo que em NMP, através da interagcdo
entre a molécula de mondémero e o radical primario obtido pela ativagdo de um iniciador
convencional, formando-se os primeiros radicais para a etapa de propagacdo. Para o controlo do
equilibrio dindmico sdo usados agentes de transferéncia de cadeia (também designados por agentes
RAFT), que sdo compostos de base tiocarbonilotio. As principais vantagens apontadas a esta
técnica sdo: condigdes de operagdo simples permitindo a facil otimizagdo; pode ser aplicada a uma
gama alargada de monomeros (mondmeros nao ativados, met(acrilamidas), met(acrilatos),
estirenos, etc.) e tem a capacidade de dar origem a polimeros com estruturas complexas

(multibloco, estrelas, hiper ramificados, reticulados) e altamente funcionais. (Tian et al., 2018)

Na secc¢ao seguinte ird ser discutida a técnica de ATRP com maior detalhe, pois foi a técnica

estudada neste trabalho.

2.1.1 Polimerizacao radicalar por transferéncia de atomo (ATRP)

De todas as técnicas de RDRP, uma das mais utilizadas e que tem sido alvo de maior estudo
pela comunidade cientifica ¢ a técnica de ATRP. Esta técnica tem como principio base utilizar a
substituicdo atoémica para cumprir o objetivo de conduzir o equilibrio quimico para a
predominancia de cadeias dormentes durante a polimeriza¢do. Para isso, sdo utilizados como
agentes de controlo, complexos cataliticos formados por um metal de transi¢do (M;) (os mais

usados sdo os de base cobre) e um ligante (L), normalmente de base amina.

Relativamente ao mecanismo ATRP, este prende-se com a utilizacio de iniciadores
halogenados (base halogeneto de alquilo), que sdo ativados através da transferéncia do 4tomo de
halogéneo para o complexo catalitico no estado mais baixo de oxidacao (M/"/L), que ¢ designado
de ativador (Esquema 4). Com isto, forma-se um radical, capaz de propagar (adicionar unidades de
monodmero) € o catalisador no estado de oxidacdo mais elevado (M/"*!/L), que tem a funcdo de
desativar os radicais em propagacdo. Assim, o controlo sobre a polimerizagdo em ATRP ¢ mantido

através deste equilibrio oxidagao-redugdo estabelecido.(Matyjaszewski, 2012)
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Esquema 4 - Mecanismo reacional de ATRP, adaptado de (Matyjaszewski, 2012)

A reacdo de ATRP ¢ regulada pelo efeito do radical persistente. Ou seja, com o inicio da
polimerizacao existem radicais que sdo gerados € que ndo sdo desativados devido a quantidade
reduzida de espécies desativadoras existentes nesta fase, ocorrendo entdo alguma terminagdo. Por
este motivo, acumulam-se espécies desativadoras (M;"*//L) no sistema e que persistem durante a
polimerizagao, conduzindo o equilibrio no sentido da formagao das espécies dormentes (P,—X) e
permitindo o controlo da reagdo. Muitos sao os fatores que influenciam a polimerizagao por ATRP,
entre os quais a estrutura quimica do ligante, o tipo de metal e halogéneo presentes e ainda as
condi¢cdes de reacdo, como temperatura e tipo de solvente. Os ligantes utilizados sao
maioritariamente moléculas com grupos funcionais aminas, € com outros grupos substituintes, €
tétm como funcdo regular a atividade do metal e permitir a sua dissolucdo no solvente de
polimerizacdo. A escolha do solvente afeta o desempenho da reagdo pela polaridade do mesmo e o
efeito que tem nas reacdes redox. (Lorandi et al., 2022) O efeito que o atomo de halogéneo e o
metal representam, prende-se com a facilidade com que estes se ligam e com os estados de oxidagao
que o metal tem, afetando a estabilidade do complexo catalitico formado e consequentemente da
cinética de desativacdo. Quanto mais estavel o complexo, mais lento ¢ o passo de desativacao,
resultando num pior controlo sobre a polimerizacao (valores de & mais proximos de 1,5). (Lorandi
et al., 2022) Relativamente aos metais de transi¢cdo, o cobre ¢ sem duvida o mais utilizado em
ATRP, pela qualidade de controlo que permite sobre o crescimento das cadeias de polimero.(Sun

etal., 2023)

Quando o ATRP foi desenvolvido, o complexo catalitico era usado no seu estado mais baixo
de oxidag¢do (ativador, M/"/L) e em concentragdes elevadas (> 10000 ppm). (Wang & Armes, 2000)
Apoés a analise do mecanismo da técnica de ATRP, concluiu-se que seria possivel reduzir a
concentragdo de catalisador usada para niveis muito mais baixos (dezenas ou centenas de ppm),
através do uso do complexo catalitico no seu estado mais alto de oxidagdo (desativador, M,"*//L)
em combinacdo com um agente redutor. Deste modo, o ativador (M/"/L) é gerado e regenerado in

situ e, como o desativador (M/""!/L) est4 presente desde o inicio da polimeriza¢do, os eventos de
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terminagdo sdo suprimidos mais eficazmente, o que leva a um melhor controlo. Pode entdo
subdividir-se a técnica de ATRP em diferentes tipos de sistema, conforme o tipo de
mecanismo/agente redutor utilizado na regeneracdo do catalisador: ativadores regenerados por
transferéncia de eletrdo (ARGET ATRP) (Jakubowski et al., 2006); iniciadores para regeneracao
continua de ativador (ICAR ATRP) (Matyjaszewski et al., 2006), ativador suplementar e agente
redutor (SARA ATRP) (Dadashi-Silab & Matyjaszewski, 2018), ATRP mediado por eletroquimica
(e-ATRP) (Chmielarz et al., 2017) e ATRP induzido por agao de luz (photo-ATRP). (Konkolewicz
et al., 2012) Existe também uma técnica de ATRP que usa fotocatalisadores organicos, livres de

metais. (Hola et al., 2021)

Em ARGET ATRP, os agentes redutores mais referenciados sao espécies como por exemplo
o acido ascorbico ou a glucose, que permitem que sejam utilizadas quantidades menores de
catalisador, devido a constante regeneracao do mesmo, como referido anteriormente. (Jakubowski
et al., 2006; Borsari et al., 2021) Esta torna-se a vantagem principal das variagdes de ATRP, visto
que elevadas concentragdes de catalisador metalico podem dificultar a purificagdo dos polimeros
ou comprometer o seu uso em areas como eletronica ou aplicagdes biomédicas. (Lamontagne &
Lessard, 2020) Na técnica de ICAR ATRP, geralmente sdo utilizados iniciadores radicalares
convencionais (ex.. compostos azo como o V-50 (2,2'-azobis(2-metilpropionamidina))) que
necessitam de temperaturas geralmente altas para a sua ativagdo, constituindo assim uma
desvantagem desta técnica. Outra desvantagem ¢ o facto destes iniciadores poderem dar origem a
cadeias poliméricas indesejadas, devido a sua constante formagao de radicais livres. (Mohammad
Rabea & Zhu, 2014) Deste modo, ¢ muito importante que a concentragdo de iniciador radicalar
convencional a utilizar seja adequada. No que diz respeito a técnica de SARA ATRP, o caso mais
particular que existe ¢ a utilizagdo de Cu® como agente redutor. O principal papel que desempenha
¢ de reduzir o complexo desativador, regenerando assim o ativador, embora também possa ativar
espécies dormentes, mas em menor extensio do que o ativador (M/"*!/L).(Lorandi et al., 2022)
Diferentes sulfitos inorganicos (ex: Na2S204) tém sido também reportados como agentes SARA
eficientes, tanto em meio organico como em meio aquoso.(Gois et al., 2018, Abreu et al., 2012,
2017) No caso de e-ATRP, ¢ utilizada corrente elétrica para gerar uma diferenca de potencial que
funciona como agente redutor. (Chmielarz et al., 2017) J& em photo-ATRP, a regeneracao do
ativador da-se através de irradiacdo por luz, a comprimentos de onda selecionados, sendo possivel

também usar luz natural. (Konkolewicz et al., 2012) A utiliza¢do de luz também se aplica ao uso
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de fotocatalisadores organicos, na transforma¢ao dos mesmos em agentes redutores, na técnica de

ATRP na auséncia de metais. (Soly et al., 2022; Zaborniak & Chmielarz, 2022)

A técnica de ATRP ¢ das mais utilizadas para sintese de polimeros com alta funcionalidade,
arquiteturas e propriedades especificas e pré-determinadas, como, por exemplo, o peso molecular
e a polidispersividade. O recurso a ATRP contribui para a facil obtengdo deste tipo de produtos
visto ser uma técnica com condi¢des simples de implementagao (tempo, reagentes € procedimento),
¢ compativel com solventes aquosos e organicos, sistemas heterogéneos ¢ em solugdo e com
utilizagdo de baixa concentracdo de metais, contribuindo para uma sintese mais verde e amiga do

ambiente.

2.2 Polidispersividade e controlo por RDRP

Um dos pardmetros de maior relevancia neste trabalho ¢ a polidispersividade. Como referido
anteriormente, este € um parametro que quantifica a distribui¢do dos pesos moleculares das cadeias
poliméricas e € representativo do quociente entre o peso molecular médio em massa (M — equagao
1) e peso molecular médio numérico (M, — equagdo 2). Valores de polidispersividade mais
proximos de 1 s3o indicativos de cadeias poliméricas semelhantes entre si (que cresceram ao
mesmo ritmo), enquanto que valores mais proximos de 2 representam uma distribui¢do de pesos
moleculares mais larga (D = Myw/M,— equagdo 3), onde nem todas as cadeias cresceram ao mesmo
ritmo e tém pesos diferentes entre si. Como tal, através do valor da polidispersividade, ¢ possivel

perceber o nivel de homogeneidade das cadeias de um dado polimero.

M, = % (1)
i
. yn-M
M, = ;l L (2)
L
-
D= = 3)
n

Em RDRP, a busca pela obtengdo de distribuicdes de pesos moleculares monomodais,
simétricas e estreitas sempre foi um objetivo, visto representar o controlo ocorrido durante a
polimerizacao. Contudo, tem-se verificado que este parametro influencia as propriedades e

funcionalidades dos polimeros e nem sempre uma polidispersividade baixa corresponde a um
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melhor desempenho do polimero numa determinada aplicacdo. (Doncom et al., 2017a) Em termos
de propriedades fisicas os polimeros podem sofrer alteracdes na sua reologia, comportamento
mecanico e ainda na estabilidade térmica. Em casos mais particulares como copolimeros
anfifilicos, a polidispersividade pode influenciar caracteristicas como a capacidade de self-
assembly (auto organizacdo em nanoestruturas) e o tamanho das nanoestruturas originadas, tendo
isto impacto na aplicagdo do produto final. (Whitfield et al., 2019, Gentekos et al., 2019) Uma
forma mais simples e rudimentar de provocar a variacao da polidispersividade ¢ através da mistura
(blending) de varios polimeros que apresentam polidispersividades diferentes, sendo necessario o
estudo prévio do récio ideal entre polimeros a ser utilizado. Autores verificaram que a combinagao
de diferentes polimeros, com diferentes polidispersividades, resulta num novo polimero com um
novo valor de polidispersividade e, potencialmente, com uma distribui¢ao de pesos moleculares

mais simétrica do que a apresentada pelos polimero individuais. (Corrigan et al., 2018)

Fazendo uso das potencialidades das técnicas de RDRP, varias alternativas t€ém vindo a ser
desenvolvidas para fazer variar a polidispersividade dos polimeros de maneira controlada e
previsivel, algumas destas com recurso a estimulos fisico-quimicos e outras a espécies quimicas
suplementares ao sistema reacional que influenciam o decorrer global da polimerizagdo. (Whitfield
et al., 2019) Por exemplo, através da adicao de iniciador (feeding) ao longo da polimerizagdo por
NMP, ¢ possivel provocar variagdes na polidispersividade devido a constante formagao de cadeias
poliméricas ao longo da reagdao. Em condi¢des Otimas, e adicionando um caudal de solugdo de
iniciador variavel ao longo da polimerizacdo, foi possivel alterar a forma da distribuicdo de pesos
moleculares e obter distribui¢des mais simétricas. (Gentekos et al., 2016) Outra estratégia usada,
em técnicas de ATRP, consiste na variacao da concentracao de catalisador. (Brar & Kaur, 20006;
Queffelec et al., 2000) Esta tem sido alvo de intenso estudo na literatura, por ser muito atrativa para
a aplicagdo dos (co)polimeros desenvolvidos em areas onde a presenga de contaminantes metalicos
deve ser evitada, como componentes eletronicos ou biomateriais. Por exemplo, modificando a
concentragdo de cobre e usando a adi¢do de iniciador em simultaneo, foi possivel preparar
polimeros altamente funcionais € com uma gama de polidispersividades alargada (P = [1,08 —
1,75]) por photo-ATRP. (Marathianos et al., 2019) Por fim, ainda existe a possibilidade de adicionar
a polimerizacao espécies quimicas, como por exemplo fenilhidrazina, responsaveis por terminar
irreversivelmente cadeias poliméricas, originando polimeros com uma gama de polidispersividades

alargada (P =[1,08 — 1,80]). (Yadav V. et al., 2018)

10
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2.3 Terapia génica

A terapia génica ¢ uma técnica que tem representado um grande avango e inovac¢ao nos
tratamentos disponiveis na medicina, que consiste na procura do tratamento, preven¢do ou cura das
mais diversas doengas. Esta técnica consiste na adi¢cao ou substituicdo de gene(s) em células e ou
tecidos afetados. (Zhang & Zhi-Ying, 2023) Esta abordagem terapéutica ¢ maioritariamente
utilizada em doengas para as quais nao existem outras estratégias totalmente eficazes para a sua

cura, como ¢ o caso do cancro. (Y. K. Sung & Kim, 2019)

Com recurso a manipulagdo genética, podem existir diferentes vias para desempenhar esta

terapia:

e Substituicdo de uma por¢do genética com mutagdes por uma sequéncia correta;
¢ Eliminacao da expressdao do gene com mutagao;

e Introdugdo de novos genes com funcdo de protecao da expressao dos alterados.

As doengas que podem ser alvo de tratamento genético tém maioritariamente como ponto de
partida malformacdes genéticas que resultam no mau funcionamento de células ou 6rgaos, levando
por exemplo, a alteragdes na expressao génica, que podem provocar um aumento da expressao de
oncogenes ou diminuicdo da expressdo de genes supressores de tumor, originando um cancro.
(Gustafson et al., 2023) O cancro representa uma das doengas onde mais se tem investigado o uso
da terapia génica, quer para a sua prevengao ou para o seu tratamento, visto ser cada vez mais uma
doenca emergente globalmente. (Y. K. Sung & Kim, 2019) Dados que remontam a 2020 mostram
que 19,3 milhdes de novos casos ocorreram nesse ano, dos quais 51% resultaram em fatalidades.
(H. Sung et al., 2021) O cancro tem origem numa mal formagao celular, podendo dever-se a erros
no seu ciclo de reproducao, danos em material genético ou causas hereditarias. A multiplicacao de
células com estas malformagdes pode dar origem a um aglomerado denominado tumor. (National
Cancer Institute, 2021) Recentemente tem-se intensificado o estudo acerca da eficacia de diferentes
terapéuticas na tentativa de alcance de elevada especificidade e prevencao de complicagdes como,
por exemplo, a fibrose. E possivel encontrar na literatura, sistemas de DNA plasmideo complexado
com polietilenoimina no tratamento de células cancerigenas pancredticas ou ainda a utilizagao de
virus como citomegalovirus para promover a expressdo dos genes terapéuticos ao alvo especifico.

(Barbey et al., 2023; Landolt et al., 2022; Montafio-Samaniego et al., 2020)
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A eficicia da terapia génica nas mais diversas doengas estd diretamente associada ao
transporte de acidos nucleicos, nomeadamente DNA ou RNA, as células alvo (Esquema 5). E de
extrema relevancia que os acidos nucleicos permanecam de forma integra e estavel nos veiculos de
transporte, denominados vetores, € que estes sejam eficazes e assegurem uma entrega especifica
dos genes no local pretendido. Assim, para se alcangar uma terapia adequada e eficaz, a escolha do
vetor a utilizar representa um dos principais pontos a considerar, isto porque devido as
particularidades dos diferentes vetores existentes, no interior do organismo, poderdo apresentar
diferentes eficacias e respostas imunogénicas. Deste modo, a compatibilidade/afinidade quimica

com a estrutura celular permite uma maior capacidade de transfe¢ao, podendo reduzir a toxicidade

associada.(L.Zhou et al.,2022)
Carregar o ) Entrega do Integragﬁ'()
vetor com o Percurso até ene no material
gene célula-alvo g P genético da
. . terapéutico
terapéutico célula

Identificagio Clonar um
do gene gene idéntico
afetado saudavel

Esquema 5 - Passos envolvidos na terapia génica, Adaptado de (Ramamoorth & Narvekar, 2015)

Existem duas grandes familias de vetores, virais e ndo-virais (Tabela 1).

Tabela 1 - Tipos de vetores utilizados em terapia génica e exemplos de cada um (Y. K. Sung & Kim, 2019)

Vetores virais Vetores nao-virais
Retrovirus Particulas Inorganicas
Adenovirus Cromossomas
Poxvirus Plasmideos
Herpes virus (Co)polimeros
- Lipossomas

Os vetores virais tém por base a utilizagdo de familias de virus conhecidas para efetuar o
transporte das biomacromoléculas sendo uma das vantagens o facto da func¢ao destes ser incorporar
o seu genoma dentro das células do hospedeiro e usar a maquinaria celular para reproduzir o seu
material genético. Estes ndo estdo sujeitos ao efeito de enzimas celulares que degradam material
genético, no entanto, estdo sujeitos a resposta imunitaria do organismo e pode comprometer a
integridade do material genético que carregam, o que constitui uma desvantagem da sua utilizagao.

Também tém menor capacidade de identificacdo das células-alvo (fargeting). Dependendo da
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familia de virus, existem vetores virais de base DNA e outros de base RNA. (L. Zhou et al., 2022)
Os vetores nao-virais (ex.: polimeros, lipossomas, etc.) surgem das suas vantagens sobre os virais
na capacidade de mascarar ou diminuir a resposta imunitaria do organismo e obter melhor fargeting
dos sistemas de entrega tornando-o mais especifico e seguro para o alvo. A estrutura deste tipo de
vetores também influencia a protecdo do material genético da sua degradacdo, sendo um dos
objetivos dos vetores, manter a molécula estavel. Vetores nao virais de base lipidica sdo atrativos
pela sua semelhanga aos componentes da barreira celular, sendo estes apontados como bons
protetores do material genético. (Rai et al., 2019) Com a descoberta deste tipo de vetores, a tentativa
de sintetizar vetores com comportamento semelhante deu oportunidade ao estudo da eficacia do
uso de (co)polimeros cationicos. Este tipo de vetores sdao de facil obtencao e sintese ¢ permitem
construir o vetor com caracteristicas mais especificas e até incorporar biomoléculas na sua estrutura

para os funcionalizar, facilitando o targeting. (Ramamoorth & Narvekar, 2015)

De entre os tipos de vetores ndo virais aqueles que se tem mostrado mais interessantes ao
critério da investigacdo, sdo os polimeros. Os polimeros sdo uma familia versatil com processos de
sintese que permitem a facil manipulagdo de propriedades dando origem a vetores com a
funcionalizacdo e arquitetura pretendida. Os mais estudados e utilizados em estudos clinicos sdo
os polimeros catidonicos com grupos de base amina, pela sua facilidade de complexa¢cdo com o
material genético, condensando-o e tornando-o estdvel através das interacdes electroestaticas entre
os grupos protonados (grupos amina, N) do polimero e as cargas negativas de DNA/RNA (grupos
fosfato, P). Estas liga¢cdes depreendem um parametro importante na avaliacdo da eficacia destes
vetores, o radcio N:P onde € descrito que valores acima de 2 representam a producdo de poliplexos
(complexo vetor-material genético) de tamanho adequado e estéveis. (L. Zhou et al., 2022) Quando
os vetores poliméricos entram em contacto com o meio fisioldgico, o objetivo € chegar as células-
alvo, interagir com a superficie celular e através do processo de transfecdo celular entregar
eficazmente o material genético. Através da funcionalizagdo das nanoestruturas sintetizadas ¢é
possivel melhorar a capacidade de targeting e de transfegdo. Por exemplo, podem ser incorporadas
moléculas (peptideos, glicoproteinas, anticorpos) que nao s6 permitem o alcance e interacdo dos
vetores com as células-alvo de forma mais eficaz, como também garantem protecao do material
genético e reduzem a citotoxicidade do sistema. Ainda assim, € necessario garantir uma resposta

imunitdria inespecifica inexistente ou diminuta. Isso podera ser conseguido geralmente com a
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incorporagdo de segmentos de polietilenoglicol (PEG), que ¢ capaz de mascarar essa resposta e

garantir uma eliminagdo mais rapida dos vetores da corrente sanguinea. (Zolnik et al., 2010)

Sabe-se que a composi¢ao quimica e arquitetura dos polimeros influenciam a sua capacidade
da transfecdo. (Rai et al., 2019; L. Zhou et al., 2022) Outro parametro que também pode influenciar
o comportamento dos polimeros, como vetores de material genético ¢ a polidispersividade, objeto
de estudo deste trabalho. Nao existem na literatura muitos estudos realizados acerca desta
influéncia, embora esteja reportado um estudo sobre o seu efeito na transfe¢do celular de poliplexos
polimetacriloxisuccinimida/DNA, [poli(MAOS)]/DNA. (Wong Y., Sharon Putnam, 2018) Neste
estudo, polimeros com peso molecular médio semelhante (M, = 30k ou 50k) e polidispersividade
diferente (B = 1,3 e 2,0) foram avaliados e os autores verificaram que os poliplexos formados pelos
polimeros com polidispersividade mais elevada eram mais estaveis. Por outro lado, ndo afirmam
haver correlagdo direta entre a polidispersividade e a capacidade de transfecdo, visto ndo existir

uma grande diferenca nos resultados obtidos.

O design deste tipo de vetores poliméricos ¢ de extrema relevancia, sendo cada vez mais
procuradas vias de sintese que permitam atingir o equilibrio entre estrutura e propriedades dos
polimeros desenvolvidos, garantindo a alta funcionalidade das cadeias. Pretende-se que os vetores
sintetizados consigam ser eficazes no transporte, apresentem elevada eficiéncia de complexagao,
transfecao celular e que apresentem baixa toxicidade.(Yin et al., 2014) De entre varios fatores, sao
apontados como os mais importantes, o tipo de grupos quimicos que os polimeros incorporam € a
arquitetura dos polimeros. De modo a obter vetores poliméricos que assistam todas estas
caracteristicas existem disponiveis técnicas de sintese como a utilizada neste trabalho, SARA
ATRP, sendo possivel preparar vetores poliméricos cationicos com distribui¢cdes de peso molecular
e pesos moleculares adequados, quando aplicados a terapia génica de células cancerigenas. Na

seccdo seguinte ird ser descrito o copolimero utilizado como vetor neste trabalho em pormenor.

2.4 Copolimero poli(metacrilato de oligo (0xido de etileno) metil éter)-bloco-

poli(metacrilato de (2-diisopropilamino) etilo) (POEOMA-b-PDPA)

O copolimero selecionado para estudo neste trabalho (POEOMA-b-PDPA-Br) tem como
base resultados anteriormente publicados pelo grupo de investigagdo, que mostram que esta
estrutura apresenta vantagens em relacao a outros copolimeros utilizados como vetores de entrega

de material genético. (Baptista et al., 2023) Este ¢ um copolimero em bloco constituido por dois
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segmentos distintos POEOMA e PDPA, que foi obtido por sintese através de SARA ATRP e ICAR
ATRP, respetivamente. Este ¢ um método de sintese, conhecido por permitir um grande controlo
sobre as propriedades dos polimeros pelos motivos ja apresentados anteriormente € que permite a
sintese de polimeros altamente funcionais. (Gdis et al., 2018) Neste trabalho, pretende-se obter
varios copolimeros POEOMA-b-PDPA-Br com peso molecular semelhante e diferentes

polidispersividades, D.

Neste tipo de aplicagdes € procurado muitas vezes a utilizagdo de polimeros com segmentos
de polietilenoglicol, PEG, devido a sua capacidade de mascarar os sistemas de entrega quando estes
estao sujeitos ao meio fisioldgico, evitando uma resposta do sistema imunitario a presenga dos
mesmos ¢ aumento a sua estabilidade no meio. E, portanto, parte constituinte do mondmero
utilizado neste copolimero , oligo (6xido de etileno) metil éter) metacrilato, OEOMA, sendo este
o segmento hidrofilico. A incorporagao do segmento de PDPA, segmento hidrofébico, pretende
conferir um caracter ionizavel ao copolimero, que ¢ dado pela presenca dos grupos amina, em
particular aminas tercidrias. A baixo pH, este segmento encontra-se protonado (pKa ~ 6.5),
permitindo assim a complexacdo de material genético através de interagdes electroestaticas.

(Baptista et al., 2023)

02
0
§ Y
0
-
Figura 1 - Estrutura quimica do copolimero em bloco POEOMA-5-PDPA-Br.

O copolimero POEOMA-b-PDPA-Br (Figura 1) apresenta assim uma regido de transi¢ao
hidrofilica/hidrofobica por volta de pH = 6,5, sendo hidrofilico quando o pH est4 abaixo desse
valor, devido a protonagao dos grupos amina do PDPA, e anfifilico quando o pH esta acima do seu
valor de pKa, devido desionizacdo do PDPA tornando este segmento hidrofobico (Esquema 6).
(Baptista et al., 2023) Este mecanismo € o responsavel pela origem dos nanosistemas complexados

de polimero-acido nucleico, conhecidos por poliplexos. (Doncom et al., 2017b)
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pH=4,5<pKa pH > pKa
preparacéo dos poliplexos meio fisiolégico

POEOMA

Esquema 6 — Exemplo da organizagio de copolimeros responsivos ao pH (POEOMA-b-PDPA-Br) na presenca
de material genético.

A preparagdo dos poliplexos polimero-acido nucleico ¢ feita a um pH inferior ao pKa do
copolimero (Esquema 6), ao qual a maioria dos grupos amina estdo protonados e disponiveis para
interagir com o material genético, através de interagdes eletroestaticas, formando poliplexos.
Posteriormente, aquando da sua aplicagdo, estes sdo sujeitos ao meio fisiologico com pH mais alto,
onde a desprotonagdo dos grupos amina desencadeia a libertagdo do material genético. O pKa ¢
entdo o valor de pH que representa esta regido de transi¢do do comportamento dos grupos amina,
sendo que, ao valor de pH igual ao pKa, 50% dos grupos amina estdo protonados. Devido aos
resultados promissores obtidos, sdo atualmente produzidos mais estudos em torno dos copolimeros
de POEOMA-bH-PDPA-Br para este tipo de aplicagdo, procurando-se formas de otimizacao tanto
da complexagdo com o material genético, como da eficiéncia de entrega. (Baptista et al., 2023;

Gois et al., 2014)
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3. Secc¢ao experimental

3.1 Materiais

Foram utilizados, para a analise de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear ('H
RMN), agua deuterada (D-0, Aldrich) e cloroférmio deuterado (CDClz, Cambridge Isotope
Laboratories). Os reagentes utilizados na sintese dos polimeros, bem como a sua fungao,

estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.
Tabela 2 - Reagentes utilizados na sintese do macroiniciador POEOMA-Br.

Reagente Abreviatura Funcio Fornecedor

Metacrilato de poli (oligo
(6xido de etileno) metil OEOMA Mondmero Aldrich
éter) (Mn =500 g/mol) )

a-bromofenilacetato de

EBPA Iniciador Alfa Aesar
etilo
tris[(2- ) .
TPMA Ligante
piridil)metilj]amina
2,2'-Azobis (2-
metilpropionamidina) V-50 Agente redutor Aldrich
dihidrocloreto
Brometo de cobre (IT) CuBr: Metal de transicdo Aldrich
Agua MilliQ H20 Solvente Millipore
Isopropanol IPA Solvente Fisher Scientific

* Sintetizado

Os reagentes utilizados na sintese dos polimeros foram os mesmos em todas as experiéncias
realizadas e usados como recebidos, a excep¢ao do monomero. Este (OEOMA) foi passado por
uma coluna de alumina, antes da polimerizagdo, para remocao do inibidor. O ligante TPMA foi
previamente sintetizado por elementos do grupo de investigagdo de acordo com a

literatura.(Tyeklar, 1993) Agua MilliQ foi obtida por osmose inversa.
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Tabela 3 - Reagentes utilizados na sintese de copolimeros POEOMA-b-PDPA-Br

Reagente Abreviatura Funcio Fornecedor

Poli [metacrilato de poli (oligo
POEOMA-Br Macroiniciador -
(6xido de etileno) metil éter)]

Metacrilato de 2- Scientific Polymer
DPA Monodmero
(diisopropilamino) etilo Products
Tris [2- ]
MesTREN Ligante Alfa Aesar

(dimetilamino)etill]amina

Ditionito de sodio Naz2S204 Agente SARA ACROS Organics
Brometo de cobre (II) CuBr: Metal de transi¢do Aldrich
Agua MilliQ H>0 Solvente Millipore
Isopropanol IPA Solvente Fisher Scientific

Os reagentes utilizados na sintese dos copolimeros foram os mesmos em todas as
experiéncias realizadas e usados como recebidos, a exce¢ao do mondmero. Este (DPA) foi passado
por uma coluna de alumina, antes da polimerizacdo, para remog¢ao do inibidor. O processo de
sintese de POEOMA-Br sera descrito na sec¢do seguinte (4.1), seguindo a literatura. (Baptista et

al., 2023) Agua MilliQ foi obtida por osmose inversa.

3.2 Métodos

3.2.1 Cromatografia por exclusio de tamanho (SEC)

As amostras de POEOMA-Br (macroiniciador) foram analisadas por SEC utilizado
tetrahidrofurano (THF) como eluente, com caudal de injecdo de 1 mL/min a 30 °C. O equipamento
SEC possui o seguinte conjunto de colunas: PL 10 mm (coluna de guarda, 50 x 7.5 mm? ), seguida
de Viscotek T200 (6 um), Viscotek T3000 (6 um) e Viscotek LT4000L (7 pm). As amostras foram
preparadas com concentracao de 3 mg/mL e foram previamente filtradas com filtros de seringa
com membrana de politetrafluoretileno (PTFE) de poro com diametro de 0,2 pm. O peso molecular

do POEOMA-Br foi determinado por calibragdo TriSEC (trés detetores: RALLS, IV-DP e RI)
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usando dn/dc = 0.0717 (Gois et al., 2018) e um padrao de poliestireno, com recurso ao software

Omnisec (versao 4.1.6).

Para analise das amostras de copolimero em bloco POEOMA-b-PDPA-Br, foi utilizado o
equipamento de SEC com eluente aquoso a pH = 3, com caudal de injecdo de 0,5 mL/min a 40 °C.
O equipamento possui o seguinte conjunto de colunas: Shodex OHpak SB-G (coluna de guarda),
seguida de OHpak SB-802.5HQ e OHpak SB-804HQ. As amostras foram preparadas com
concentragdo de 3 mg/mL e foram previamente filtradas em filtros de seringa com membrana de
polietileno tereftalato (PET) de poro com diametro de 0,45 pm. O peso molecular dos copolimeros
POEOMA-b-PDPA-Br foi determinado por calibragdo convencional (detetor RI) com padrdes de

polietilenoglicol (PEG), com recurso ao software Omnisec (versao 4.1.6).

3.2.2 Ressoniancia magnética nuclear

As amostras de POEOMA-Br foram analisadas em D>O e as amostras de copolimero
POEOMA-bH-PDPA-Br foram analisadas em CDCI3, num espectrometro Bruker Avance III 400
MHz, com uma sonda de deteg¢ao de ressonancia a Smm, TXI triple. Foram integrados os sinais de
monoémero e polimero de amostras de reacdo, para determinagdo da conversdo de monomero
durante as polimerizagdes, ¢ de amostras de polimeros puros, para confirmagdo da estrutura
quimica e determinacdo do peso molecular médio numérico (M,"MY), utilizando o sofiware

MestreReNova (versdao 12.0.0.20080).

3.3 Procedimentos de sintese

As condig¢des de reacdo selecionadas foram adquiridas de trabalhos anteriormente reportados

pelo grupo de investigagdo. (Baptista et al., 2023; Gois et al., 2014)

3.3.1 Sintese de macroiniciador POEOMA-Br

A sintese de POEOMA-Br foi realizada por ICAR ATRP com recurso a V-50 como agente
redutor. Em primeiro lugar foram colocados 54uL (75mg, 0,3 mmol) de EBPA num reator Schlenk,
e de seguida foi adicionado o mondémero, OEOMA (6g, 12 mmol) ao reator. Posteriormente, foram
adicionados ao reator, CuBr; (2,68 mg, 0,012 mmol), V-50 (24,9 mg, 0,09 mmol), TPMA (6,96
mg, 0,02 mmol), 4gua (18,70 mL) e IPA (9,20 mL). O reator foi fechado utilizando uma tampa de
vidro e a mistura reacional foi borbulhada com azoto durante um periodo de tempo pré-definido

para remoc¢ao do oxigénio presente. O reator foi colocado num banho de 6leo, a temperatura de 56
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°C, e areacdo foi conduzida durante um periodo de tempo pré-definido. No final de reacdo, foram
analisadas amostras da mistura reacional por SEC e por espectroscopia de 'H RMN, para
determinagdo de peso molecular e conversao de mondmero, respetivamente. Para recuperagao do
polimero puro, a mistura reacional foi dialisada contra dgua destilada (membrana com cut-off =

3500) e posteriormente liofilizada.

Na sintese de macroiniciador POEOMA -Br, foram testados varios tempos de reagao (100,
110 e 120 min) e tempo de borbulhamento com azoto (30, 40 e 60 min), como explicado na seccao

discussdo de resultados.

3.3.2 Sintese de copolimeros de bloco POEOMA-b-PDPA-Br

A sintese de POEOMA-b-PDPA-Br foi realizada por SARA ATRP com recurso a ditionito
de sédio (Na2S»04) como agente SARA. Primeiramente, o Na>S>04 foi adicionado a um reator
Schlenk (2,4 mg, 11,7 umol ou 1,44 mg, 7,03 umol). De seguida, foi preparada uma solugcdo-mae
de catalisador com CuBr; (5,2 mg, 23,4 umol) e MesTREN (13,6 mg, 46,8 umol) em 1 mL de dgua
MilliQ. Num vial de vidro foi preparada uma solu¢do de POEOMA-Br (443 mg, 234 pmol), DPA
(500 mg, 2,34 mmol), 100 puL da solugdo-mae de catalisador em IPA (1,8 mL). Ambos os sistemas,
vial e reator Schlenk, foram selados com um stopper de borracha e purgados com azoto durante 30
min, para remoc¢ao do oxigénio presente. A solucdo contida no vial foi transferida para o reator
Schlenk, por meio de seringa e agulha sob azoto. O reator foi colocado num banho de agua, a
temperatura de 40 °C, e a reagdo foi conduzida durante um periodo de tempo pré-definido. Varias
amostras foram recolhidas ao longo da reagao, sob atmosfera inerte de azoto, e analisadas por SEC
e por espectroscopia de 'H RMN, para determinacio de peso molecular e conversio de monémero,
respetivamente. Para recuperagdo do polimero puro, a mistura reacional foi dialisada contra agua

destilada (membrana com cut-off =1000) e posteriormente liofilizada.

Foram ainda sintetizados polimeros com condi¢des diferentes de reagdo, nomeadamente
alterando a concentragdo de catalisador. O método de sintese manteve-se 0 mesmo e foram apenas
alteradas as quantidades de CuBr, e MesTREN usadas na preparacdo da solugdo-mae de

catalisador. (Tabela 4)
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Tabela 4 - Massa de CuBr: e MecTREN usadas na sintese de copolimeros POEOMA-5-PDPA-Br com

diferentes concentracdes de metal

[CuBr2]o (ppm)” CuBr: (mg) MesTREN (mg)
1500 7,9 20,4
1000 5,2 13,6
750 3,9 10,2
500 2,6 6,8
250 1,3 34

* Relativo a concentracdo de mondmero (DPA)

3.4 Determinacao do pKa

A determinacdo do valor de pKa dos copolimeros POEOMA-b-PDPA-Br foi efetuada por
titulagdo. Em primeiro lugar dissolveu-se o copolimero puro (20 mg) em agua MilliQ (20 mL) e a
mistura foi colocada num banho de dgua a 25°C numa placa sob agitacdo, com monitorizagcdo
continua do valor de pH. Posteriormente foi adicionado HCI (0,1 M aq.) para ajuste de pH até 2.
De seguida, a mistura foi titulada com adi¢do de aliquotas de 25uL de NaOH (0,1 M aq.) e a
evolucdo do valor de pH em funcdo do volume de base adicionado foi registada. Posteriormente

foram obtidas as curvas de titulagdo e do grau de protonacdo para determinacdo do pKa.

3.5 Preparacio dos poliplexos com sRNA

As seguintes seccdes (de 3.5 a 3.8) foram procedimentos efetuados por investigadores da

Universidade da Beira Interior (UBI) de acordo com a literatura. (Baptista et al., 2023)

Os poliplexos preparados foram obtidos com base na interagdo entre os grupos cationicos
dos copolimeros (grupos amina protonados) e os grupos anionicos dos acidos nucleicos (grupo
fosfato), sSRNA. Foram testadas para o efeito da encapsulagdo diferentes concentracdes de

copolimeros (Tabela 5).
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Tabela 5 - Concentracdes utilizadas na preparacio dos poliplexos

[POEOMA-b-PDPA-Br]|
(mg/mL)

1,0
0,5
0,25
0,1

0,025

Todos estas solugdes foram preparadas a partir de 1 mg/mL em solugdo de acetato de sodio
a 0,1M. Esta solugcdo mae deu origem as restantes por diluigdes sucessivas. A solugdo de SRNA foi
preparada a 20 pg/mL e utilizada para todas as amostras. Foram adicionados, gota-a-gota, 100 pL
da solugdo de copolimero a 400 pL da solucdo anterior, sob agitacdo em vortéx. Para a recuperacao
dos complexos, estes estiveram a temperatura ambiente durante 15 min, seguido de um processo

de centrifugacgdo a 15,000g durante 20 min a 4°C.

3.6 Determinacao da eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacao (EE, equagdo 4) foi determinada com base na quantidade de
acidos nucleicos que restavam no sobrenadante ap6s a centrifugacao. Quantidade essa determinada
com recurso a determinagdo da absorvancia a um comprimento de onda de 260 nm. O célculo da

eficiéncia de encapsulacdo tem por base a seguinte formula:

EE(%) _ [(RNAtotal - RNAsobrenadante] 100 (4)
RNAtotal

3.7 Determinacio do tamanho de particulas e potencial zeta

Os tamanhos das particulas obtidas foram determinados com recurso a técnica de DLS
(Dynamic Light Scattering), utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Worcestershire,UK). Os poliplexos foram previamente diluidos em 800 puL de dgua Milli-Q como
meio disperso e posteriormente incubados por 15 min a temperatura ambiente (~ 25°C). De seguida
procedeu-se a determinacdo dos tamanhos, em modo automatico € com um angulo de dete¢ao de

luz espalhada de 173°.
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Do mesmo modo que preparados para a determinacdo dos tamanhos de particula, os
poliplexos foram preparados para a determinacao do potencial zeta, com recurso a técnica de ELS
(Eletrophoretic Light Scattering). Para além disso, foi ainda tendo sido realizado uma medi¢ao do
potencial zeta do SRNA, como controlo. Através do Zetasizer Nano ZS foram analisadas as cargas
de superficie dos poliplexos, através do uso de uma zeta dip cell , a uma temperatura de 25°C e
utilizando constante de Henry [F(Ka)1,5] ¢ modelos de Smoluchowsky. Os valores médios de
tamanho e potencial zeta foram calculados a partir de dados de trés medi¢des + desvio padrao. O
tamanho de particula relatado foi determinado como uma distribui¢do de intensidade por analise

cumulativa no software Malvern PCS 6.20.

3.8 Eletroforese em gel de Agarose

O processo de eletroforese foi efetuado num sistema horizontal utilizando 0,8% de gel de
agarose com adi¢do de Green Safe a 0,5 ng/mL para identificagdo visual do SRNA no sobrenadante.
A corrida do gel foi realizada a 120 volts durante 40 min, numa solu¢do tampao de tris-acetato-
EDTA (TAE, com a seguinte composi¢do, 40 mM Tris base, 20mM de 4cido acético e ImM Acido

etilenodiaminotetracético, a pH 8). Os géis foram visualizados sob incidéncia de luz ultravioleta.
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4. Resultados e Discussao

O principal objetivo deste trabalho centrou-se na avaliacdo da influéncia da polidispersividade

de polimeros na sua fungdo como vetores de transporte ¢ entrega de material genético. Para tal,

escolheu preparar-se copolimeros em bloco POEOMA-bh-PDPA-Br, por haver conhecimento

prévio, no grupo de investigacdo, sobre a sintese dos mesmos por SARA ATRP (Gois et al., 2018)

e sobre a preparagdo e caracterizagdo dos poliplexos formados com material genético (SRNA).

(Baptista et al., 2023) O ponto de partida foi a sintese dos copolimeros em bloco responsivos ao

pH, com peso molecular semelhante e polidispersividade diferente, para posterior caracterizagao,

com vista a sua aplicagdo como vetores de entrega de material genético para terapia génica aplicada

ao tratamento do cancro.

O trabalho laboratorial foi dividido em trés principais etapas:

1.

Sintese de macroiniciadores POEOMA-Br: através da técnica de ICAR ATRP, com
posterior caracterizacdo (SEC e RMN) e purificacdo dos polimeros. Foram efetuados
testes para otimizacdo das condigdes de reacdo e foram sintetizados 3 lotes de
macroniciador POEOMA-Br, posteriormente utilizados para a sintese dos copolimeros
POEOMA-b-PDPA-Br;

Sintese de copolimeros POEOMA-b-PDPA-Br: através da técnica de SARA ATRP,
com posterior caracterizagdao (SEC e RMN) e purificagdo dos copolimeros. Foram
adotadas duas estratégias para obter lotes de copolimeros com pesos moleculares
semelhantes e polidispersividades diferentes: (i) variagdo da concentragdo de agente

SARA Na»S>04 e (ii) variagdo da concentragao de catalisador Cu(I)Bro/MesTREN;

. Avaliacio do desempenho dos copolimeros POEOMA-b6-PDPA-Br na

complexacido de sRNA: realizada por Bruno Almeida, do Centro de Investigagdo de
Ciéncias de Saude da Universidade da Beira Interior com recurso a determinagao da
eficiéncia de encapsulacdo, por espectroscopia UV-Vis e gel em agarose, e a
determinagdo do tamanho e potencial Zeta dos poliplexos, pela técnica de dispersao

dinamica de luz (DLS).

25



Nuno Mateus — Departamento de Engenharia Quimica 2023

4.1 Sintese de macroiniciador POEOMA-Br

A sintese do macroiniciador POEOMA»-Br, ou seja, com grau de polimerizagao (DP) 22,
foi o primeiro passo para a obtencao dos copolimeros em bloco POEOMA-b-PDPA-Br pretendidos.
A sintese foi realizada por ICAR ATRP, de acordo com procedimentos descritos na literatura
(Baptista et al., 2023), sendo expectavel que se atingisse uma conversdao de monémero proxima de
50 % ao final de 100 min de reacdo, para um DP alvo de 40 (condi¢des experimentais descritas na
Tabela 6) e um polimero com M, = 16000 e P = 1,15. Parar a polimerizagao a baixa conversao de
mondmero ¢ importante para garantir elevada funcionalidade do polimero, que ¢ essencial para o
passo seguinte de formagdo do copolimero POEOMA-b-PDPA-Br. No entanto, apesar de terem
sido seguidas as condicdes experimentais descritas na literatura, nem sempre foram verificados os
resultados pretendidos (Tabela 6). Para além disso, nem sempre se obtiveram resultados
reprodutiveis em todas as tentativas de sintese de macroiniciadores POEOMA>-Br (entradas 1 e

2, Tabela 6).

Tabela 6 - Conversio de monémero e My € e D dos macroiniciadores POEOMA-Br sintetizados por ICAR
ATRP. Condigoes de reacio: [OEOMA]o/[EBPA]o/[CuBrz]o/[TPMA]o/[V-50]0 = 40/1/0,04/0,08/0,3, IPA/agua
95/5% (v/v); [OEOMA]o = 0,43 M; T =56°C , Vota = 30 mL

Tempo de Tempo

Conversio
Entrada purga N2 reagio % b M,SEC x 1073 Dpth
(min) (min)

1 30 120 94 1,32 19,1 37
2 30 100 11 1,08 5,6 4
3 40 110 3 * -
4 40 100 37 * 15
5 60 100 20 * 6
6 60 120 59 * 23
7 60 120 85 1,23 20,1 39
g 90 240 - " "
9 90 240 40 1,46 8,5 17

* As amostras ndo foram analisadas por SEC, porque o equipamento esteve em manutengdo, tendo sido apenas analisadas por
espectroscopia de RMN

** Verificou-se previamente, por SEC, que 0 mondmero tinha homopolimerizado durante o periodo de desgaseificagdo.

*** DPth = DP#"° x conversdo/100, com DP2¥° = [DPA]o/[EBPA]o (molar)
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Pensou-se entdo que a origem deste problema poderia estar relacionada com a ineficacia da
desgaseificagdo do sistema devido ao volume de mistura utilizado (~30 mL), pois a reacdo descrita
na literatura utiliza menor volume (~15mL) para o mesmo tempo de desgaseificacao (30 min).
(Baptista et al., 2023) A estratégia adotada em seguida para tentar melhorar os resultados, foi o
aumento do tempo de purga da mistura reacional com azoto. A presenga de oxigénio tem um papel
inibidor no equilibrio quimico das reagdes redox, oxidando o complexo catalitico metal/ligante,
afetando assim a extensao global da polimerizacdao. Por isso, ¢ expectavel que a conversao de
mondmero seja baixa, ou mesmo inexistente, na presenca de oxigénio. (Szczepaniak et al., 2021)
O tempo de desgaseificagdo foi variado de 30, 40 e 60 min, sendo que esta estratégia nao se revelou
totalmente eficaz devido a falta de correlagdo entre o tempo de purga ¢ o aumento da conversao de
monomero (entradas 2, 4 e 5 da Tabela 6). Assim, prosseguiu-se entdo com o aumento do tempo
de reagdo a fim de verificar se a reacdo progredia em termos de conversdo de mondmero.
Estabelecido o tempo de desgaseificagdo de 60 min e o tempo de reagdo de 120 min, realizaram-se
duas sinteses que permitiram obter os macroiniciadores POEOMA3-Br e POEOMA37-Br (entradas
6 ¢ 7 da Tabela 6), com um DP proximo do pretendido. Devido a baixa quantidade de
macroiniciador POEOMA3;-Br recuperado, este s6 foi utilizado em posteriores experiéncias
preliminares de preparagdo de copolimeros POEOMA-b-PDPA-Br. Relativamente as experiéncias
apresentadas nas entradas 8 ¢ 9 da Tabela 6, estas foram realizadas no final do projeto, com vista a
obter outro lote de macroiniciador POEOMA-Br, caso fosse necessario para a sintese de
copolimeros, optando-se por fazer o scale-up da reagdo pelo dobro, por motivos de quantidade.
Assim, o tempo de reagdo e de desgaseificacdo também foram aumentados para o dobro com vista
a manter as condi¢cdes de reacdo adequadas ao volume da mistura. De modo a avaliar a
polimerizagdo em maior escala, prepararam-se amostras para injecdo em SEC, apds a
desgaseifica¢do, no inicio de reacdo e no final da reacdo. Neste processo, verificou-se que durante
a desgaseificacdo ocorreu homopolimerizacio do monomero (Tabela 6, entrada 8). Sendo a
temperatura um fator que promove o inicio da polimerizac¢do, decidiu efetuar-se o processo de
desgaseificagdo com o reator mergulhado num banho de gelo para prevenir a homopolimerizagao.
Esta estratégia revelou-se eficaz, pois a polimerizacdo correu como o esperado, obtendo-se o

polimero POEOMA 17-Br (Tabela 6, entrada 9).
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A estrutura quimica dos macroiniciadores POEOMA-Br foi confirmada por espectroscopia
de 'H RMN e a Figura 2 apresenta os espectros das amostras selecionadas para a preparacio de

copolimeros POEOMA-b-PDPA-Br neste trabalho.

POEOMA,;

POEOMA,, 14

D,0

POEOMA,,

D,0

Figura 2 - Espetros de RMN, em D20, dos macroiniciadores POEOMA37-Br, POEOMA39-Br e POEOMA 17-Br
puros, obtidos por ICAR ATRP. Condi¢oes de reacio: [OEOMA]o/[EBPA]o/[CuBr2]o/[TPMA]o/[V-50]0 =
40/1/0,04/0,08/0,3; IPA/agua 95/5% (v/v); [OEOMA]¢= 0,43 M; T =56 °C.

Através dos espectros de RMN, foi também possivel determinar o peso molecular médio
dos macroiniciadores POEOMA-Br, pela integracdo do sinais correspondentes ao fragmento de

iniciador e de polimero, de acordo com as equacgdes 5 e 6:

sinal k
pp = 2 Hsinal k (5)
sinal c
n? H sinal ¢
Mi"N = DP X Mggoma + Mggpa (6)

,com Moroma, massa molar do mondémero € Mggpa, massa molar do iniciador

O peso molecular médio numérico e a polidispersividade dos macroiniciadores POEOMA -
Br foram também determinados por SEC em THF (Tabela 7) através da calibragao TriSEC e os

cromatogramas das amostras encontram-se representados na Figura 3.
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— POEOMA,,-Br; B=1,25

—— POEOMAy-Br; B=1,23

— POEOMA,,-Br; B =1,46

Volume de Retengéo (mL)

Figura 3 - Cromatogramas (sinal RI normalizado pelo Mu), obtidos por SEC THF, dos macroiniciadores
POEOMA-Br selecionados.

A Tabela 7 retine os pesos moleculares médios numéricos experimentais dos macroiniciadores
POEOMA-Br, determinados por espectroscopia de '"H RMN (M,"MN) ¢ SEC (M,5E©), bem como o
peso teorico (Mn™), determinado através da conversdo de monomero atingida na sintese do
respectivo polimero. Os resultados mostram que o(M," determinado é concordante com 0s pesos

SEC & M,"MN) sugerindo alta eficiéncia de iniciagdo e bom controlo sobre o

experimentais (M,
crescimento das cadeias durante a polimerizagdo (P < 1,50). Apesar de ndo se ter atingido o DP
pretendido (DP = 22), por limitacdo de tempo, optou-se por prosseguir para a etapa de sintese de
copolimeros com o macroiniciador disponivel em maior quantidade (POEOMA39-Br), para que

todos os copolimeros POEMA-b-PDPA tivessem o mesmo segmento de POEOMA-Br.

Tabela 7 - Peso molecular e polidispersividade dos macroiniciadores POEOMA-Br obtidos por ICAR ATRP.
Condigoes de reacio: [OEOMA]o/[EBPA]o/[CuBr2]o/[TPMA]o/[V-50]0 = 40/1/0,04/0,08/0,3; solvente: IPA/Agua
95/5 % (v/v); [OEOMA]o =0,43 M; 7 =56°C

Macroiniciador M,"x 107 MM % 1073 MSEC x 1073 D

~ POEOMAy-Br 189 196 200 125
POEOMA9-Br 17,8 18,7 19,3 1,23
POEOMA 7-Br 8,2 8,6 8,9 1,46
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4.2 Sintese de Copolimeros (POEOMA-b-PDPA-Br)

A sintese dos copolimeros POEOMA-H-PDPA-Br foi realizada através da extensdo de
cadeia dos macroiniciadores POEOMA-Br preparados (sec¢do 4.1) com o monomero DPA,
utilizando como base um sistema reacional de SARA ATRP descrito na literatura, (Gois et al., 2018)
com recurso ao ditionito de sddio (NaxS204) como agente SARA, CuBr2/MesTREN como sistema
catalitico em IPA/agua a 40°C. Para atingir a variagao da polidispersividade dos polimeros,
mantendo o peso molecular médio dos mesmos, foram investigadas duas estratégias diferentes: (i)

variagdo da concentracdo de agente SARA e (ii) variagdo da concentracdo de sistema catalitico.

4.2.1 Variacao da concentracio de agente SARA Na2S204

Em primeiro lugar, foi utilizada a estratégia de alteragdo da concentragdo de agente SARA
(Na2S204). A concentracdo de agente redutor tem influéncia na extensdo da reagdo global,
modificando a velocidade de reducdo do complexo CuBr2/MesTREN e formacdo do complexo
ativador CuBr,!"/MesTREN. Assim sendo, ¢ de esperar que uma menor concentra¢io de Na,S>04
resulte numa reacao mais lenta € de menor extensao. Na literatura foram testados racios de NaS>04
entre 30, 40 e 50% em relacdo a concentragdo molar de iniciador, e os resultados que obtiveram
foram polimeros com pesos moleculares na mesma gama (M, ~ 18 000 ) e com polidispersividades
diferentes entre (P ~1,3 e 1,4).(Gais et al., 2014) Nas condi¢des aqui trabalhadas, o objetivo era
replicar o descrito, para um DPppa alvo de 100, atingir conversdes de cerca de 80% o que
corresponderia ao valor pretendido nesta sintese para originar os copolimeros obtidos

(POEOMA2-b-PDPAg7).

Diferentes amostras de mistura reacional foram recolhidas durante as polimerizagdes
realizadas com [POEOMA-Br]o/[Na>S204]0 = 1/0,3 e 1/0,5 para avaliar a evolucao da conversao
de monoémero DPA e do M, %€ e D dos copolimeros POEOMA-bh-PDPA-Br ao longo do tempo
(Figura 4).
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Figura 4 - a) Grafico de cinética e b) evolucdo do peso molecular médio numérico (Mn) e polidispersividade
(D), da extensao de cadeia de POEOMA-Br com DPA, usando diferentes racios [POEOMA-Br]o/[Na2S204]o.
Condicdes de reacio: [DPA]o/[POEOMA]o/[Naz2S204]o/[CuBr2]o/[Mes TREN]o = 100/1/0,5/0,1/0,2, IPA/agua
95/5 (v/v)%, [DPA]o=1,17 M; T =40 °C, Vtota =2 mL

Os resultados mostram que, como esperado, a polimerizacdo foi mais lenta quando o racio
molar de [POEOMA-Br]o/[Na2S204]o = 1/0,3 foi usado, em comparagdo com racio molar de 1/0,5
(Figura 4 (a)). No entanto, observando o grafico da Figura 4 (b), € possivel perceber que a variacao
da polidispersividade em cada uma das reagdes ao longo do tempo nao foi significativa (D = [1.2
— 1.3]), como era pretendido. Como os resultados desta estratégia ndo se mostraram promissores
no controlo da polidispersividade dos copolimeros € como o Na>S>O4, para além de reduzir o
complexo desativador, participa também em reacdes da ativagdo suplementar de espécies
dormentes, o que poderia tornar o comportamento ndo tdo previsivel, decidiu-se investigar outra

estratégia para o efeito (ver sec¢do 4.2.2.).

4.2.2 Variacao da concentrac¢ao de catalisador CuBr2/MesTREN

De entre as estratégias que existem para controlar a variagdo da polidispersividade
mantendo o peso molecular constante, a selecionada em alternativa a anterior foi a variagdo de
concentragdo de catalisador (CuBr/MesTREN). O catalisador tem um papel preponderante na
velocidade e controlo da reagdo, ja que ¢ ele o responsavel pela manutengao do equilibrio dindmico
entre espécies dormentes e radicais em crescimento. E de esperar que a diminuigio progressiva da
concentragdo de CuBr2/MesTREN faga com que a reagdo seja mais lenta e que haja um alargamento
da distribui¢do de pesos moleculares, devido a menor capacidade de desativagdo das cadeias
poliméricas em propagagdo. A concentracdo de CuBr; utilizada na reagdo anterior foi de 1000 ppm

(em relagdo a concentragdo de monodmero), sendo que para o estudo da sua variacdo foram testadas
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as seguintes concentragdes: 1500, 750, 500 e 250 ppm. O grafico da Figura 5 (a) ilustra a cinética
de primeira ordem das reacdes de formacdo dos copolimeros, que parecem apresentar uma
velocidade semelhante na gama de concentracdo de catalisador investigada. Devido ao baixo
numero de amostras analisadas na maioria das reagdes, ndo foi possivel determinar o valor da

constante aparente de velocidade de propagacao.

(a) (b)
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Figura 5 - a) Grafico de cinética e b) evolucdo do peso molecular médio numérico (Mn) e polidispersividade
(D), da extensio de cadeia de POEOMA-Br com DPA, usando diferentes [CuBr:]o. Condi¢des de reacio:
[DPA]o/[POEOMA Jo/[Na2S204]0o/[CuBrz]o/[MesTREN]o = 100/1/0,5/[CuBr:]0/0,2, IPA/agua 95/5 (v/v)%,
[DPA]o=1,17 M; T =40 °C, Vtota = 2 mL

Relativamente ao peso molecular, fazendo a analise comparativa considerando 50% de
conversdo de mondmero, ¢ possivel verificar que houve um aumento do mesmo para as duas
concentracdes mais baixas de CuBr; testadas (500 e 250 ppm). Para além disto, foi observada alta
viscosidade das misturas reacionais. Isto pode sugerir baixa eficiéncia de iniciacao, o que serd de
esperar com insuficientes concentragdes de catalisador.(Whitfield et al., 2019) Analisando o efeito
da redugdo da concentracdo de catalisador na variagdo da polidispersividade, observa-se que a
estratégia adotada permitiu preparar copolimeros com uma gama relativamente alargada de
polidispersividade (P = [1,2 — 1,5], Tabela 8 e Figura 5 (b)), como esperado. Para além disso, as
polimeriza¢des conduzidas com 250, 750 ou 1500 ppm permitiram obter copolimeros com peso
molecular semelhante e polidispersividade distinta (M,S5C = 45 000, D = 1,48 ou 1,33 ou 1,27,

Tabela 8), como pretendido.
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Tabela 8 - Peso molecular médio numérico e polidispersividade dos copolimeros POEOMA 39-b-PDPA« obtidos
por SARA ATRP. Condigoes de reacdo: [DPA]o/[POEOMA]o/[NazS204]o/[CuBrz]o/[MesTREN]o =
100/1/0,5/[CuBr2]o/0,2, IPA/agua 95/5 (v/v)%, [DPAJo= 1,17 M; T =40 °C, Viotar =2 mL, t =7h

[CuBr2]o
Entrada . My" x 107 MSE€ x 107 b
ppm
1 1500 28,3 44,6 1,27
2 1000 29,5 38,6 1,24
3 750 32,6 45,2 1,33
4 500 27.6 52,0 1,49
5 250 36.8 432 1,48

*t=4h.

Deste modo, foram realizadas novas reagdes de sintese para verificar a reprodutibilidade
dos resultados e para preparar amostras em quantidade suficiente para os ensaios de caracterizacao
na presenca de material genético. A caracterizacdo dos copolimeros obtidos encontra-se

apresentada na Tabela 9.

Tabela 9 - Peso molecular Peso molecular médio numérico e polidispersividade dos copolimeros POEOMA 39-
b-PDPA« preparados por SARA ATRP (reproducio de procedimentos experimentais).

Copolimero M,"x 107 MM X 1073 M,SE€ x 107 D
POEOMA 39-b-PDPA74 29,5 34,6 40,7 1,27
POEOMA 39-b-PDPA4; 25,9 27,4 35,9 1,65
POEOMA 39-b-PDPA39 25,9 27,0 44,7 1,83

Os resultados obtidos na reprodutibilidade das reagdes mostraram-se concordantes com 0s
estudos cinéticos realizados, a excecdo do copolimero obtido usando [CuBr2]o = 750 ppm, que

apresentou D > 1,5 e M,SEC

relativamente mais baixo que os restantes (Tabela 9), pelo que esta
amostra nao foi considerada para o estudo. Apds a revisdo das caracteristicas dos varios
copolimeros sintetizados, ¢ da quantidade disponivel de cada um, foi possivel selecionar trés
amostras de POEOMA39-b-PDPA, com valores semelhantes de peso molecular (M, =~ 45000) e
polidispersividades diferentes, para serem usadas no estudo da influéncia da polidispersividade no

desempenho dos polimeros como transportadores de material genético. Estes copolimeros foram
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purificados por dialise contra 4gua e posteriormente caracterizados por espectroscopia de 'H RMN

(Figura 6) e por SEC (Tabela 10).

POEOMA,;-b-PDPA;,
al’ ul qJ E
CcDCI
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.,
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Figura 6 —Espetros de 'H RMN em CDCls dos copolimeros POEOMA39-b-PDPA em estudo.
De modo semelhante ao que foi feito para os macroiniciadores de POEOMA-Br (ver seccao

4.1), foi possivel determinar o DP do DPA nos copolimeros e, por sua vez o My"™N dos copolimeros,

através da integra¢do e normalizagdo dos sinais ¢ € s, relativamente ao sinal j (Figura 6). Os valores

obtidos encontram-se sumarizados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Copolimeros POEOMA39-b-PDPAx preparados por SARA ATRP e usados para o estudo da
influéncia da polidispersividade no desempenho dos polimeros como transportadores de material genético.

Copolimero M x 1073 MRMN x 1073 M,SEC x 1073 b pKa
POEOMA39-b-PDPA 74 29,5 34,6 40,7 1,27 *
POEOMA 39-b-PDPA ;g 36,7 30,2 46,0 1,42 6,25
POEOMA 39-b-PDPA39 21,0 27,0 44,7 1,83 )

* Nao determinado por amostra insuficiente

A determinacio do peso molecular dos copolimeros por SEC (M,>EC) foi feita com recurso
a calibragdo convencional, apenas baseada no sinal do detetor RI, que ¢ a disponivel no SEC aquoso
(Figura 7). Como tal, o valor apresentado na Tabela 10 ndo permite comparagao direta com o valor
teorico, para afericdo do nivel de controlo sobre o peso molecular durante a polimerizagdo. A
utilizacdo de uma calibragdo TriSEC permitiria determinar o peso absoluto dos copolimeros pelo
facto desta utilizar o sinal trés detetores (RI, viscosimetro e /ight scattering), como € o caso do SEC
THF disponivel no laboratério. No entanto, a analise de solu¢des de POEOMA-H-PDPA-Br em
THF mostrou a formagao de agregados de copolimero, ndo sendo por isso possivel prosseguir com
a injecdo das amostras no SEC THF. Pela andlise da Tabela 10, pode verificar-se que os pesos
moleculares obtidos por SEC se situam proximos do valor de 45 000 e sdo superiores aos
determinados por RMN (M.®MN) e aos tedricos (Ma™). Curiosamente, o My,"™N e M," sdo
relativamente concordantes, o que poderia indicar um bom controlo sobre a polimerizagdo. No
entanto, tendo em conta que os My\"MN¢™ do copolimero POEOMA39-b-PDPA39 sio inferiores ao
dos restantes copolimeros, mas o M,55C é semelhante, sugere que possa ter havido baixa eficiéncia
de iniciagdo, apesar de ndo ser notdrio nenhum “ombro” para baixos pesos moleculares no
cromatograma deste copolimero (Figura 7). A baixa conversdo de monomero atingida na sintese
do copolimero POEOMA39-b-PDPA39 (21%) em relacdo a obtida nas restantes sinteses (=~ 55%), a
baixa concentracdo CuBr; utilizada, bem como a elevada polidispersividade do copolimero ( D =
1,83) suportam também esta hipotese. E importante referir que, se for este o caso, as cadeias de
macroiniciador POEOMA-Br permanecem na amostra de copolimero, pois estas apresentam um
tamanho superior ao do cut off (1000) da membrana de didlise usada no processo de purifica¢dao do
copolimero. Para a verificacdo desta hipotese, procedeu-se a analise de SEC do macroiniciador

POEOMA-Br nas mesmas condi¢des das usadas para os copolimeros (SEC aquoso). No entanto,
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infelizmente, mas nao foi possivel identificar o pico correspondente a este polimero, provavelmente
devido a falta de compatibilidade com o eluente usado. Isto também pode explicar a auséncia de
pico de macroiniciador nas amostras de copolimeros (Figura 7). Sendo assim, muito
provavelmente, o DP do DPA do copolimero POEOMA39-b-PDPA39 € superior ao determinado, o
que pode ter influéncia nos resultados obtidos na presenca de material genético, visto que o PDPA

¢ 0 segmento responsavel pela complexacdo do mesmo.

—— POEOMA,-b-PDPA, ; B = 1,42
—— POEOMA;4-b-PDPA,, ; B = 1,27

—— POEOMA4-b-PDPAz; B = 1,83

10 11 12 13 14 15 16 17

Volume de Retengao (mL)

Figura 7 - Cromatogramas(sinal RI normalizado pelo M,5%C), obtidos por SEC aquoso, dos copolimeros
POEOMAG:9-b-PDPAx em estudo.

4.2.3 Determinacio do pKa

Os copolimeros em estudo sdo sensiveis ao pH devido a presenca do segmento de PDPA,
que contém grupos amina que ficam protonados a baixo pH e desprotonados a pH elevado.
(Baptista et al., 2023) Como tal, a determinagdo do valor de pKa, ou seja, o valor de pH ao qual
50% dos grupos amina presentes no polimero se encontram protonados, ¢ de extrema importancia
para os ensaios na presenca de material genético. Isto porque a complexagdo entre material genético
e polimero se dé através de interacdes electroestaticas e, como tal, ¢ necessario conhecer-se o racio
N/P. Este € quantitativo do racio entre cargas positivas do polimero (grupos amina, N) e cargas
negativas do material genético (grupos fosfato, P). Este parametro influencia tanto o tamanho da
nanoparticula originada como a sua carga superficial que determina a sua performance na interagao
com o material genético e posteriormente a sua capacidade de transfecdao celular. Para valores
maiores de N/P, a libertagdo intracelular de biomoléculas ¢ favorecida. (Dana J. Garya et al., 2013)

Através da titulagao dos copolimeros com NaOH, foi possivel observar a evolugao do pH ao longo
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da adi¢do de base, permitindo assim a determinacdo do pKa e o tragado da curva de grau de
ionizacdao em fung¢do do pH (Figura 8). As amostras testadas para a medi¢cao do pKa, ndo foram as
testadas para a eficiéncia de encapsulagdo a exce¢do de POEOMA39-b-PDPAss, por falta de
material. No entanto, os resultados obtidos (Tabela 11) mostram que ndo houver variagao
significativa do pKa com a polidispersividade dos copolimeros. Os polimeros analisados mostram
uniformidade nos resultados, apresentando perfis semelhantes quanto a sua capacidade tampao e
valor de pKa (em torno de 6,3), estando de acordo com o reportado na literatura para polimeros
semelhantes (POEOMA39-b-PDPAg4, pKa = 6,3). (Baptista et al., 2023) Importa salientar que ao
pH a que os poliplexos sdo preparados (pH =4,5) todos os copolimeros estdo totalmente protonados

(Figura 8 b)).

Tabela 11 - pKa de copolimeros POEOMA39-b-PDPAx com Mn semelhante e polidispersividade diferente.

Copolimero M,SE€x1073 P pKa
POEOMA 39-b-PDPA5s 44,0 1,20 6,26
POEOMA 39-b-PDPA7, 447 1,32 6,30
POEOMA 39-b-PDPA g 46,0 1,42 6,25
(a) (b)
14 - — POEOMA;-b-PDPA,, ;
1o | — POEOMA;-b-PDPAS,
— POEOMA,-b-PDPA, 0,8 1
10 - @
&
8 1 § 06
I o
Q Q
61 $ 04
T
41 o
0,2
2
0 . . : 0 . ; ) , .
0 2000 4000 6000 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
Volume de NaOH (uL) pH

Figura 8 - a) Curva de titraciio e (b) curva da evolucio do grau de protonacio em funcio do pH POEOMA 39-
b-PDPAx com M» semelhante e polidispersividade diferente
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4.3 Influéncia da polidispersividade na eficiéncia de encapsulacao

Como ja descrito na sec¢ao 2.4.1, o copolimero POEMA-b-PDPA ¢ responsivo ao pH devido
a presenca de grupos amina na estrutura quimica do segmento de PDPA, que ficam protonados em
ambiente acido. Nestas condi¢des, o copolimero adquire carga positiva, permitindo assim a
complexacdo de material genético, através de interacdes eletrostaticas, para formar poliplexos.
Considerando os valores de pKa determinados e a evolugao do grau de protonagao dos copolimeros
com a variacao do pH (Tabela 11 e Figura 8 b)), confirma-se que estes apresentam um grau de
protonacdo perto de 100% ao pH em que foram preparados os poliplexos (solugdo tampao a pH =
4,5), como referido anteriormente. Assim, todos os grupos ionizados estardo disponiveis para
complexacdo. A eficiéncia de encapsulagao/complexacdo de sRNA foi determinada para os trés
copolimeros em estudo, numa gama de concentra¢cdo de 0,05 mg/mL a 1 mg/mL, e os resultados

estdo apresentados na Figura 9.

Solugao de copolimero e sRNA em acetato de sodio apH = 4,5

b=183
1009 POEOMA;zq-b-PDPAsg
904
80+
70+
604
50

Concentragdo de copolimero

B=142

POEOMA3q-b-PDPAgg b=121

POEOMAgq-b-PDPA;,

Eficiéncia de Encapsulagao (%)

Figura 9 — Grafico da eficiéncia de encapsulacio em fun¢ao da concentraciio de copolimero.

Os resultados sugerem que o aumento da polidispersividade dos copolimeros levou a um
aumento da eficiéncia de encapsulacdo do material genético, principalmente para concentragdes de
polimero de 0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL (Figura 9). No entanto, tendo em consideragdo as
observagoes feitas na discussao dos resultados da obtencao dos copolimeros em estudo (seccao
4.2.2), esta influéncia pode nao se verificar. Isto porque, considerando que a amostra POEOMA39-
b-PDPA39 tem um segmento de PDPA maior do que o determinado, seria expectavel que este

copolimero apresentasse uma maior eficiéncia de encapsulacio de sRNA. Comparando os
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resultados obtidos para as amostras com P = 1,27 e D = 1,42 (Figura 9), parece ndo haver uma
influéncia notdria da polidispersividade na sua capacidade de complexagdo de material genético.
Para além disso, pode verificar-se que os valores de eficiéncia de encapsulagdo encontram-se na
mesma gama dos obtidos para um copolimero POEOMA39-b-PDPAess (MnSEC = 44,7 x 103, D =
1,23) semelhante aos estudados neste trabalho.(Baptista et al., 2023) Ainda, ¢ possivel estabelecer
comparagdo entre os resultados obtidos neste trabalho e o que ¢ reportado na literatura. (Wong Y.,
Sharon Putnam, 2018) Os autores referem que para poli(MAOS)/imidazol com polidispersividade
maior (P = 2,0; M, =50000) foi possivel obter complexos polimero/DNA mais estaveis e com alta
eficiéncia de encapsulagdo e transfecao celular, que polimeros com menor polidispersividade. No
entanto, ndo determinaram uma correlagdo direta entre a polidispersividade e eficiéncia de
encapsulacao, tal como sugeridos pelos resultados mostrados por comparagdo entre POEOMA 39-
b-PDPAsg e POEOMA39-b-PDPA74, ja que apresentam eficiéncias de encapsulacdo semelhantes
para todas as concentracdes testadas embora os polimeros tenham polidispersividades distintas (D

=1,42eD=127).

Para a confirmacao dos resultados obtidos nos testes de eficiéncia de encapsulacao, foram
realizadas experiéncias adicionais de eletroforese em gel de agarose, usando RNA livre como
controlo. As imagens apresentadas na Figura 10 permitem verificar que os resultados se mostram
concordantes com os obtidos na avaliacao da eficiéncia de encapsulagdo por espectroscopia de UV-
Vis (Figura 10), uma vez que para o polimero POEOMA39-b-PDPA39 se verifica uma boa interagdo
entre o copolimero e o sSRNA. No que diz respeito aos poliplexos formados pelos restantes
copolimeros, € possivel verificar a possibilidade de existir SRNA livre, visto que as corridas para

concentragdes maiores de copolimero (1 mg/mL e 0,5 mg/mL) mostram um leve arrastamento.
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POEOMA ;4-5-PDPA4, POEOMA-b-PDPAs, POEOMA;4-5-PDPA,

CEEE = o S == e e =

s m oy
.

o

Bc 1 o5 025 01 0.05

Figura 10 - Eficiéncia de encapsulacio em funcio da concentraciio de copolimero POEOMA 30-b-PDPA (x
=39, 58 ou 74) a pH = 4,5, obtida por eletroforese em gel de agarose. A linha C representa a mobilidade do sSRNA
livre, a uma concentracdo de 20 pg/mL, usada como controlo. Os nimeros em cada linha representam a

concentracio de copolimero em mg/mL.

4.4 Tamanho e carga de superficie das particulas

A avaliac¢ao do tamanho e carga dos poliplexos formados, foi efetuada para o copolimero que
apresentou maior eficiéncia de encapsulagdo, o POEOMA39-b-PDPA3y. Como controlo, foi
efetuada a medi¢do do sSRNA livre. Os resultados apresentados na Tabela 12 permitem dizer que os
poliplexos preparados com uma concentragdo de copolimero entre 1 mg/mL e 0,25 mg/mL sao
adequados a entrega de material genético em células tumorais, pois a carga de superficie € positiva
e o tamanho de particula situa-se entre 100 nm e 600 nm. (Baptista et al., 2023) Atendendo a
eficiéncia de encapsulacdo (Figura 9), o sistema mais promissor serd aquele preparado com
concentracdo de copolimero de 0,25 mg/mL. Por outro lado, os resultados mostram que os
poliplexos formados com concentragdao de copolimero inferior a 0,25 mg/mL, apresenta carga de
superficie negativa. Isto sugere que a quantidade de polimero disponivel ndo ¢é suficiente para
encapsular o material genético totalmente na particula, ficando este possivelmente complexado na
periferia das poliplexos. No entanto, atendendo a alta eficiéncia de encapsulacdo verificada nestas
condi¢des, a carga negativa pode também dever-se a elevada ocupagdo dos grupos de amina

protonados. No geral, os ensaios mostram que ha interagdo entre o SRNA e o copolimero.
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Tabela 12 - Resultados da medicao do potencial zeta de SRNA livre e poliplexos de POEOMA 39-b-
PDPA39/sRNA e tamanho de particula dos poliplexos, preparados a pH = 4,5, para diferentes concentracdes de
copolimeros.

Potencial Zeta de SRNA (mV)

-47,04 £ 1,56

Tamanho dos complexos POEOMA39-b-PDPA39-sRNA (nm)

[ POEOMAG39-b-PDPA39] Tempo de Tamanho da Particula
Potencial Zeta (mV)
(mg/mL) incubac¢io (min) (nm)

1 31,2+£1,22 109,34 £ 20,32

0,5 32,67+ 1,03 151,43 £25,77

0,25 15 14,03 £ 0,33 103,87 £29,29

0,1 -21,19£3,45 88,4 £ 20,72
0,05 -21,05+£3,20 775,87 £ 58,77
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5. Conclusoes e perspetivas de trabalho futuro

No presente trabalho, foi avaliada a influéncia da polidispersividade de copolimeros
POEOMA,-b-PDPA, na sua aplicagdo enquanto vetores de entrega de material genético para
tratamento do cancro. Primeiramente, foi feita a sintese de macroiniciadores de POEOMA-Br por
ICAR ATRP. Verificou-se que foi necessario aumentar o tempo de purga e o tempo de reagdo para
obter resultados concordantes com os da literatura, em termos de conversdo de mondmero € peso
molecular do polimero, devido ao maior volume de mistura reacional usada neste trabalho (dobro).
Os copolimeros POEOMA-b-PDPA-Br foram preparados por SARA ATRP, com a utilizacao de
NaS>04 como agente SARA, por extensdo de cadeia do macroiniciador POEOMA39-Br. Para
variagdo da polidispersividade dos copolimeros, foi variada a concentragdo de agente SARA, nao
tendo sido verificadas alteracdes significativas no parametro pretendido (P = [1,2 — 1,3]). A
variagdo da concentragdo de catalisador ([CuBr2]o =[250 — 1500] ppm) verificou-se uma estratégia
mais promissora na varia¢ao da polidispersividade, tendo resultado na preparagdo de 3 copolimeros
com peso molecular semelhante (M, = 45 000, , POEOMA39-b-PDPA74,, POEOMA39-b-PDPAss €
POEOMA;39-b-PDPA39) e diferente polidispersividade (P = 1,27; 1,42 e 1,83, respetivamente). A
avaliagio dos pesos moleculares Mn", M,RMN e M,SEC sugeriu que houve baixa eficiéncia de
iniciacdo durante a preparacdo do copolimero POEOMA39-b-PDPA39. Os resultados mostraram

que ndo houve influéncia da polidispersividade no valor de pKa dos copolimeros.

Os copolimeros, em diferentes concentragdes, foram complexados com sRNA e as eficiéncias
de encapsulagdo foram determinadas por UV-Vis, tendo-se obtido valores desde os 15% até aos
85%, sendo que os valores mais elevados, foram obtidos a uma concentra¢do de 0,25 mg/mL de
copolimero. Os resultados mostraram que a maior eficiéncia de encapsulagdo foi obtida para o
copolimero com o segmento de PDPA menor, POEOMA39-b-PDPA39, corroborando a andlise de
pesos moleculares que sugeriu baixa eficiéncia de iniciacdo, que conduziu a um segmento de PDPA
maior do que o determinado. Comparando as restantes amostras, ndo se verificou influéncia da
polidispersividade na eficiéncia de encapsulacdo. O tamanho (104 nm) e potencial zeta (positivo)
dos poliplexos POEOMA39-b-PDPA39/sRNA preparados com concentragao de copolimero 0,25
mg/mL, aliados a alta eficiéncia de complexacdo (85%) demonstraram estas nanoestruturas sao

adequadas para tratamento do cancro.
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Perspetivas de trabalho futuro

Tendo em conta os resultados obtidos neste trabalho, sugere-se que a parte de sintese dos
copolimero seja melhor compreendida, antes de avancar com o estudo na presenga de material
genético. Optar por comegar o estudo pela homopolimerizagao do DPA, sera mais vantajoso. As

seguintes tarefas sdo sugeridas como trabalho futuro:

e Avaliar a eficiéncia de iniciagdo durante a polimerizagao do DPA por SARA, partindo
de um iniciador de ATRP convencional, para diferentes concentragdes de catalisador

e Preparagdo de homopolimeros de PDPA com peso molecular semelhante e
polidispersividade distinta e posterior caracterizagdo dos poliplexos formados com
sRNA

e Preparar copolimeros POEOMA-bH-PDPA-Br com base no conhecimento adquirido na
estudo da homopolimerizagdo do DPA por SARA ATRP

e Investigar outras técnicas de variagcdo da polidispersividade (ex.: natureza do ligante)

na polimeriza¢do do DPA, que permitam alta eficiéncia de iniciagdo
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