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RESUMO

A terapia génica tem sido alvo de diversos estudos para o tratamento de diversas
doengas, especialmente no que tange o desenvolvimento de bons vetores para a
entrega de material genético. Neste ambito, buscando uma alternativa ao uso de
vetores virais, a polietilenoimina (PEI) tem sido amplamente estudada. Sua natureza
catibnica possibilita a formacao de poliplexos com o DNA, permitindo a permeacao
desse complexo na membrana celular e posterior liberagdo do material genético no
ambiente intracelular. A PEl desempenha um excelente papel na interagdo com o
DNA e transfecgdo génica, porém a PEIl de 25.000 g mol', a mais utilizada nas
pesquisas, apresenta consideravel citotoxicidade, enquanto suas correspondentes
de baixa massa molar apresentam baixa ou nenhuma citotoxicidade, apesar de
serem menos eficiente na complexacdo com o DNA e consequentemente na
eficiéncia de transfeccdo. Com base no exposto, o presente estudo visou a
modificag&o estrutural da PEI 2.000 g mol”' com os aminoacidos cisteina (PEI-Cis) e
histidina (PEI-His) e a avaliagao do efeito de tais modificagdes na interagao desses
oligbmeros com o DNA de timo de bezerro (ctDNA). Os resultados obtidos
demonstraram o sucesso das reagdes de modificacdo sem apresentar prejuizos a
capacidade de complexacado das PEls modificadas com o ctDNA, com as analises
de interacdo PEIls/ctDNA indicando a completa complexacdo em razdes N/P entre 1
e 5. Além disso, em razao nitrogénio/fosfato (N/P) 15 os poliplexos apresentaram ¢
de 20,9 mV, 22,3 mV e 23,1 mV e didmetros médios de 138,5 nm, 142,8 nm e 176,6
nm para PEI/ctDNA, PEI-Cis/ctDNA e PEI-His/ctDNA, respectivamente, sendo tais
caracteristicas consideradas adequadas para a permeacéo celular de acordo com a
literatura.

Palavras-chave: PEl; DNA; terapia génica; aminoacidos; poliplexos.



ABSTRACT

Gene therapy has been the subject of several studies for the treatment of various
diseases, especially with regard to the development of good vectors for the delivery
of genetic material. In this context, seeking an alternative to the use of viral vectors,
polyethyleneimine (PEI) has been widely studied. Its cationic nature enables it to
form polyplexes with the DNA, allowing this complex to permeate the cell membrane
and subsequently release the genetic material into the intracellular environment. PEI
plays an excellent role in interaction with DNA and gene transfection, but PEI of
25,000 g mol", the most widely used in research, shows considerable cytotoxicity,
while its lower molar mass counterparts show little or no cytotoxicity, despite being
less efficient in complexing with DNA and consequently in transfection efficiency.
Based on the above, this study aims to modify the structure of PEI 2,000 g mol”" with
the amino acids cysteine (PEI-Cis) and histidine (PEI-His) and evaluate the effect of
these modifications on the interaction of these oligomers with calf thymus DNA. The
results obtained showed that the modification reactions were successful without
jeopardising the modified PEIs' ability to complex with ctDNA. The PEIls/ctDNA
interaction analyses indicated complete complexation at N/P ratios between 1 and 5.
In addition, nitrogen/phosphate ratio (N/P) 15, the polyplexes showed C of 20.9 mV,
22.3 mV and 23.1 mV and average diameters of 138.5 nm, 142.8 nm and 176.6 nm
for PEI/ctDNA, PEI-Cis/ctDNA and PEI-His/ctDNA, respectively, and these
characteristics are considered suitable for cell permeation according to the literature.

Keywords: PEIl; DNA, gene therapy, amino acids, polyplexes.
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1 INTRODUGAO

Desde o primeiro contato da ciéncia com o DNA até os dias atuais a
complexidade desta macromolécula em sua estrutura e fungbes desperta o
interesse de pesquisadores das mais diversas areas. Na década de setenta, o
professor Paul Berg de Stanford desenvolveu a técnica de DNA recombinante para
fazer manipulagdes genéticas, tendo como lampejo inicial para o desenvolvimento
de tal técnica a forma de apresentagdo de doengas monogénicas dando inicio ao
que hoje se conhece por terapia génica (RABELO et al., 2018).

Muito embora as doengas monogénicas tenham sido o estopim das
pesquisas acerca da manipulagdo genética para fins terapéuticos, em pouco tempo
o foco dos estudos migrou para o tratamento dos mais diversos tipos de cancer e
até o ano de 2018, cerca de 65% de todos os testes clinicos de terapia génica eram
destinados a pacientes oncologicos (RABELO et al., 2018).

Para que a manipulacdo genética tenha aplicagdo terapéutica, sao
necessarios vetores de entrega de genes eficazes, neste aspecto é possivel dividir
estes vetores em duas grandes classes: os virais e os ndo virais. Ainda que os
vetores virais possuam intrinsecamente alta habilidade de transfeccdo génica,
muitas vezes acabam gerando respostas imunes do organismo além de terem alto
custo atrelado a sua produgao (SHYRLEI et al., 2020; FOLDVARI et al., 2016).

Como alternativa ao uso de vetores virais, tém sido desenvolvidas pesquisas
em torno da aplicagao de polimeros catiénicos para este fim e entre os polieletrélitos
estudados evidencia-se a polietilenoimina (PEI). Os polications sdo capazes de
formar poliplexos com o DNA através da interagao de suas cargas positivas com as
cargas negativas dos grupos fosfato do acido nucleico, e apds atravessar a parede
celular, pela diferenca de pH extra e intracelular, o material genético é liberado
dentro da célula (YUE; WU, 2013).

A PEI, especialmente de 25.000 g mol”, apresenta bons resultados em
interacdo com o DNA e transfecgdao génica quando comparada a outros polimeros
estudados, por outro lado, sua citotoxicidade n&do pode ser ignorada. Existe uma
relacdo de acréscimo de citotoxicidade com o aumento da massa molar da PEI,
porém suas correspondentes de baixa massa molar ndo demonstram resultados

satisfatérios em relagao a transfecgao génica (WAGNER et al., 2013).
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Neste cenario, o presente trabalho objetivou realizar modificagcbes com
aminoacidos na estrutura da PEI de baixa massa molar (2.000 g mol”) visando o
aprimoramento de sua interacdo com o DNA e consequente melhoria da habilidade
como vetor de terapia génica sem a indesejada citotoxicidade atrelada ao polimero

correspondente de massa molar mais alta.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a complexagao da PEI modificada com os aminoacidos cisteina e
histidina com o DNA de timo de bezerro (ctDNA).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modificar quimicamente a PEI com os aminoacidos cisteina e histidina;

e Caracterizar as PEls modificadas por meio de analise de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de prétons ('"H RMN);

e Estudar as interagbes do ctDNA com as PEls modificadas por meio de
espectrofotometria no ultravioleta e visivel (UV-vis), espalhamento dinadmico

de luz (DLS), fluorescéncia e potencial zeta (Q).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 TERAPIA GENICA

O aprimoramento genético feito através de corre¢des ou modificagdes dos
genes com fins terapéuticos pode ser colocado como uma definigdo simplificada
para a terapia génica. Para o funcionamento deste modelo terapéutico, se faz
necessario o uso de vetores que possam entregar o material genético responsavel
por esta modificacdo nas células de interesse, tais vetores podem ser divididos em
dois grandes grupos: vetores virais e vetores ndo virais (GONCALVES; PAIVA,
2017).

Segundo relatério da Rede Nacional de Especialistas em Terapias Avancadas
(RENETA) até o ano de 2020 haviam nove produtos de terapia génica com registro
para comercializagdo, dentre estes, apenas um deles nao faz uso de vetores virais,
sejam eles para aplicagéo direta ou indireta (ex-vivo) (CARVALHO et al., 2020;
ZYNTEGLO™,2023; BRASIL, 2022; AMSTERDA, [2016]).

Os vetores virais sdo, sem duvidas, os mais estudados para aplicacdo na
terapia génica, isso porque entre os critérios para que se tenha um bom vetor para
terapia génica, o primeiro é a alta capacidade de transportar e entregar material
genético nas células de interesse, caracteristica essa atendida naturalmente pelos
virus. Por outro lado, ainda que os vetores virais sejam trabalhados com o objetivo
de eliminar a patogenicidade encontrada em seus correspondentes de ocorréncia
natural, o sistema imune humano é tdo apurado que ainda assim é capaz de
detectar e tentar expulsar o organismo estranho que recebe, em forma de reagdes
muitas vezes tdo graves que podem inviabilizar o tratamento (SHIRLEY et al.,
2020).

Uma pratica comum para driblar a imunogenicidade dos vetores virais € a
administragdo de imunossupressores em paralelo ao tratamento de terapia génica,
porém o paciente pode ter problemas de saude secundarios decorrentes do uso de
drogas imunossupressoras em altas doses e/ou por longos periodos (FOLDVARI et
al., 2016). Esta falha do vetor coloca em vista a importancia de pesquisas em cima
de vetores nédo virais, que além da vantagem em relagao a baixa resposta imune do

corpo, apresenta-se de forma economicamente mais viavel.
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Dentre as alternativas ao uso de vetores virais, os polimeros sdo muito
estudados, especialmente os polieletrélitos catidnicos por sua possibilidade de
complexagdo com moléculas de acidos nucleicos. Além disso, suas caracteristicas
fisico quimicas conferem relativa facilidade em possiveis modificagcbes quimicas
visando aprimoramento em determinadas fungbes a serem desempenhadas por
estes materiais (YUE; WU, 2013).

3.2 POLIELETROLITOS E POLIPLEXOS

Polieletrolitos sdo macromoléculas com grupos ionizaveis em meio aquoso.
Estas macromoléculas podem ser de ocorréncia natural ou sintética e suas
caracteristicas especificas as fazem Uuteis para diversas aplicagcbes (AKYOL,;
KIRBOGA; ONER, 2014), como por exemplo no tratamento de agua, com estudos
acerca de sua aplicagcdo em sistemas para a remog¢ao de ions metalicos presentes
(MAGNENET et al., 2012; WAN et al., 2022) ou ainda aplicagdes na biotecnologia,
valendo-se da caracteristica de polieletrolito dos acidos nucleicos para formagao de
poliplexos com polimeros catidnicos naturais e/ou sintéticos (ARANDA-BARRADAS
et al., 2022; LIU; HU; FENG, 2020; YUE; WU, 2013).

Diversos estudos acerca de vetores de entrega de genes baseiam-se em
polimeros catibnicos encontrados de forma comercial, sendo os trés mais utilizados
nas pesquisas a polietilenoimina (PEI), a poli(L-lisina) (PLL) e a poliamidoamina
(PAMAM), dentre estes, a PEI tomou destaque por conta de sua capacidade de
transfecgdo elevada em relagdo aos outros citados, embora ainda ndo seja o
suficiente para competir com os vetores virais quando se trata desta mesma
habilidade (YUE; WU, 2013).

Quando em contato com macromoléculas de carga oposta, os polieletrélitos
podem formar complexos, chamados poliplexos. Dada a origem eletrostatica das
interacbes dos poliplexos, a sua formacdo e estabilidade sdo intimamente
relacionadas a caracteristicas como massa molar e nivel de ramificagdo da
molécula, ja que tais caracteristicas interferem direta e significativamente na
densidade de carga da espécie (JAGER et al., 2012).

Muito embora se trate da formagao dos poliplexos por termos eletrostaticos, o
que sugere que 0 processo segue uma lei entalpica, na verdade o que rege essa

interacdo € um processo entropico (YUE; WU, 2013). Polieletrélitos, quando em
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solugcédo, possuem uma dupla camada elétrica, quando ocorre a formacdo de um
poliplexo essa dupla camada elétrica é parcialmente destruida em ambas
macromoléculas envolvidas e os contra-ions até ent&o limitados a uma determinada
regido sao liberados para a solugdo, implicando em um aumento da entropia.
Nota-se que, isso nao significa que a formagdo do poliplexo ndo podera ser
entalpicamente favoravel, o que ocorre € que esse nao sera o fator determinante ja
gque em casos nos quais a solugcdo € mais concentrada e/ou os polieletrélitos
possuem maior carga a variagao de entalpia sera positiva mas ainda assim nao

impedira que o processo ocorra espontaneamente (VAN DER GUCHT et al., 2011).
3.3 POLIETILENOIMINA (PEI)

A polietilenoimina (PEI) € um polimero sintético cuja estrutura pode ser linear
ou ramificada (Figura 1). A PEI ramificada é polimerizada por abertura de anel a
partir da molécula aziridina, a PEI linear também pode ser sintetizada desta forma,
porém o0 mais comum é a obtengdo por meio da hidrdlise de poli(2-oxazolina)s
(ZHANG et al., 2022; TAUHARDT et al., 2011).

Sua estrutura consiste em uma cadeia heterogénea com a presenca de
aminas, sendo estas aminas exclusivamente secundarias no caso da PEI linear
(KAFIL; OMIDI, 2011) e na proporcao de 1: 2: 1 de aminas primarias, secundarias e
terciarias, respectivamente no caso da PEI ramificada, embora esta razao possa ser
diferente a depender das condigdes reacionais da polimerizagdo (HOLYCROSS;
CHAI, 2013; YUE; WU, 2013).

Figura 1 - Estrutura quimica da PEI ramificada.

NH,
NH ;HZ
HzN A \/\NH’/\/NH\/\N N N ~ 'NH,

N
EZN ~ONH \/\NHz

n
Fonte: elaborado pela autora.
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Dentre as caracteristicas mais importantes da PEI, pode se citar o valor de
pK, de cada grupo amino presente, pois através desta informagdo € possivel
mensurar as condicbes reacionais mais adequadas ao trabalhar com este
composto. As aminas primarias da PEI ramificada apresentam pK, de 94, as
aminas secundarias possuem pK, variando de 4,4 a 8,6 a depender de sua
vizinhanga dentro da cadeia polimérica, ja para as aminas terciarias a protonagao
dependera de um ambiente quimico bastante acido, pois devido a sua vizinhanca
quimica deficiente em elétrons, apresenta um pK, bastante baixo (HOLYCROSS;
CHAI, 2013).

Uma caracteristica decorrente da presenga de grupamentos amino com
diferentes pKa’s na cadeia polimérica da PEI é sua alta capacidade tamponante que
provoca o efeito de esponja de prétons. Supbe-se que a agao deste efeito na
transfeccdo génica seja associada ao aumento da pressdo osmoética apds a
protonacdo destes grupos, levando ao rompimento do endossomo (YUE; WU,
2013).

Embora a variagdo na massa molar de um polimero nao implique mudangas
em sua composicdo quimica, observa-se que a PEIl apresenta uma redugao
significativa em sua toxicidade quando a massa molar diminui de 25.000 g mol”
para 2.000 g mol™”. No entanto, a eficiéncia de transfecgdo tende a aumentar com o
aumento da massa molar da PEI. Para razdes PEI/DNA de até 10, a eficiéncia de
transfecgdo da PEI com massa molar de 2.000 g mol”' é muito baixa ou indetectavel,
enquanto a PEl com massa molar de 25.000 g mol” exibe altos valores de
transfecgdo mesmo em razdes baixas (como 5). Mesmo quando a razdo PEI 2.000
g mol/DNA é o dobro da razdo PEI 25.000 g mol"'/DNA, a eficiéncia de transfecgdo
da PEI de 2.000 g mol™" ainda ¢ inferior & da PEI de 25.000 g/mol. No que se refere
a citotoxicidade, a PElI de maior massa molar pode apresentar um grau de
citotoxicidade até aproximadamente 75% maior do que a sua contraparte de baixa
massa molar (DUBE et al., 2013; KIM et al., 2013).

3.4 ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA)
A estrutura do acido desoxirribonucleico (DNA - do inglés Deoxyribonucleic

acid) consiste em duas cadeias poliméricas compostas por quatro meros diferentes,

os nucleotideos. Tais nucleotideos sao formados pela desoxirribose ligada a um
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grupo fosfato e uma base nitrogenada que pode ser adenina, citosina, guanina ou
timina (ALBERTS et al., 2017).

A ligacédo entre as duas cadeias poliméricas ocorre por meio de ligagao de
hidrogénio entre duas bases nitrogenadas, sendo que que a adenina somente
podera se ligar a timina e a citosina podera se ligar somente a guanina e
vice-e-versa, isso porque a adenina e a guanina sado bases biciclicas (purinas),
enquanto a citosina e a timina sdo monociclicas (pirimidinas), e esta limitagdo das
ligacbes garante que as duas cadeias desoxirribose-fosfato sejam equidistantes em
qualquer lugar da estrutura, assim obtém-se uma molécula onde as bases estao
voltadas para o interior e os pares desoxirribose-fosfato para o exterior, se
conformando em posicdo de dupla hélice para otimizar o empilhamento das bases
no interior da molécula (Figura 2), a esta conformagao é dado o nome de B-DNA e
além desta existem ainda as conformagdes A-DNA e Z-DNA, que sao encontradas
apenas em ambientes quimicos e bioldgicos mais especificos (ALBERTS et al.,,
2017).

Figura 2 - Esquema da estrutura de dupla hélice do DNA (A) e orientagao espacial
dos grupos fosfato, bases nitrogenadas e desoxirribose (B).
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Fonte: adaptado de Alberts et al. (2017).

As bases nitrogenadas que compdéem o DNA, purinas e pirimidinas, séo
bases fracas e de estrutura aromatica, devido a esta estrutura de duplas ligacées
conjugadas, € associado ao DNA (e outros acidos nucleicos) um comprimento de

onda de maxima absorgao caracteristico de 260 nm, possibilitando um método de
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analise simples para estudos envolvendo esta classe de moléculas (NELSON; COX,
2014).

3.5 MODIFICAGOES DA PEI

Quando em razbdes PEI/DNA adequadas, concomitante ao aumento da
massa molar da PEI, ha o aumento da afinidade desta com os acidos nucleicos
(WAGNER et al., 2013). Neste caso parece pertinente utilizar PEI com massa molar
tdo alta quanto possivel para aplicagcbes em terapia génica, porém, ao avaliar a
citotoxicidade de PEI’'s de diferentes massas molares, foi constatado o aumento da
citotoxicidade para as moléculas de maior massa molar (WAGNER et al., 2013),
portanto se faz necessario encontrar o equilibrio entre eficiéncia de complexagao e
citotoxicidade para uma aplicagao segura e efetiva em tratamentos medicinais.

Assim, acreditando no potencial da PEI como vetor na terapia génica, mas
reconhecendo suas limitagdes, diversos estudos foram desenvolvidos visando o
aprimoramento de suas caracteristicas a partir de modificagcbes em sua estrutura,
podendo alterar aspectos como eficiéncia de complexagao e/ou liberagao de genes
e atenuacgao da citotoxicidade.

Albuquerque e colaboradores (2018) modificaram a PEI ramificada (25.000 g
mol') com lactose, os resultados apresentaram um consideravel decréscimo na
interacdo do polimero com o DNA, porém a PEl-lactose foi considerada livre de
citotoxicidade enquanto a captagao celular n&o foi prejudicada.

Enquanto de um lado ha estudos de modificacdo da PEI que visam atenuar
os efeitos citotdxicos da PEI 25.000 g mol”, outros buscam aprimorar caracteristicas
de transfeccao e interagdo com o DNA de PEls com massa molar mais baixa,
conhecidamente menos toxicas.

Neste cenario Karimov et al. (2021) obtiveram significativo aprimoramento de
biocompatibilidade e eficiéncia de transfeccdo para a PEIl de baixa massa molar
(2.000 g mol™) combinando reticulagdo com dissulfeto e posterior modificagdo com
tirosina. Com objetivo analogo, Wu et al. (2020) estudou os efeitos de modificagao
da PEl 600 g mol' com trés diferentes aminoacidos, chegando a caracteristicas
bastante proximas a da PEl 25.000 g mol' no que tange a transfecgdo génica
porém mantendo uma toxicidade bastante reduzida. Tais estudos trazem uma

perspectiva positiva para a utilizagdo da PEI de baixa massa molar ao invés da PEI



19

de 25.000 g mol™' que ja é mais consolidada e amplamente utilizada para pesquisas
com fins de aplicagdo em terapia génica.

Os melhores resultados em modificacbes da PEl sdo obtidos quando se
atinge um equilibrio entre a hidrofobicidade e a hidrofilicidade dos grupos inseridos
ja que a qualidade de um vetor de entrega de genes € medida de forma multifatorial
(LINSHA MALLI; PRIYA; REKHA, 2021; DE OLIVEIRA et al., 2023).

3.6 AMINOACIDOS

Os aminoacidos sdo moléculas bifuncionais - grupo amino e grupo acido
carboxilico - que quando polimerizadas formam um polimero linear chamado de
polipeptideo ou proteina. Dentre as centenas de aminoacidos conhecidos, 20 deles
sdo tidos como comuns, por serem frequentemente identificados nas proteinas
sintetizadas pelos organismos vivos (ALBERTS et al., 2017; NELSON; COX, 2014).

A estrutura de um aminoacido & constituida por dois grupos funcionais
caracteristicos e mais uma cadeia lateral “R” (Figura 3). Essa cadeia lateral é a
responsavel primordial pela diferenciacdo das caracteristicas e classificacdo dos
aminoacidos em cinco categorias baseadas essencialmente em sua polaridade e
pH: Apolares aromaticos, apolares alifaticos, polares sem carga, basicos e acidos.
Embora a maioria dos 20 aminoacidos comuns se enquadre satisfatoriamente em
uma dessas categorias, alguns como a histidina, cisteina e a glicina ndo conseguem
ser classificados de maneira absoluta (NELSON; COX, 2014).

Figura 3 - Estrutura quimica geral de um a-aminoacido.

O

R
OH

NH,

Fonte: elaborado pela autora.

Em geral, os 20 aminoacidos comuns sao a-aminoacidos, ou seja, 0 grupo

amino e o grupo carboxila sdo ligados ao mesmo carbono e neste mesmo atomo de
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carbono tem-se ligado o grupo R e o atomo de hidrogénio, exceto no caso da
glicina, o aminoacido de estrutura mais simples possivel, cujo grupo R € também um
atomo de hidrogénio. Portanto, tem-se neste carbono a, um centro quiral da
molécula que leva a dois enantibmeros possiveis por conta da geometria
caracteristica dos orbitais moleculares do carbono, e consequentemente entende-se

que os aminoacidos séo espécies opticamente ativas (NELSON; COX, 2014).
3.6.1 Histidina

A histidina é um a-aminoacido cujo grupo lateral € um metilimidazol (Figura
4). Sua classificacdo € na classe dos aminoacidos com grupo R positivamente
carregados, ou basicos. Porém, sua classificagcdo pode nao ser absoluta, ja que a
ligacdo dos nitrogénios do ciclo imidazol com os prétons é relativamente fraca, logo,

em pH neutro, a molécula é apenas parcialmente positiva (ALBERTS et al., 2017).

Figura 4 - Estrutura quimica da histidina.
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N
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Fonte: elaborado pela autora.

O ponto isoelétrico da histidina é de 7,59 e em uma curva de titulacao, este
aminoacido apresenta trés pontos de inflexao que dizem respeito ao pKa de cada
um dos grupos presentes: os dois esperados por seu grupo amino e acido
carboxilico, pKa’s 9,17 e 1,82, respectivamente e; o terceiro, pKa 6, referente a
protonacgéo do imidazol do grupo lateral (NELSON; COX, 2014).

No que se refere a terapia génica, as modificagdes da PEIl com histidina
relatadas apresentam significativo acréscimo na eficiéncia de transfeccao dos
genes, resultado atribuido ao aumento da capacidade tamponante do polimero
decorrente do pKa do grupo imidazol (DHANYA et al., 2018; WU et al., 2020;
ZHANG et al., 2022; SEO et al., 2022).
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3.6.2 Cisteina

Assim como a histidina, a cisteina € um a-aminoacido sintetizado pelo
organismo, seu grupo lateral consiste em uma metila ligada a um tiol (-CH,-SH)
(Figura 5) e sua classificacdo é mais ambigua, enquanto alguns autores a
classificam como um aminoacido de grupo lateral apolar (ALBERTS et al., 2017),
outros a colocam na classificagdo com grupo lateral polar ndo carregado (NELSON;
COX, 2014). E possivel compreender a classificacdo da cisteina como polar néo
carregada quando se olha para a definigdo deste grupo, que para Nelson e Cox
(2014) consiste em aminoacidos mais hidrofilicos que os apolares por conta da
presenca de grupos funcionais que formam ligacdo de hidrogénio com a agua,
considerando este parametro, a cisteina € um caso especial, pois € um acido fraco
que pode formar ligagdes de hidrogénio mais fracas que as convencionais com

oxigénio e nitrogénio.

Figura 5 - Estrutura quimica da cisteina.

O

HS OH
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Fonte: elaborado pela autora.

Seu ponto isoelétrico é de 5,07 e, assim como nos aminoacidos carregados,
apresenta trés pKa’'s, sendo 1,96, 10,28 e 8,18 referentes ao grupo acido
carboxilico, amino e tiol, respectivamente (NELSON; COX, 2014).

No contexto da terapia génica, a cisteina tem sido utilizada como vetor de
entrega de genes principalmente na forma de peptideos ou polipeptideos.
Bogacheva et al. (2017), trabalhou com polipeptideos contendo arginina, histidina e
cisteina como vetores de genes e atribuiu a cisteina uma funcao estabilizadora dos
poliplexos pelo aumento da interacédo entre o vetor e o material genético, tal fungao
€ devida principalmente a possibilidade de ligagdes dissulfeto entre os grupos tiol da

cisteina.
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Karimov et al. (2021) realizaram a modificagdo da PEI 2.000 g mol* com
tirosina associando a reticulagdo das cadeias poliméricas com ligagbes dissulfeto,
sendo que a reticulagao objetivou criar um vetor de maior massa molar a partir de
precursores de baixa massa molar. Tal técnica demonstrou melhoria da eficiéncia de
liberagdo de DNA dentro da célula pois as ligagbes dissulfeto sao reversiveis em
meio redutor, além disso, a reticulagdo nao gerou prejuizos a biocompatibilidade do

vetor.

3.7 INTERAGAO PEI/DNA

A formacgéao de poliplexos PEI/DNA é facilitada pela conformagéo das duplas
hélices de DNA, pois com os grupos fosfato negativamente carregados voltados
para fora da estrutura, estes ficam mais suscetiveis as interagdes eletrostaticas com
moléculas catibnicas.

A interacao entre a PEIl e o DNA se da primordialmente por meio da atracao
eletrostatica entre as cargas positivas das aminas do polimero e a carga negativa
dos grupos fosfato da molécula de DNA, conforme demonstrado em diversos
estudos de simulagdo computacional (SUN et al., 2011; ZIEBARTH et al., 2017,
FARCAS; BEU, 2018). Quando essa interacdo ocorre, se observa uma
neutralizacdo parcial de ambas as cargas que atuam na formagao do poliplexo,
porém € necessario que se mantenha certa quantia de carga superficial positiva
para que possa existir uma interagdo com a membrana celular negativamente
carregada, possibilitando a endocitose do polimero carregado com o material
genético (YUE; WU, 2013).

O processo de complexacdo PEI/DNA pode ser resumido em trés fases
atreladas a diferentes razdes entre nitrogénio (das moléculas de PEI) e fosfato (das
moléculas de DNA) (N/P): a primeira, em razdes N/P baixas, consiste no inicio da
complexagcédo do DNA com a PEI, neste momento as cargas superficiais medidas
ainda sao negativas e as macromoléculas estdo todas solubilizadas no meio,
evidenciando a complexacéo incompleta do DNA; num segundo momento ocorre a
completa complexacdo do DNA com a PEI, marcado por uma carga superficial
neutra, provocando uma compactacao da estrutura do complexo e a consequente
precipitacdo destes; e no terceiro momento com razées N/P mais altas, os

polications livres em solugado interagem com os poliplexos formados, causando um
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efeito de desnivelamento e consequente ressolubilizacdo dos poliplexos decorrente
do aumento de volume destes (BELLETTINI et al., 2017).

Apesar de muitos autores apontarem a completa complexacao do DNA com a
PEI (seja pura ou com estrutura modificada) em baixas razées N/P (entre 1 e 3), os
estudos de eficiéncia de transfeccao de genes indica sua maior eficacia sempre em
razdes N/P consideravelmente mais altas (ALBUQUERQUE et al., 2017; LIU; HU,
FENG, 2020; DE OLIVEIRA et al., 2023). Ao aprofundar os estudos acerca deste
fendmeno, foi constatado que em razdes N/P acima de 3, as cadeias catibnicas
coexistem em duas formas, sendo uma condensada ao DNA e as excedentes a esta
razao se encontram livres em solugéo (Figura 6), sendo constatado que séo estas
cadeias livres que, apesar de apresentarem maior toxicidade, sdo responsaveis pela

eficiéncia na transfecg¢ao génica (YUE; WU, 2013).

Figura 6 - Esquema da complexagao entre DNA e PEI em solugao.

N:P=3

N:P=10
Fonte: adaptado de Yue e Wu, 2013.

Em estudos posteriores foi elucidada a funcdo das cadeias de PEI livres no
acrescimo da eficiéncia de transfec¢do, sendo constatado que tais cadeias agem
especialmente no espacgo intracelular, limitando a diminuicdo do pH em volta dos
poliplexos liberados do endossomo e assim evitando a captagcédo destes poliplexos
pelos lisossomos, consequentemente mitigando a digestdo celular dos poliplexos
PEI/DNA e permitindo a chegada do material genético ao nucleo da célula. Além
disso, as cadeias de PEI livres otimizam a transcricgdo do DNA para RNA
mensageiros e posterior saida do RNA mensageiro do nucleo para o citosol (XU et
al., 2014; CAl et al., 2016).
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Tendo o exposto como fundamento e visando a viabilizagao da PEI de 2.000
g mol’ como um bom vetor de entrega de genes, no presente estudo foram
realizadas modificagdes em sua estrutura a fim de atingir um possivel incremento

em sua habilidade de interagdo com o DNA.
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4 METODOLOGIA

4.1 REAGENTES

O DNA do timo de bezerro (ctDNA - do inglés Calf Thymus DNA), o
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (98%), a N-hidroxissuccionimida
(NHS) (98%), a L-Cisteina (97%), a L-Histidina (99%) e o SYBR Green | foram
obtidos da Sigma-Aldrich, bem como a PEI de 2.000 g mol”" com polidispersao de
1,1. O tamp&o Hepes foi obtido da Exodo Cientifica. Para o ajuste do pH das
solugdes de polimero foi utilizada uma solugdo padronizada de acido cloridrico (HCI)

6,0 mol L. Em todos os experimentos foi utilizada agua de osmose reversa.

42 REACOES DE MODIFICAGAO DA PElI E CARACTERIZACAO DOS
PRODUTOS

Inicialmente foram preparados 15 mL de solugdo aquosa contendo 250,0 mg
(5,8 mmol) de PEI 2000 g mol” a solugdo foi mantida sob agitagdo por 24h e em
seguida o pH foi ajustado com uma solugdo de HCI (6,0 mol L") até a neutralidade
da solucdo. As solugdes de aminoacidos foram preparadas com 20% da quantia em
mol da PEI, em 5 mL de agua deionizada. Junto a solu¢gdo de aminoacido, EDC foi
adicionado na proporgao molar 1:1 (aminoacido:EDC) e a solugéo foi mantida sob
agitacao por 30 minutos.

A solucdo de aminoacido foi entdo adicionada gota a gota a solugéo
contendo a PEI, e posteriormente foi adicionado NHS a mistura na proporgcdo molar
de 1:4 em relagdo ao EDC. A mistura reacional foi mantida sob agitacao por 24h e
entéo foi dialisada em membrana de MWCO de 2.000 g mol™ por 6 dias com trocas
de agua diarias para eliminagdo de qualquer molécula de baixa massa molar que
nao tenha reagido com o polimero, o conteudo retido na membrana foi entdo seco
em estufa a 50 °C.

As caracterizagdes dos produtos da modificagido foram feitas através de 'H
RMN, utilizando agua deuterada como solvente (D,O) e FTIR.

Na Figura 7 estd representado um esquema dos procedimentos

experimentais desta etapa.
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Figura 7 - Representacao esquematica dos procedimentos de modificacdo da
PEI e caracterizacido dos produtos.
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Fonte: elaborado pela autora.

4.2.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Visando a caracterizagdo das PEls modificadas por FTIR, ambas foram
analisadas, bem como a PEI pura, em espectrofotdmetro FTIR Perkin EImer Frontier
por Refletdncia Total Atenuada (ATR). A faixa de numero de onda utilizada para

obtencao dos espectros foi de 4000cm™ a 500 cm™ com resolugéo de 2 cm™.
4.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de prétons ("H RMN)

Os espectros de '"H RMN das PEls modificadas foram realizados na Central
de Analises Quimicas da UFSC campus Florianépolis, em espectrofotobmetro de
ressonancia magnética nuclear de 400 MHz modelo NMR AS 400 da marca Varian.
As amostras foram diluidas em agua deuterada em tubos de 5 mm em concentracao

aproximada de 30 mg mL™".
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4.3 ESTUDO DE INTERACAO ENTRE PEls E ctDNA

4.3.1 Espectrofotometria no ultravioleta e visivel (UV-vis)

Para realizacdo de estudo de interagdo das PEls com o ctDNA, foram
definidas razdes nitrogénio/fosfato (N/P) entre 0 e 15. Para cada unidade de
repeticdo do ctDNA, com massa de 330,0 g mol™, atribui-se uma unidade de fosfato,
da mesma forma atribui-se uma unidade de nitrogénio para cada unidade de
repeticdo da PEl, com massa de 43,1 g mol' por mero e PEls modificadas, cujas
massas molares por unidade de repeticao foram recalculadas apds determinagao de
grau de substituicdo por '"H RMN.

Todas as solugdes utilizadas nas interagbes foram preparadas na
concentragéo de 0,2 mg mL™" utilizando tampdo Hepes pH 7,4 a fim de mimetizar a
condigdo do plasma sanguineo. As proporgdes volumétricas entre as solugdes de
ctDNA, PEI e tamp&o podem ser vistas no Apéndice A.

O preparo das solugdes de ctDNA/PEIs foi feito com 2 horas de antecedéncia
a analise, a fim de fornecer o tempo necessario para a maxima eficiéncia de
complexacao entre o DNA e os polimeros.

As analises foram conduzidas em espectrofotdbmetro modelo UV-1800 da

Shimadzu, com varredura na faixa de comprimento de onda de 200 nm a 400 nm.

4.3.2 Fluorescéncia

Para obtencao de espectros de emissao de fluorescéncia do SYBR Green |
uma solugéo de ctDNA de concentragédo 0,2 mg mL™" contendo o corante foi titulada
com as solugdes de PEls em concentragdo de 1,0 mg mL" em cubeta de quartzo
com as quatro faces polidas. Utilizou-se espectrofluorimetro RF-6000 da Shimadzu,
ajustando as aberturas das fendas de excitacdo e emissdo dos monocromadores
para 5 mm e definido os parametros para excitagdo das amostras em 497 nm com

registro da emisséo de 500 nm a 700 nm.
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4.3.3 Potencial zeta

Visando a determinagdo da carga superficial dos poliplexos em diferentes
razdes N/P (as mesmas utilizadas para espectrofotometria UV-Vis), obteve-se a
mobilidade eletroforética (Ug) dos poliplexos pela técnica de dispersédo de luz
eletroforética (ELS - do inglés Electrophoretic light scattering), utilizando o
equipamento ZetaSizer da Malvern no Departamento de Quimica da
UFSC-Floriandpolis em cubetas proprias para a analise. Tendo a mobilidade
eletroforética foi possivel determinar o potencial zeta ({) dos poliplexos através da

equacao de Henry (1).

U, = 2510 (1)

Onde ¢ corresponde a constante dielétrica do meio, n € a viscosidade e f(ka)

é a fungao de Henry cujo valor € de aproximadamente 1,5.
4.3.4 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O diametro médio e o indice de polidispersao dos poliplexos foi avaliado para
as amostras de razdo N/P= 15 pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS -
do inglés Dynamic light scattering). Para tal foi utilizado o equipamento ZetaSizer da
Malvern do departamento de Quimica da UFSC-Floriandpolis, as amostras foram
acondicionadas em célula confeccionada em poliestireno e ao equipamento é
acoplado um laser He-Ne que opera em comprimento de onda de 633 nm e angulo

de deteccdo de 173°.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 REACOES DE MODIFICACAO DA PEI

A sintese das PEls modificadas segue um mecanismo de substituicao

nucleofilica acilica, resultando na estrutura representada na Figura 8.

Figura 8 - Estrutura quimica da PEI modificada com aminoacido.
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Fonte: elaborado pela autora.

Para o sucesso da reacao € imprescindivel a neutralizacdo do pH da solugao
de PEI, pois isso garante que as aminas primarias estejam desprotonadas, com
seus pares de elétrons livres para o ataque a carbonila.

A amidagdo entre um acido carboxilico e uma amina n&o ocorre de forma
direta pois o préton do acido carboxilico € imediatamente removido, formando o
carboxilato, que é uma espécie nao suscetivel a ataques de nucledfilos (BRUICE,
2006). Dado esse fato, utilizou-se o EDC como agente de acoplamento, e o NHS em
seguida age na estabilizagdo do intermediario formado pela reacdo do EDC com o
aminoacido, este intermediario estabilizado pode entdo ser atacado por uma amina
nucleofilica liberando um bom grupo abandonador, conforme pode ser visto na
Figura 9 (SOMBRA, 2019).



Figura 9 - Esquema do mecanismo de acoplamento com EDC/NHS.
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Fonte: adaptado de Sombra (2019).

5.2 CARACTERIZAGCAO DAS PEIs MODIFICADAS

5.2.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
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Apés a finalizagdo da sintese de modificagao das PEls, a primeira analise

espectros de FTIR da PEI pura e das duas PEls modificadas.

Figura 10 - Espectros de FTIR da PEI, PEI-His e PEI-Cis.
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Fonte: elaborado pela autora.

para fins de caracterizagao realizada foi a espectroscopia de FTIR, que mede a
energia associada aos movimentos vibracionais de estiramento e dobramento das

ligacbes quimicas (PAVIA et al., 2010). Na Figura 10 estdo representados os
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Algumas bandas de absor¢cdo sdo comuns as trés analises, esse € 0 caso
das bandas entre 3000 e 2840 cm™ e as bandas em 1460 cm™ que correspondem
aos dobramentos e estiramentos, respectivamente, das ligagdes C-H em alcanos.
Para a PEI pura, ha ainda uma banda de estiramento em aproximadamente 3275
cm™ caracteristica da ligagdo N-H de aminas secundarias, nesta mesma regido
poderiam ser encontradas duas bandas de estiramento das ligagées N-H de aminas
primarias, possivelmente estas bandas foram suprimidas no espectro da PEI
ramificada pela banda unica referente a amina secundaria em virtude do maior
numero de aminas secundarias na estrutura em relagao as primarias (PAVIA et al.,
2010).

Um forte indicio do sucesso na modificacdo da PElI com ambos os
aminodcidos é a existéncia de uma banda pronunciada em 1630 cm™ que n&o existe
no espectro da PEI pura, caracteristica do estiramento das ligagdes C=0 da ligagao
amida formada. A banda de dobramento N-H em aproximadamente 1550 cm™ se
sobrepdem parcialmente a banda de 1630 cm™ dando uma impressao de dubleto a
este sinal (PAVIA et al., 2010). Além disso, nas PEls modificadas ha um
deslocamento para maior numero de onda do estiramento N-H, se apresentando

entdo em 3360 cm™.

5.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de prétons ("H RMN)

A segunda contribuicdo na caracterizagdo dos polimeros modificados foi a
analise por 'H RMN, anadlise cuja absorgdo de energia medida esta atrelada ao
nucleo dos atomos, mais especificamente ao seu spin. Em seu estado ndo excitado,
0s spins nucleares de um atomo adotam uma orientagéo aleatoria, a espectroscopia
por RMN mede a resposta da orientacdo desses spins quando aplicada uma fonte
magnética externa. Esta analise é altamente valiosa na determinacdo de estruturas
moleculares tendo em vista que spins nucleares sob diferentes ambientes quimicos
sentem um campo magnético resultante diferente e consequentemente exibe um
sinal diferente no espectro (MCMURRY, 2012). Os espectros obtidos para os

polimeros modificados podem ser vistos na Figura 11.
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Figura 11 - Espectros de '"H RMN [400 MHz, D,0, & (ppm)] da PEI-Cis e
Cisteina (A) e PEI-His e Histidina (B).
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Fonte: elaborado pela autora.

O espectro de '"H RMN da PEI ramificada apresenta sinais entre 3 2,2 e 2,6
ppm referente aos hidrogénios ligados aos carbonos dos grupos (-CH,-CH,-NH-)
(HOLYCROSS; CHAI, 2013). Assim, foi possivel definir o percentual de substituicao

de aminoacidos na PEI através das integrais dos sinais referentes aos hidrogénios
da PEI e dos aminoacidos.
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O espectro da cisteina contido na Figura 11A apresenta dois conjuntos de
sinais, sendo o primeiro entre & 2,8 e 3,1 ppm, correspondendo aos 2 hidrogénios
ligados ao carbono vizinho ao tiol; o segundo sinal estd aproximadamente em & 3,9
ppm e corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono a a carbonila e grupo amino.
No espectro da PEI-Cis (Figura 11A). Os sinais da molécula obtida apds a reacéo de
modificagdo esta suscetivel a pequenos deslocamentos frente aos iniciais, tendo em
vista que um novo ambiente quimico se estabelece, portanto, considerando os
sinais de & 2,5 a 3,0 ppm e & 3,0 a 3,6 ppm como sendo referentes a PEIl e a
cisteina, respectivamente, através da integracdo destes, constatou-se um grau de
substituicdo de aproximadamente 15% para a modificacdo da PEI com cisteina.

Para a determinagdo do grau de substituigdo da PEI com a histidina a analise
se deu de forma semelhante a descrita anteriormente. Conforme se observa na
Figura 11B, para a histidina ha dois multipletos, um entre & 2,9 e 3,2 ppm e outro
aproximadamente em © 3,9 ppm, referentes aos hidrogénios ligados ao carbono a
ao anel imidazol e ao hidrogénio ligado ao carbono a a carbonila e grupo amino,
respectivamente; outros dois sinais sao vistos em aproximadamente 6 7,0 ppm e &
7,6 ppm correspondem aos hidrogénios aromaticos. Na PEI-His, s&o considerados
os sinais de © 2,5 a 3,0 ppm referentes a PEIlI e de & 3,0 a 3,8 ppm referentes a
histidina. Desconsiderando para fins de calculo os hidrogénios aromaticos,
determinou-se um percentual de substituicdo da PEI com histidina de
aproximadamente 13%.

Apos determinagdo de percentual de substituigdo, considerando a massa
molar por unidade de repeticdo da PEI pura de 43,2 g mol”, foi possivel ajustar a
massa molar média por mero para as PEls modificadas, obtendo massas de 58,6 g

mol”' e 60,9 g mol”" por mero para a PEI-Cis e para a PEI-His, respecivamente.
5.3 ESTUDO DE INTERACAO DAS PEls COM ctDNA
5.3.1 Espectrofotometria no ultravioleta e visivel (UV-vis)
Na espectrofotometria UV-Vis mede-se a energia necessaria para a excitagéo
de um elétron, especificamente neste caso, mede essa energia em um sistema

insaturado, envolvendo as transigdes n — m* e m — m*, € a parte de determinada

molécula que possui tal caracteristica chama-se croméforo (VOGEL, 2017).
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Portanto, o estudo da interag&o entre as PEIs e o ctDNA é pautado no entendimento
do que ocorre com a molécula de DNA a cada nova propor¢ao de PEI adicionada
tendo por base a interagao da luz com as bases nitrogenadas da molécula de ctDNA
que sao os grupos cromoforos presentes e que conferem seu comprimento de onda
de absor¢gao maxima caracteristico em 260 nm (DAVID; COX, 2014).

Para a interagdo do ctDNA com as PEls o volume de solugdo de DNA foi
mantido constante (125 pL) alterando o volume de solugédo de PEI a ser utilizado a
fim de obter as razbes N/P desejadas. Abaixo, observa-se o espectro obtido a partir
de solugdes com diferentes razbes N/P representado pela interagdo entre
ctDNA/PEI-Cis, sabendo que os demais espectros seguem o mesmo padrao (Figura
12) bem como a curva de absor¢do maxima em A= 260 nm para cada uma das PEls

modificadas (Figura 13).

Figura 12 - Espectro de UV-Vis em diferentes razdes N/P para os poliplexos
ctDNA/PEI-Cis.
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Figura 13 - Curva de absor¢cao maxima (A nm) €m funcao de diferentes razdes N/P
para os poliplexos formados entre o ctDNA e a PEIl em suas versdes pura e

modificadas.
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Para os trés casos estudados, em baixas razées N/P & observado ligeiro
aumento de absorbancia, conhecido como efeito hipercrobmico, que sugere uma
alteragao na conformacgao do ctDNA que diminui a interacdo de empilhamento em
sua estrutura deixando suas bases nitrogenadas mais expostas, este efeito pode ser
explicado pela atracado eletrostatica que comeca a se estabelecer entre o ctDNA e
as moléculas de PEI presentes na solugao (HAN et al., 2004).

No ponto de absorbancia minima, sendo em razdo N/P de 3,6 para ambas as
PEIs modificadas e 4,2 para a PEl pura, entende-se que ha a completa
complexacdo entre as PEIls e o ctDNA, levando a compactagao da estrutura dos
poliplexos e consequente precipitagdao destes (BELLETTINI et al., 2017).

A partir do ponto de minima absorbdncia ha novamente um efeito
hipercrdmico associado ao aumento da por¢éao de PEI da solugdo, atingindo relativa

estabilidade em razées acima N/P acima de 6. O que ocorre neste momento € a
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ressolubilizacdo dos poliplexos formados, induzida pela presenca de um excesso de
polications na solugdo (HAN et al, 2004). A medida em que aumenta-se a
proporcao de PEI em solugao os poliplexos tornam-se menos emaranhados, e os
grupos cromoforos ficam mais expostos, aumentando a absorbancia relacionada a

estes grupos até atingir o platd.

5.3.2 Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia mede a energia emitida em forma de
fétons por um analito ao retornar ao seu estado fundamental apds sofrer uma
excitacdo. Este método ¢é consideravelmente mais sensivel em relacédo a
espectroscopias de absorgao, porém ainda assim € menos empregado devido a
menor parcela de sistemas quimicos com emissao fluorescente de intensidade
significativa para tornar a analise viavel (SKOOG et al., 2006). O DNA é uma
molécula cuja estrutura quimica ndo fornece por si s6 bons niveis de fluorescéncia
perante relaxamento de uma excitagdo (GUSTAVSSON; MARKOVITSI, 2021), por
este motivo sdo empregados intercalantes, corantes que se ligam a estrutura da
biomolécula a fim de viabilizar sua analise por espectroscopia de fluorescéncia,
como é o caso do SYBR Green |.

O SYBR Green | (Figura 14) é um corante fluoréforo que por conta de sua
caracteristica catibnica em pH neutro ou préoximo da neutralidade (como é o caso do
pH fisiologico) € capaz de se intercalar aos pares de bases da dupla fita de DNA,
tendo sua intensidade de fluorescéncia aumentada em mais de 1.000 vezes quando
intercalado a estrutura da biomolécula. Apesar da natureza catidnica do fluoréforo, é
improvavel do ponto de vista entrépico que os grupos amino estabelecem uma
ligacdo com os grupos fosfato do DNA, neste sentido, o papel da atragdo
eletrostatica entre estes grupos é de direcionamento do corante para sua posigao
(DRAGAN et al., 2012), desta forma, os grupos seguem disponiveis para a interagao

com a PEl.
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Figura 14 - Estrutura quimica do corante SYBR Green |.

Fonte: elaborado pela autora.

Espectros de fluorescéncia do SYBR Green | intercalado ao ctDNA foram
obtidos para diferentes razbes N/P e a partir dos dados obtidos foram gerados
graficos que relacionam a intensidade de fluorescéncia no comprimento de maxima

emissao (A= 520 nm) as razdes N/P. conforme Figura 15.

Figura 15 - Intensidade de emissao de fluorescéncia normalizada vs razbes N/P
para PEI-Cis, PEI-His e PEI.
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Considerando que a intensidade de emissdo de fluorescéncia é efetiva
apenas quando o corante SYBR Green | esta intercalado ao DNA, infere-se que o
decaimento da intensidade de emissdo deve-se a interrupgdo da interacao
corante/ctDNA. Sabe-se que, quando complexado com a PEI, bem como a suas
versdes modificadas, o ctDNA sofre uma alteragcdo em sua conformacéao, ndo sendo
mais possivel a alocagcdo do intercalante entre os pares de bases do ctDNA,
conforme demonstrado por outros autores com intercalantes com funcionamento
semelhante ao do SYBR Green | (BELLETTINI et al., 2017; HAN et al., 2004; WU et
al., 2020; DE OLIVEIRA et al., 2023).

A intensidade de emissdo de fluorescéncia comeca a cair a partir de razdes
N/P de 2,67 para a PEI pura, 2,17 e 4,14 para a PEI-His e PEI-Cis, respectivamente,
indicando que nestes pontos a complexacdo ctDNA/PEI’s se inicia, desfazendo o
complexo ctDNA/SYBR Green I, com as moléculas do corante ficando livres na
solucgao.

E notavel que ha um decaimento significativo na intensidade de emissdo nos
trés casos, enquanto com a PEl e a PEI-His a intensidade minima atingida é de
aproximadamente 0,33, para a interagcdo com a PEI-Cis a intensidadde cai para
muito proximo de zero ainda que o decaimento precise de uma razao N/P maior
para iniciar, pode-se teorizar que esta diferenga seja atribuida a possibilidade de
formacgao de ligagbes dissulfeto entre cadeias de PEI-Cis por conta dos grupos tiol
da cisteina, levando a uma macromolécula de maior massa molar e consequente

interacao de complexacao mais forte com o DNA.

5.3.3 Potencial zeta (Q)

O potencial zeta (¢) expressa a diferenga de potencial elétrico entre a dupla
camada elétrica de uma particula, sendo o poliplexo neste caso, e o meio
dispersante (BHATTACHARJEE, 2016).

Conforme apresentado por Bellettini e colaboradores (2017), valores
negativos de C indicam que existem grupos fosfato expostos na solugao, portanto,
nas razdes N/P em que ¢ < 0 ainda existem moléculas de DNA ndo complexadas as
PEls na amostra. A completa complexacdo das moléculas de DNA com as PEls é

indicada por ¢ =0 e ao passo em que moléculas de PEI sdo adicionadas apés total
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complexacao do DNA, os valores de { se tornam positivos. As medidas de potencial

¢ obtidas para cada razao N/P estdo apresentadas na Figura 16.

Figura 16 - Potencial { dos complexos ctDNA/PEIls em funcéo das razées N/P em
tampao Hepes (pH 7,4).
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A total complexacdo das moléculas de ctDNA se da em razdes N/P entre 1,2
e 2,4 para os poliplexos PEI/ctDNA e entre 3,0 e 4,2 para os poliplexos formados
entre ctDNA e as PEls modificadas, onde os valores de { se aproximam de 0 mV,
acima destas razdes os valores de ( se tornam cada vez mais positivos, indicando o
aumentos das cadeias policatbnicas em volta dos poliplexos, atingindo valores
maximos de ¢= 21,2 mV, {= 27,4 mV e (= 24,9 mV para PEI/ctDNA, PEI-Cis/ctDNA
e PEI-His/ctDNA, respectivamente. Os dados obtidos estdo de acordo com o
encontrado na literatura, onde diversos autores demonstram a completa
complexacdo PEIs/DNA em razdes N/P entre 1 e 3 (ALBUQUERQUE et al., 2017,
LIU; HU; FENG, 2020; DE OLIVEIRA et al., 2023). Além disso, € possivel observar a
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correlacdo entre o potencial { e as demais analises realizadas para o estudo de

interacdo PEIs/ctDNA, conforme apresentado na Figura 17.

Figura 17 - Gréaficos comparativos entre fluorescéncia UV-vis e potencial { para os
complexos PEls/ctDNA.
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Na Figura 17 é possivel observar que as alteragbes caracteristicas das
propriedades dos poliplexos ocorre na mesma faixa de razdo N/P (entre N/P=1,0e
N/P = 5,0) para as diferentes analises, sendo a queda da intensidade de emisséo de
fluorescéncia, o ponto de absorbéncia minima e { = 0 os indicadores da completa

complexacao PEIs/ctDNA.

5.3.4 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) é empregada na

determinagao do didmetro médio de particulas e indice de polidispersao (PDI) por
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meio da analise do espalhamento de luz causado por por estas particulas dispersas
quando sao atingidas por um feixe de laser (BHATTACHARJEE, 2016).

O tamanho dos complexos é de suma importancia para a qualidade de um
vetor em terapia génica. Segundo Wang et al. (2021) o tamanho dos poliplexos se
torna menor a medida em que a razdo N/P aumenta. Sabe-se ainda que cargas
residuais positivas no poliplexo sdo necessarias para que a membrana fosfolipidica
seja ultrapassada e o poliplexo atinja o meio intracelular (YUE; WU, 2013). Portanto,
para obtengdo dos diametros médios dos poliplexos e PDI destes, foram utilizadas
as amostras em maior razao N/P (N/P= 15) e os valores obtidos estdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1 - Didmetro médio e PDI dos poliplexos PEIs/ctDNA em N/P = 15 em
tampao Hepes (pH 7,4).

Didmetro médio (nm) PDI
PEI-His/ctDNA 176,6 £ 31,2 0,366
PEI-Cis/ctDNA 142,8 + 27,4 0,357
PEI/ctDNA 138,5+ 24,6 0,589

Fonte: elaborado pela autora.

Os poliplexos formados com a PEl ndo modificada apresentam menor
didmetro médio em relagao as PEls modificadas por aminoacidos, fato que pode ser
atribuido ao maior impedimento estéreo nas cadeias modificadas, minimizando a
capacidade de compactagao do oligbmero. Por outro lado, o PDI dos poliplexos com
as PEls modificadas € significativamente menor, indicando que os polimeros
modificados formam complexos de tamanho mais uniforme com o ctDNA.

Foldvari et al (2016) aponta que poliplexos maiores que 150 nm apresentam
menor capacidade de penetrar na membrana celular, portanto admite-se que,
apesar de os poliplexos formados entre o ctDNA e as PEls modificadas serem
maiores que o correspondente com a PEI pura, estes ainda sdo aptos a transpor a

membrana celular.
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6 CONCLUSAO

Tendo por base os objetivos expostos para a presente pesquisa € possivel
inferir o sucesso da mesma. As modificagdes da PEI com a cisteina e histidina
foram analisadas por FTIR e '"H RMN que possibilitaram evidenciar o éxito das
reagbes. Além disso, a analise de '"H RMN possibilitou a determinagéo dos graus de
substituicdo de 15% e 13% para a PEI-Cis e PEI-His, respectivamente.

A interacao entre o ctDNA e as PEls foi avaliada utilizando espectrofotometria
de UV-Vis, espectroscopia de fluorescéncia e potencial { os resultados destas
evidenciaram uma eficiéncia de complexacdo do ctDNA com as PEls modificadas e
a PEI pura. Por meio da espectrofotometria de UV-Vis em diferentes razées N/P
ainda foi possivel elucidar as trés fases da interagcdo entre as PEls e o ctDNA: o
inicio da interacao entre as macromoléculas em baixas razdes N/P, marcado por um
pequeno efeito hipercrdbmico; a complexacdo total dos polieletrélitos e sua
consequente precipitacdo, em razdes N/P de 3,6 para as PEls modificadas e 4,2
para para a PEI pura; e por fim a ressolubilizagdo dos poliplexos formados em
decorréncia do excesso de cations no meio, em razdes N/P mais altas, marcada por
um efeito hipercrbmico acentuado. Em faixas de razdo N/P semelhantes, as trés
fases da complexagao foram elucidadas pelo potencial ¢ dos poliplexos.

Além disso, por meio da técnica de DLS foram determinados os tamanhos e
PDI dos poliplexos formados em N/P=15, sendo que a modificacdo da PEI levou a
poliplexos com maior didmetro médio porém com maior regularidade em seus
tamanhos.

Como perspectiva a continuidade do estudo, pode ser interessante submeter
as PEls modificadas a estudos biolégicos visando avaliar caracteristicas importantes
para uma possivel aplicagdo em terapia génica, como eficiéncia de transfec¢ao dos

genes e citotoxicidade em relagdo a PEI 2.000 g mol”' sem modificagbes.
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APENDICE A - Relagdes de volume calculadas para cada razio N/P

N/P

0,0
0,3
0,6
1,2
1,8
2,4
3,0
3,6
42
48
54
6,0
7,5
9,0
10,5
12,0

15,0

considerando solugdes de concentragdo 0,2 mg mL™".

PEI

PEI-Cys

PEI-His
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Vol. DNA Vol. PEI Vol. Tampéo Vol. PEI-Cys Vol. Tampao Vol. PEI-His Vol. Tampéao

(mL)
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125

0,125

(mL)
0,000
0,005
0,010
0,020
0,030
0,040
0,050
0,060
0,070
0,080
0,090
0,100
0,125
0,150
0,175
0,200

0,225

(mL)
0,875
0,870
0,865
0,855
0,845
0,835
0,825
0,815
0,805
0,795
0,785
0,775
0,750
0,725
0,700
0,675

0,650

(mL)
0,000
0,007
0,013
0,027
0,040
0,053
0,067
0,080
0,093
0,107
0,120
0,133
0,166
0,200
0,233
0,266

0,333

(mL)
0,875
0,868
0,862
0,848
0,835
0,822
0,808
0,795
0,782
0,768
0,755
0,742
0,709
0,675
0,642
0,609

0,542

(mL)
0,000
0,007
0,014
0,028
0,042
0,055
0,069
0,083
0,097
0,111
0,125
0,138
0,173
0,208
0,242
0,277

0,346

(mL)
0,875
0,868
0,861
0,847
0,833
0,820
0,806
0,792
0,778
0,764
0,750
0,737
0,702
0,667
0,633
0,598

0,529



