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RESUMO

A poli(etilenoimina) (PEI) foi modificada por meio da alquilacdo com
grupos n-alquila (n = 4, 6, 8 e 12 carbonos). O espalhamento de raios X
a baixos angulos (SAXS), tensdo superficial, emissdo de fluorescéncia
do pireno, viscosidade e medidas de pH foram as técnicas usadas para
investigar a conformagdo e agregagdo das PEIls hidrofobicamente
modificadas em solugdo aquosa, na auséncia e na presenca de dodecil
sulfato de sddio (SDS). Medidas de SAXS mostraram que o raio de giro
diminui com o aumento do comprimento da cadeia alquilica, enquanto
gue os dados de viscosidade indicaram uma diminuicdo na viscosidade
intrinseca. A PEI ndo modificada ndo apresentou atividade na superficie,
enquanto as PEIs modificadas mostraram atividade pronunciada na
superficie e presenca de dominios hidrofébicos. Na presenca de SDS, o
inicio da formacdo do complexo polimero-surfactante foi determinado,
indicando uma diminuicdo na concentracdo de agregacdo critica (cac)
com o0 aumento no comprimento da cadeia alquilica substituida na PEI.
A PEI também foi decorada com o grupo uridina com dois graus de
substituicdo (5% e 15%). A formacao de complexos das PEIs, decoradas
com uridina ou hidrofobicamente modificadas, com o DNA do timo de
bezerro foi investigada através das técnicas de emissdo de fluorescéncia
do brometo de etidio, espectrofotometria de UV-Vis, dicroismo circular
(CD), potencial zeta, viscosidade, espalhamento de luz dinamico (DLS)
e SAXS, na auséncia e na presenca de SDS. Todas as PEIs apresentaram
trés etapas na formacdo de complexos com o DNA: a primeira, quando
uma pequena quantidade de polieletrdlito foi adicionada, as cadeias do
DNA sdo parcialmente condensadas; a segunda, quando mais
polieletrélito foi adicionado, apresenta complexos com densidade de
carga nula, com tamanho micrométrico; a terceira, em concentracfes
mais altas da PEI, o DNA foi completamente condensado pelas cadeias
das PEls, formando complexos positivamente carregados com valores
de Ryqp na faixa de 51 a 88 nm. Analises de viscosidade e SAXS
sugerem que o a PEI ndo modificada teve a interacdo mais forte e que
melhor condensa o DNA.

Palavras-chave: PEI. DNA. Interacdo polimero-surfactante. Complexos
DNA-PELI.






ABSTRACT

The polyethylene imine (PEI) was modified by means of the alkylation
with n-alkyl groups (n= 4, 6, 8 and 12 carbons). Small-angle X-ray
scattering (SAXS), viscosity, surface tension, and pyrene fluorescence
emission were then used as techniques to examine the conformation and
aggregation of the hydrophobically modified PEIls in aqueous solution,
in the absence and presence of sodium dodecylsulfate (SDS). Analysis
of the SAXS data showed that the radius of gyration decreases with an
increase in the alkyl chain length of the polymer, while the viscosity
data indicated a decrease in the intrinsic viscosity under the same
conditions. The nonmodified PEIl was not surface active, while the
hydrophobically modified samples showed pronounced surface activity
and the presence of hydrophobic domains. On addition of SDS, the
onset of the formation of polymer—surfactant complexes was
determined, indicating a decrease in the critical aggregate concentration
(cac) with an increase in the alkyl chain length of the polymer
backbone.

The PEI also was decorated with uridine groups with two substitution
degrees (5% and 15%). The complex formation of the decorated or
hydrophobically modified PEI with calf thymus DNA was investigated
through of the ethidium bromide fluorescence emission, UV-Vis
spectrophotometry, circular dichroism (CD), potential zeta, viscosity,
dynamic light scattering (DLS) and SAXS techniques, in the absence
and presence of SDS. All versions of PEI showed three steps in
complexes formation with DNA: first, when a small amount of
polyelectrolyte was added, DNA chains were partially condensed:;
second, when more polyelectrolyte was added, the complexes had a null
charge density and micrometric size; third, at higher concentration of
PEI, the DNA was fully condensed by PEI chains, leading to positively
charged complexes with Ry 4, values in the range of 51-88 nm.
Viscosity and SAXS analyses suggested that the unmodified PEI had the
stronger interaction and promoted the best DNA condensation.

Keywords: PEI. DNA. Polymer—surfactant interactions. DNA-PEI
complexes.
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Concentracdo micelar critica

Coeficiente de difuséo

Coeficiente de difusdo a dilui¢do infinita
Espalhamento de luz dindmico
4-dimetilaminopiridina

N,N-Dimetilformamida

Taxa de incremento do indice de refracdo com a
concentracdo do soluto

Acido desoxirribonucléico

Trietilamina

Brometo de etidio

orto-formiato de trimetila

Intensidade de espalhamento

Intensidade de fluorescéncia do pireno obtido em 372,8
nm

Intensidade de fluorescéncia do pireno obtido em 384,0
nm

Carbonato de potassio

Microscopia eletronica de transmissao

Massa molar média ponderal

indice de refracéo

Numero de particulas

Raz&o nitrogénio/fosfato

Constante de Avogadro

Fator de forma

Poli(etilenoimina)

Poli(etilenoimina) decorada com grupos dodecil
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PEI-C4 Poli(etilenoimina) decorada com grupos butil

PEI-C6 Poli(etilenoimina) decorada com grupos hexil
PEI-C8 Poli(etilenoimina) decorada com grupos octil
PEI-Uri Poli(etilenoimina) decorada com grupos uridina
PPTS p-toluenossulfonato de piridinio

psp Ponto de saturagdo do polimero

Py Pireno

q Vetor de espalhamento

r Distancia entre a particula e o detector

Ry Raio de giro

Ru,ap Raio hidrodindmico aparente

RH real Raio hidrodinamico real

RNA Acido ribonucléico

Ry Raz&o de Rayleigh

S(q) Fator de estrutura

SAXS Espalhamento de raios X a baixos angulos
SDS Dodecilsulfato de sodio

SLS Espalhamento de luz estatico

T Temperatura termodindmica

THF Tetraidrofurano

Tm Temperatura de fuséo

Tris Tris(hidroximetil)aminometano

TsClI Cloreto de tosila

tsolucio Tempo de escoamento da solugéo

tsolvente Tempo de escoamento do solvente

UV-Vis Ultravioleta—Visivel

o Constante de proporcionalidade ou polarizabilidade
Y Tensdo superficial

0 Deslocamento quimico

e Absortividade molar

C Potencial zeta

0 Angulo

A Comprimento de onda

T Tempo de decaimento

r Frequencia de relaxagao

Tesp Viscosidade especifica

Tred Viscosidade reduzida

Trel Viscosidade relativa

Tsolucio Viscosidade da solugéo



Msolvente

(7]

Viscosidade do solvente
Viscosidade intrinseca
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CAPITULO I

1. INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas, muita atencdo tem-se dado ao estudo da
chamada “matéria mole” (soft matter), devido a crescente demanda por
varios setores industriais, sobretudo aqueles associados ao
desenvolvimento de nanomateriais ou materiais com controle
morfol6gico na escala nanométrica. As aplicacdes sdo muito amplas,
indo desde a industria médica farmacéutica, onde os agregados sdo
utilizados em sistemas de liberagdo controlada de farmacos, a industria
eletronica, onde os agregados nanometricamente espagados s&o
utilizados para o desenvolvimento de circuitos e dispositivos também
em escala nanométrica. Além disso, sistemas coloidais poliméricos sdo
largamente empregados nas indUstrias de cosméticos e tintas, devido ao
grande potencial de controle reoldgico nestes sistemas.

Nos ultimos anos, o interesse no estudo de nanoparticulas de
polieletrélitos para utilizacdo na terapia genética vem se intensificando.
Muitos estudos vém sendo feitos para que as nanoparticulas tenham uma
alta eficiéncia na transfeccdo de genes em células doentes e que tenham
baixa citotoxicidade.

Neste trabalho, foram sintetizados e caracterizados derivados da
poli(etilenoimina) ramificada (PEI), a qual foi decorada com grupos
hidrofébicos e nucleosidico. Estes polimeros sdo formados por
repeticdes do grupo (-CH,CH,-NH-), sendo constituido por grupos
amino primarios, secundrios e terciarios. Quando em solucdo aquosa,
tal polimero se comporta como um polication de carga moderada, pois
0S grupos amino tém carater basico. A morfologia dos agregados
formados em agua a partir dessas PEls modificadas foi estudada com o
emprego de técnicas como tensdo superficial, fluorescéncia, medidas de
pH e SAXS. A seguir, foi investigada a associa¢do da PEI modificada
hidrofobicamente com dodecilsulfato de sédio (SDS), tendo sido
acompanhadas as concentragcdes criticas de agregagdo, o efeito
reoldgico, as alterac6es morfolégicas do polimero e a dindmica desses
agregados em solugdo. Foi ainda investigada a interacdo envolvendo os
polimeros modificados e o DNA, através de técnicas como
espectrofotometria de UV-Vis e de fluorescéncia, espalhamento de luz,
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espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS), dicroismo circular,
viscosidade e potencial zeta. Finalmente, as mesmas técnicas foram
também empregadas para se estudar sistemas ternarios tendo em sua
composicdo os polimeros modificados, SDS e o DNA. Uma revisdo
bibliografica sobre os assuntos a serem estudados é apresentada a seguir.

1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Polieletrdlitos

Os polieletrélitos sdo polimeros que contém diversos grupos
ionizaveis. Esses polimeros em solugdo aquosa apresentam propriedades
bastante diferentes dos polimeros que nao apresentam grupos ionizaveis
[1]. Os polieletrdlitos podem ser classificados em naturais [por exemplo,
0 &cido desoxirribonucléico (DNA), a carragena e a xantana], naturais
modificados (por exemplo, derivados de celulose ou quitina) e
polimeros sintéticos [por exemplo, a poli(etilenoimina) (PEI), a
poliacrilamida e o poli(acido acrilico)] [2]. Em termos de sua carga, eles
podem  ser  divididos em poliénions, polications e
polianfoteros. Dependendo da densidade de carga e da acidez dos
grupos funcionais, os polieletrolitos sdo conhecidos como fortes e
fracos. Os polieletrdlitos representam uma classe interessante de
polimeros devido & ampla variedade de estruturas macromoleculares e
do fato de que suas propriedades apresentam forte dependéncia do pH e
da forca ibnica. Esses polimeros estdo fortemente relacionados com
processos Vitais, desempenham um papel importante em muitos ramos
da tecnologia moderna e sdo valiosas ferramentas na solu¢do de
problemas da agua e do solo [3]. Esfor¢os tedricos e experimentais tém
sido feitos ao longo das Gltimas décadas para a compreensdo da origem
de dominios ou de agregados em solucdes diluidas de polieletrélitos [2].

O amplo espectro de variabilidade de polieletrélitos possibilita
aplicacGes em diferentes campos, como por exemplo, na medicina, na
fabricacdo de papel, incluindo processos de revestimento de papel, no
tratamento de agua, na separacdo de minerais, nas indlstrias de tintas,
alimentos e cosméticos e em sistemas farmacéuticos. Na maioria dessas
aplicacbes os polieletrélitos desempenham um papel crucial, mas os
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processos sdo mais complexos. Para uma melhor visdo sobre o seu
funcionamento, € necessaria a compreensdo da natureza dos
polieletrélitos [2].

Outra classe de polimeros com importancia em diversas areas
sdo os polieletrélitos hidrofobicamente modificados (PHM). Estes vém
despertando interesse de pesquisa nos ultimos anos, devido a sua
semelhanca com sistemas bioldgicos, bem como por sua forte tendéncia
de auto-organizacdo em meio aquoso devido as interacfes hidrofobicas
[3]. A sintese de PHMs pode ser feita por diferentes rotas, sendo uma
delas a modificacdo hidrofébica da PEI, utilizando-se haletos de alquila
através de uma alquilacéo.

1.1.2. Poli(etilencimina) (PEI)

A PEI é um polimero orgénico hidrossoluvel neutro que possui
uma alta densidade de grupos amino, os quais podem ser protonados em
solucdo aquosa, o que os tornam polieletrélitos catibnicos [4; 5]. A PEI
esta disponivel comercialmente nas formas ramificada (Figura 1) e
linear. Em sua forma linear, o polimero possui apenas grupos amino
secundarios, e essa forma apresenta um maior nimero de estudos se
comparado a forma ramificada. Ja as propriedades apresentadas pela sua
forma ramificada impulsionaram um interesse crescente pelo seu uso
intenso na formulacdo de farmacos, produtos alimenticios e detergentes
comerciais e industriais [6]. A forma ramificada da PEI possui grupos
aminos primarios, secundarios e terciarios (Figura 1) que sao
guimicamente reativos.
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Figura 1. Representagdo estrutural da PEI em sua forma ramificada.

H,N

A PEI tornou-se um dos mais eficientes agentes nado-virais de
transfeccdo génica. A PEI ramificada de massa molar 25000 g mol™ por
muitas vezes tem sido amplamente utilizada como um padrdo para
avaliacdo da eficiéncia de transfeccdo. A PEI, no entanto, tem um
problema: o aumento da eficiéncia de transfeccdo é acompanhado pelo
aumento da citotoxicidade. E conhecido que a eficiéncia e a
citotoxicidade aumentam com o comprimento de cadeia. Este problema
deve ser resolvido para a aplicacdo clinica da PEI, bem como de outros
vetores ndo virais [7].

Uma abordagem para solucionar este problema foi o
acoplamento da PEl de baixa massa molar com um ligante
biodegradavel. Essa abordagem em particular faz sentido, mas os
resultados tém sido inconsistentes. Uma das razdes é que os estudos
anteriores nao prestaram atencdo suficiente para a caracterizacdo das
cadeias de polimero ligadas, tais como a sua massa molar e a
estruturacdo do complexo DNA-PEI [7].

A vacina baseada no DNA dirigida a atingir um tumor
especifico é uma estratégia atrativa na prevencao e terapia do cancer.
Ma e colaboradores [8] realizaram estudos para examinar o efeito
adjuvante da PEI sobre a eficicia da estratégia da vacina contra o
cancer. A imunizacdo de camundongos com os complexos de DNA-PEI
precedida ou ap6s a inoculacdo das células tumorais suprimiu o
crescimento do tumor e prolongou a sobrevida dos animais. Os
resultados obtidos nesse estudo ilustram o potencial do uso da PEI como
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adjuvante na vacinagdo de base de DNA contra o cancer para a indugdo
protetora e imunidade terapéutica.

1.1.3. PEI modificada

Devido & presenga de grupos amino, a PEI é facilmente
derivatizada com a utilizagdo de um grande ndmero de grupos
funcionais, o que lhe permite oferecer caracteristicas variadas,
dependendo da area de interesse. As PEIs hidrofobicamente modificadas
podem dispor da propriedade dos polimeros puros tendo adicionalmente
propriedades anfifilicas [4]. O interesse pelo estudo das propriedades da
PEI e seus derivados anfifilicos esta associado a sua importancia pratica
[9]. Eles sdo empregados na recuperacdo de Gleo, bem como em
desemulsificantes e inibidores de corrosdo [10], podendo ser
considerados modelos convenientes de biopolimeros (poliaminas
naturais). A presenca de grupos polares Ihes permite interagir com as
biomoleculas das estruturas celulares (lipidios, proteinas da membrana),
com a formacgdo de complexos [9]. Atualmente, as estruturas e as
propriedades de complexos solUveis em 4&gua, constituidos por
biopolimeros e polieletrdlitos sintéticos, tém sido extensivamente
estudados. Por exemplo, os complexos DNA-PEI sdo usados para
incorporar acidos nucléicos em células [11]. Compostos biologicamente
ativos pouco sollveis podem ser imobilizados na parte hidrofébica da
PElI modificada para formar complexos estdveis as mudancas de
condi¢des externas (pH, temperatura e forga idnica) [12].

Noding e Heitz [4] modificaram a PEI com longas cadeias de
haletos de alquila e em diferentes graus de substitui¢do, o que levou os
produtos a apresentarem propriedades interessantes. Dependendo do
grau de alquilagdo, o polimero modificado comportou-se desde como
um produto altamente viscoso até um sélido, e para 0 mesmo grau de
alquilagdo, mas com a cadeia alquilada maior, houve um aumento da
fracdo hidrofébica, demonstrando que o limite de solubilidade do
polimero em agua foi deslocado para menores graus de alquilacéo,
devido ao aumento do comprimento da cadeia carbOnica substituida [4].

A agregacdo em sistemas aquosos baseados na PEI
hidrofobicamente modificada e suas misturas com surfactantes
catidnicos, bem como a sua atividade catalitica, foi estudada por
Lukashenko e colaboradores [9]. Os autores concluiram que as
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estruturas dos complexos mistos PEI-surfactante catinico podem diferir
substancialmente, dependendo das estruturas do PEI modificado e do
surfactante catidnico e todos os sistemas afetam a atividade catalitica.

As propriedades da PEI foram alteradas por uma modificacdo
hidrofébica a partir do 1,2-epoxidodecano com dois graus de
substituicdo por Griffiths e colaboradores [13]. A presenca do grupo
hidrofébico conduziu a uma menor carga efetiva do polimero em
gualguer pH, em comparacdo com as amostras de PEIl ndo
modificada. O produto modificado mostrou propensdo para formar
agregados elipticos em altos valores de pH, refletindo nas mudancas no
comportamento de protonacdo induzida pela modificacdo hidrofébica.
As amostras da PEI hidrofobicamente modificada apresentam atividade
de superficie pronunciada e a presenca de pequenos dominios
hidrofébicos. A atividade de superficie aumenta com 0 aumento do grau
de substituicdo. Com a adicdo de SDS, o inicio da formacdo do
complexo polimero-surfactante foi insensivel ao grau de substituicao.
Griffiths e colaboradores [13] confirmaram que a modificacdo
hidrofdbica é, portanto, uma opcéo viavel para adequar propriedades
dependentes do pH, cujos efeitos podem ser amenizados pela presenga
de surfactante.

As nanocapsulas derivadas da PEI, com grupos funcionais
ativos no nucleo, tornaram possivel a coordenacdo da estrutura do
nicleo da nanocapsula, 0 que proporciona uma oportunidade para
avaliar a relagdo entre propriedade e estrutura [14]. Wan e colaboradores
[14] alquilaram os grupos amino da PEIl com diferentes graus de
substituicdo a partir de epoxidos de cadeias curtas e longas, formando
macromoléculas anfifilicas com o nucleo estruturado. Eles concluiram
gue a natureza dos grupos funcionais no nucleo é crucial para a sele¢éo
e liberagdo de corantes. Foi percebido que a propriedade de
reconhecimento da molécula a ser encapsulada é também dependente da
natureza dos grupos funcionais do nucleo, mas independente da
densidade e espessura da corona. Essas macromoléculas com um nicleo
planejado podem selecionar, em uma mistura, a molécula a ser
encapsulada.

Na induastria farmacéutica, compostos oralmente ativos sdo
obrigados a ter suficiente solubilidade em &gua para permitir a
dissolugdo no trato gastrointestinal antes da absor¢do. A dissolucdo
limitada no trato gastrointestinal geralmente reduz a biodisponibilidade
dos farmacos hidrofébicos. Para melhorar a dissolugdo no trato
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gastrointestinal, solventes ndo aquosos sdo frequentemente usados na
forma de emulsdes e microemulsdes. Cheng e colaboradores [15]
mostraram que o Oleo livre de nanossistemas de polieletrélito
(dispersdes de particulas micelares), elaborado a partir da PEI
modificada com cadeias cetilicas e grupos amdnio quaternarios foram
capazes de encapsular altos niveis de farmacos hidrofébicos, o que
promoveu uma melhor absorgéo.

A PEI foi empregada com sucesso por Liu e colaboradores [16]
como precursor para a preparacdao de polimeros modificados por meio
da amidacdo com 1,10-carbonildiimidazol, os quais foram capazes de
formar micelas invertidas unimoleculares. Os mesmos apresentaram alta
eficiéncia de encapsulacdo de corantes anidnicos hidrofilicos e a sua
eficiéncia pdde ser melhorada significativamente, pela diminuicdo do
grau de amidacao ou quaternarizando 0s grupos amino residuais.

Existe uma necessidade de fazer com que as superficies de
objetos comuns sejam letais para bactérias patogénicas, permanecendo
nao téxicas para pessoas e animais. Daewon e colaboradores [17]
descobriram que a aplicacdo de polications hidrofébicos, por
apresentarem longas cadeias alquiladas covalentemente ligadas a eles,
torna superficies de objetos sélidos bactericidas. Laminas de vidro e de
polietileno foram entdo mergulhadas em solucdes organicas da PEI
hidrofobicamente modificada com diferentes grupos alquila, seguido
pela evaporacdo do solvente. O polication que revestiu as laminas foi
capaz de matar todas as bactérias Staphylococcus aureus e a Escherichia
coli ap6s em contato com esta superficie. Uma analise mais aprofundada
do mecanismo da acdo bactericida sugeriu que a PElI modificada,
depositada na superficie, foi capaz de matar as bactérias pela ruptura de
suas membranas celulares.

Appelhans e colaboradores [18] desenvolveram um método
sintético e rapido para decorar a PEI com diferentes oligossacarideos,
para utilizacdo em sistemas de liberacdo de farmacos ou de moléculas
bioativas, em experimentos in vitro e in vivo. Esses polications foram
complexados com o 5-trifosfato de adenosina (ATP) e analisados por
uma titulagdo calorimétrica para avaliar a energia de ligagdo do ATP
com a PEl-oligossacarideo em condigdes fisioldgicas. Experimentos in
vitro mostraram que oligossacarideos ligados a superficie da PEI,
apresentaram um grande potencial na liberagdo de medicamentos ou de
outras moléculas bioativas com maior rapidez e maior captacéo celular.
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1.1.4. A estruturado DNA

Os &cidos nucléicos sdo as maiores macromoléculas na célula.
Estes existem como polimeros lineares de cadeia longa, chamados de
polinucleotideos, que sdo compostos de monémeros de nucleotideos,
sendo que o DNA é o mais conhecido [19]. Watson e Crick [20]
descobriram que o DNA apresenta uma estrutura tridimensional, que é
composta por duas cadeias de polinucleotideos que se enovelam
formando uma dupla hélice (Figura 2). O DNA ¢ formado por grupos
fosfato e residuos de acucar (2-desoxirribose), que estdo dispostos
alternadamente. A dupla hélice é formada por ligacBes de hidrogénio
entre as bases das duas cadeias. As bases nitrogenadas derivam de anéis
de purinas (adenina e guanina) e de pirimidinas (citosina e timina).
Existe ainda uma quinta base, a uracila, uma pirimidina que aparece no
acido ribonucléico (RNA) [21; 22].

Figura 2. Estrutura em dupla hélice do DNA [23].

O DNA pode apresentar varias conformacdes, as mais comuns
sdo as formas A, B e Z (Figura 3), sendo a forma B a mais comum
encontrada em células vivas [19; 24]. Ha vérios fatores que podem
influenciar na forma do DNA, como a sequéncia do DNA, niveis de
hidratacdo que dependem da concentragdo de sal na solugdo, etc.
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Figura 3. As conformacGes do DNA. Da direita para a esquerda: formas A, B e
Z[23].

Quando as cadeias em dupla hélice do DNA sdo submetidas a
variacdo de temperaturas e/ou pH, as ligacGes de hidrogénio da dupla
hélice sdo desfeitas e as duas cadeias ndo mais podem se manter unidas.
Este processo é chamado de desnaturacdo. Quando o calor é utilizado
para desnaturar o DNA, a temperatura na qual as cadeias se separam é
chamada de temperatura de fuséo ou de transicdo (Tr,). O valor da T, do
DNA é definido como a temperatura no ponto médio do aumento de
absorc¢do [19; 21].

1.1.5. Interagdo da PEI modificada com DNA e RNA

Nos Ultimos anos, a terapia genética tem tido a atengdo da
comunidade cientifica, uma vez que pode ser uma maneira nova e
eficiente para curar varias das principais doengas humanas como cancer,
AIDS, fibrose cistica ou anemia. O conceito da terapia genética envolve
a substituicdo ou insercdo de um gene terapéutico no nucleo de células
de genes anormais que causam doencas em sequéncias de DNA
saudaveis. O principal desafio da terapia genética diz respeito a
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concepcao dos suportes especificos, que permitem a entrega eficiente
dos genes saudaveis na célula (transfec¢do). Os transportadores devem
ser capazes de transportar o DNA na corrente sanguinea, para atravessar
efetivamente as membranas celulares e liberar o material genético perto
do nucleo da célula [25; 26].

Normalmente, os sistemas virais sdo 0s portadores mais
eficazes para a liberacdo do gene. Sistemas virais podem selecionar as
células alvo e, geralmente, possuem uma eficiéncia de transfeccdo muito
alta. Entretanto, os portadores virais também podem ser muito tdxicos
para o corpo humano. Além disso, o seu isolamento a partir de fontes
bioldgicas e seu tratamento tém um alto custo.

Assim, portadores do gene ndo virais, tais como polimeros
sintéticos, proteinas ou lipossomas sdo cada vez mais investigados na
terapia genética. Em particular, os polimeros sintéticos sdo muito
atraentes, em comparagdo com biopolimeros, pois podem ser produzidos
em grande quantidade com custos relativamente baixos. Além disso, sua
estrutura quimica pode ser precisamente ajustada para as propriedades
ideais [25]. O conceito de transferéncia de genes ndo virais é bastante
simples: consiste na utilizacdo de compostos sintéticos estruturalmente
bem definidos e capazes de imitar os processos de infeccdo viral. Isso
significa que um vetor ndo viral deve ser capaz de condensar 0 DNA,
protegé-lo contra a degradacdo e favorecer a sua absorcdo celular e
liberacdo nuclear. Embora seja aceitavel que esses virus artificiais sejam
menos eficientes do que os biologicos, em contrapartida oferecem
diversas vantagens. Por exemplo, a producdo dos compostos ¢ facil e de
baixo custo, porém devem ser ndo imunogénicos e ndo citotoxicos [27].

Os polications formam complexos solGveis com 0 DNA em
solucdo aquosa e, portanto, permitem a transferéncia de material
genético dentro das células, como ilustrado na Figura 4. Os polimeros
catibnicos representam uma classe de transportadores ndo virais que
podem ser projetados para facilitar a entrega de genes em células-alvo e
os polimeros anfifilicos tém sido particularmente atraentes devido ao
delicado equilibrio de propriedades fisico-quimicas que possam
aperfeicoar o desempenho funcional. A modificacdo quimica do
polimero (modificagdo com ligantes especificos de células alvo) permite
uma melhor eficiéncia de transfecgdo, expressdo génica, bem como uma
reducgdo da citotoxicidade [25; 26; 28; 29; 30].
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Figura 4. llustragdo da transfecgdo mediada por um polication (Figura adaptada
de www.nano-lifescience.com) [25].

As PEls ramificadas e lineares tém provado ser agentes
eficientes e versateis para a liberagdo de gene in vitro [27; 30]. Apesar
da atividade de transferéncia consideravel, as propriedades das PEls
precisam ser melhoradas. Assim, varias modificacbes tém sido
exploradas nos ltimos anos. Por exemplo, para aumentar a circulagdo
de meia-vida dos complexos de DNA, a carga superficial das particulas
foi protegida por polimeros hidrofilicos, como o polietileno glicol
(PEG) em sua superficie [27].

Chen e colaboradores [31] sintetizaram um copolimero
catidnico biodegradavel conjugado com a PEI na sua cadeia principal,
para ser um vetor ndo viral de liberacdo de genes. O copolimero
apresentou uma boa capacidade de condensar o0 DNA, formando
nanoparticulas positivamente carregadas com cerca de 150 nm, as quais
apresentaram formas esféricas e compactas, mostraram capacidade de
tamponamento forte na faixa de pH 3-10 e protegeram bem o DNA
condensado da degradacdo enzimatica. Os resultados mostraram que a
degradacdo do copolimero poderia liberar o DNA por mais de uma
semana, foi superior ao PEI em capacidade de transfec¢do e que a
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citotoxicidade apresentada foi muito inferior, mostrando um grande
potencial como vetor de liberacdo de genes.

Uma série de derivados da PEI ramificada foi sintetizada
através da modificacdo das aminas com acrilato de etila, acetilacdo de
aminas primarias, ou introducdo de carga negativa com o &cido
propidnico ou de acido succinico [32]. Os polimeros apresentaram alta
eficiéncia na destruicdo do gene alvo, com a PEIl succinilada
apresentando uma toxicidade cerca de 10 vezes menor em comparacao
com a PEI ndo modificada. As formulacGes de RNA com essa PEI séo
estaveis em solucdo salina e induziram a destrui¢cdo notavel (80% em
relacdo as células ndo tratadas) do gene da luciferase. Para atingir a
destruicdo significativa dos genes alvo, a PEI modificada tem de ser
aplicada em concentragdes mais elevadas e em tais concentragdes a PEI
ndo modificada é altamente tdxica. Em contraste, os analogos
modificados sdo muito menos toxicos e podem ser aplicados em
concentragBes necessarias para a destruicdo de genes-alvo sem efeitos
colaterais [32].

Uma série de derivados da PEI com alquil-oligoaminas de baixa
toxicidade foi sintetizada para aumentar a hidrofobicidade da PEI [33;
34]. Dehshahri e colaboradores [33] modificaram a PEI com a utilizacéo
de uma série de 4&cidos w-bromo-alquilcarboxilicos de diferentes
comprimentos de cadeia (acidos 2-bromoacético, 6-bromo-hexanoico,
10-bromodecanoico e  16-bromo-hexadecanoico), seguida pelo
acoplamento de vérios oligoaminas (espermina, espermidina,
etilenodiamina ou dietilenotriamina) para restaurar parcialmente a
densidade dos grupos amino primarios. Essas alteracdes foram feitas
para influenciar no equilibrio hidrofilico-hidrofébico, bem como criar
um vetor eficiente, com baixa toxicidade. Os autores fizeram ensaios de
exclusdo do brometo de etidio e estudos de espalhamento de luz
dindmico (DLS) que mostraram que as PEls modificadas podem ligar-se
ao DNA e formam nanoparticulas na faixa de 100 nm. Os resultados
indicaram que a modificacdo hidrofdbica da PEI, sem reducéo no teor de
grupos amino primarios, é uma estratégia eficaz para melhorar a
eficiéncia de transfeccdo de vetores ndo virais baseados em polications,
mantendo a baixa toxicidade.

O desenvolvimento de varios sistemas de liberacdo de gene tem
aumentado a eficiéncia na liberagdo de sSiRNA (sdo pequenos
fragmentos de RNA que tém ~23 pares de nucleotideos, a sigla vem do
nome em inglés small interfering RNA), embora ainda existam muitos
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problemas a serem resolvidos antes da aplicacéo clinica de siRNA. Lee
e colaboradores [35] sugeriram a polimerizagdo do SiRNA (poli-siRNA)
para uma possivel solugdo da baixa eficiéncia de liberacdo. O poli-
SiRNA formou complexos mais condensados e nanométricos com a PEI
(Figura 5), pela forte interagdo eletrostatica baseada na alta densidade de
carga do poli-siRNA e esses complexos impediram a perda e a
degradacdo de siRNA no soro. Além disso, os complexos poli-
SiRNA/PEI apresentaram captacdo intracelular superior por células de
melanoma, e teve uma eficiéncia de cerca de 80%, em comparacao com
células néo tratadas.
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Figura 5. Esquema da preparagdo de complexos poli-siRNA/PEI. A PEI
catibnica condensa com a alta densidade de cargas negativas do poli-siRNA por
interacdo idnica para formar complexos poli-siRNA/PEI em meio aquoso.
Figura adaptada de Lee e colaborados [35].

1.1.6. Surfactantes e Micelas

Os surfactantes sdo agentes de superficie ativa (tensoativos),
conhecidos popularmente por sables e detergentes. As solugfes de
moléculas altamente tensoativas mostram propriedades fisicas
incomuns. Em solugdes diluidas, elas atuam como eletrolitos normais,
mas em concentragdes razoavelmente definidas ocorrem variagdes
bruscas em diversas propriedades fisicas, como pressdo osmatica,
condutancia, turbidez e tensdo superficial. A velocidade com que a
pressdo osmotica cresce com 0 aumento de concentracdo se torna
anormalmente baixa, sugerindo a ocorréncia de consideravel associacdo
entre particulas; mas a condutancia de solugdes de substancias
tensoativas ibnicas continua relativamente elevada, mostrando que ainda
existe dissociagdo idnica [36].
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Os surfactantes encontram-se entre os produtos mais versateis
da inddstria quimica, aparecendo em formulages diversas como o0s
6leos para automdveis, nos farmacos e nos produtos domésticos, tais
como xampus, suavizantes, condicionadores, detergentes e cosméticos.
Sdo usados nas perfuracdes de lamas na prospeccao de petroleo, e nos
agentes da flutuacdo usados no beneficiamento dos minérios [37; 38].

Os surfactantes tém uma estrutura molecular caracteristica,
anfifilica, consistindo em um grupo hidrofilico e um grupo hidrofébico
[38].

As micelas sdo agregados moleculares, possuindo ambas as
regides estruturais, hidrofilica e hidrofobica, que dinamicamente se
associam espontaneamente em solucdo aquosa a partir de certa
concentracdo, conhecida como a concentracdo micelar critica (cmc),
formando grandes agregados moleculares de dimensbes coloidais,
chamados micelas [37].

As micelas ndo sdo estaticas. Existem dentro de uma dindmica
de equilibrio, simplesmente como um agregado dindmico. S&o
termodinamicamente estaveis e facilmente reprodutiveis, sendo
destruidas pela diluicdo com agua até que a concentracdo do tensoativo
fique abaixo da cmc, onde o tensoativo encontra-se predominantemente
na forma de monémeros. Quando a concentragdo estd acima da cmc
existe um equilibrio termodindmico, uma répida troca entre a fase da
solucdo (os mondmeros) e os agregados (as micelas). As estruturas das
micelas podem envolver agregados de 30-200 mondmeros, com um raio
aproximadamente igual ao comprimento da cadeia hidrocarbdnica do
surfactante [37; 39].

O processo de formacao dos agregados ocorre em um intervalo
pequeno de concentragBes, e ndo em um ponto exato, e pode ser
detectada pela mudanga repentina nas propriedades fisico-quimicas da
solucdo em fungdo da concentracdo do surfactante, como na tenséo
superficial, condutividade molar, pressdo osmotica, turbidez [37; 39].

1.1.7. Interagdo polimero-surfactante

Sistemas aquosos formados por polimero-surfactante tém sido
estudados intensamente nas Ultimas décadas tendo como interesse suas
aplicacdes tecnoldgicas. As misturas aquosas utilizando polimero com
surfactante sdo frequentemente utilizados na formulagdo de tintas,
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farmacos, géneros alimenticios, detergentes, cosméticos e recuperacgao
terciaria do petroleo, dentre outras aplica¢des industriais [40; 41].

Recentemente, polimeros hidrofobicamente modificados, em
associacdo com surfactantes, tem sido objeto de muita atencdo devido ao
efeito sinérgico nas propriedades fisico-quimicas da solucdo resultante.
De outro lado, o carater anfifilico dos surfactantes causa mudancas
interessantes nas solucgdes do polimero [42].

Em solugdo aquosa os polimeros e os surfactantes associam-se
formando complexos termodinamicamente estaveis, com propriedades
fisico-quimicas diferentes daquelas observadas em solugBes micelares.
A associagdo de um polieletrélito com um surfactante de carga oposta é
aceita geralmente por ser um processo de troca de ions, em que a atra¢do
eletrostatica é reforcada pela agregacdo cooperativa das moléculas de
surfactante. Uma vez que todos os grupos ligados a cadeia do polimero
sejam neutralizados, o efeito hidrofobico comeca a controlar as ligagdes,
gue induz uma reestruturacdo da cadeia do polimero devido a formagéo
de agregados ligados ao longo da cadeia [6].

As forcas que controlam as interacBes de surfactantes com
polimeros sdo idénticas aquelas envolvidas em outras solucbes ou
propriedades interfaciais, isto €, de van der Waals ou forcas de
dispersdo, o efeito hidrofébico, as interacbes dipolares, do tipo &cido-
base e as interacGes eletrostaticas. A relativa importancia de cada tipo de
interacdo varia com a natureza do polimero e do surfactante, de modo
gue a forma dos complexos possa ser quase tdo variada quanto os tipos
de materiais disponiveis para o estudo [41].

Os estudos de complexos formados entre polimero e surfactante
mostram que os surfactantes interagem cooperativamente com o0
polimero a partir da concentracéo de agregacao critica (cac), formando
agregados micelares ao longo do polimero. Isso representa a base para
guase todos os sistemas que consistem em polimeros e surfactantes
ibnicos. Os valores da cac sdo menores do que para a concentragao
micelar critica (cmc) do surfactante. Nesses varios sistemas polimero-
surfactante, a posicdo da cac depende de forcas eletrostaticas,
caracteristicas estruturais dos grupos carregados e outros fatores como a
flexibilidade da cadeia do polimero e dos tipos de contra-ions [41; 43].

A interacdo cooperativa polimero-surfactante é normalmente
interpretada em termos de um modelo onde o surfactante e o polimero
contribuem para formar micelas mistas [44].
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A interacdo polimero-surfactante atinge a saturagdo ao chegar a
uma determinada concentracdo denominada ponto de saturacdo do
polimero (psp), sendo tal concentracdo diretamente proporcional a
concentracdo do polimero. Acima do psp, formam-se micelas regulares
do surfactante em equilibrio com os complexos polimero-surfactante
[42].

> ¢ac = psp

Figura 6. Etapas das associa¢des polimero-surfactante.

1.1.8. Caracterizacdo e estudos do comportamento de sistemas
poliméricos em solugao

A caracterizacdo de solucGes aquosas de polimeros e agregados
poliméricos tem grande importancia devido a ampla aplicacdo em varios
setores da industria, desde a industria farmacéutica, a de petréleo e a de
tintas, um estudo bem detalhado no comportamento desses sistemas,
pode ser de grande valia e ter uma utilizacdo aplicada no controle
morfoldgico e/ou reoldgico. Para isso, algumas técnicas sdo importantes
na caracterizacdo desses sistemas, tais como a viscosidade, a tensdo
superficial, a fluorescéncia, espalhamento de luz (SLS, DLS e SAXS),
potencial zeta entre outros, as quais serdo discutidas brevemente a
seguir.

1.1.8.1. Viscosidade

O estudo da viscosidade de solugbes poliméricas tem grande
importancia pratica pelo uso de polimeros em diversos produtos
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justamente como controladores da viscosidade. Além disso, do ponto de
vista molecular, o estudo viscosimétrico de solugdes de polimeros
permite avaliar informagdes importantes sobre o polimero: sua massa
molar média, dimensfes da cadeia polimérica em solugdo e, como
consequéncia, da qualidade do solvente utilizado para esse polimero
(medida pela intensidade de solvatacdo do polimero) [45].

Uma caracteristica de solugbes poliméricas diluidas é que a
viscosidade € consideravelmente maior que a do solvente puro, ou de
solucdes diluidas de pequenas moléculas. Isso se deve a grande
diferenca em tamanho entre as moléculas de polimero e as de solvente.
A viscosidade aumenta com o aumento das dimensdes das moléculas
poliméricas em solug&o.

A viscosidade de solugBes de macromoléculas pode ser
expressa em diferentes formas. Costuma-se definir a viscosidade relativa
(17+e1) pela equacéo (1), a viscosidade especifica (77esp) pela equagéo (2) e
a viscosidade reduzida (#req) Usando-se a equacéo (3),

__ Msolucio __ Lsolucio
Nrelt = Tt (1)
Nsolvente solvente
_ nsolu;éo) -1 2
nesP (nsolvente ( )
_ TNesp
Nreda = (3)

c

onde c é a concentragdo em g/mL ou g/100mL, #secso € @ Viscosidade
da solugéo, #sonente € @ Viscosidade da solvente, tyyczo € 0 tempo de
escoamento da solugdo, tyente € 0 tempo de escoamento do solvente.

Para a determinacdo do valor da viscosidade intrinseca,
considera-se que na pratica a viscosidade de solucbes diluidas aumenta
com a concentracdo, sendo essa dependéncia expressa pela equagao de
Huggins (equacdo(4)):

2 =[] + ky [0]* ¢ + -+ ©)

onde o primeiro termo equivale a viscosidade reduzida (nespecifica/C) da
solucdo. O limite da funcdo para solucGes infinitamente diluidas é a
viscosidade intrinseca da solugéo [#], como visto abaixo:
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lim,_ (ﬂesp) = [n]

c

)

A viscosidade intrinseca é obtida pela extrapolacdo grafica da
relacdo da viscosidade reduzida vs. a concentragcdo, como mostra a

Figura 7 [45; 46; 47].

M, /c (mLg?)

-

0,0

Concentracao, (g mL™)

Figura 7. Viscosidade reduzida vs. a concentragéo de polimero.

Em solucdo a cadeia linear do polimero ocupa um espaco
hipotético de uma esfera ou um cubo de dimensao linear de raio de giro
(Rg), sendo que o Ry descreve a distribuicdo geral da molécula, e é
definido como a raiz quadrada da distancia média do conjunto de
atomos de seu centro de massa, a Figura 8 representa diferentes valores
de raio r;, que sdo utilizados para determinar o valor de Ry através da

equacao (6).
2 _ zmr}
R‘q T oImy

(6)

onde m; é a massa da i"" subunidade na particula e r; é distancia desta
subunidade até o centro de massa do objeto [48; 49].
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de massa

Figura 8. Representacdo esquematica do valor de R, para uma cadeia
polimérica [48].

Em concentragcbes baixas, essas esferas ou cubos estdo
separadas uma da outra. Com 0 aumento da concentragdo c, tornam-se
congestionadas e eventualmente tocam-se, onde comeca a sobreposi¢do
das cadeias de polimero. Esta concentracdo é chamada de concentracdo
de sobreposicdo (overlap, c*), que é dependente da massa molar do
polimero. Assim, o valor de c* é definido quantitativamente de acordo
com a equacdo (7), que mostra que c¢* também pode ser determinado
pela viscosidade intrinseca do polimero [45; 46].

== )

A Figura 9 descreve trés escalas de concentragdo c: ¢ « ¢*, ¢ =
C*, e ¢ » ¢*. Quando a concentracdo ¢ esta abaixo de c*, a solucéo €
chamada diluida. Em ¢ « ¢*, as cadeias de polimero sdo separadas e
comportam-se mais ou menos independentemente. A cadeia do polimero
interage primeiramente com as moléculas do solvente. A solugdo tem
um comportamento préoximo de uma solucdo ideal. A situacdo é
diferente em concentracfes acima de c*. A solucdo nesse regime é
chamada semidiluida. Em ¢ » c¢*, as cadeias sdo sobrepostas e se
entrelacam. Sua mobilidade é extremamente reduzida se comparada com
as solucdes diluidas [45].
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Figura 9. Regimes de concentragcBes para solu¢des de polimeros: solucdo
diluida (c « c*); solugdo na concentracdo de sobreposi¢do (c = c*); solucéo
semidiluida (c » c*) [45].

1.1.8.2. Tensao superficial

A tensdo superficial (y) surge nos liquidos como resultado do
desequilibrio entre as forcas agindo sobre as moléculas da superficie em
relacdo aquelas que se encontram no interior da solucdo. As moléculas
de qualquer liquido localizadas na interface liquido-ar realizam um
nimero menor de interagcdes intermoleculares comparadas com as
moléculas que se encontram no interior do liquido. A forca resultante
gue atrai as moléculas da superficie de um liquido para o seu interior
torna-se o principal obstculo para a formacdo de bolhas, gotas e a
nucleagdo de cristais em liquidos. Como estas forcas de coeséo tendem a
diminuir a éarea superficial ocupada pelo liquido, observam-se
frequentemente gotas adotando a forma esférica. Pela mesma razdo,
ocorre & formagdo dos meniscos, e a consequente diferenca de pressées
através de superficies curvas ocasiona o efeito denominado capilaridade.
A essa forca que atua na superficie dos liquidos da-se o nome de tensao
superficial e, geralmente, quantifica-se a mesma determinando-se o
trabalho necessario para aumentar a area superficial [50].

Pela baixa solubilidade dos surfactantes em A&gua, suas
moléculas tendem a minimizar a repulsdo entre grupos hidrofébicos e a
agua, arranjando-se na superficie, de tal forma que os grupos polares
ficam na solucdo aquosa, bem préximo da superficie, e 0s grupos
apolares do surfactante ficam na interface 4gua-ar.
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Com a adicdo gradual de surfactante em agua, a tensdo
superficial diminui gradualmente, devido as moléculas de surfactante
ficarem na interface liquido-ar, até a cmc, onde se apresenta uma
inflexdo na curva de tensdo superficial versus c(surfactante), como pode
ser visto na Figura 10. Nesta parte, a superficie da solucéo fica saturada
e comeca a formar micelas. Acima da cmc, as micelas, ao contrario dos
mondmeros, ficam dispersas em toda solucdo, sem efeito adicional sobre
a tensdo superficial da solucéo [36; 51].
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Figura 10. Gréfico tipico de tensdo superficial & medida que a c(surfactante)
aumenta.

1.1.8.3.  Fluorescéncia

A luminescéncia consiste na emissdo de luz a partir de
moléculas que estdo em estados eletronicamente excitados, e €
formalmente dividida em duas categorias: a fluorescéncia e a
fosforescéncia, que dependem da natureza do estado excitado.

A fluorescéncia é o processo no qual as moléculas sdo excitadas
por absorcdo de radiacdo eletromagnética. As moléculas absorvem um
foton de luz, passando do estado fundamental (Sp) para um estado
excitado (S;). No estado singleto excitado, o elétron do orbital excitado
¢ emparelhado (spin oposto) com o segundo elétron do estado
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fundamental. O retorno ao estado fundamental ocorre rapidamente, de
modo que o tempo de vida de fluorescéncia é proximo de 10x10” s [52].

A fluorescéncia ¢ medida excitando-se a amostra em um
comprimento de onda de excitacdo e medindo-se a intensidade de
emissdo em um comprimento de onda mais alto, sendo essa medida feita
em um angulo reto em relacdo ao feixe incidente para evitar a
interferéncia do mesmo [53].

Os estudos fotoquimicos sobre interacfes envolvendo
moléculas de surfactantes, polimeros e do tipo polimero-surfactante
requerem a presenca de uma molécula luminescente, isto é, uma
molécula fluorescente ou fosforescente. Isto pode ser feito adicionando-
se uma sonda fluorescente a solucdo. As sondas fluorescentes podem ser
usadas para determinar a cmc para surfactantes em agua, a cac de
complexos entre polimeros e surfactantes, o nimero de agregacdo N de
micelas de surfactantes e de complexos de polimero-surfactante e o
microambiente dentro dos complexos [54; 55; 56; 57; 58; 59].

O método fluorimétrico € um dos mais sensiveis e o pireno
(Figura 11) é a sonda fluorescente mais usada. O espectro de emissao de
fluorescéncia do estado estacionario de pireno exibe bandas de vibracao
finas cujas intensidades relativas sdo sensiveis a polaridade do meio [58;
60]. Enumerando as bandas de vibragdo de 1 a 5, que séo observadas na
temperatura ambiente, o modo vibrénico I; em 384 nm corresponde a
transicdo S0 Sovzl, e 0 modo vibrdnico I; em 373 nm corresponde a
transicdo S;"° — S¢"™° [58]. A dependéncia da polaridade do solvente
sobre a emissdo do pireno é expressa em termos da razdo li/ls, que
permite o estabelecimento de uma escala de polaridade (designada de
escala Py, de polaridade do pireno [61]), tendo valores bastante
diferentes em meios polares, como a agua, e apolares, como no interior
de uma micela. Os valores desta razdo 1,/13 para solventes polares ficam
em torno de 1,9 e para hidrocarbonetos em torno de 0,6 [58].
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Pireno Brometo de Etidio

Figura 11. Representacdo das estruturas moleculares de duas sondas
fluorescentes.

A Figura 11 apresenta os espectros de fluorescéncia do pireno
obtidos com o aumento da concentracdo de SDS, sendo importante
comparar as diferencas nas intensidades de emissdo de fluorescéncia da
banda I3 em relacdo a banda I;. Observa-se que com a adi¢do do
surfactante ocorre um aumento relativo na intensidade da banda I; em
comparagdo com a banda I;, devido ao fato de que o pireno esta
mudando de ambiente quimico, ou seja, esta migrando para um meio
mais hidrofébico no interior da micela. Dependendo do ndmero de
soluto dissolvido, pode-se ter mais de uma molécula de pireno
dissolvida por agregado. Nesse caso, as moléculas associam-se e
formam dimeros chamados de excimeros [55], levando a emissdo de
fluorescéncia a ocorrer em comprimentos de onda maiores do que para o
mondmero. Para evitar que isso aconte¢a, a concentragdo de pireno na
solucéo deve ser da ordem de 10° mol L™.
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Figura 11. Espectros de emissdo de fluorescéncia do pireno com o aumento da
c(surfactante).

Usualmente, os valores de cmc obtidos por esta técnica sdo
ligeiramente menores do que os valores determinados através de outros
métodos. Essa diferenca € normalmente esperada considerando que o
pireno, por causa de sua baixa solubilidade em &gua, induz a formagéo
de pré-agregados micelares [62].

A cmc e cac podem ser estimadas pela mudanca de I:/I3 em
fungdo da concentracdo de surfactante. A razdo I/l diminui
acentuadamente no inicio da formacdo da micela, o que reflete na
solubilizacdo do pireno em um ambiente hidrofébico. Para essa técnica
nao existe um critério geral para definir a cmc no perfil obtido assim
como existe para os perfis obtidos por técnicas como condutividade
elétrica e tensdo superficial. Em principio, é razoavel tomar a cmc como
0 inicio da associagdo do pireno quando I/l comeca variar
bruscamente. Em muitos casos o perfil 11/l3 vs. c(surfactante) necessita
de maiores evidéncias para interpretar a cmc. A Figura 12 mostra o
perfil classico para um surfactante.
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Figura 12. Grafico mostrando o perfil da curva 1,/15 versus c(surfactante).

O brometo de etidio (Figura 11) é um agente intercalante usado
comumente como marcador de acidos nucléicos [63; 64; 65] em
laboratérios de biologia molecular para processos como a eletroforese
em gel de agarose. Quando se adiciona a substancia a uma solucéo
contendo DNA, e o sistema é exposto a luz UV, ocorre emissao de luz
vermelho-alaranjada devido ao fato da sonda intercalar nos pares de
bases do DNA, o que intensifica a fluorescéncia cerca de 20 a 30 vezes
[63]. Esse efeito é devido ao aumento da hidrofobicidade do ambiente
em que a sonda se encontra, em comparagdo com o ambiente aquoso.
Como o brometo de etidio se intercala no DNA, este apresenta um
poderoso efeito mutagénico e, possivelmente, & cancerigeno ou
teratogénico.

1.1.8.4.  Espalhamento de luz

As técnicas de espalhamento de luz dindmico e estatico tém
sido usadas extensivamente para investigar propriedades de sistemas
coloidais e macromoleculares, acompanhando a mudanca de
conformacdo, crescimento e agregacdo, entre outros [66; 67; 68; 69; 70;
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71; 72]. Quando a luz (radiacdo eletromagnética) € direcionada para
uma solucdo, os fétons sdo absorvidos, transmitidos (ndo interagem com
a solucdo) como luz de baixa frequéncia (fluorescéncia, fosforescéncia)
ou espalhados. A intensidade da luz espalhada depende do comprimento
de onda da luz incidente, do tamanho e da forma das particulas, assim
como de suas propriedades 6ticas e do angulo da observagdo [70; 73;
74]. A dispersdo de luz nas solugdes origina-se das flutuagdes espaciais
e temporais do indice de refracdo no espalhamento do meio.

O espalhamento de luz é um dos métodos mais utilizados na
caracterizacdo de polimeros. Essa técnica fornece informacdes a respeito
de massa molecular ponderal média, da magnitude das interacbes
polimero-solvente e do tamanho médio das cadeias [73].

1.1.8.4.1.  Espalhamento de luz estatico (SLS)

No espalhamento de luz estatico (SLS, do inglés Static Light
Scattering), considera-se apenas a intensidade média da luz espalhada
em uma dada direcdo, sem levar em conta as flutuacdes ou distribuicdes
de frequéncia da luz. Nos experimentos de espalhamento de luz estatico
a intensidade da luz espalhada (lp) ¢ medida em diferentes dngulos 6. Se
os centros de espalhamento sdo pequenos, como moléculas gasosas,
comparados com o comprimento de onda da radiagdo (dimensdes
menores que A/20), a razdo entre a luz incidente e a luz espalhada ¢
conhecida como a razdo de Rayleigh segundo a equacéo (8) [73; 75]:

Rg = 1—9 ' 1,.2 (8)
Iy
onde Ry € a razdo de Rayleigh, |y € a luz espalhada, |y é a luz incidente, r
¢ a distancia entre a particula e o detector e 8 ¢ o dngulo entre a diregdo
da luz incidente e da luz espalhada.
Para sistemas diluidos, a razdo de Rayleigh pode ser relacionada
com a massa molar (M,,) e a concentracéo (c) pela equacao (9):

= (9)

ARy~ My,
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onde ARy é a diferenca entre as razdes de Rayleigh da solucéo e do
solvente puro e K é a constante Otica, a qual é expressa por meio da
equacéo (10):

_ 4m?n?(dn/dc)?

K Naat

(10)

onde n é o indice de refracdo do solvente, dn/dc é o incremento do
indice de refragdo com a concentracdo do soluto, N5 é a constante de
Avogadro e 4 é o comprimento de onda [70; 73; 75; 76].

A razdo de Rayleigh depende da polarizabilidade da
macromolécula, que por sua vez é funcdo do incremento do indice de
refracdo, dn/dc. Para determinar esse parametro é utilizado um
refratbmetro diferencial, que tem um feixe de luz monocromética que
atravessa uma célula que possui dois compartimentos, um dos
compartimentos contém o solvente (referéncia) e o outro contém o
soluto. A variagdo de n em fungdo de c é dada pela equacéo (11):

(9 4 gyt o 1)

c

onde o é a constante de proporcionalidade ou polarizabilidade.
Colocando-se em gréafico os valores de An/c vesus ¢ e extrapolando-se
para ¢ = 0, obtém-se o incremento de n [73].

A equacdo (9) s6 é vdlida para solugdes com concentragdes
diluidas, onde ndo existam interagdes intermoleculares. Em
concentragBes finitas ocorrem interacdes intermoleculares que devem
ser levadas em consideracdo. As flutuagcBes na polarizabilidade das
moléculas dependem do potencial quimico e, portanto, podem ser
relacionadas & pressdo osmotica. Dessa forma, a equagdo (9) pode ser
expressa pela expansdo virial (equacao (12)):

Kc

A—thiw+2A2c+3A3c2+--- (12)

onde A, e A; sdo o segundo e o terceiro coeficiente virial,
respectivamente: eles descrevem as propriedades das interagdes
intermoleculares a concentracBes finitas. Valores de A, positivos
indicam boa interacdo polimero-solvente e valores negativos indicam
gue as interagBes polimero-polimero sdo maiores do que as interagdes
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polimero-solvente. O terceiro coeficiente virial na maioria dos casos tem
valores muito pequenos e é desprezado [73; 75].

Para macromoléculas nas quais o tamanho do novelo é maior do
que A/20, a luz espalhada varia com 0 angulo de observacao, isso porque
0 espalhamento podera ocorrer a partir de varios centros da mesma
particula. Considerando essas diferencas de espalhamento, é necessario
introduzir um fator de espalhamento ou fator de forma, P(6), aos
célculos; assim, a equacdo (12) é transformada na equacdo (13) [77; 78]:

Kc 1
e W)( +24,¢ + 34567 + ) (13)

A equacdo (14) é empregada para a obtencéao do fator de forma:

_ 1/4mn\% 5 5 (6
P(B) =1- E(T) Rgsen (E) (14)
onde Ry € o raio de giro da particula. O fator de forma pode ser escrito
em funcdo do vetor de espalhamento q, levando a equacéo (15).

q= 4%sen (g) (15)

A equacdo (14) pode ainda ser reescrita na forma da equacéo (15).

— 2 2
Nessa deducdo, a expressao fator de forma é mdependente da
forma da particula, e pode ser aplicada contanto que Ry %0° < 1, isto &,
para um pequeno valor de g, ou equivalentemente, um pequeno 0 [73;
75].

Incorporando as correlagbes impostas pelo fator de
espalhamento na equacdo (12), chega-se 4 conhecida equacdo de Zimm
(equacéo (17)) [77; 78]:

A’;” (1+ qu)-(Miw+2A2c+---) (17)

Para determinar a massa molecular, o raio de giro e o segundo
coeficiente virial, a razdo Kc/AR, versus [sen’(6/2) + C], a constante C &
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escolhida arbitrariamente. A Figura 13 mostra um diagrama de
espalhamento de Zimm, no qual duas extrapolacdes devem ser feitas:

» considerando o angulo constante e extrapolando a concentracgao
igual a zero, o coeficiente angular fornece o segundo
coeficiente virial;

» considerando a concentracdo constante e extrapolando ao
angulo zero, obtém-se o coeficiente angular e a partir deste o

raio de giro.
o $ & g £
& ®» 8 ” & ” ol el
KC/ARB o & ® .Q A 2 - « c=5
- - =
y ¥ 7 g o # - s c=4
4 » #c=3
-
mOI/g . .' .' .' o '- » ¥c=2
¥
1/MW - 2 v 4 2 4 / e
- . - * c=0

sen?(6/2) +c

Figura 13. Um tipico diagrama de Zimm. As linhas vermelhas sdo as
extrapolagdes a angulo zero e concentragéo zero.

1.1.8.4.2.  Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O espalhamento de luz dinamico €é descrito pela sigla DLS, a
qual tem origem nas iniciais do nome em inglés “Dynamic Light
Scattering”. As medidas de DLS permitem a rapida obtencdo do
coeficiente de difusdo de macromoléculas em solucdo, considerando as
flutuacGes na intensidade de luz espalhada em func¢éo do tempo, em uma
dada direcdo, isto é, a deteccdo da intensidade de luz espalhada a um
angulo fixo. Essas flutuacbes se originam das variacGes no indice de
refracdo dentro do volume de espalhamento, devido ao movimento
browniano das particulas [73; 75].

O raio hidrodinamico de particulas pode ser calculado por meio
do método cumulativo e da anéalise de CONTIN para fornecer o
coeficiente de difusdo efetivo e o tamanho de particula correspondente,
e também através de dados de DLS em um procedimento que consiste

57



em ajustar a funcdo de autocorrelacdo (G(z)) por um decaimento
exponencial de segunda ordem, conforme a equacéo 18:

G(t) = c[A; exp ( ) + A, exp (— T—tz)]2 (18)

t
n
em que A; e A, sdo as contribuicBes relativas dos dois componentes
(populagdes), 1; e 1, sd0 0s dois tempos de decaimentoec (0<c<1)é
o fator de coeréncia experimental [79]. O tempo de decaimento (z) esta
relacionado com a frequencia de relaxacéo (/") conforme a equacédo 19.

r=12
T

(19)

As frequéncias de relaxacdo estdo relacionadas com o
coeficiente de difusdo aparente e o vetor de onda do espalhamento,
segundo a equacao (20):

r=D-q? (20)

onde I" é a frequencia de relaxacdo, D é o coeficiente de difusdo
aparente e g € o vetor de espalhamento [72; 73].

Dentro do regime diluido, D varia linearmente com a
concentracdo da amostra (c), de acordo com a equacéo (21),

D =Dy(1+ kpc+ ) (21)

onde Dq é o coeficiente de difusdo a diluicdo infinita, kp é o coeficiente
“virial” hidrodindmico relacionado com as intera¢des soluto-soluto e de
soluto-solvente. A equacgdo de Stokes-Einstein (equagio (22)) relaciona
o coeficiente de difusdo a diluicdo infinita e o raio hidrodinamico (Ry)
[72]:

kgT

H

onde kg é a constante de Boltzmann, T é a temperatura termodinamica e
n é a viscosidade do solvente [72; 73].
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1.1.8.4.3. Espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS)

As medidas de espalhamento de raios X a baixos angulos
(SAXS) podem ser utilizadas para a caracterizacdo estrutural interna e
da conformacdo de cadeias no interior de micelas e cadeias
poliméricas. A intensidade de espalhamento SAXS 1(q) de uma solugédo
isotropica de particulas monodispersas incorporada em uma matriz com
uma densidade eletrbnica constante, ap6s a normalizacdo com o
espalhamento do fundo do capilar preenchido com o solvente, é dada
pela equacéo (23),

I(q) = N.P(q)-S(q) (23)

onde N é o nimero de particulas por unidade de volume, P(q) é o fator
de forma de uma particula individual, e S(q) esta relacionada ao fator de
interferéncia das particulas, que surge a partir de correlagfes de longo
alcance entre os centros de espalhamento. Para sistemas muito distantes,
0 que significa que a concentracdo de polimero é relativamente baixa,
S(q) ~ 1 e entdo I(q) é proporcional ao fator de forma P(q) dos objetos
de disperséo, vinculado ao seu tamanho e forma.

Para a maioria das solugdes diluidas onde ndo ocorre interacéo
entre as particulas (S(q) = 1), o espalhamento total resulta da soma dos
espalhamentos de particulas individuais que ndo interagem. Pode-se
entdo obter informagBes importantes sobre a forma e o tamanho das
particulas espalhadoras. Porém, quando o sistema é composto por um
nimero muito maior de particulas, a intensidade de espalhamento
contera contribuicBes dos fatores P(q) e S(q). Neste caso, pode-se
separar os fatores P(g) e S(g) de um mesmo espectro de espalhamento
aplicando-se um tratamento matematico que inclua o perfil teérico de
uma das contribuictes [48].

Através das curvas de SAXS pode-se determinar o raio de giro
(Ry) de uma macromolécula. Assumindo que as particulas ndo interagem
em solucdo pelo fato da concentracéo ser diluida, independentemente da
forma, o valor de Ry pode ser obtido pela aproximagdo de Guinier a
partir da equacéo (24), sendo essa aproximagéao somente valida para qRy
<1
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RZ q2
1(@) = 10) exp (- L) 24)
onde o Ry € 0 raio de giro. A partir de um grafico de In(I(q) versus 9
para a regido dos angulos préximos de zero (@ — 0), espera-se um
comportamento linear onde o coeficiente angular é igual a — R92/3.

1.1.8.,5.  Espectrofotometria de absorcéo Ultravioleta e Visivel
(UV-Vis)

Na espectrofotometria de absorcdo UV-Vis mede-se a
quantidade de luz absorvida em funcdo do comprimento de onda. Nessa
técnica, a amostra € estimulada pela aplicacdo de uma fonte de radiacéo
eletromagnética na regido do UV-Vis (faixa de comprimento de onda de
180 a 780 nm), onde uma parte da radiagdo pode ser absorvida em uma
molécula para a excitacdo de elétrons para um estado de maior energia
[53; 80].

As aplicacbes da espectroscopia de absorcdo de compostos
organicos baseiam-se nas transicdes n ou z para um estado excitado z*.
Ambas as transi¢cfes n — z* e £ — x* exigem a presenca de um grupo
funcional insaturado para fornecer os orbitais w. Os grupos funcionais,
nas moléculas, que sdo capazes de absorver radiacdo UV-Vis sdo
chamados de cromoforos [53; 80], sendo que a intensidade da absorgdo
e a posicdo da banda de absorcdo podem ser alteradas pela presenca de
substituintes ligados ao cromoforo, os quais sdo chamados de
auxocromos.

A espectrofotometria de absor¢do é baseada na medida da
transmitancia (T) ou da absorbancia (A) de solucdes contidas em células
transparentes com caminho dptico de b cm. De acordo com a lei de
absorcdo, também conhecida por lei de Beer-Lambert, a concentragao de
um analito que absorve radiacdo estd relacionada linearmente com a
absorbéancia, como mostra a equacéo (25):

A=—-logT = logIT0 = &bc (25)

onde |l é a intensidade incidente, | é a intensidade transmitida, ¢ é a
concentracdo do absorvente e ¢ é a absortividade molar [53; 80].

60



Os espectros de UV de nucleotideos e dos seus polimeros séo
indicadores valiosos para visualizar mudancas na composi¢do quimica
ou nas estruturas tridimensionais, assim como no acompanhamento das
interacbes com outros compostos. As bases de um polinucleotideo
absorvem a luz em um comprimento de onda de 260 nm, mas na dupla
hélice do DNA essa absorgdo é parcialmente suprimida. Isto porque o
empilhamento das bases leva a um acoplamento entre a transi¢do dos
cromoéforos vizinhos, isto €, os elétrons ©t das bases interagem entre si. A
desnaturacdo térmica do DNA pode ser acompanhada por um aumento
na absor¢do maxima (260 nm) no UV, pois quando o DNA funde, as
ligagBes de hidrogénio, que antes uniam os pares de bases na dupla
hélice, se rompem e a absor¢do aumenta em cerca de 20-30%. Isso é
chamado de efeito hipercrémico [19; 22].

1.1.8.6. Dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) é um método que utiliza a luz
circularmente polarizada, que é produzida quando duas ondas
eletromagnéticas linearmente polarizadas se propagam em planos
perpendiculares com diferenca de fase de 90°. A absorcdo, pelas
moléculas quirais, da luz circularmente polarizada no sentido horario e
anti-horério ocorre de maneira desigual. Essa diferenca na absorbancia
pode ser medida por um espectropolarimetro de CD, pela diferenca dos
coeficientes de absortividade molar, conforme a equacao (26):

Ae =g — &g (26)

onde g _corresponde a absortividade molar para a luz circularmente
polarizada a esquerda e e corresponde a absortividade molar para a luz
circularmente polarizada a direita [81].

A descricdo tedrica de espectros de CD de moléculas tdo grande
como 0 DNA é muito complexa, de modo que 0 método nao € capaz de
fornecer informacéo estrutural sobre as moléculas em nivel atdmico. Por
essa razdo, a espectroscopia de CD € principalmente usada
empiricamente em estudos de DNA [81].

O CD é uma técnica muito utilizada para estudar mudangas
conformacionais de proteinas [82] e DNA [81], além de auxiliar no
acompanhamento de processos de desnaturacdo e renaturagdo de
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proteinas, na investigacdo de interacdes do DNA com polimeros [83] e
com nanoparticulas [84].

1.1.8.7. Potencial zeta

Quando uma particula coloidal apresentando carga de superficie
é dispersa em um liquido, os ions de carga oposta (chamados de contra-
fons) na suspensdo sdo atraidos para a particula formando uma camada
firmemente presa ao redor da superficie da particula, chamada de
camada de Stern. Os contra-ions adicionais sdo atraidos ainda pela
particula coloidal carregada, resultando em um aumento na
concentracdo de contra-ions proximos a superficie. Isso resulta do
equilibrio dindmico na formacdo de uma camada difusa de contra-ions, a
fim de neutralizar a particula carregada. Essa alta concentracdo de
contra-ions préximos a superficie diminui gradualmente com a distancia
até que atinja potencial nulo [85].

Assim, existe uma dupla camada elétrica ao redor de cada
particula. A dupla camada elétrica é constituida por duas partes: uma
regido interna chamada de camada de Stern, onde os ions estdo
fortemente ligados, e outra denominada de camada difusa (ou camada de
Gouy-Chapman) que se distribui em torno da primeira (Figura 14).
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Figura 14. Representacdo esquematica da dupla camada elétrica. Figura
adaptada de www.malvern.com [86].

O potencial zeta, é o efetivo potencial de superficie no plano de
cisalhamento hidrodindmico que esta préximo da interface solido-
liquido, é um pardmetro importante que regula o comportamento
eletrocinético de particulas em solucéo [87].

A medida do potencial zeta é realizada pela aplicacdo de um
campo elétrico em toda a dispersdo. As particulas com carga migram
para o eletrodo de carga oposta com uma velocidade proporcional ao
potencial zeta e essa velocidade recebe a denominacdo de mobilidade
eletroforética. Esta é medida utilizando a técnica de anemometria laser
Doppler. Assim, obtém-se o potencial zeta pela aplicacdo da lei de
Henry (equacéo (27)).

_ 2&{f(ka) (27)

E 3n

Onde, ug € a mobilidade eletroforética, ¢ a constante dielétrica do

solvente, { o potencial zeta,  a viscosidade do solvente e f(ka) as
funcGes de Henry [88].
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivos principais sintetizar e
caracterizar a PEI com grupos n-alquila (com 4, 6, 8 e 12 carbonos) e
com 0 nucleosideo uridina, assim como investigar as propriedades
fisico-quimicas, a auto-associagdo das PEls  modificadas
hidrofobicamente e suas associa¢gdes com o SDS em meio aquoso, além
de investigar a interacdo das PEls modificadas hidrofobicamente e da
PEI-nucleosideo com DNA, na auséncia e na presenga de SDS,
avaliando o tamanho, morfologia e a intensidade da interac&o.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar derivados da PEl com a introdugdo de diferentes
grupos hidrofébicos, com 4, 6, 8 e 12 carbonos, a partir de
brometos de alquila, tendo um grau de substituigdo de 10%;

e Sintetizar derivados da PEI com um nucleosideo (uridina);

e Caracterizar os derivados preparados através de ressonancia
magnética nuclear (RMN de *H);

e Determinar pardmetros como viscosidade intrinseca, raio de
giro, raio hidrodindmico, propriedades dindmicas de auto-
agregacdo, pelas técnicas DLS, SAXS, tensdo superficial,
viscosidade e fluorescéncig;

e Estudar o processo de interacdo das PEIls hidrofobicamente
modificadas com SDS através das técnicas de SAXS, tensdo
superficial, pH e fluorescéncia;

e Estudar o processo de interagdo dos polimeros modificados com
DNA, na auséncia e na presenca de SDS, através de analises de
UV-Vis, fluorescéncia, viscosidade, dicroismo circular, DLS,
SAXS e potencial zeta.
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CAPITULO 11

2. METODOLOGIA

2.1. REAGENTES E PREPARAGAO DE AMOSTRAS

O SDS foi obtido da Sigma-Aldrich, com pureza de 99%, e foi
usado sem purificacdo prévia. O pireno (Sigma-Aldrich, 99%) foi
recristalizado trés vezes a partir de metanol e secou-se antes da
utilizacdo. O brometo de etidio foi procedente da Sigma-Aldrich, com
pureza de 99%. A PEI ramificada com massa molar de 25000 g mol™ foi
obtida da Sigma-Aldrich. As razBes de grupos amino
primarios/secundarios/terciarios para este polimero foram 1:2:1, o que
corresponde a uma ramificacdo para cada 3-3,5 nitrogénios presentes. O
1-bromobutano, 1-bromo-hexano, 1-bromooctano e 1-bromododecano,
todos com pureza de 99%, foram adquiridos da Sigma-Aldrich e
utilizados sem purificacdo. O sal de s6dio do DNA do timo de bezerro
foi obtido da Sigma-Aldrich. A uridina, a 4-dimetilaminopiridina
(DMAP), o p-toluenossulfonato de piridinio (PPTS), o orto-formiato de
trimetila e o cloreto de tosila, todos com 99% de pureza, foram
procedentes da Sigma-Aldrich. Os solventes: alcool tert-butilico, etanol,
diclorometano (CH,Cl,), acetato de etila, hexano, piridina, cloroférmio
(CHCIy), dimetilformamida (DMF), éacido cloridrico (HCI) e
tetraidrofurano (THF), procedentes da Vetec, foram purificados
conforme a literatura [89] e armazenados sobre peneira molecular
ativada. O cloreto de tosila, carbonato de potassio, sulfato de sodio,
bicarbonato de sédio, cloreto de sédio e tris(hidroximetil)aminometano
(Tris) foram adquiridos da Merck, com pureza de 99% e foram
utilizados sem purificagdo. A membrana de dialise utilizada foi da
Spectra/Por® 6 (MWCO = 3500 g mol™).

A agua deionizada foi obtida por meio de destilacdo, seguido de
purificacdo empregando um sistema Millipore Milli-Q, e foi utilizada
em todas as medi¢Bes. As solucbes estoques da PEI e PEI alquilada
foram preparadas em agua sob agitacdo magnética durante pelo menos
12 horas, em seguida foram feitas as dilui¢cbes conforme cada técnica
utilizada.
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Todos os estudos realizados com o DNA foram realizados em
solucdo tampao de 20,0 mmol L™ de Tris/HCI, pH 7,5 com 10,0 mmol
L™ de NaCl. Foram preparadas solugdes estoques de DNA e das PEls
com concentragdo de 200,0 pg mL™, de brometo de etidio com
concentragdo de 1,0x10° mol L™ e de SDS com concentracdo de
1,0x10° mol L™ Nos estudos com DNA as concentracdes foram
expressas pela razdo de nitrogénio (N) presente na PEI e por fésforo (P)
presente no DNA. Considera-se que 43,1 g mol™ corresponde a cada
mondmero da PEI e contém um grupo amino, e que 330,0 g mol™
corresponde a cada unidade de repeticdo do DNA contendo um fosfato
[90; 91]. As razBes variaram de N/P 0,0 a 10,5, na auséncia e na
presenca de 5,0 umol L™ de SDS.

2.2. MODIFICAGAO DA PEI

2.2.1. Preparacao das PEIs alquiladas

A metodologia utilizada para sintetizar os polimeros com os
grupos n-alquila (n = 4, 6, 8 e 12) foi adaptada do trabalho realizado por
Park e colaboradores [17]. O 1-bromoalcano (12,0 mmol) foi adicionado
gota-a-gota em uma solucéo agitada vigorosamente de PEI (5,28g; 120,0
mmol por mondmero) em 65,0 mL de alcool tert-butilico contendo
excesso de carbonato de potassio (20,73g; 150,0 mmol). A mistura
reacional foi agitada por 5 dias em temperatura ambiente. Apos este
periodo, a mistura reacional foi colocada em uma membrana de dialise
(Spectra/Por® 6, MWCO = 3500 g mol%). Foi feita a dialise por 3 dias
para remover o 1-bromoalcano, o &lcool tert-butilico e o carbonato de
potassio. Apos essa etapa, a solucdo foi liofilizada e o produto foi
caracterizado por RMN de 'H. A auséncia de sinais correspondentes aos
hidrogénios de 1-bromoalcanos e do alcool tert-butilico nos espectros de
RMN confirmaram a pureza dos produtos. RMN de H para o PEI-C4
(400 MHz, CDCl5): 6 0,89 ppm (t, H;CCH,CH,CH,NH-), ¢ 1,30 ppm
(m, H3CCH,CH,CH,NH-), 6 1,40 ppm (m, HsCCH,CH,CH,NH-), ¢
2,39 ppm (m, H3CCH,CH,CH,NH-), ¢ 25-28 ppm (m, -
NH(CH,),NH-), J 4,00 ppm (bs, -NH-); RMN de 'H para o PEI-C6
(400 MHz, CDCls): ¢ 0,83 ppm (t, HsC(CH,)sCH,CH,NH-), 6 1,23
ppm  (m,  H3C(CH,);CH,CH,NH-), ¢ 141 ppm (m,
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H3C(CH2)3CH20H2NH—), 0 2,35 ppm (m, H3C(CH2)3CH2CH2NH—), 0
2,5-2,8 ppm (m, -NH(CH,),NH-), & 4,00 ppm (bs, -NH-); RMN de *H
para o PEI-C8 (400 MHz, CDCly): ¢ 084 ppm (t,
H3C(CH2)5CH20H2NH—), 01,23 ppm (m, H3C(CH2)5CH2CH2NH—), 0
1,43 ppm (m, H3C(CHy)sCH,CH,NH-), ¢ 237 ppm (m,
H3C(CH,)sCH,CH,NH-), 6 2,5-2,8 ppm (m, -NH(CH,),NH-), ¢ 4,30
ppm (bs, -NH-); RMN de 'H para o PEI-C12 (400 MHz, CDCly): ¢
0,85 ppm (t, H3C(CH2)9CH2CH2NH*), o 123 ppm (m,
H3C(CH2)9CH2CH2NH*), 0 1,45 ppm (m, H3C(CH2)9CH2CH2NH7), 0
2,38 ppm (m, H3C(CHy)CH,CH,NH-), ¢ 2,5-2,8 ppm (m, —
NH(CH,),NH-), 6 4,17 ppm (bs, -NH-).

NH
r—N ane’ PEI: R=H
NH PEI-C4: R = n-butil
(. N
N_/' N INHZ '
f_/ N PEI-C6: R = n-hexil
NH
e PEI-CS: R = n-octil
i R—NH
Wf_NH PEI-C12: R = n-dodecil

Figura 15. Estruturas da PEI e das PEIs hidrofobicamente modificadas.

2.2.2. Sintese da PEI decorada com o grupo uridinil

A sintese da PEI decorada com a uridina foi realizada em duas
etapas, conforme mostrado abaixo. Na primeira etapa, foi utilizada a
metodologia de Davisson e colaboradores [92] e na segunda etapa foi
empregada a metodologia de Park e colaboradores [17] com algumas
adaptacdes.

2.2.2.1. Sintese da uridina tosilada

Foram dissolvidas a uridina (4,88 g; 20,0 mmol) e o PPTS (0,50
g; 2,0 mmol) em 25,0 mL de THF seco em um baldo de duas bocas em
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atmosfera de argdnio. Em seguida, foi adicionado com uma seringa o
orto-formiato de trimetila (10,6 g; 100,0 mmol) gota-a-gota, sob
agitacdo constante, em um intervalo de 30 minutos. A mistura reacional
foi entdo agitada por 3 horas. Agua (0,5 mL) foi adicionada, a agitagio
foi continuada por mais 30 minutos e em seguida foi adicionado piridina
(0,5 mL) para evitar a hidrélise, sendo que a seguir o solvente foi
removido em bomba de vacuo. O solido resultante foi purificado por
coluna de silica gel, utilizando mistura de acetato de etila’hexano nas
propor¢bes de 40/60; 50/50 e 60/40, o que resultou em um produto,
uridina protegida, com um rendimento de 43,7% (2,50 g; 8,74 mmol).

O produto seco foi dissolvido em 50 mL de CH,ClI, anidro em
um baldo de duas bocas, ao qual foram adicionados a seguir, gota-a-
gota, 0 DMAP e o cloreto de tosila previamente dissolvidos em 10,0 mL
de CH,CI, anidro. A mistura reacional foi agitada por 24 horas e ap0os
esse tempo, foi adicionado THF e o precipitado resultante foi removido
por filtracdo. A solucdo foi concentrada como uma espuma, dissolvida
em 100,0 mL de CHCIs;, e lavada com 3 por¢Ges de 20,0 mL de solucédo
aquosa de bicarbonato de sddio a 5%. A fase organica foi seca usando-
se sulfato de sédio anidro. O produto foi purificado por meio de uma
coluna de silica gel, foi utilizado mistura de acetato de etila/hexano nas
proporcBes de 40/60; 50/50 e 60/40, tendo resultado, apds
rotaevaporagdo do solvente, em 2,05 g de um sélido branco, a uridina
tosilada (Figura 16) com rendimento de 53%. O produto foi
caracterizado por RMN de *H. O RMN de 'H para a uridina tosilada
(400 MHz, CDCly) apresentaram diasteroisdmeros [92]: ¢ 2,42 ppm (t,
H1), ¢ 3,29 e 3,36 ppm (t, H11), 6 4,28 ppm (m, H6 e H7), ¢ 4,50 ppm
(m, H9), 6 4,83 ppm (m, H8), 6 5,01 ppm (m, H12), 6 5,69 ppm (d, J =
2,3 Hz, H13), 6 5,73 ppm (d, J = 8,0 Hz, H15), ¢ 5,88 e 5,94 ppm (s,
H10), 6 7,22 ppm (d, J = 8,2 Hz, H2 e H3), 6 7,32 ppm (d, J = 8,0 Hz,
H4 e H5), 6 7,77 ppm (d, J = 8,4 Hz, H14), ¢ 9,19 ppm (s, H16). O
espectro de RMN de ‘H para a uridina tosilada esta apresentado em
anexo A.
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Figura 16. Representacdo da estrutura molecular da uridina tosilada.

2.2.2.2.  Sintese da PEI decorada com o grupo uridinil

A uridina tosilada (0,7 g; 1,6 mmol) foi dissolvida em DMF

(5,0 mL) e adicionada gota-a-gota para uma solucdo agitada
vigorosamente da PEI (0,23 g; 5,23 mmol por monémero) em 10,0 mL
DMF, contendo excesso de carbonato de potassio (0,87 g; 6,30 mmol).
A mistura reacional foi agitada por 5 dias em temperatura ambiente.
Ap0s esse periodo, a mistura reacional foi colocada em uma membrana
de dialise (Spectra/Por® 6, MWCO = 3500 g mol™). Foi feita a dialise
por 3 dias para remover a uridina tosilada, o DMF e o carbonato de
potassio que ndo reagiram. Apds essa etapa, a solucdo foi liofilizada e o
produto foi caracterizado por RMN de *H. O mesmo procedimento foi
realizado com 0,22 g (0,50 mmol) de uridina tosilada, 0,44 g (10,0
mmol por mondmero) da PEI e 0,80 g (5,79 mmol) de carbonato de
?otéssio Foi feita uma tentativa de obtencdo do espectro de RMN de
H. Os produtos foram sollveis somente em &gua deuterada, o que
dificultou o aparecimento de alguns sinais. O espectro de RMN de *H
(400 MHz, D,0) para PEI-Uri5% (anexo B) apresentou sinais
caracteristicos da PEIl em ¢ 2,3-3,1 ppm, e do grupo uridinil, os -OCHj3
em ¢ 3,30 ppm e 3,38 ppm, os hidrogénios do acetal em ¢ 6,06 ppm e
6,14 ppm e o sinal do hidrogénio do anel em ¢ 7,59 ppm. O espectro de
RMN de 'H (400 MHz, D,0) para PEI-Uri15% (anexo C) apresentou
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sinais caracteristicos da PEIl em ¢ 2,3-3,1 ppm, e do grupo uridinil, 0s —
OCH; em 6 3,26 ppm e 3,34 ppm, os hidrogénios do acetal em ¢ 6,01
ppm e 6,09 ppm e o sinal do hidrogénio do anel em ¢ 7,55 ppm.
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Figura 17. Estrutura da PEI decorada com a uridina.
2.3. CARACTERIZACAO

2.3.1. Viscosidade

As medidas de viscosidade foram feitas em um viscosimetro
SCHOTT AVS 350. Foi utilizado um viscosimetro capilar de Cannon-
Fenske, de nimero 75, diametro de 0,54 mm, equipado com um sistema
optico de deteccdo de fluxo. Para as medices, solucdes estoques de
cada polimero com 10,0 mg mL™ foram preparadas em &gua deionizada
e utilizadas para preparar 10,0 mL de cada solu¢do mais diluida, entre
2,0 e 10,0 mg mL™. Apés foram determinados os tempos de escoamento
do solvente e das solugdes preparadas de cada polimero.

As medidas de viscosidade para os sistemas com DNA e as
PEls foram feitas usando-se o mesmo aparelho e as solugdes foram
feitas a partir das solugdes estoques do DNA e das PEIs (ver item 2.1.),
mantendo a concentragdo do DNA constante (25,0 ng mL'l) e
aumentando de cada PEI, as concentragdes foram expressas em razdo
N/P e cada solucdo com volume total de 6,0 mL. A viscosidade relativa
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foi calculada considerando o tempo de escoamento do DNA como t,.
Para todas as medidas a temperatura foi controlada com um banho
termostatizado a 25,0 + 0,1°C.

2.3.2. Tensiometria

As medidas de tensdo superficial foram feitas utilizando o
método do anel Du Nouy e as medidas foram realizadas em um
tensiémetro da KRUSS GMBH, modelo K 8, com escala de diviséo de
0,1 mN m™ equipado com um anel de Pt-Ir-20. O anel foi lavado com
uma solucéo de acido cloridrico (4,0 mol L™) e enxaguado com &gua
deionizada vérias vezes antes de cada medi¢do. Para as medicdes,
solucdes estoques de cada polimero com 20,0 mg mL™ foram
preparadas em agua deionizada e foram utilizadas para preparar 10,0 mL
de cada solucéo mais diluida de 0,1 a 20,0 mg mL™. Todas as solucdes
de polimeros preparadas foram deixadas em repouso por pelo menos
duas horas antes da utilizacdo. A temperatura foi mantida a 25,0 £ 0,1°C
com o uso de um banho termostatizado.

2.3.3.  Fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia do pireno foram
registrados num espectrofluorimetro F4500 Hitachi equipado com um
suporte de célula termostatizado fixado em 25,0 = 0,1 °C e as amostras
foram continuamente agitadas numa célula de quartzo com as quatro
faces polidas e com caminho Optico de 10,0 mm. A concentragdo do
pireno foi fixada em 1,0x10° mol L™ para evitar a formacdo de
excimeros, a partir de uma solucdo estoque de 1,0x102 mol L™ em
etanol. As solucBes das PEIs foram preparadas a partir desta solucédo
estogque de pireno. Para certificar-se de que os dados experimentais
foram obtidos em uma situacdo de equilibrio do sistema, todas as
solugdes estoques foram preparadas rotineiramente com agitacdo
magnética suave por 12 horas. Entdo, as solucGes estoque de SDS foram
preparadas usando-se as solu¢des contendo pireno e cada PEI e foram
deixadas atingir o equilibrio pelo menos por 4 horas antes de se registrar
0 espectro de emissdo de fluorescéncia. Ambas as configuracdes de
fenda de largura de excitagdo e de emissdo dos monocromadores foram
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ajustadas para 2,5 nm. As amostras foram excitadas a 336,0 nm, e 0s
espectros de emissdo foram registrados de 360,0 a 500,0 nm. O
procedimento a seguir foi aplicado em todas as experiéncias realizadas
com o pireno. O espectro de emissdo de fluorescéncia foi registrado
apos a adicdo de cada volume de solucdo de polimero ou surfactante. A
razdo de I4/l; foi considerada como a razdo entre as intensidades
maximas para a primeira (372,8 nm) e para a terceira (384,0 nm) bandas
de emisséo da sonda (ver item 1.8.3. da Introducdo).

Os espectros de emissdo de fluorescéncia do brometo de etidio
nos sistemas com DNA foram realizados no mesmo espectrofluorimetro.
Para todos os sistemas DNA-PEIs a concentragdo de brometo de etidio
foi fixada em 1,0x10®° mol L™ e a concentracdo de DNA em 25,0 pg
mL™ e as concentragbes de cada PEI foi de 1,0 a 70,0 pg mL™, as
misturas foram expressas em razdo N/P e cada solugdo com volume total
de 1,0 mL. Ambas as configura¢des de fenda de largura de excitacdo e
de emissdo dos monocromadores foram ajustados para 5,0 nm. As
amostras foram excitadas em 518,0 nm, e os espectros de emissdo de
fluorescéncia foram registrados de 530,0 a 700,0 nm. O espectro foi
realizado para cada solucdo preparada dos polimeros com DNA. A
intensidade maxima de emisséo ocorreu em 594,0 nm.

2.3.4. Medidas de pH

Os valores de pH foram obtidos do seguinte modo: uma solugédo
aquosa da PEI (2,0 mg mL™) foi preparada e utilizada para fazer uma
solucdo estoque de SDS em uma concentragdo de 4,0x102 mol L™. A
solucdo da PEI foi mantida numa célula termostatizada a 25,0 + 0,1 °C e
foi titulada adicionando-se pequenas quantidades da solugdo estoque de
SDS com o auxilio de uma bureta semi-automética da Metrohm Herisau
(tipo multi-bureta modelo E-485). Ap6s cada adicdo da solugdo estoque
do SDS o pH foi medido utilizando um peagédmetro Beckman modelo
¢71, equipado com um eletrodo de vidro combinado. O peagametro foi
calibrado previamente com solugdes padrdes de pH = 7,0 e pH = 10,0.
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2.3.5. Medidas de DLS

As medidas de DLS foram feitos no Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em Porto Alegre
no Laboratério de Instrumentacdo e Dindmica Molecular (LINDIM). As
solucdes foram analisadas em um angulo fixo de 90°, no espectrémetro
de espalhamento de Iluz Brookhaven Instruments Corporation
(goniémetro BI-200, correlator digital AT BI-9000), com laser de He-
Ne (comprimento de onda de 632,8 nm) como fonte de radiaco.

As medidas de DLS também foram analisadas em diferentes
angulos 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130 e 140°, em um
gonidémetro ALV-7002 multicorrelator, com faixa de deteccdo de 32° a
150° operado com laser de 22 mV Ne/Ar (A =628,2 nm).

As solugdes contendo os sistemas com DNA e cada PEI foram
feitas a partir das solugBes estoques (ver item 2.1.), mantendo a
concentracdo do DNA constante em 50,0 ug mL™, as concentracdes
foram expressas em razdo N/P e cada solugdo com volume total de 5,0
mL.

O incremento do indice de refracdo (dn/dc) foi determinado em
um refratbmetro diferencial BI-DNDC da Brookhaven Instruments
Corporation, com um software DNDCW Windows™, com laser de
620,0 nm e as concentragdes das solucbes aquosas das PEIs variaram de
1,0a10,0 mg mL™.

2.3.6. Medidas de SAXS

Os experimentos de SAXS foram realizados na linha D11A-
SAXS do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em
Campinas, SP, Brasil. Foram executadas a temperatura ambiente (25,0
°C) e o comprimento de onda (1) do feixe incidente foi definido como
0,1488 nm. As amostras foram injetadas em um suporte de 1,0 mm de
espessura, especialmente desenvolvidos para a linha de SAXS do LNLS
[93]. A luz do feixe incidente cruzou as amostras através de um tubo
evacuado (P < 0,1 mbar) e foi espalhada para um detector 2D CCD
marCCD com &rea ativa de 16,0 cm” A distancia entre a amostra e o
detector foi ajustada em 1479,75 mm (o benoato de prata foi usado
como padrdo de calibracdo para a distancia entre amostra e detector,
pois possui uma estrutura lamelar bem conhecida, com d = 58,48 A).
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Nestas condicOes, a faixa de cobertura do vetor de espalhamento q foi de
0,10 a 2,3 nm™. Em todos os casos, as imagens 2D foram consideradas
isotropicas e foram normalizadas levando-se em consideracdo o
decréscimo da intensidade do feixe incidente durante a medida
experimental. O procedimento acima foi realizado utilizando o software
FIT2D desenvolvido por A. Hammersley [94]. Além disso, os resultados
das curvas 1(q) vs. q foram corrigidos pela subtragdo do espalhamento da
agua ou tampao utilizados como solvente.

2.3.7. Espectrofotometria de UV-Vis

As medidas de absorbancia foram feitas utilizando um
espectrofotdbmetro de UV-Vis da HP modelo 8452A com arranjo de
diodo, usando-se cubeta de quartzo termostatizada a temperatura
controlada de 25,0 £ 0,1 °C, por intermédio de um banho termostatizado
acoplado ao sistema. Por esse método, foi possivel acompanhar a
formacdo de complexos formados pela PEI e suas derivadas com o
DNA, em um comprimento de onda fixo de 260,0 nm. As solu¢bes com
diferentes razbes N/P foram preparadas a partir das solucfes estoque do
DNA e das PEls (ver item 2.1.), mantendo a concentracdo de DNA
constante em 25,0 ug mL™ e as concentracdes de cada PEI variou de 1,0
a70,0 ug mL™ com volume total de 1,0 mL para cada solug&o.

A desnaturacdo térmica foi avaliada através de dados de UV-
Vis. Os espectros foram coletados a cada aumento de 2,0 °C de
temperatura, até 90,0 °C. A desnaturacdo foi observada e calculada
através do ponto médio do aumento da curva de absor¢cdo no UV em
260,0 nm.

2.3.8. Potencial zeta

As medidas para a determinacdo do potencial zeta dos sistemas
DNA-polimero foram realizadas em temperatura de 25,0°C, utilizando
0 equipamento Zetasizer ZS, da Malvern. As amostras foram colocadas
numa cubeta adequada para analise. O instrumento é equipado com um
laser He-Ne e opera em comprimento de onda de 633,0 nm e com
angulo de detecgdo de 173°. As solugdes dos sistemas DNA-PEIs foram
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preparadas conforme a descricdo feita para espectrofotometria de UV-
Vis (item 2.3.7.).

2.3.9. Medidas de CD

Os estudos de CD foram realizados em um espectropolarimetro
Jasco (modelo J-815), em temperatura ambiente. Todas as medidas
foram feitas em uma cubeta de quartzo com 0,1 cm de caminho dptico.
Cada espectro coletado representou a soma e a média de 5 varreduras na
faixa de comprimento de onda de 220,0 nm a 370,0 nm. As solucbes dos
sistemas DNA-PEI foram preparadas a partir das solu¢@es estoque do
DNA e das PEls (ver item 2.1.), manteve-se a concentracdo de DNA
constante em 100,0 ug mL™ de DNA e concentragdes crescentes de cada
PEI, expressas em razdes N/P com volume total de 1,0 mL para cada
solucdo.
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdes serdo apresentados em trés partes: a
primeira, mostrando o estudo das propriedades das solucfes aquosas de
DNA na presenca de PEIl; a segunda apresenta o estudo das
propriedades das solugdes de DNA na presenca de PEIs decoradas com
grupos hidrofébicos ou com uridina; e a terceira, qual a influéncia do
SDS na formagéo dos complexos de DNA com a PEI, PEI-C12 e PEI-
Uri 15%.

3.1. PROPRIEDADES DAS SOLUGCOES AQUOSAS DE PEIS
HIDROFOBICAMENTE MODIFICADAS NA
AUSENCIA E NA PRESENCA DE SDS

Embora na literatura encontram-se a utilizacdo de diferentes
técnicas para investigar a interagcdo da PEI com SDS em solucdo aquosa
[41; 95; 96; 97; 98], poucos trabalhos sdo relacionados com as PEIs
modificadas. A fim de compreender mais profundamente a funcdo das
PEIs hidrofobicamente modificadas nesses sistemas complexos, foi
abordado um estudo do comportamento das PEls em agua na auséncia e
na presenca de SDS. O entendimento dessas interacdes serd fundamental
para compreender 0 comportamento nas interacbes das PEIs
modificadas em solucdo aquosa contendo DNA, na auséncia e na
presenca de SDS.

Assim, neste capitulo, foi feita a sintese de quatro PEls
hidrofobicamente modificadas por alquilagcdo parcial da PEI com 1-
bromo-butano (PEI-C4), 1-bromo-hexano (PEI-C6), 1-bromooctano
(PEI-C8) e 1-bromododecano (PEI-C12). As propriedades fisico-
guimicas destas PEls decoradas foram entdo estudadas em solucéo
aquosa na auséncia e na presenca de SDS utilizando técnicas como a
viscosidade, tensdo superficial, fluorescéncia e SAXS.
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3.1.1. Sintese e caracterizacao

As PEIls modificadas, PEI-C4, PEI-C6, PEI-C8 e PEI-C12,
foram preparadas por um método adaptado com base no que foi descrito
por Daewon e colaboradores [17], por meio da alquilacdo dos grupos
amino da PEI com os correspondentes bromo-alcanos (Figura 18).

" & e
H,N —~ HN N
— IN N o N NH
N N i N s
N Alcool tert-butilico / K,CO N
N _NH N,;l_/ 2;1 M’\-N‘H—\ N’—J S
v N CHy~(CHy),~CH,-Br Nng HN
—~ 2 ~
- NH 4
M/-NH n=2,4,86,10. va HiC

Figura 18. Esquema da obtencéo das PEls alquiladas.

Os polimeros modificados foram caracterizados por RMN de
'H. A Figura 19A mostra o espectro de RMN de *H para a PEI, exibindo
0 grupo —CH,CH,;N-em ¢ 2,1-3,0 ppm.
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Figura 19. Espectros de RMN de *H (400 MHz, CDCI,) da PEI (A) e PEI-C12
(B) (@ J 085 ppm H;C(CH,)¢CH,CH,NH—; b, & 1,23 ppm
Hs;C(CH,)sCH,CH,;NH-; ¢, ¢ 1,45 ppm H;C(CH,),CH,CH,NH-; d, ¢ 2,38 ppm
H;C(CH,)9CH,CH,NH-).
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O sinal em ¢ 2,2 ppm foi atribuido aos hidrogénios dos grupos
amino e desaparece com a adicdo de uma gota de agua deuterada ao
tubo de RMN. O espectro de RMN de *H da PEI-C12 na Figura 19B
mostra trés sinais entre ¢ 0,80 e 2,0 ppm (ausente no espectro da PEI),
que relacionado com os grupos dodecilas ligadas aos grupos amino,
especificamente em ¢ 0,85 ppm (a, H3C(CH,)¢CH,CH,NH-), ¢ 1,23
ppm (b, H3C(CHy)¢CH,CH,NH-) e 6 145 ppm (c,
H3C(CH,)sCH,CH,NH-). Além disso, um sinal em 6 2,38 ppm (d) foi
atribuido aos hidrogénios metilenicos da cadeia alquilica ligada
diretamente ao nitrogénio, sendo imediatamente adjacente a regido dos
grupos etileno da PEI (-NH(CHy);NH-) (e, ¢ 2,5-2,8 ppm). Isso foi
confirmado através da andlise de uma espectrometria de correlacdo
homonuclear ("H-"H COSY), que revelou que os hidrogénios em & 2,38
ppm e ¢ 1,45 ppm séo spin-spin acoplados uns aos outros. Além disso,
as nossas observagdes sdo muito semelhantes aos da descricdo de uma
PEI derivatizada por Cheng e colaboradores [15]. Com a alquilagdo, o
sinal correspondente a presenca dos grupos NH, da PEI em 6 2,2 ppm
desaparece, com o aparecimento de um novo sinal em 4,17 ppm,
devido a presenca dos grupos NH alquilados. Isso foi confirmado pelo
fato de que a adicdo de agua deuterada a solucdo da PEI alquilada
provocou o desaparecimento completo do sinal em 6 4,17 ppm. Assim,
embora em principio a alquilacdo possa também ocorrer com 0s grupos
amino secunddrios e terciarios, estes dados mostram que 0S grupos
amino primarios foram preferencialmente alquilados.

O grau de substituicdo em cada PEI derivatizada foi estimado a
partir da integracdo das areas dos sinais correspondentes aos grupos —
CH,CH,;N- e —CHj3. Os graus de substitui¢do encontrados para PEI-C4,
PEI-C6, PEI-C8 e PEI-C12 foram de 9,2%, 9,2%, 9,1% e 9,8%,
respectivamente.

3.1.2. Tensdo superficial e fluorescéncia das PEIs na auséncia
de SDS

Foi analisada a atividade na superficie para as PEls modificadas
através de um tensidmetro de anel. A Figura 20 mostra os valores de
tensdo superficial para a PEI, PEI-C4, PEI-C6, PEI-C8 e PEI-C12 em
funcdo da concentracdo de polimero. Enquanto a PEI ndo apresentou
atividade na superficie, as PEls modificadas exibiram um
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comportamento muito diferente, uma vez que a tensdo superficial
diminui com o aumento da concentracdo de polimero. Este
comportamento é semelhante ao observado por surfactantes classicos em
que a tensdo superficial mostra um decréscimo com o0 aumento da
c(surfactante) até um valor constante da tensdo superficial. Um
comportamento semelhante foi observado por Griffiths e colaboradores
[13], que estudaram a PEI modificada com 1,2-epoxidodecano com 1%
e 10% de substituicdo.
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Figura 20. Tensdo superficial em funcdo da concentracdo da PEI (m), PEI-C4
(o), PEI-C6 (A), PEI-C8 (1) e PEI-C12 (®) a2 25,0 £ 0,1°C.

Os estudos de tensdo superficial motivaram uma investigacdo
semelhante através da técnica de fluorescéncia utilizando o pireno como
sonda (ver secdo 1.8.3 da Introdugdo). A Figura 21 mostra a razdo 1/I;
para a emissdo de fluorescéncia do pireno em funcdo da concentracéo da
PEI e PEIs modificadas. Em primeiro lugar, é importante observar que
para a PEI, a razdo l,/1; exibe uma pequena alteragdo com 0 aumento da
concentracdo da PEI, mantendo-se no intervalo de 1,68-1,80, o que é
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consistente com o valor reportado em agua [54], sugerindo que a PEI
ndo possui dominios hidrofébicos. Porém, para as PEls modificadas, os
valores da razdo l,/lI; diminuem com o aumento da concentragdo de
polimero de 1,80 em agua pura para um valor minimo, que é dependente
do grupo alquil ligado a PEI. Em concentragdes baixas de polimero, a
maior diminuicdo é observada para a PEI-C8 e PEI-C12 em
comparacdo com a PEI-C4 e PEI-C6. Os valores minimos de 1i/l3
observados para cada sistema foram 1,14, 1,03, 0,95 e 0,88 para a PEI-
C4, PEI-C6, PEI-C8 e PEI-C12, respectivamente, indicando que o
pireno encontra-se em dominios hidrofébicos diferentes, dependendo do
comprimento da cadeia alquilica na PEI modificada. Além disso, uma
comparagdo entre a tenséo superficial e a fluorescéncia do pireno revela
gue a descontinuidade nos dados de tensdo superficial coincide com a
regido em que a diminuicao nos valores de I+/15 ocorre (~ 3,0 mg mL™),
0 que sugere que ambas medidas estdo relacionadas a0 mesmo processo
fisico-quimico, isto é, com a formacgdo dos agregados hidrofébicos em
solucdo aquosa.

2,0

- W

/1,

0,1 1 10

c(polimero) (mg mL™)
Figura 21. Razdo l./l; da emissdo de fluorescéncia do pireno em fungdo da
concentracdo da PEI (m), PEI-C4 (), PEI-C6 (A), PEI-C8 (1) e PEI-C12 (o).
A concentracéo de pireno foi de 1,0x10° mol L™, a excitagdo ocorreu em 336,0
nm e as aberturas das fendas foram ajustadas para 2,5 nm a 25,0 £ 0,1°C.
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3.1.3. Viscosidade das PEIs na auséncia de SDS

A Figura 22 mostra as alteragdes na viscosidade especifica para
solucdes da PEI e PEIs hidrofobicamente modificadas em funcdo da
concentracdo de polimero. A viscosidade especifica foi calculada a
partir das equagbes (1) e (2). E claramente observado que as
viscosidades especificas diminuem com o aumento da cadeia alquilica
da PEI. Estes dados também permitem determinar as viscosidades
intrinsecas para a PEI e as PEls modificadas, podendo ser observado
que os valores diminuem com o aumento na cadeia alquilica substituida
na PEl. Os valores de viscosidade intrinseca encontrados estéo
apresentados na Tabela 1. O valor da [;] para a PEI é 13,30 mL g™, e
para as PEIs modificadas os valores diminuem na seguinte ordem: PEI-
C4 > PEI-C6 > PEI-C8 > PEI-C12.
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Figura 22. Influéncia da concentragdo dos polimeros na viscosidade especifica
a 25,0 + 0,1°C para solugdes aquosas da PEI (m), PEI-C4 (o), PEI-C6 (A),
PEI-C8 (1) e PEI-C12 (e).
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E importante mencionar que a 4gua é um solvente eficiente para
dissolver a PEI, uma vez que o polimero esta na forma protonada em
solucdo aquosa. Como resultado, a cadeia do polimero encontra-se
estendida, o que aumenta o seu volume hidrodindmico. Por outro lado,
devido & hidrofobicidade que aumenta da PEI-C4 para a PEI-C12, a
solubilidade em 4&gua dos polimeros alquilados é diminuida e as
macromoléculas podem ser encontradas na forma enovelada,
representando um fator responsavel por uma diminui¢cdo na viscosidade
intrinseca. Por consequéncia, as concentra¢fes de sobreposicdo (c*) para
os polimeros modificados (Tabela 1), calculadas como o reciproco de
cada valor de [#], aumentam com o tamanho das suas cadeias alquilicas
substituidas, na seguinte ordem: PEIl < PEI-C4 < PEI-C6 < PEI-C8 <
PEI-C12.

Tabela 1. Valores para a viscosidade intrinseca [5#] e concentracdo de
sobreposicédo (c*) para os PEls a 25,0 + 0,1°C.

Polimero [7lmLg™) c* (mg mL %)
PEI 13,30 75,20
PEI-C4 9,78 102,20
PEI-C6 9,44 105,95
PEI-C8 8,20 121,95
PEI-C12 7,50 133,30

3.1.4. Influéncia do SDS sobre o pH em solugBes aquosas das
PEIs

A adicdo de SDS pode alterar o pH de solugBes de
polieletrélitos [41; 96; 99], por esse motivo foi monitorado o valor do
pH das solucBes aquosas da PEI e das PEIls modificadas em uma
concentracdo de 2,0 mg mL™, na auséncia e na presenca de quantidades
crescentes de SDS (Figura 23). Todas as solugdes aquosas contendo
apenas a PEI ou as PEIs modificadas apresentaram valores de pH
préximos de 9,5, o pH sendo aumentado para cerca de 11,5 quando a
concentragdo de SDS é 20,0 mmol L™.
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Figura 23. Influéncia da adicdo de SDS no pH de solugdes aquosas da PEI (m),
PEI-C4 (o), PEI-C6 (A), PEI-C8 (o) e PEI-C12 (e), c(polimero) = 2,0 mg
mL"a25,0+0,1°C.

Nas solugdes aquosas das PEIs, 0os grupos amino presentes no
polimero atuam como uma base fraca (equagdo (28)). Uma vez que o
SDS seja adicionado, hd um aumento no valor do pH da solucéo, devido
ao surfactante anidnico promover a estabilizacdo do acido fraco
conjugado (RsNH™). Isso ocorre por meio de uma ligagio especifica do
anion dodecilsulfato com os sitios de carga positiva nas cadeias
poliméricas, 0o que desloca o equilibrio acido-base no sentido da
formag&o do ion hidroxido. As curvas de titulacdo das solugdes das PEls
modificadas apresentaram similaridade com a curva da PEI e também
com os valores de pH, indicando que a modifica¢do ndo influenciou no
equilibrio acido-base.

R3N(,q + H,0q) = R3NH(+aq) + “OH(yq (28)
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3.1.5. Fluorescéncia das PEIs na presenca de SDS

A utilizagdo do pireno como sonda fluorescente para investigar
a associacdo da PEI e das PEIs modificadas em solugdes contendo SDS
estd apresentada na Figura 24, que mostra a razdo li/ls em funcéo da
concentracdo de SDS, sendo a concentracdo de cada polimero fixada em
20 mg mL™. Observa-se que para cada polimero, em baixas
concentracdes, a razdo l4/l; para a PEI é de ~1,60, mas uma diminuicdo
gradual na razdo ocorre com o aumento da cadeia do substituinte
alquilico (para a PEI-C12 o valor da razdo li/l; é de ~1,07). Um
comportamento similar foi observado por Magny e colaboradores [100]
gue investigaram sistemas micelares mistos de cloreto de
dodeciltrimetilaménio com uma série de poli(acrilato de s6dio)
hidrofobicamente modificado. Esse comportamento € devido ao fato de
gue a concentragdo de dominios hidrofébicos aumenta com o aumento
nas suas cadeias alquilicas. Esses dominios hidrofébicos também
ajudam a iniciar a associacdo polimero-surfactante. Assim, a ligeira
diminuicdo na razdo I4/l; observada, em concentracBes baixas de SDS,
indica o inicio da interacdo polimero-surfactante.

0,01 0,1 1

¢(SDS) (mmol L™
Figura 24. Influéncia na razéo |,/1; da emissdo de fluorescéncia do pireno em
solucGes aquosas da PEI (m), PEI-C4 (o), PEI-C6 (A), PEI-C8 () e PEI-C12
(), (c(polimero) = 2,0 mg mL™) em funcéo da concentracdo de SDS a 25,0 +
0,1°C.
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A descontinuidade observada na razdo Ii/I; é chamada de
concentracdo de agregacdo critica (cac) e comeg¢a com uma
concentragdo mais baixa do que a cmc de uma solugéo de SDS puro (~
8,0 mmol L™) [62]. A Tabela 2 mostra os valores de cac para cada PEI
com SDS, sendo observado que os valores diminuiram gradualmente
com 0 aumento na cadeia alquilica ligada ao polimero. Por exemplo, o
valor da cac para o sistema da PEI/SDS foi de 0,09 mmol L™
diminuindo para 0,045 mmol L™ para o sistema da PEI-C12/SDS.
Portanto, os polimeros modificados, que apresentaram propriedades
anfifilicas, proporcionam o inicio da associagdo entre polimero e
surfactante em concentragdes mais baixas de SDS. Resultados similares
foram obtidos por Magny e colaboradores [100], que observaram que a
cadeia alquilica mais longa levou ao menor valor de cac.

Tabela 2. Valores de cac para sistemas da PEI e PEIs modificadas com SDS,
obtidos por fluorescéncia do pireno, para c(polimero) = 2,0 mg mL™.

Polimeros cac (mmol L™)
PEI 0,090
PEI-C4 0,070
PEI-C6 0,060
PEI-C8 0,055
PEI-C12 0,045
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3.1.6. SAXSdas PEIs na auséncia e na presenga de SDS

A PEI e PEls alquiladas foram investigadas usando a técnica de
SAXS, mantendo-se a concentracdo dos polimeros constante em 2,0 mg
mL™. Esses estudos foram realizados a fim de avaliar possiveis
evolugdes morfoldgicas nos polimeros modificados em comparagdo com
0 polimero ndo modificado.

A Figura 25 apresenta 0 comportamento da PEI (A? e da PEI-
C12 (B) na auséncia de SDS e com 5,0, 10,0 e 20,0 mmol L™~ de SDS. E
observado um ombro largo na curva, que se desloca para regibes de
altos valores de g com o aumento da c(surfactante). Isso fornece uma
indicagdo qualitativa de que o0s complexos sd0 menores em
concentragGes mais elevadas de SDS. Um comportamento semelhante
foi observado por Felippe e colaboradores [99] em estudos sobre a
formagdo de complexos supramoleculares apresentando PEI, colato de
sodio e SDS em sua composicdo. Esses dados de SAXS sugerem que 0
tamanho dos agregados pode ser influenciado por um aumento dos
contra-ions em solu¢do promovido por um acréscimo na concentragéo
do surfactante. O aumento na concentracdo de contra-ions poderia
diminuir a repulsdo eletrostatica entre as cadeias dos polimeros idnicos,
resultando numa conformagdo mais compacta.
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Figura 25. Dependéncia angular da intensidade de SAXS para a PEI (A) e a
PEI-C12 (B) na auséncia (e) de SDS e na presenca de 5,0 (o), 10,0 (m) e 20,0
(o) mmol L™ de SDS. A concentracéo para cada polimero foi de 2,0 mg mL™.
As inser¢des mostram a regido de Guinier.
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A aproximacdo de Guinier [101] foi utilizada para a
determinacdo do raio de giro dos pollmeros para cada sistema, a partir
das curvas de In (I(q)) em funcéo de g, por meio de um ajuste linear
dessas curvas para o limite de g—0, utilizando a equacdo 24. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 3, onde é observado que para a
PEI hd uma clara reducéo do raio de giro do polimero, de 16,30 nm
guando na auséncia de surfactante para 13,90 nm na presenca de 20,0
mmol L™ de SDS. A diminuigdo no valor de R, é também observada
para todos os polimeros modificados, com os resultados indicando um
decréscimo geral nos valores com o incremento no nimero de carbonos
do substituinte alquilico na PEI. Esses dados sugerem que as cadeias
poliméricas modificadas estdo um pouco mais enoveladas em solucédo
em comparagdo com a PEI ndo modificada. Esses valores de Ry séo
diferentes dos que sdo relatadas por Pfau e colaboradores [102], que
mostraram por meio de experimentos de espalhamento de luz, que a
PEI, de 37000 g mol™, em pH 4,0 e adsorvida em superficie de mica,
apresenta um didmetro de 6,0 nm. Um efeito semelhante foi relatado por
Griffiths e colaboradores [13], que utilizaram espalhamento de néutrons
a baixos angulos (SANS) a pH 10. Em outro estudo utilizando SLS,
Bastardo e colaboradores [103] encontraram um valor de Ry de 55,0 nm,
para a PEI de 70000 g mol™ em solucdes de D,O (pD 10 1) Esse valor é
proporcionalmente semelhante aos nossos resultados, quando a massa
molar dos polimeros é comparada.

Tabela 3. Valores de raio de giro para a PEl e PEIs modificadas obtidos pela
aproximagao de Guinier.

c(SDS) Ry (nm)

(mmol LY PEI PEI-C4 PEI-C6 PEI-C8 PEI-C12
0,0 16,3 14,3 151 14,7 14,5
5,0 14,7 14,0 14,3 14,3 14,1
10,0 14,5 13,8 14,2 13,9 13,7
20,0 13,9 13,2 13,5 13,7 13,3

O incremento no indice de refracdo com a concentragao (dn/dc)
de polieletrélitos em solucdes aquosas é geralmente mais elevado (por
exemplo o valor para o poli(estireno sulfonato de sédio) em éagua é
dn/dc = 0,23 mL g do que para polimeros neutros (dn/dc ~ 0,15 mL g

1) [104]. Foram entdo determinados os valores de dn/dc para as PEls

92



alquiladas (Tabela 4). O valor de dn/dc para a PEI foi de 0,2009 +
0,0010 mL g™ [105], enquanto para as PEls aquiladas os valores
encontrados variaram na faixa de 0,1681 a 0,1756 mL g™, valores ainda
altos caracteristicos de polieletrélitos.

Tabela 4. Valores de dn/dc para as PEls a 25,0 + 0,1°C.

Polimero dn/dc (mL g™)
PEI 0,2009 £ 0,0010
PEI-C4 0,1688 £ 0,0011
PEI-C6 0,1756 £+ 0,0024
PEI-C8 0,1681 + 0,0034
PEI-C12 0,1684 +0,0018

Os gréficos de Kratky (1(q) g? versus g) [104] das intensidades
de SAXS para amostras com a PEI e PEI-C12 na auséncia e na presenca
de 5,0, 10,0 e 20,0 mmol L™ de SDS s&o mostrados na Figura 26, onde
diferentes propriedades das amostras podem ser claramente observadas.
As solucdes dos polimeros puros e aqueles na presenca de 5,0 mmol L™
de SDS exibem aproximadamente 0 mesmo comportamento: as curvas
de Kratky para esses sistemas apresentam um aumento continuo,
indicando uma conformacdo aleatdria flexivel [106]. Quando a
concentragdo de SDS é aumentada acima da cmc (> 8,0 mmol L), a
solucdo da PEI continua apresentando o mesmo comportamento de uma
conformacdo aleatéria (apenas um aumento na intensidade de
espalhamento é observado). No entanto, um pico aparece nas solucoes
de PEI-C12 quando a c(SDS) é maior do que a cmc. Este
comportamento pode ser interpretado por analogia com solucbes de
proteinas: as proteinas globulares dobradas normalmente produzem um
pico proeminente, enquanto com seu desenrolamento as proteinas
mostram um aumento continuo nas curvas de 1(q)q® versus g [107].
Assim, o pico pode indicar a formag&o de agregados compactos quando
a PEI tem ramificagdes hidrofdbicas na presenga de uma concentragéo
de surfactante elevada. Nesses sistemas, as curvas mostram nao somente
o pico, mas também o aumento na 1(q)q” em funcdo de g, indicando a
presenca de multi-dominios, exibindo uma mistura caracteristica de
micelas livres de SDS e juntamente de agregados e de cadeias
poliméricas em conformacao aleatéria [108; 109].
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Figura 26. Curvas de Kratky para a PEI (A) e a PEI-C12 (B) na auséncia (e) e
na presenca de 5,0 (), 10,0 (m) e 20,0 () mmol L™ de SDS. A concentracéo
para cada polimero foi de 2,0 mg mL™.
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As principais caracteristicas relacionadas com o sistema aqui
estudado, envolvendo a interacdo das PEIs alquiladas e SDS em solugéo
aquosa, encontram-se resumidas na Figura 27. Em primeiro lugar, a
adicdo de SDS para uma solucdo do polimero modificado leva a
interacdo por meio de efeitos hidrofébicos e eletrostaticos. Com um
aumento na concentragdo de SDS para um valor maior do que o cac,
agregados de SDS podem interagir com o polimero através de efeitos
eletrostaticos e hidrofébicos combinados, sendo o grau dessa interacao é
dependente do tamanho da cadeia alquilica substituida. Apos a saturacéo
da superficie do polimero com os agregados de SDS, isto é, acima do
ponto de saturacdo do polimero (psp), 0 aumento na concentracdo de
SDS leva ao aparecimento de micelas de surfactante livres em equilibrio
com os agregados da PEI-modificada com SDS.

PEI Modificada «(SDS) < cac ¢(SDS) > cac «(SDS) > psp
Figura 27. Representacdo esquematica dos passos envolvidos na associagdo dos
polimeros modificados com SDS.
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3.2. ESTUDO DAS PROPRIEDADES DAS SOLUGOES
AQUOSAS DE DNA NA PRESENCA DE PEI

A PEI é usada para muitos fins, mas o que tem gerado mais
atencdo nos ultimos anos € a sua utilizacdo como agente ndo viral na
terapia genética [110; 111], embora as suas aplicagBes relacionadas a
essa linha de investigacdo sejam limitadas devido a sua citotoxicidade
[112] 'Essa Gltima esta principalmente associada com o fato de a PEI ser
um polication fortemente carregado, o que leva a sua forte interagdo
com superficies celulares e, consequentemente, a sua danificacdo.
Portanto, modificaces na estrutura polimérica da PEI que atenuem sua
carga positiva podem ser Uteis na reducdo da toxicidade do polimero
[32].

Embora muitos estudos sobre a interacdo da PElI com DNA
possam ser encontrados na literatura [7; 112; 113; 114], verifica-se a
necessidade de maior aprofundamento para a compreensdo das
propriedades do sistema formado, em especial sobre o que ocorre
fisicamente com o sistema quando diferentes razGes das duas cadeias
poliméricas sdo empregadas. O estudo minucioso do sistema utilizando
diferentes técnicas deve auxiliar para uma melhor compreenséao do tipo
de interacfes fisico-quimicas que ocorrem entre os dois polimeros. Ao
mesmo tempo, 0s estudos efetuados servem como uma base para a
comparagdo com 0s outros sistemas estudados no préximo capitulo, ou
seja, do DNA com as PEls modificadas. Assim, a seguir, serdo
utilizadas as técnicas de espectrofotometria de UV-Vis, fluorescéncia,
dicroismo circular, potencial zeta, viscosidade e espalhamento de luz
(DLS) visando estudar de forma sistematica e aprofundada a interacéo
do DNA com a PEI em solucéo aquosa.

3.2.1. Ensaios por meio da técnica de fluorescéncia

O brometo de etidio (BE) é muito utilizado como sonda
fluorescente, pois atua como um agente intercalante, sendo usado
frequentemente como marcador de acidos nucléicos [63; 115]. Para
determinar qual a concentragcdo de DNA que seria utilizada para estudar
as interagbes com os polimeros, foi feita uma titulagdo de BE com
DNA. A Figura 28A mostra o efeito da adicdo de DNA sobre o espectro
de emissdo de fluorescéncia do BE. Observa-se que com a adicdo de
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DNA ocorre um aumento na intensidade de emissdo de fluorescéncia,
apresentando um maximo em 594,0 nm. A partir dos espectros, fez-se
um grafico da intensidade maxima de emissdo de fluorescéncia (lsganm)
versus ¢(DNA) (Figura 28B). Observa-se que o grafico apresenta duas
regibes com inclinagdo diferentes: a primeira regido apresenta uma forte
inclinacéo até aproximadamente 25,0 ug mL™ e a partir dessa c(DNA) a
inclinacdo é bem menor, onde praticamente todo o BE esta intercalado
ao DNA. A partir dessa curva, foi definida a intersec¢do das duas
regides (25,0 pg mL™) como sendo a ¢(DNA) a ser utilizada nos estudos
de interagdo com os polimeros, pois € nessa concentracdo de DNA que
praticamente todo o BE estd intercalado ao DNA.
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¢(DNA)
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Figura 28. (A) Espectros de emissdo de fluorescéncia do BE em solug8o aquosa

em diferentes concentracbes de DNA e (B) influéncia da c(DNA) sobre os

valores da intensidade de emissédo de fluorescéncia do BE em 594 nm. Manteve-
se a concentracéo de BE constante em 1,0x10®° mol L™ a 25,0 °C.
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A interacdo da PEI com o DNA tem sido estudada por muitos
grupos de pesquisadores [90; 91], os quais expressam as concentracfes
pela razéo de nitrogénio (N) presente no PEI e por fosforo (P) presente
no DNA (N/P). Para isso, considera-se que 43,1 g mol™ correspondente
a cada mondmero da PEI e contém um grupo amino, e que 330,0 g mol™
corresponde a cada unidade de repeticdo do DNA contendo um fosfato.
Dessa forma, serd usado esse mesmo conceito para os resultados que
serdo mostrados a seguir.

A Figura 29A mostra os espectros de emissdo de fluorescéncia
do BE que foram obtidos em diferentes concentragdes da PEI (¢ = 0,0 —
35,0 ug mL™Y) mantendo a c¢(DNA) constante em 25,0 pg mL?
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encontrando-se as diferentes concentragdes expressas como razdo N/P.
Observou-se que com 0 aumento na razdo N/P ocorre uma diminuicdo
na intensidade da emisséo de fluorescéncia até atingir um minimo e ficar
constante. Entdo plotou-se a intensidade maxima de emissdo de
fluorescéncia (lsgsnm) €m funcdo da razdo N/P (Figura 29B). Observa-se
a inibicdo gradativa da fluorescéncia com o aumento da razdo N/P, até
chegar a um minimo. Quando a razdo N/P fica igual a 2,4 a intensidade
de emissdo de fluorescéncia comeca a ficar constante e aproxima-se da
intensidade do BE livre em solu¢do aquosa, quando ndo esta intercalado
ao DNA [113]. Acima dessa razdo, ndo ha DNA livre na solugdo, com
todo o DNA estando complexado pela PEI [116]. Os dados sugerem que
quando a PEI é adicionada & solu¢do contendo DNA, a interagdo PEI-
DNA ¢é mais forte do que a interagdo DNA-BE, o que faz com que o0 BE
volte a ficar livre em solucéo, consequentemente ocorre a diminui¢do na
intensidade de emissdo de fluorescéncia, 0 BE nédo volta a se ligar
devido ao DNA estar inacessivel conforme o complexo DNA-PEI vai
sendo formado. Slita e colaboradores [117] constataram que polications
com grupos amino primarios e amonio quaternario sdo os melhores na
interacdo com DNA.
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Intensidade de emisséo de Fluorescéncia

0= . ; ol . . . . .
550 600 650 700 0 2 4 6 8 10
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Figura 29. Espectros de emissdo de fluorescéncia do BE versus comprimento
de onda em diferentes valores de c(PEI) (0,0 — 35,0 pg mL™) e c(DNA)
constante em 25,0 pg mL™, que estdo representados nas razées de N/P (DNA-
PEI) (A). Gréfico de lsgsnm versus razdo N/P dos complexos DNA-PEI (B) (a
linha foi tracada somente com o propésito de servir como orienta¢do). Manteve-
se a concentragdo de BE constante em 1,0x10° mol L™ a 25,0 °C.
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3.2.2. Espectrofotometria de UV-Vis

Os espectros de UV-Vis do DNA livre e dos complexos
formados por DNA-PEI apresentam trés regides distintas como
mostrado na Figura 30. A Figura 30A mostra os espectros do DNA livre
e para trés razbes N/P (0,3; 0,6 e 1,2), essas razdes baixas apresentam
um pequeno aumento no valor da absorbancia na regido de 260,0 nm,
porém os espectros sdo semelhantes ao de DNA livre, sugerindo que a
presenca da PEIl nessas concentragcbes tem pouca influéncia na
conformacdo do DNA. No entanto, com o aumento na razdo N/P 0s
espectros apresentam um aumento no valor da absorbancia em
comprimentos de onda acima de 300,0 nm, o qual se deve ao
espalhamento da luz incidente pelos agregados formados pelos
complexos DNA-PEI que estdo dispersos em solugdo [113; 114; 118].
Um deslocamento no comprimento de absorgdo maxima para valores
maiores (efeito batocrémico) foi observado, indicando a formacdo do
complexo entre 0 DNA e a PEI. A Figura 30B mostra os espectros da
segunda regido com as razdes N/P entre 1,8 a 3,0. Nessa regido 0s
espectros de UV-Vis tém uma diminuicdo na intensidade de absorbancia
e apresentam um deslocamento no maximo de absorcéo, de 260,0 nm
para 274,0 nm, sugerindo a precipitacdo devido a condensacdo do DNA
pela PEI. A Figura 30C mostra a Gltima regido, por meio dos espectros
de UV-Vis nas razbes N/P 3,6 a 10,5. Nessas razfes, 0s espectros de
UV-Vis apresentam um aumento na intensidade de absorbéncia e tém a
absorcdo méxima novamente em 260,0 nm.
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Figura 30. (A) Espectros de UV-Vis para DNA-PEI nas razbes N/P 0,0; 0,3;
0,6 e 1,2 conforme as legendas indicadas. (B) Espectros de UV-Vis para DNA-
PEI nas razdes N/P 1,8; 2,4 e 3,0 conforme as legendas indicadas. (C) Espectros
de UV-Vis para DNA-PEI nas razdes N/P 3,6; 4,2; 4,8; 5,4; 6,0; 7,5; 9,0 e 10,5,
conforme as legendas indicadas.

A partir dos espectros de UV-Vis mostrados na Figura 30, foi
montada a Figura 31, onde a absorbancia foi fixada em 260 nm (Azsonm)
em funcdo da razdo N/P dos complexos DNA-PEI, para melhor
compreensdo do fenbmeno. Em baixas razGes N/P, ocorre um
hipercromismo, comparado ao DNA puro, nas raz6es N/P entre 1,8 e 3,0
um minimo é observado. Nessa Ultima faixa a PEI pode estar levando a
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precipitagdo do complexo DNA-PEI formado. Em razfes N/P maiores
que 3,0 ocorre um hipercromismo em relacdo ao DNA puro, mantendo a
absorbancia em 260,0 nm praticamente constante em 0,6. Esse mesmo
comportamento foi apresentado por Han e colaboradores [114], que
encontraram um minimo em uma razdo N/P = 1,0 para o sistema DNA-
PEI, porém em tampéo e forca ibnica diferentes. A faixa da razdo N/P
que apresentou a possivel condensacdo do DNA por UV-Vis foi a
mesma em que ocorreu a inibicdo da emissdo de fluorescéncia do BE.
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Figura 31. Curva da absor¢do maxima (Axsonm) €m funcdo de diferentes razdes
N/P para os complexos DNA-PEI.

E conhecido que quando a temperatura de uma solugio
contendo DNA é aumentada, a cadeia dupla gradualmente dissocia-se
para cadeias simples, gerando um efeito hipercrdmico sobre o espectro
de absor¢do. Com isso, é possivel identificar a temperatura de fuséo
(Tm), que é definida como a temperatura na qual a metade dos pares de
bases totais do DNA ndo esta ligada [84]. A desnaturacdo térmica do
DNA na presenca de nanoparticulas ou macromoléculas podem
evidenciar mudancas conformacionais do DNA e oferecer informacdes
sobre a forca da interacéo.
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As curvas de desnaturagdo térmica para 0 DNA puro e DNA-
PEI nas razbes N/P de 0,3 e 6,0 estdo apresentadas na Figura 32. A
desnaturagdo térmica realizada para o DNA puro apresentou um valor de
Tm de 74,4 °C, valor proximo ao encontrado por Rahban e
colaboradores [84] que foi de 75,2 °C, enquanto que a temperatura de
fusdo observada para N/P = 0,3 aumentou em 7,5 °C (T, = 81,9 °C), ja
para a razdo N/P 6,0 ndo foi possivel determinar a temperatura de fuséo
devido as limitacbes do banho termostatico utilizado (ver a Parte
Experimental), provavelmente a T, para esta razo encontra-se acima de
90,0 °C, no entanto, o alto valor de absorbancia sugere que nessas
condicdes ¢ dificil observar a desnaturacdo térmica do DNA ou mesmo
pode significar que 0 DNA ja se encontra desnaturado. Porém, por essas
medidas, ndo se pode afirmar que isso esteja ocorrendo. Essa questéo foi
solucionada usando-se a técnica de dicroismo circular (ver item 3.2.3.),
entretanto, os estudos efetuados indicam uma forte interagdo da PEI com
0 DNA e consequentemente a PEI atua na protecdo do DNA.
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Figura 32. Curvas de desnaturacdo térmica para o DNA puro (m), e para o
DNA-PEI nas razdes N/P 0,3 (e) € 6,0 (A).
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3.2.3. Estudos da interagéo da PEI com o DNA usando a técnica
de dicroismo circular

O espectro de dicroismo circular (CD) do DNA do timo de
bezerro apresenta uma banda positiva em 275,0 nm e uma banda
negativa em 245,0 nm, a primeira correspondendo ao empilhamento das
bases e a Ultima se referindo a elipcidade direita da conformacdo da
dupla hélice, caracteristico do DNA quando esta na forma B [119; 120;
121]. As interacfes de espécies quimicas com o DNA resultam em
alteracGes de intensidade e deslocamento das duas bandas [119]. A
formagdo de complexos entre a PEI e 0 DNA altera as duas bandas do
espectro de CD. A Figura 33 mostra a diminuigdo da elipticidade da
banda positiva, a0 mesmo tempo em que ocorre um deslocamento para
comprimentos de onda maiores (Amax = 285,0 nm para N/P = 1,5), com 0
aumento na concentracdo de PEI. A banda negativa praticamente ndo
desloca, porém observa-se uma diminuicdo na sua intensidade com o
aumento da concentracdo de PEI, a qual, no entanto, volta a aumentar
em altas raz6es N/P. Quando a razdo N/P é igual a 2,1 a banda positiva e
a negativa ndo aparecem, essa é a indicacdo de que o DNA esta
condensado, entretanto, em raz8es maiores as bandas reaparecem. Na
razdo N/P = 9,0 a banda negativa praticamente ndo muda comparada
com o DNA puro. Isso nos informa que a conformacdo da dupla hélice
do DNA praticamente ndo muda, o que descarta a possibilidade de o
DNA estar desnaturado pela PEI como foi suspeitado nas medidas de
desnaturagdo térmica na razdo N/P = 6,0. No entanto, a banda positiva
tem um deslocamento e uma pequena diminuicdo de intensidade, devido
a uma mudanga no empilhamento das bases do DNA que ocorre por
exposicdo ao solvente [122] pela possivel intercalagdo com a PEI. A
razdo N/P em que as bandas do CD ndo aparecem estd na mesma faixa
onde acontece a supressdo da emissdo de fluorescéncia do BE (Figura
29) e 0 minimo na Ajsonm (Figura 31).
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Figura 33. Espectros de CD para o DNA e diferentes razGes N/P para o sistema
DNA-PEI conforme as legendas indicadas.

3.2.4. Potencial zeta

Um parametro importante para o controle de agregacdo na
teoria cléssica de coldides é a carga na superficie da particula [39]. Os
valores do potencial zeta refletem a carga na superficie de agregados
coloidais, sendo utilizado para avaliar a interacdo e a carga superficial
de complexos formados por DNA e policdtions [123]. A fim de
acompanhar a carga superficial nas etapas da formacdo dos complexos
formados entre 0 DNA e a PEI, medidas de potencial zeta foram feitas
em diferentes razes N/P.

A Figura 34 mostra os valores de potencial zeta em diferentes
razdes N/P para o sistema DNA-PEI. Para as razdes N/P < 1,2 os valores
de potencial zeta encontrados sdo préximos em torno de -39,0 mV. Esse
resultado mostra claramente que as cadeias anidnicas do DNA néo séo
completamente condensadas pelas cadeias catibnicas da PEI. Para a
razdo N/P = 2,1 o complexo formado tem a densidade de carga na
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superficie praticamente neutra (-0,17 + 3,16 mV), levando a
condensacdo completa do DNA e ocasionando a precipitacdo do mesmo,
como Visto nos experimentos de UV-Vis. Acima da razdo N/P = 2,1 0
potencial zeta apresenta valores positivos devido as maiores proporgdes
da PEI na superficie dos complexos, chegando a um valor de 41,7 £ 6,2
mV para a razdo N/P = 9,0. A mesma faixa de razdo N/P em que ocorre
a inversdo no sinal do { foi encontrada por Yue e colaboradores [116].
Estudos de complexacdo do DNA plasmideo com PEls de diferentes
massas molares foram realizados por Choosakoonkriang e colaboradores
[124] os quais observaram 0 mesmo comportamento dos valores de { em
diferentes razdes N/P.
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Figura 34. Valores de { (mV) determinados em diferentes razdes N/P para o
sistema DNA-PEI. A linha pontilhada indica o valor para o potencial zeta igual
a zero. A linha cheia serve apenas como guia para orientagao.
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3.2.5. Viscosidade

Em termos gerais, a condensacdo do DNA é definida como uma
diminuicdo no volume ocupado pelo DNA na transicdo da cadeia
estendida para um estado compactado em que as fragdes de volume de
DNA e de solventes sdo comparaveis. Uma vez que mais do que uma
macromolécula de DNA é envolvida na estrutura condensada, o
processo de condensacdo pode ser dificil de distinguir como sendo de
agregacao ou de precipitacdo [125]. A condensacdo do DNA pode ser
causada pela diminuicéo da repulsdo entre os segmentos de DNA ou por
interacdes menos favoraveis do DNA com o solvente.

As medidas de viscosidade apresentam sensibilidade as
alteracBes no comprimento da cadeia de DNA em solu¢do. Um modelo
de intercalacdo classica é reconhecido por causar um aumento
significativo na viscosidade de uma solugdo de DNA, devido a um
aumento no alongamento na dupla hélice [126]. Algumas evidéncias de
formacdo de complexos de polieletrolitos de cargas opostas podem ser
obtidas usando medidas de viscosidade, uma vez que com a formacao de
agregados ndo carregados ou fracamente carregados é esperado que
ocorra uma diminuicdo na viscosidade do sistema [127].

Para acompanhar a interacio do DNA com a PEI, foram
realizadas medidas de viscosidade relativa. A Figura 35 mostra a 7, €m
funcdo da razdo N/P para o sistema DNA-PEI. Apesar do fato de que as
alteragdes na viscosidade foram bastante moderadas, devido a baixa
concentracdo utilizada, a Figura 35 demonstra claramente que a mistura
de uma solucdo de DNA com uma solucdo de PEI leva a uma
diminuicdo gradativa na 7,y com o aumento da c(PEI) até a razdo N/P =
1,5, onde a viscosidade relativa € minima e fica constante, atingindo
uma 7 = 0,957 na razdo N/P = 6,0. Essa pequena diminuicdo é uma
evidéncia de que as cadeias do DNA estdo condensadas, pois as cadeias
ndo estdo mais alongadas, devido as interagBes eletrostaticas com as
cadeias carregadas da PEI. A razdo N/P em que ocorre a condensacao
das cadeias de DNA encontra-se na mesma faixa em que a mesma foi
observada usando-se as outras técnicas, como a fluorescéncia, UV-Vis,
CD e potencial zeta.
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Figura 35. Curva de 7, em fun¢do da razdo N/P para o sistema DNA-PEI a
25,0 £ 0,1°C. A linha cheia serve apenas como guia para orientacdo.

3.2.6. Espalhamento de luz dindmico (DLYS)

Para investigar os tamanhos dos complexos formados de DNA
com PEI, foi usada a técnica de DLS para monitorar as alteracbes do
raio hidrodindmico aparente (Rnap), NO entanto as concentragoes
utilizadas para preparar as razdes N/P foram maiores devido ao baixo
espalhamento. O tempo de decaimento (z) dos complexos DNA-PEI é
proporcional ao seu tamanho. Os tempos de decaimento do sistema
DNA-PEI apresentam um aumento seguido de uma diminuigdo com o
aumento na razéo N/P.

A Figura 36 mostra curvas de funcdo de autocorrelagio
normalizadas para diferentes razBes N/P de DNA-PEI em um angulo de
espalhamento 6 = 90°. Nota-se que nas razdes N/P < 1,5 apresentam
curvas com t muito proximos, no entanto, a razdo N/P = 3,0 tem 0 ¢
maior comparado as outras curvas, devido a formacdo de grandes
complexos DNA-PEI nessa razdo N/P. Para as razdes N/P > 4.5
observou-se que 0 t é menor quanto maior a concentragdo de PEI, e
apresentam complexos DNA-PEI menores. Medidas na razdo N/P =
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2,25 foram feitas, mas apresentaram precipitados impossibilitando a
continuagéo das medidas.

A Figura 36 mostra que os complexos DNA-PEI tém diferentes
tamanhos conforme a razdo N/P. A funcdo de correlagdo normalizada
apresenta curva com um decaimento exponencial, a qual foi feito ajuste
exponencial para determinar os valores de z, e consequentemente 0s
valores de I" e Dy para cada razdo N/P do sistema DNA-PEI. Os valores
de Ryap para cada razdo N/P estudada foram determinados a partir da
equacdo de Stokes-Einstein (equacdo (22)) e estdo apresentados na
Tabela 5.
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Figura 36. Curvas de funcdo de autocorrelacdo normalizadas para diferentes
razdes N/P de DNA-PEL 0,3 (m), 0,75 (e), 1,5 (A), 3,0(V), 4,5 (») e 6,0 (<)
em um angulo fixo de 90°. Foram feitos ajustes exponenciais a todos os
conjuntos de pontos experimentais.

Foram feitas medidas de DLS para o DNA livre, que apresentou
trés populacdes com 15%, 35% e 50%, com valores de Ry 4, de 66,7+1,7
nm, 1158,1+13,2 nm e 364,4+11,8 nm, respectivamente. Essas
populacdes ocorrem devido a alta polidispersidade do DNA [128],
sendo a populacdo de tamanho maior constituida possivelmente por

109



agregados. A adicdo de uma pequena quantidade de PEI (N/P = 0,3)
conduz a duas populagdes com valores de Ry 4 diferentes (184,2+6,0
nm e 328,6+£21,8 nm), devido a forte interacdo eletrostatica. A presenca
da PEI faz com que as cadeias do DNA tornem-se parcialmente
condensadas [116; 129] desfazendo os agregados observados no DNA
livre.

Quando é adicionado mais PEI, mais cadeias de DNA sdo
complexadas e incorporadas em complexos individuais, diminuindo a
quantidade da populagéo com valores de Ry 5, maiores. Nas razdes N/P
= 2,25 e 3,0 os complexos formados apresentam tamanhos na escala
micrométrica. Na razdo 2,25 néo foi possivel determinar o valor do Ry 4
devido a precipitacdo, ou a formacdo de um coacervado. Essa razdo esta
na faixa em que o potencial zeta esta proximo de zero. No entanto, na
razdo N/P = 3,0 pode-se calcular o valor do Ry, de uma das
populagdes, que apresentou a formagdo de grandes agregados com uma
populacdo de 95% e valores de Ry 5, = 1088,2+ 21,9 nm. Esse tamanho
dos agregados deve-se a razdo N/P estar proxima a regido onde ( é zero,
mas com potencial de superficie positivo suficiente para ficar estavel em
solugdo. Sendo assim é possivel determinar o valor do Ry ... Quando
adiciona-se mais PEI, ha formacdo de complexos positivamente
carregados que, por acdo de repulsdes eletrostaticas, desfaz o agregado
de tamanho micrométrico. Quando a razdo N/P é maior ou igual a 4,5
existe praticamente uma populacdo com valores de Ry 5, menores, o que
sugere que todas as cadeias de DNA estdo complexadas com a PEI. A
pequena quantidade com tamanhos maiores pode corresponder a
agregados de complexos de tamanhos menores.

Os tamanhos dos complexos formados por DNA e PEI
diminuem com o aumento da razdo N/P. Essa reducdo no tamanho pode
ser explicada pelo fato de que inicialmente, com a adi¢do de PEI, ocorre
a neutralizacdo das cargas negativas do DNA pelas cargas positivas da
PEI. Em altas razGes N/P os complexos apresentam uma superficie
positivamente carregada, aumentando as forcas de repulsdo
eletrostaticas, levando a diminuicdo no tamanho dos agregados DNA-
PEI [130].

110



Tabela 5. Valores de Ry, determinados para diferentes raz6es N/P de DNA-
PELI.

3 0, 0,
R0 1Rypm) ) 2Ry om0
0,3 184,2 £ 6,0 54 328,6 +21,8 46
0,75 187,6 +5,0 54 3174+ 14,4 46
15 197,9+5,0 60 335,8+14,3 40
2,25 . B - -
3,0 1088,2 + 21,9 95 -- --
45 53,8+1,5 98 110,5+ 16,9 2
6,0 51,6 +0,8 99 114,8 £9,9 1

A Figura 37A mostra as func¢bes de autocorrelacdo temporal
medidas em diferentes angulos de espalhamento para a razdo N/P = 6,0
de DNA-PEI. Observa-se uma diminui¢do de T com o aumento NO
angulo de espalhamento. Como o espalhamento de particulas maiores
predomina em angulos baixos 0 aumento de 6 faz com que porg¢des
menores dos agregados DNA-PEI sejam acessadas, que apresentam o
tempo de relaxacdo menor que todo o agregado de DNA com PEI. A
Figura 37B mostra a variacdo tipica da frequéncia angular I" = 1/7
medida como uma funcéo de g, indicando um comportamento difusivo
do espalhamento das particulas. Utilizando a equacéo de Stokes-Einstein
calculou-se 0 Ry real para o complexo formado por DNA e PEI na razéo
N/P = 6,0, sendo o valor encontrado igual a 69,3 nm.
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3.2.7. Comparacao dos resultados obtidos com as diferentes
técnicas utilizadas

Para a compreensdo e visualizacdo das etapas da interacdo do
DNA com a PEI através das varias técnicas utilizadas, foi montada a
Figura 38, que apresenta as curvas obtidas por DLS, viscosidade,
potencial zeta, UV-Vis e fluorescéncia em diferentes razbes N/P para o
sistema DNA-PEI. Observou-se, para todas as técnicas estudadas, que as
mudangas ocorrem em uma mesma regido da razdo N/P. Mais
especificamente, verifica-se que a condensacao das cadeias anidnicas do
DNA pelas cadeias catidnicas da PEI ocorre pela neutralidade das cargas
(potencial zeta igual a zero), com a formag&o de um coacervado.

Quando ¢é adicionado mais PEI, ocorre uma inversao das cargas
na superficie, e uma dissolugdo acontece em altas razdes N/P, com as
cadeias da PEI se associando a superficie dos complexos com o DNA
condensado e deixando-os positivamente carregados, 0 que 0s tornam
sollveis novamente. A repulsdo das cargas positivas faz com que ocorra
uma diminui¢do no tamanho dos complexos formados entre 0 DNA e a
PEI.

Os estudos encontrados na literatura da interagdo do DNA com
a PEI [7; 112; 113; 114] utilizam vérias técnicas, mas em nenhum deles
foi feito um estudo comparativo com a quantidade de técnicas
combinadas que foram apresentadas neste trabalho. Os resultados
apresentados aqui mostraram a importancia da combinagdo de técnicas
para complementar ou confirmar os dados obtidos pela outra, 0o que
enriqueceu sobremaneira o entendimento do sistema estudado. Também
foi mostrado ser possivel acompanhar a interagdo DNA-PEI por
medidas de viscosidade relativa. A técnica de CD foi empregada,
podendo-se pelos resultados obtidos através dela afirmar que mesmo em
altas raz6es N/P o DNA mantém a conformacdo da dupla hélice, porém
com algumas bases sendo expostas ao solvente por uma possivel
intercalacdo com a PEI.
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Figura 38. Compilacdo dos dados obtidos da interagdo DNA-PEI em fungéo de
diferentes raz6es N/P por meio das técnicas de DLS, viscosidade, potencial zeta,
UV-Vis e fluorescéncia. As linhas pontilhadas na vertical foram acrescentadas a
Figura para permitir uma melhor comparagdo entre os dados obtidos pelas
diferentes técnicas. A linha pontilhada na horizontal aponta a faixa em que
ocorre a inversdo no valor de potencial zeta. As linhas cheias servem somente
como guia para orientar a observagéo.
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3.3. ESTUDO DAS PROPRIEDADES DAS SOLUCOES DE DNA
NA PRESENCA DE PEIS DECORADAS COM GRUPOS
HIDROFOBICOS OU COM URIDINA

No capitulo anterior, a natureza das interacdes entre a PEl e 0
DNA foi mais bem compreendida, pelo uso de vérias técnicas. Neste
capitulo, sera investigada a influéncia de modificacdes estruturais na
estrutura da PEI na sua interacdo com o DNA. Foram feitos estudos da
interacdo do DNA com as PElIs hidrofobicamente modificadas (PEI-C4,
PEI-C6, PEI-C8 e PEI-C12) e as PEls decoradas com uridina (PEI-
Uri5% e PEI-Uril5%), através de técnicas de espectrofotometria de
UV-Vis, fluorescéncia, CD, potencial zeta, viscosidade e espalhamento
de luz dindmico. No final deste capitulo apresenta-se o estudo de SAXS
para 0 DNA-PEI, DNA-PEI-C12 e DNA-PEI-Uri15%.

3.3.1. Interacdo em meio aquoso de DNA com PEIs
hidrofobicamente modificadas

3.3.1.1.  Ensaios por meio da técnica de fluorescéncia

Medidas de fluorescéncia foram feitas para verificar a interacdo
do DNA com as PEls alquiladas e comparar com os resultados obtidos
para a PEI ndo modificada. O BE tem sua intensidade de emissdo de
fluorescéncia aumentada quando é intercalado ao DNA. No entanto,
guando uma espécie carregada positivamente é adicionada ao meio, a
mesma pode competir com o BE pelo DNA, deslocando a sonda para a
solucdo, o que leva a supressdo da fluorescéncia [113]. Isso foi
observado quando foram adicionadas as PEls alquiladas & solucéo
contendo o complexo DNA-BE. Na Figura 39 sdo apresentadas as
curvas de lIsgsnm €m funcdo da razdo N/P para os sistemas de DNA com
as PEls alquiladas. Como esperado, a adicdo das PEIls alquiladas na
solugcdo contendo DNA-BE resultou na supressdo de emissdo de
fluorescéncia do BE. Inicialmente, em razGes N/P baixas apenas
algumas moléculas das PEIs alquiladas se ligam ao DNA, o qual ainda
tem moléculas de BE a ele intercaladas. Com o aumento da razdo N/P
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ocorre a supressdo da fluorescéncia, devido as moléculas de BE
migrarem do sitio de complexacdo no DNA para a forma livre em
solucdo, onde a emissao de fluorescéncia é baixa.

As interacGes das PEIs alquiladas com o DNA investigadas por
fluorescéncia apresentaram 0 mesmo comportamento e magnitude das
interacbes comparadas com a PElI ndo modificada, apesar das
modificacdes hidrofdbicas e da diminuigdo dos grupos amino primarios.
Bahadur e colaboradores [131] também ndo observaram mudangas
significativas na condensacdo do DNA por PEls de baixa massa molar
modificadas hidrofobicamente. Através das curvas de fluorescéncia das
PEls alquiladas observa-se que a condensacdo do DNA ocorre na razdo
N/P = 2,4 para todos 0s casos € essa razao € a mesma observada para a
PElI ndo modificada. A técnica demonstra que aparentemente as
alteracOes realizadas sobre a PEI ndo causaram efeito na interagcdo com
0 DNA.
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Figura 39. Curvas de lsgs,m versus razdo N/P para a PEI-C4 (A), PEI-C6 (B),
PEI-C8 (C) e PEI-C12 (D). Manteve-se a concentragio de BE em 1,0x10™° mol
L™ a 25,0 °C. A linha cheia serve apenas como guia para orientacéo.
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3.3.1.2.  Espectrofotometria de UV-Vis

As interacBes do DNA com as PEls alquiladas também foram
investigadas através de espectrofotometria de UV-Vis. Os espectros de
absorbancia do DNA com as PEls alquiladas apresentaram um aumento
na absorbancia acima de 300,0 nm devido ao espalhamento da luz
incidente pelos agregados formados [113; 114; 118], assim como foi
observado para o sistema DNA-PEI. A absorcdo maxima para todos 0s
sistemas de DNA-PEIs alquiladas apresentam um desvio para um
comprimento de onda maior, em comparacdo com DNA livre, nas
razdes N/P onde os espectros apresentaram uma diminuicdo na
absorbancia. Esse deslocamento batocrémico (desvio para o vermelho) é
também uma indicacdo da formacdo de complexos entre 0 DNA e as
PEls alquiladas [132].

A Figura 40 mostra as curvas de Azenm €m funcéo da razdo N/P
para os sistemas DNA-PEI-C4, DNA-PEI-C6, DNA-PEI-C8 e DNA-
PEI-C12. As curvas apresentam 0 mesmo comportamento observado
para a PEl ndo modificada, entretanto, para a PEI-C8 e a PEI-C12
(Figura 40C e D) ocorre um hipercromismo maior em baixas razdes
N/P. Esse efeito hipercromico pode estar relacionado com a possivel
intercalacio com o DNA, que pode ocasionar uma extensdo,
desenrolamento e diminuicdo na rigidez da hélice do DNA [132]. Esse
desenrolamento mostra o aumento da exposicdo das bases nitrogenadas
gue por sua vez causa um aumento na absor¢cdo maxima (Axsonm) dO
DNA [132]. O tamanho da PEI-C8 e da PEI-C12 é grande o bastante
para formar uma ligacdo de intercalacdo, 0 que sugere que as cadeias
alquilicas mais longas estejam ocasionando pequenas modificagdes nas
bases nitrogenadas, o que as deixa mais expostas, provocando o
hipercromismo observado.

Para o sistema de DNA com a PEI-C8 e a PEI-C12 (Figura
40C e D) observou-se que 0 minimo na Aygnm para esses sistemas
encontra-se em uma faixa da razdo N/P maior, comparado as outras
PEls, necessitando mais polimero para que ocorra a condensacdo do
DNA.
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Figura 40. Curvas de Axonm €m fungdo da razdo N/P para os sistemas DNA-
PEI-C4 (A), DNA-PEI-C6 (B), DNA-PEI-C8 (C) e DNA-PEI-C12 (D).

A temperatura de fusdo (T,) foi determinada para as PEls
alquiladas na razdo N/P = 0,3 e os valores obtidos estdo apresentados na
Tabela 6. Observou-se que os valores das Ty, para os sistemas DNA-
PEls alquiladas apresentaram um aumento na faixa de 2,6 a 3,8 °C
guando comparados ao DNA puro. A diferenga que foi observada nos
valores de T, entre 0 DNA com a PEI ndo modificada e 0 DNA com as
PEls alquiladas pode estar relacionada com a diminuicdo no nimero de
grupos amino priméarios na cadeia do polimero, devido a substituicao.
Observou-se que a ATy, para a PEI ndo modificada ficou em torno de
duas vezes maior que para a PEI-C4, PEI-C6 e PEI-C8, e quase trés
vezes maior para a PEI-C12. Como todas as PEIs tiveram praticamente
0 mesmo grau de substitui¢do, consequentemente a mesma diminui¢do
no ndmero de grupos aminos primarios, isso sugere que a diminuicdo
nos valores da T, que sdo observados com o aumento da cadeia
alquilica substituida deve-se ao impedimento estéreo dos grupos
substituidos.
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Tabela 6. Valores de T, determinados para 0 DNA puro e os sistemas DNA-
PEls alquiladas.

Tm (°C) Tm (°C) ATy (°C)

Amostra N/P = 0.0 N/P=0,3
DNA 744 = =
DNA-PEI . 81.9 75
DNA-PEI_C4 - 78.2 38
DNA-PEI-C6 - 781 3.7
DNA-PEI-C8 - 78.0 3.6
DNA-PEI-C12 - 770 26

3.3.1.3. Dicroismo Circular

Medidas de CD foram apenas realizadas para o sistema DNA-
PEI-C12, pelo fato dos resultados das técnicas anteriores apontarem
para uma maior diferenca quando comparados ao sistema DNA-PEI. A
Figura 41 mostra os espectros de CD do DNA e dos complexos DNA-
PEI-C12 em diferentes razdes N/P. O espectro de CD do DNA
apresentou os sinais caracteristicos em 245,0 nm (negativo) e 275,0 nm
(positivo) da forma B [119; 120; 121]. A razdo N/P 0,3 ndo apresentou
mudancas significativas no espectro de CD, mas acima dessa razdo
mudancas foram observadas. Os espectros de CD do sistema DNA-PEI-
C12 mostraram 0 mesmo comportamento apresentado pelo DNA-PEI:
com o0 aumento na razdo N/P ocorre uma diminuic¢do significativa na
elipticidade e um desvio para A maiores foi observado tanto nas bandas
negativas como nas positivas. Esse comportamento comega a mudar a
partir da razdo N/P = 6,0 onde as bandas comegam a aumentar sua
elipticidade. Na razdo N/P = 9,0 a banda negativa praticamente retorna a
elipticidade original, o que indica que a conformacéo de dupla hélice se
mantém, porém a banda positiva apresenta menor elipticidade e maior
deslocamento. Isso sugere que a ligagdo da PEI-C12 ao DNA induz
pequenas alteracdes no empilhamento das bases e, como visto na
interacdo do DNA-PEI, sugere-se que algumas bases no DNA estdo
expostas ao solvente, pela possivel intercalacdo com as cadeias da PEI-
C12 [122].
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Figura 41. Espectros de CD para 0 DNA e diferentes razbes N/P pela adigdo de
PEI-C12 ao meio, conforme as legendas indicadas.

3.3.1.4. Potencial zeta

Os valores de ¢ foram determinados para os sistemas de DNA
com as PEls alquiladas em diferentes razdes N/P, como apresentado na

Figura 42. Todos os complexos de DNA com as PEls alquiladas
apresentaram um comportamento semelhante no que se refere aos
valores de {, com a inversdo do sinal entre razbes N/P de 2,4 e 3,0.
Quando comparados com o sistema DNA-PEI, observou-se um aumento
na razao N/P onde ocorre a inversao do sinal de negativo para positivo,
ou seja, para que os complexos formados entre 0 DNA e as PEls
alquiladas se tornassem positivamente carregados. Essa inversdo nos
valores de { para todos os sistemas acontece na mesma faixa da razéo
N/P em que foi observado um minimo pela técnica de UV-Vis e onde a
intensidade de emissdo da fluorescéncia ficou constante. O minimo
observado nos ensaios de UV-Vis deve-se a equivaléncia das cargas do
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complexo DNA-PEI alquilada, com formacdo de um coacervado. Nesse
intervalo de razbes N/P, o DNA estd completamente condensado.
Quando mais polimero é adicionado, os complexos ficam positivamente
carregados, o0 que torna os complexos DNA-PEIs alquiladas solGveis
novamente.

Comparando os valores de  na razdo N/P = 6,0 encontrados
para todas as PEls alquiladas ( = 34,0£9,4 mV; 34,8+6,7 mV; 31,7+4,6
mV e 35,0£3,6 mV, para a PEI-C4, PEI-C6, PEI-C8 e PEI-C12
respectivamente) observou-se que sdo ligeiramente menores do que 0s
obtidos na mesma razdo N/P para a PEI ndo modificada ({ = 38,0+5,2
mV), devido a substituicdo nos grupos amino primarios [34].

¢(mv)

Lmv)

rQ

¢ (mv)
o X
¢ (mv)

Figura 42. Valores de { (mV) determinados em diferentes razGes N/P para 0s
sistemas de DNA-PEI-C4 (A), DNA-PEI-C6 (B), DNA-PEI-C8 (C) e DNA-
PEI-C12 (D). A linha cheia serve apenas como guia para orientagdo.
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3.3.1.5. Viscosidade

Medidas de viscosidade de solucdes de diferentes razdes N/P de
DNA com as PEls alquiladas foram realizadas para investigar a
interacdo e verificar alguma mudanca na viscosidade relativa que tenha
sido motivada pela presenca das cadeias alquilicas substituidas. A
Figura 43 apresenta a 7, em funcdo da razdo N/P para o sistema DNA-
PEls alquiladas. Os valores de 7y dos complexos de DNA com as PEIs
alquiladas apresentam a mesma diminuicdo observada para a PEI, no
entanto as raz6es N/P onde a viscosidade relativa atinge um minimo séo
maiores, isto é, a quantidade de polimero necessario para a condensacdo
do DNA ¢é maior, sendo essa quantidade ainda maior para as PEls
substituidas com maiores cadeias (PEI-C8 e PEI-C12). Um fato
interessante que se deve observar é que essa razdo N/P onde a
viscosidade relativa atinge um minimo é a faixa onde é observado o
minimo na intensidade de emissao da fluorescéncia do BE, o minimo de
Aosonm POr UV-Vis e onde ocorre a inversdo do sinal do valor de
potencial zeta.

Oskuee e colaboradores [34] observaram que 0 aumento no
grau de substituicdo e o aumento no tamanho da cadeia de &cidos
carboxilicos substituidos na PEI resultaram em uma diminui¢do na
capacidade de condensar o DNA. Nos sistemas com as PEls alquiladas
pode-se observar esse efeito comparando os valores de 7. para cada
sistema com o DNA. O valor da 7y é igual a 0,957 na razdo N/P = 6,0
para a PEIl ndo modificada, enquanto que para as PEIs alquiladas a 7y €
> 0,970 na mesma razdo N/P, com excecdo da PEI-C4 que apresentou
um valor de 0,965, mas ainda maior. Essas comparagdes sdo indicios
gue mostram uma pequena diminui¢do na eficiéncia de condensacéo do
DNA.
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Figura 43. Curvas de 7, em funcdo da razdo N/P para os sistemas de DNA-
PEI-C4 (A), DNA-PEI-C6 (B), DNA-PEI-C8 (C) e DNA-PEI-C12 (D) a 25,0
% 0,1°C. A linha cheia serve apenas como guia para orientacéo.

3.3.1.6.  Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dindmico foi utilizada para
investigar os tamanhos dos complexos formados pelo DNA com as PEIs
alquiladas, pelo monitoramento das alteragfes do raio hidrodindmico
aparente (Ru4p). A Tabela 7 mostra os valores de Ry 5y determinados a
partir das curvas de funcdo de correlacdo normalizadas para diferentes
razbes N/P dos sistemas DNA-PEIls alquiladas em um angulo de
espalhamento de 6 = 90°. Observou-se que para todas as razGes N/P
ocorrem sempre duas populacfes com tamanhos diferentes, 0 mesmo
comportamento que ja havia sido observado para o sistema DNA-PEI
(ver secdo 3.2.6.). Nos sistemas DNA-PEI-C4 e DNA-PEI-C6 nota-se
que as razbes N/P < 2,25 apresentam duas populagbes, que

correspondem a parcial condensacdo das cadeias de DNA [116]. O
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mesmo é observado para os sistemas DNA-PEI-C8 e DNA-PEI-C12,
no entanto, ocorrendo nas razdes N/P < 3,0. A formacdo de complexos
com tamanho micrométrico é observada na razdo N/P = 3,0 para os
sistemas DNA-PEI-C4 e DNA-PEI-C6 e na razdo N/P = 4,5 para 0s
sistemas DNA-PEI-C8 e DNA-PEI-C12. Essas faixas de razdo N/P tém
proximidade da regido onde ocorre a formacgdo do coacervado, onde 0
potencial zeta estd prdximo de zero. Nessa faixa da razdo N/P ocorreu
um enorme aumento no valor do Ry ap, que pode ser calculado para uma
das populacgdes, nos sistemas com a PEI-C4, PEI-C8 e PEI-C12.

Todos os sistemas na razdo N/P = 6,0 apresentaram
praticamente uma unica populagéo com valores de Ry 5, menores, 0 que
sugere que todas as cadeias de DNA estdo complexadas com as PEIs
alquiladas. Os valores de Ry 4, encontrados nessa razdo para as PEls
alquiladas com cadeias maiores apresentaram valores maiores,
condizentes com o que foi observado por medidas de viscosidade
relativa, o que leva a sugestdo de que o tamanho da cadeia alquilica
substituida tem influéncia sobre a condensacdo do DNA [34].

Os complexos formados pelo DNA com as PEls alquiladas
diminuem de tamanho em altas razfes N/P. Esse comportamento
também foi observado no sistema com a PEI ndo modificada, ocorrendo
devido aos complexos formados apresentarem uma superficie
positivamente carregada, que leva a um aumento nas forcas de repulséo
eletrostaticas entre os complexos formados [130].
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Tabela 7. Valores de Ry, 5, determinados para diferentes razdes N/P de DNA-PEI-C4, DNA-PEI-C6, DNA-PEI-C8 e DNA-PEI-
C12. As linhas sombreadas indicam a regido da formag&o de complexos com tamanho micrométrico.

Razéo DNA-PEI-C4 DNA-PEI-C6
N/P 1Ry (M) (%) 2Ry (m) (%)  1Ruap(m) (%) 2 Ryap (M) (%)
0,3 112,741,6 47 233,0£29,0 53 143,1+1,5 43 243,239 67

0,75 114,8+1,5 48 191,9+10,6 52 133,6+1,6 46 585,1+59,2 44
1,5 126,8+1,2 45 208,2+10,2 55 128,4+1,2 58 233,0+14,0 42
2,25 157,6+1,8 56 298,9+24,2 44 149,1+1,3 62 215,6+14,2 38
3,0 1054,6+24,2 75

4,5 60,9£1,2 98 97,748,7 2 68,0+0,9 98 113,1+7,7 2

6,0 59,6+0,9 99 101,248,6 1 67,740,4 98 98,548,3 2
Razéo DNA-PEI-C8 DNA-PEI-C12

N/P 1Ry (M) (%)  2Ruap(m) (%)  1Ruap(m) (%) 2 Rya (M) (%)

0,3 113,9+2,7 48 251,0+31,9 52 138,8+1,8 39 232,2+4,1 61
0,75 83,0£1,0 46 129,4+10,5 54 130,2+1,6 40 215,933 60

15 80,1+0,7 67 173,9+12,9 33 126,8+1,9 53 205,6+3,3 47

2,25 98,5+0,8 65 153,3+5,7 35 125,9+1,1 54 223,6+12,6 46
3,0 134,5+1,2 74 245,0+11,5 26 125,9+1,1 84 386,4+36,9 16
4,5 1046,5+1,5 93 = = 1098,7+£32,7 92 = =
6,0 85,9+0,6 98 164,5+7,4 2 80,2+0,4 98 177,3+4,4 2
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3.3.2. Interacdo em meio aquoso de DNA com PEIs decoradas
com uridina

3.3.2.1. Sintese e Caracterizacao

A modificacéo da PEI decorada com a uridina foi motivada pela
possivel ligacdo de hidrogénio da uridina ao DNA. As PEIls decoradas
com uridina (PEls-Uri) foram preparadas por um método adaptado com
base no que foi descrito por Park e colaboradores [17] (Figura 44). A
uridina tosilada foi dissolvida em DMF e adicionada gota-a-gota em
uma solucdo da PElI em DMF contendo excesso de carbonato de
potassio. Foi agitada por 5 dias em temperatura ambiente e fez-se a
dialise por 3 dias.

HN [NH HN ;NH o
N_~N N_~N [KNH
§ fLNH § X
HoN~N NH, NYo HaN_~N N0
& Tos o DMF HN [o]
—_— NH T-—?J
N NS + w KaCO3 H 0.0
N o 0 NN Sew,
JNH OCHs JNH

Figura 44. Esquemas das sinteses do grupo uridinil com a PEI.

A solubilidade das PEIs decoradas com a uridina foi verificada
em varios solventes, mas a agua deuterada foi a que melhor solubilizou
os polimeros decorados, o que dificultou o aparecimento de alguns
sinais nos espectros de RMN de *H. O espectro de RMN de *H (400
MHz, D,0) para as PEIs—Uri apresentaram sinais caracteristicos da PEI
em ¢ 2,3-3,1 ppm, e sinais do grupo uridinil, como o0s dos grupos metoxi
(—OCHy), e os hidrogénios do acetal (-CH(OR)3) e o sinal do hidrogénio
do anel (os espectros de RMN de *H (400 MHz, D,0) para PEI-Uri5%
e PEI-Uri15% estdo apresentados no anexo B e C, respectivamente).

O grau de substituicdo em cada PEI decorada foi estimado a
partir da integracdo das areas dos sinais correspondentes aos grupos —
CH,CH,;N- e —OCHjs. Os graus de substituicdo encontrados para PEI-
Uri foram de ~5,0% e ~15,0%, e sdo representadas com as abreviaturas
PEI-Uri5% e PEI-Uri15% respectivamente.
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3.3.2.2.  Fluorescéncia

As medidas de emissdo de fluorescéncia do BE foram usadas
para estudar a interagdo do DNA com as PEIls-Uri. A Figura 45
apresenta as curvas da intensidade de emissdo maxima em 594 nm do
BE (ls94nm) €M funcdo da razdo N/P para a PEI-Uri5% e PEI-Uri15%.
Observou-se a diminuigdo na lsgsnm COM 0 aumento da razdo N/P nos
dois sistemas, atingindo um minimo em 3,6 e 4,8 para a PEI-Uri5% e
PEI-Uri15%, respectivamente. Quando se compara com o0s resultados
obtidos para a PEI ndo modificada (N/P = 2,4), observa-se que a razao
N/P necesséria para inibir a fluorescéncia do BE foi 50% maior para a
PEI-Uri5% (N/P = 3,6) e 100% maior para a PEI-Uri15% (N/P = 4,8).

A técnica de fluorescéncia utilizando o BE ndo informa de que
forma ocorre a interacdo do DNA com o polimero, e sim a quantidade
necesséria de polimero para a inibicdo da emissdo de fluorescéncia do
BE que esta intercalado ao DNA. Entretanto, pode ocorrer a interagéo
entre 0 DNA e as PEIs—Uri por ligagcdo de hidrogénio, simultaneamente
com a interacdo eletrostatica, pois o polimero modificado ainda
apresenta em solucdo cargas positivas. Observa-se um aumento na
concentracdo de polimero necessaria para a completa inibicdo da
emissdo de fluorescéncia ou condensacdo do DNA, em comparacdo a
PEI ndo modificada. Essa diferenca esta diretamente relacionada com o
efeito de estereo impedimento devido ao “volume” do grupo uridinil,
que dificulta a interacdo eletrostatica, entre 0 DNA e as PEIs decoradas
com a uridina, reduziu a capacidade eletrostatica do sistema.
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Figura 45. Curvas de lsgy,m versus razdo N/P para a PEI-Uri5% (A) e PEI-
Uri15% (B). Manteve-se a concentragdo de BE em 1,0x10” mol L™ a 25,0 °C.
A linha cheia serve apenas como guia para orientac&o.

3.3.2.3.  Espectrofotometria de UV-Vis

A interacdo do DNA com as PEIs—Uri em diferentes razdes N/P
foi acompanhada por medidas de UV-Vis. Os espectros apresentam um
aumento na absorbancia em A > 300,0 nm que ¢ uma evidéncia da
formacdo de complexos DNA-PEIs-Uri [114; 118]. Acompanhou-se a
absorcdo maxima em 260 nm (Azeonm) €m funcdo da razdo N/P para os
sistemas DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uri15% como apresentado na
Figura 46. A curva é muito semelhante as observadas nos sistemas
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DNA-PEI-C8 e DNA-PEI-C12 (Figura 40C e D), apresentando um
hipercromismo mais acentuado com a PEI-Uri15%. As razfes N/P entre
3,0 e 4,2 para o sistema DNA-PEI-Uri5% e entre 4,8 e 6,0 para o
sistema DNA-PEI-Uril5% sédo as faixas onde ocorre a condensacdo do
DNA, que sdo maiores comparadas aos outros sistemas, como também
foi observado por fluorescéncia.

08| 08

06+

A260nm

041

A260nm
2

02} 02}

0,0 L L L L L 0,0

Figura 46. Curvas de Azsonm €m funcdo de N/P para os complexos de DNA-
PEI-Uri5% (A) e DNA-PEI-Uri15% (B).

Foram determinados os valores de T,, para as PEIs-Uri na razédo
N/P = 0,6, os quais estdo apresentados na Tabela 8. Os valores de Ty,
encontrados para DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uri15% apresentaram
um aumento de 2,2 °C e 1,7 °C, respectivamente, quando comparados
ao valor encontrado para o DNA. Esses aumentos foram menores que 0s
determinados para 0s outros sistemas, apesar de ter sido utilizado o
dobro da concentracdo de polimero. A pequena AT, deve-se pelo fato
de as PEIs—Uri protegem menos o DNA, devido aos grupos uridinil que
dificultam a interacdo por estereoimpedimento e reduzem a capacidade
de interacdo eletrostatica do sistema.
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Tabela 8. Valores de T, determinados para 0 DNA puro e os sistemas DNA-
PEls decoradas com uridina.
Tu(®C)  Tw(®C) Tm(°C) ATy

Amostra N/P=00 N/P=03 NP=06 (°C)
DNA 74.4 - - -
DNA-PEI - 81.9 - >
DNA-PEI— 22
Uris% - - o8
DNA-PEI- L7
Uri15% - ~ ol

3.3.2.4. Dicroismo circular

Medidas de CD também foram utilizadas para monitorar a
interacdo do DNA nos complexos formados com a PEI-Uril5% em
diferentes razdes N/P. A solugdo contendo a PEI-Uril5% apresentou
um sinal no espectro de CD dentro da regido monitorada. Portanto, os
sinais observados para cada razdo N/P do sistema DNA-PEI-Uril5%
foram descontados em cada razdo com a mesma concentracdo da PEI-
Uri15%.

Os espectros do DNA e dos complexos formados pelo DNA-
PEI-Uril5% em diferentes razGes N/P sdo mostrados na Figura 47. O
espectro de CD do DNA é tipico da conformagdo B constituido por uma
banda positiva em 275,0 nm e uma banda negativa em 245,0 nm. Apds a
formacdo do complexo do DNA-PEI-Uril5%, ambas as regides do
espectro de CD do DNA s&o alteradas, mostrando uma diminui¢do no
valor da elipticidade de ambas as bandas positiva e negativa, juntamente
com um deslocamento de A maior quando a razdo N/P é aumentada. As
mudancas na banda positiva sdo mais pronunciadas do que na negativa,
essa Ultima confirma que a conformag&o da dupla hélice se mantém. Na
razdo N/P igual a 10,0 a banda positiva apresenta um deslocamento no A
para valores maiores e um decréscimo no valor na elipticidade
significativo, indicando que algumas bases estdo expostas ao solvente
[122], como também foi observado para os outros sistemas, DNA-PEI e
DNA-PEI-C12.
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Figura 47. Espectros de CD para o DNA e diferentes razdes de N/P para o
sistema DNA-PEI-Uri15% conforme legenda indicado no gréfico.

3.3.2.5. Potencial zeta

Medidas de potencial zeta foram realizadas para os complexos
formados por DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uril5% em diferentes
razdes N/P e os valores estdo apresentados na Figura 48. Os complexos
formados pelo DNA e as PEIs—Uri apresentam valores de potencial zeta
negativos em baixas razées N/P (~ -42,0 mV), enquanto que em razdes
N/P altas, o potencial zeta é positivo (~ 37,0 mV). A razdo N/P em que
acontece a inversao do sinal para a PEI-Uri5% esta na faixa de 4,0 a 5,0
e para a PEI-Uri15% na faixa de 6,0 a 7,0. Quando comparados com o
sistema DNA-PEI, observou-se um aumento na razao N/P onde ocorre a
inversdo do sinal de negativo para positivo, ou seja, para que 0S
complexos formados entre 0 DNA e as PEIs-Uri se tornassem
positivamente carregados. Observou-se que a inversdo nos valores de
para os dois sistemas ocorre na faixa da razdo N/P em que foi observado
um minimo pela técnica de UV-Vis. E nessa faixa que se tem a
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equivaléncia das cargas dos complexos DNA-PEIs—-Uri, com formacéo
de um coacervado, onde o DNA estd completamente condensado.
Quando mais polimero é adicionado, os complexos ficam positivamente
carregados, 0 que torna os complexos DNA-PEIs-Uri solGveis
novamente.

60 60

¢(mv)
¢ (mv)

20

-40 | -40 |-

60 L L L L 60

N/P N/P

Figura 48. Valores de { (mV) determinados em diferentes razdes de N/P para
os sistemas de DNA-PEI-Uri5% (A) e DNA-PEI-Uri15% (B). A linha cheia
serve apenas como guia para orientago.

3.3.2.6. Viscosidade

Medidas de viscosidade de solugdes com diferentes razbes N/P
de DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uril5% foram realizadas para
investigar a interacdo e verificar alguma mudanca na viscosidade
relativa que tenha sido motivada pela presenca do grupo uridinil
substituido. A Figura 49 apresenta a 7, em funcdo da razdo N/P para o0s
sistemas DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uri15%. As curvas de 7 para
0s complexos formados apresentam o0 mesmo comportamento que foi
observado para o sistema DNA-PEI, uma diminuicdo na viscosidade
relativa com o aumento da razdo N/P. No entanto, para 0s complexos
DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uri15% as razbes N/P em que os valores
de 7, atingem um minimo s&o maiores. E nesse minimo de 7, que se
pode estimar a concentracdo das PEIs-Uri necessaria para condensar as
cadeias do DNA, que acontece na razdo N/P entre 2,4 e 3,0 para DNA-
PEI-Uri5% e na razdo N/P entre 3,6 e 4,0 para DNA-PEI-Uri15%.
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Essas faixas nas razfes N/P sdo um pouco menores que a faixa
observada por fluorescéncia, UV-Vis e potencial zeta.

Através das medidas de viscosidade relativa pode-se observar a
forca da interacdo ou qual PEI-Uri condensa melhor as cadeias do
DNA, fazendo a comparagdo dos valores de 7 em uma mesma razao
N/P para todos os sistemas. Quando comparados os valores de 7 na
razdo N/P = 6,0 para a PEIl ndo modificada e as PEIs—Uri, observou-se
gue a PEI ndo modificada é a que apresentou o menor valor (7. =
0,957), consequentemente a que melhor condensa 0 DNA, seguida pela
PEI-Uri5% (s, = 0,963) e PEI-Uri15% (s, = 0,967).

1,00 - A 1,00 - B

0,99 - 0,99 -

”rel

0,96 L L L L L 0,96 L

Figura 49. Curvas de 7, em funcéo da razdo de N/P para os sistemas de DNA-
PEI-Uri5% (A) e DNA-PEI-Uri15% (B) a 25,0 + 0,1°C. A linha cheia serve
apenas como guia para orientacdo.

3.3.2.7.  Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Assim como para 0s outros sistemas, também foi investigado o
tamanho hidrodindmico dos complexos formados pelo DNA com a
DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uri15% atraveés de medidas de DLS. A
Figura 50 mostra as curvas de fungdo de autocorrelacdo normalizadas
para DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uril5% em diferentes razdes N/P
em um angulo fixo de 90°. Observa-se que as curvas de funcdo de
correlacdo apresentam t diferentes, dependendo da razdo N/P. Esse
comportamento também foi observado nos sistemas de DNA com a PElI,
estando relacionado com o tamanho dos complexos.

A partir dessas curvas foram feitos ajustes exponenciais para
determinar os valores de z, e consequentemente os valores de I" e Dg
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para cada razdo N/P dos sistemas. Os valores de Ry 4, para cada razéo
N/P estudada foram determinados a partir da equacgao de Stokes-Einstein
(equacdo (22)) e estdo apresentados na Tabela 9.
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Figura 50. Curvas de fungdo de autocorrelagcdo normalizadas para DNA-PEI-
Uri5% (A) nas razdes N/P 0,3 (m), 3,0 (e), 6,0 (A) e 7,5 (V) e DNA-PEI-
Uril5% (B) nas razdes N/P 0,3 (m), 3,0 (@), 6,0 (A), 7,5 (V) e 9,0 (») emum
angulo fixo de 90°. Foram feitos ajustes exponenciais a todos os conjuntos de
pontos experimentais.
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Os valores de Ry 4 encontrados para os dois sistemas apresentaram duas populagdes, com quantidades
préximas em baixas razGes N/P, e praticamente uma populacdo em alta razdo N/P, assim como os outros sistemas
estudados. Os complexos formados pelo DNA e as PEIs decoradas com a uridina apresentam complexos de tamanhos
micrométricos nas razbes N/P 4,5 e 6,0 para 0 DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uril5%, respectivamente. Isso
acontece devido a equivaléncia das cargas entre DNA e polieletrolito, que leva a formacdo de complexos de
tamanhos muito grandes. Em altas razGes N/P, os complexos apresentam tamanhos menores, por estarem
positivamente carregados, o que leva a uma forte repulsdo eletrostatica entre 0s complexos.

Tabela 9. Valores de Ry, determinados para diferentes razGes N/P de DNA-PEI-Uri5% e DNA-PEI-Uri15%. A regiéo
sombreada indica a formagdo de complexos com tamanho micrométrico.

~ DNA-PEI-Uri5% DNA-PEI-Uri15%
Razéo >R
NP 1Rpg(m) (%) (n;{;" (%)  1Rugp (M) (%)  2Rugp (hm) (%)
0,3 105,4+1,6 51 187,2+12,8 49 101,1+2,0 53 333,7+14,8 47
0,75 76,2+0,8 48 125,1+3,7 52 89,1+1,1 52 1456 £ 7,2 48
15 67,8+1,5 58 132,8+10,7 42 77,7+0,9 60 163,2+£8,7 40
3,0 83,7+0,7 75 220,2+12,9 25 83,4+0,8 62 204,8 £9,7 38
4,5 1896,7+33,5 80 -- -- 125,8+1,2 61 264,7+11,4 39
6,0 119,945,2 94 357,2413,0 6 916,2+18,5 93 -- --
7,5 71,3+1,3 98 112,2+9,6 2 247,6+£21,0 95 569,7+117,4 5
9,0 -- - 88,2+1,1 98 153,7 + 8,7 2
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A Figura 51A mostra as funcGes de correlacdo temporal medida
em diferentes angulos de espalhamento para a razdo N/P = 9,0 do
sistema DNA-PEI-Uril5%. Observa-se uma diminuicdo de z com o
aumento do angulo de espalhamento. Como o espalhamento de
particulas maiores predomina em angulos baixos o0 aumento de 6 faz
com que porgBes menores dos agregados DNA-PEI-Uril5% sejam
acessadas, que apresentam o tempo de relaxacdo menor que todo o
agregado de DNA-PEI-Uri15%. A Figura 51B mostra a variacao tipica
da frequéncia angular 7" = 1/r medida como uma fungéo de g indicando
um comportamento difusivo do espalhamento das particulas. Utilizando
a equacdo de Stokes-Einstein calculou-se 0 Ryrea para o complexo
formado pelo DNA-PEI-Uril5% na razdo N/P = 9,0, sendo o valor
encontrado igual a 79,9 nm.
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Figura 51. (A) Curvas da funcdo de correlagcdo normalizadas para DNA-PEI-
Uril5% na razdo N/P = 9,0 para diferentes angulos de espalhamento. (B)
Dependéncia angular da frequéncia de relaxa¢do das curvas de correlagdo do
DLS para DNA-PEI-Uri15% na razdo N/P = 9,0.
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3.3.3.  Estudo de SAXS para os sistemas DNA-PEI, DNA-PEI-C12
e DNA-PEI-Uril5%

A interacdo do DNA com a PEI, PEI-C12 e PEI-Uril5% foi
investigada através de medidas de SAXS em diferentes razdes N/P para
identificar uma possivel mudanca na morfologia dos complexos
formados. Nos experimentos de SAXS foi utilizada uma concentracdo
maior do DNA e dos polieletrélitos, comparado com as outras técnicas,
devido a baixa intensidade de espalhamento. A Figura 52 mostra curvas
de SAXS para diferentes razGes N/P dos sistemas DNA-PEI, DNA-PEI-
C12 e DNA-PEI-Uril5%. A Figura 52A apresenta as curvas de SAXS
para os complexos de DNA-PEI, o perfil da curva muda com o aumento
da razdo N/P, apresenta um aumento na intensidade e inclinages que
mudam sistematicamente a baixos angulos q < 0,1. Na regido de angulos
maiores que q > 0,1 nm™ também ocorrem mudancas, principalmente
para as razdes N/P iguais a 6,0 e 9,0. Nessas raz@es a intensidade de
espalhamento diminui até formar um patamar. No sistema DNA-PEI-
C12 um perfil semelhante é apresentado, conforme mostra a Figura 52B,
no entanto, a intensidade com que ocorrem essas mudangas, com 0
aumento da razdo N/P, é menor. Ainda menos significativa € a mudanca
nas curvas de SAXS para os complexos de DNA-PEI-Uril5% (Figura
52C). Com a razdo N/P = 10,5 a curva ndo apresentou o patamar
observado nos outros dois sistemas.

As curvas de SAXS para os 3 sistemas estudados informam
qualitativamente algumas mudanc¢as na conformacdo do DNA. A PEI
ndo modificada é a que apresenta a maior alteragdo, seguida da PEI-C12
e PEI-Uri15%, devido as interacGes eletrostaticas entre 0s grupos amino
e 0s grupos fosfatos. Quando a PEI é alquilada, no caso a PEI-C12,
diminui a quantidade de grupos aminos primarios e ocorre um aumento
na hidrofobicidade. Esses fatores proporcionam uma diminuicdo na
intensidade em que ocorre a interagdo do DNA com a PEI-C12. Por
outro lado, a PEI-Uril5% foi a que apresentou a menor mudanca,
indicando que a interacdo entre este polimero e o DNA é mais fraca.
Nesse caso, existe a diminui¢do de grupos aminos primarios pelo grupo
uridinil, que estdo presentes em maior grau de substituicdo. As medidas
de SAXS para esse sistema sugerem que a condensacdo do DNA pela
PEI-Uril5% ocorre com menor intensidade quando comparada aos
outros dois sistemas, devido as pequenas mudancgas na conformacéo do
DNA com o aumento da concentracdo do polimero.
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Figura 52. Dependéncia angular da intensidade de SAXS dos complexos DNA-
PEI (A) e DNA-PEI-C12 (B) nas razdes N/P: 0,3 (m), 1,2 (), 3,0 (A), 6,0 (V)
e 9,0 (»). Medidas de SAXS dos complexos DNA-PEI-Uri15% (C) nas razdes
N/P: 0,3 (m), 1,8 (), 4,5 (A), 6,0 (V) e 10,5 (»).
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3.4. INFLUENCIA DO SDS NA FORMACAO DOS COMPLEXOS
DE DNA COM A PEI, PEI-C12 E PEI-URI15%

Algumas medidas de fluorescéncia, UV-Vis, potencial zeta e
viscosidade foram feitas para os sistemas DNA-PEI, DNA-PEI-C12 e
DNA-PEI-Uril5% na presenga de 5,0 pmol L' de SDS. Foi
apresentado nos capitulos anteriores que a formagdo dos complexos de
DNA com a PEI, PEI-C12 e PEI-Uri15% ocorre principalmente por
interacdes eletrostaticas. Foi ainda mostrado que as PEls sdo também
capazes de interagir com o SDS. Assim, foi feito um estudo do
comportamento de algumas PEIls (PEI, PEI-C12 e PEI-Uri15%) com
DNA na presenca de SDS, a fim de se verificar se um cenario de
competicdo é criado e qual influéncia 0 mesmo teria sobre a formacgéo
dos complexos, devido a possivel concorréncia dos sitios negativamente
carregados no DNA e no SDS pelos sitios positivamente carregados nas
PEls.

3.4.1. Fluorescéncia

Medidas de fluorescéncia foram realizadas para verificar a
influéncia do SDS na condensacdo do DNA pela PEI, PEI-C12 e PEI-
Uril5%. A Figura 53 mostra a intensidade maxima de emissdo de
fluorescéncia do BE intercalado ao DNA em 594,0 nm em funcdo da
razdo N/P para os 3 sistemas na auséncia e na presenca de SDS. Quando
se comparam 0s sistemas na auséncia e na presenca de SDS, observa-se
um aumento na razdo N/P em que o minimo de lsgs,m € atingido para
todos os sistemas em que o surfactante encontra-se adicionado. Esse
aumento ocorre devido as moléculas de SDS se ligarem as PEls por
interacdo eletrostatica, o que diminui as cargas positivas disponiveis dos
grupos amino protonados. Assim, sdo necessarias quantidades maiores
de PEIs para que a condensacdo do DNA ocorra.
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Figura 53. Curvas de lsgsnm versus razdo N/P. (A) PEI (m) e PEI + SDS (e); (B)
PEI-C12 (m) e PEI-C12 + SDS (e); e (C) PEI-Uri15% (m) e PEI-Uri15% +
SDS (). A ¢(SDS) utilizada foi fixada em 5,0 pmol L™ de SDS. A linha cheia
serve apenas como guia para orientacéo.
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3.4.2. Espectrofotometria de UV-Vis

Medidas de UV-Vis dos sistemas DNA-PEI, DNA-PEI-C12 e
DNA-PEI-Uril5% na presenca de SDS apresentaram espectros de UV-
Vis parecidos com os espectros na auséncia de SDS. No entanto, ndo foi
verificado um minimo na absorbancia maxima (Azenm). A Figura 54
mostra os graficos de Azsonm €m funcdo da razdo N/P para os sistemas
DNA-PEI, DNA-PEI-C12 ¢ DNA-PEI-Uril5% na presenca de 5,0
umol L™ de SDS. Observou-se em baixas razdes N/P um hipercromismo
até atingir um maximo e permanecer praticamente constante. Os
graficos mostram que os 3 sistemas atingem o maximo de absorbancia
em 260,0 nm na mesma razdo N/P que foi observado o inicio do minimo
de Azsonm para os sistemas DNA-PEI, DNA-PEI-C12 e DNA-PEI-
Uril5% na auséncia de SDS. Sugere-se que o surfactante atua como um
dispersante do complexo, evitando a precipitacdo do coacervado, e por
esse motivo ndo ocorre um minimo na Azgonm.
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Figura 54. Gréficos de Aygm versus razdo N/P para o0 DNA-PEI (A), DNA-
PEI-C12 (B) e DNA-PEI-Uril5% (C), na presenca de 5,0 pmol L™ de SDS.

3.4.3. Potencial zeta

A carga na superficie de complexos DNA-PEI, DNA-PEI-C12
e DNA-PEI-Uril5% na presenca de SDS foi estimada a partir de
medidas de potencial zeta. A Figura 55 apresenta os valores de { para 0s
complexos formados por DNA-PEI, DNA-PEI-C12 e DNA-PEI-
Uril5% em diferentes razoes N/P com 5,0 umol L™ de SDS. Os
complexos formados apresentaram valores de potencial zeta fortemente
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negativos para baixas razdes N/P (entre -46,0 e -51,0 mV), enquanto que
em razdes N/P elevada, o ( é positivo (entre 25,0 e 35,0 mV).

A presenca de SDS nesses sistemas fez com que apresentassem
valores de { menores em todas as razdes N/P, em comparacdo com 0s
mesmos sistemas na auséncia de SDS. Na auséncia de SDS a inverséo
dos valores negativos para positivos do ¢ ocorre quando a razdo de carga
do polimero se iguala a do DNA. Na presenca de SDS, a quantidade de
polimero adicionado deve ser maior, para que ocorra a igualdade de
cargas, devido as cargas negativas do SDS. O sistema DNA-PEI-SDS
foi o que apresentou maior diferenca na razdo N/P onde se observa a
inversdo dos sinais nos valores de {, comparando-se a0 mesmo sistema
na auséncia de SDS. Isso ocorre devido a interagdo especifica entre a
PEI e o SDS (ver item 3.1.). Para o sistema DNA-PEI-C12-SDS
também observou-se um aumento na razao N/P, menos pronunciado que
0 sistema com a PEI ndo modificada, devido a combinacéo de interacfes
especificas e hidrofobicas do SDS com a PEI-C12 (ver item 3.1.). O
sistema DNA-PEI-Uril5%-SDS apresentou um pequeno aumento na
razdo N/P em que ocorre a inversdo, quando comparado ao sistema na
auséncia de SDS, confirmando que o grau de substituicdo e o
estereoimpedimento do grupo uridinil influenciam na interacdo com o
DNA.
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Figura 55. Valores de potencial zeta versus razdo N/P para o0 DNA-PEI (A),
DNA-PEI-C12 (B) e DNA-PEI-Uri15% (C), na presenca de 5,0 pmol L™ de
SDS. As linhas cheias servem apenas como guia para orientacao.
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3.4.4. Viscosidade

O aumento nos valores da razdo N/P em que ocorre a
condensacdo do DNA e a inversdo do sinal nos valores de {, conforme
observado por medidas de fluorescéncia e ¢, também foi observado por
medidas de viscosidade relativa para os 3 sistemas. A Figura 56
apresenta os graficos de #y versus razdo N/P para DNA-PEI, DNA-
PEI-C12 e DNA-PEI-Uril5% na presenca de 5,0 ymol L™. Observou-
se 0 mesmo comportamento quando na auséncia de SDS, com o
aumento da razdo N/P ocorre uma diminui¢do nos valores da 7y até
atingir um minimo. A presenca de SDS nesses 3 sistemas levou ao
aumento na razdo N/P em que se observou o minimo, quando
comparado aos mesmos sistemas na auséncia do surfactante, conforme
observado com as outras técnicas. Em altas raz6es N/P, os valores de 7
sdo diferentes para cada sistema. Para 0 DNA-PEI-SDS na razdo N/P =
6,0 o valor de 7, é igual a 0,949, enquanto para 0 DNA-PEI-C12-SDS
e DNA-PEI-Uril5%-SDS os valores sdo de 0,959 e 0,961
respectivamente, na mesma razo N/P. Mesmo na presenga de SDS a
PEI ndo modificada é a que melhor condensa 0 DNA em comparacgao
aos outros dois sistemas.
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Figura 56. Valores de viscosidade relativa versus razdo N/P para o DNA-PEI
(A), DNA-PEI-C12 (B) e DNA-PEI-Uril5% (C), na presenga de 5,0 umol L™
de SDS a 25,0 £ 0,1°C. A linha cheia serve apenas como guia para orientagao.
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3.4.5. Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Utilizando o equipamento Zetasizer da Malvern determinou-se
0 tamanho dos complexos formados para 0 DNA-PEI, DNA-PEI-C12 e
DNA-PEI-Uri15% na presenca de SDS (Tabela 10), a um angulo fixo
de 173°. A concentracdo utilizada teve que ser maior devido a baixa
intensidade de espalhamento. O comportamento observado pelas
medidas de DLS na presenca de SDS é semelhante aos apresentados na
auséncia de SDS. Em todas as razGes N/P foram observadas duas
populacdes com tamanhos diferentes, no entanto, os complexos com
tamanho micrométrico sdo observados em uma larga faixa de razdo N/P,
onde ndo foi possivel determinar o tamanho dos complexos. Essa larga
faixa na razdo N/P deve-se ao SDS estar dispersando os coacervados,
pois compreende a faixa de { proximo de zero para cada sistema. NO
entanto, em altas razdes N/P observou-se que os valores do Ry 4 00S
complexos foram menores comparados aos sistemas na auséncia de
SDS. Como foi observado com as outras técnicas, 0s sistemas
necessitam de uma concentragdo maior de polieletrélito para a
condensacdo das cadeias do DNA, quando na presenca de SDS.
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Tabela 10. Valores de Ry 4, determinado para diferentes razbes N/P de DNA-
PEI-SDS, DNA-PEI-C12-SDS e DNA-PEI-Uri15%-SDS. A regido sombreada
indica a formagdo de complexos com tamanho micrométrico.

DNA-PEI-SDS

Razdo N/P 1 Ry 4 (nm) (%) 2 Ryygp (NM) (%)
0,3 60,2+2,1 47 212,1+91 53
1,2 56,1+19 39 179,6 £ 5,6 61
2,1 — — = —
2,4 == == == ==
3,0 == == == ==
3,6 1235+6,6 37 4995+12,3 63
4,5 56,2 £ 6,1 66 128,4+2,9 34
6,0 47,6 £5,3 84 1235+6,6 16
9,0 484 7,2 92 102,2 £ 5,7 8

DNA-PEI-C12-SDS

Razdo N/P 1 Ry (NM) (%) 2 Ryap (M) (%)
0,3 46,2+ 1,2 41 189,9+ 3,5 59
1,2 46,8 +1,3 45 179,6 + 3,8 55
2,4 37,3x11 35 106,5+1,8 65
3,0 383+1,6 36 109,1+2,1 64
3,6 - - = =
45 == == == ==
6,0 135,1+35 60 406,2 £ 8,4 40
9,0 379+11 75 136,7+3,9 25
10,5 36,610 90 113,1+172 10

DNA-PEI-Uril5%-SDS

Razdo N/P 1 Ry, (Nm) (%) 2 Ryygp (NM) (%)
0,3 188,255 60 391,1 £27,7 40
1,2 46,2+1,2 41 189,9+35 59
2,4 46,8+ 1,2 45 179,6 + 3,8 55
3,0 424+1,0 35 106,5+24 65
3,6 135,1+35 41 406,2 £ 84 59
4,5 == == == ==
6,0 == == == ==
7,5 == == == ==
9,0 37910 81 136,7+3,9 19
10,5 36,3+1,1 91 113,1+1,6 9
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3.4.6. Sobre o modelo de interacdo do DNA com as PEIs

Com base nos estudos feitos, pode-se apresentar um modelo da
interacdo entre 0 DNA e as PEls. Essa interagdo apresenta trés etapas
(Figura 57): a primeira, onde o0 DNA ¢ parcialmente condensado, que
ocorre em baixas razdes N/P, pela agregacdo espontanea das cadeias de
carga oposta, impulsionada por interaces eletrostaticas. Na segunda
etapa, os agregados formados se reorganizam para formar uma fase
condensada macroscdpica, um coacervado, em que 0s complexos estdo
com densidade de cargas iguais, potencial zeta igual a zero. A terceira,
em altas razdes N/P onde a concentracdo da PEI é maior, que leva a um
excesso de carga positiva sobre os complexos, de modo que formam
complexos positivamente carregados sollveis e de tamanhos menores,
devido a repulsdo de cargas entre os agregados formados.

1" etapa 2" etapa 3*etapa
PEI { negativo {=zero ¢ positivo

Figura 57. Modelo das etapas de interagdo da PEI com o DNA.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSOES GERAIS

A modificacdo da PElI com grupos alquilas, resultou em
polimeros que exibem uma atividade pronunciada na superficie,
semelhante aos valores relatados para os agentes tenso ativos tipicos,
gue conduzem a formacdo de dominios hidrofébicos em fase aquosa.
Além disso, o0 estudo apresentado demonstra claramente que a
hidrofobicidade da PEIl pode ser ajustada através do aumento do
comprimento dos grupos alquilas. As tendéncias observadas aqui séo de
interesse para aplica¢do no desenvolvimento de sistemas adaptados para
serem solUveis em ambientes aquosos, mas também capazes de interagir
com as espécies lipofilicas ou anfifilicas.

Isso foi verificado através da observacdo da interacdo das PEIs
hidrofobicamente modificadas com SDS. A associa¢do da PEI e PEIs
modificadas em solucdo contendo SDS mostrou que um aumento na
concentracdo de surfactante contribui para uma reducéo sistemética no
valor de Ry. E interessante notar que para a PEI-C12, em solugéo
aquosa, na presenca de uma elevada concentragdo de SDS, ocorre a
formagdo de agregados compactos, mostrando a presenga de multi-
dominios entre agregados e as cadeias poliméricas em conformacgéo
aleatoria. Observa-se que, considerando-se 0 mesmo grau de
modificagdo na PEI, mas com o aumento do comprimento da cadeia
alquilica substituida, um aumento na atividade na superficie foi obtido, e
gue o inicio da formacdo de agregados polimero-surfactante ocorre em
concentracbes de SDS menores. As diferentes técnicas empregadas
foram consideradas ideais para se alcancar maior conhecimento sobre
esses sistemas, e um modelo para a interacdo das PEls com SDS em
agua foi proposto, baseado na combinacdo dos efeitos hidrofdbicos e
eletrostaticos.

A interacdo do DNA com as PEls hidrofobicamente
modificadas e decoradas com a uridina mostraram trés etapas na
formag&o de complexos: (a) em baixas razées N/P coexistem complexos
DNA-PEIs e cadeias de DNA parcialmente condensadas; (b) com um
aumento na razdo de N/P ocorre a formacdo de um coacervado com
tamanho micrométrico e densidade de carga nula (¢ = 0); e (c) com a
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adicdo de mais polieletrélito (razbes N/P altas) sdo formados complexos
carregados positivamente com valores de Ry 4, de 51,0 a 88,0 nm.

Os complexos de DNA-PEIs decoradas com uridina
apresentaram menor variacdo na temperatura de fusdo, comparados aos
outros sistemas. Por medidas de SAXS, esse sistema foi o que
apresentou menor mudanca na conformagdo do DNA, sugerindo que as
interacdes eletrostaticas sdo prejudicadas pelo estereo impedimento do
grupo uridinil, reduzindo a capacidade eletrostatica do sistema.

A presenca de SDS na formacdo de complexos DNA-PEIs
proporcionou a concorréncia pelas cargas positivas das PEIs entre o
surfactante anidnico e o DNA, necessitando maior quantidade de
polieletrélito maior para a completa condensacdo do DNA. O sistema
apresentou uma faixa maior da razdo N/P onde foram observados
complexos micrométricos, além disso, em altas razbes N/P o0s
complexos apresentaram tamanhos menores, quando comparados aos
dos complexos na auséncia de SDS, o que sugeriu que na presenca do
surfactante os complexos estdo sendo formados com uma quantidade de
cadeias condensadas de DNA menor.

Com o conhecimento adquirido na interacdo das PEIs com o
DNA por diferentes técnicas, tem como perspectiva para a continuidade
nos estudos relacionados a essa linha de pesquisa, a modificacdo da PEI
ramificada e linear com duas outras bases como a guanina e a citosina,
para investigar a interacdo com um oligonucleotideo através de ligacdes
de hidrogénio.
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ANEXOS

Anexo A:

Espectro de RMN de 'H para a uridina tosilada em CDCls;
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Anexo B:

Espectro de RMN de 'H para a PEI-Uri5% em D,0:
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Anexo C:

Espectro de RMN de 'H para a PEI-Uri15% em D,O:

175



