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RESUMO

A quitosana tem emergido na ultima década como um bom candidato para a entrega
genética devido suas propriedades, como baixa toxicidade, biodegradabilidade e versatilidade,
como vetor em administracdo intravenosa e oral. Além disso, possui a capacidade de
condensar de forma eficiente com o DNA formando poliplexos resistentes, o que € importante
para evitar adegradacdo por desoxirribonucleases ( DNAses). As nanoparticulas
resultantes tém recebido grande atencgdo por suas potenciais aplicagdes em terapia génica ndo
viral. Neste trabalho foi realizada a sintese, caracterizacdo e estudo fisico quimico das
nanoparticulas formadas pela interacdo de derivados hidrofilicos de quitosana com DNA. As
interacBes entre derivados de quitosana contendo os grupos fosforilcolina e os grupos
poli(etileno glicol) com DNA foram investigadas com base nos efeitos da razdo de cargas, pH
e contedo dos grupos substituintes (PC e PEG) sobre o tamanho e estabilidade dos
complexos. Nos estudos foram utilizadas as técnicas de fluorescéncia com o ensaio do
brometo de etidio (EtBr), eletroforese em gel de agarose, espalhamento de luz dindmico e
microscopia de fluorescéncia. O tamanho e estabilidade coloidal das nanoparticulas
preparadas com quitosana desacetilada (CHp), quitosana-fosforilcolina (CH-PC) e quitosana-
PEG (CH-PEG) mostraram-se fortemente dependentes do contetdo dos grupos hidrofilicos,
bem como, da razdo de cargas e pH. A forca de interacdo foi avaliada por meio de ensaio
com EtBr. Para razdes de carga (N/P) maiores que 5,0, nenhuma liberacdo do DNA foi
observada das nanoparticulas por eletroforese em gel. As nanoparticulas formadas pela
interacdo dos derivados com DNA (CH-PC-DNA e CH-PEG-DNA) em baixos valores de pH
exibiram uma maior resisténcia a agregacdo quando comparada a quitosana desacetilada
(CHp) em pH 7,0. Neste pH a alta densidade de cargas positivas da quitosana e seus derivados
hidrofilicos mostraram maior afinidade com DNA. Por outro lado em altos valores de pH as

nanoparticulas preparadas com quitosana desacetilada (CHp) formaram agregados e somente



os derivados contendo PC e PEG foram capazes de formar nanoparticulas menores, com raios
hidrodindmicos variando de 100 a 150 nm. As nanoparticulas sintetizadas em baixa forca
i6nica com os derivados contendo PC com graus de substituicdo de 20 e 40% permaneceram
estaveis por semanas. As fotomicroscopias das nanoparticulas preparadas com os derivados
marcados com rodamina também confirmaram que os derivados contendo PC apresentam
estabilidade coloidal superior que aquelas sintetizadas com quitosana desacetilada e CH-PEG.
Portanto devido as propriedades fisico-quimica das nanoparticulas preparadas esses derivados

configuram-se como um material de grande potencial para a terapia génica ndo viral.



ABSTRACT

Chitosan has been recognised in the past decade as a good candidate for gene delivery
due to its properties as low toxicity, biodegradability and versatility as a carrier for
intravenous and oral administration. Also, the ability to condense efficiently with DNA
forming tight polyplexes is important to avoid the degradation by DNAses. The resulting
nanoparticles have received great attention for their potential applications in nonviral gene
therapy. In this work it was carried out the synthesis, characterization and physicochemical
studies of nanoparticles formed by the interaction of hydrophilic derivatives of chitosan with
DNA. The interactions between chitosan derivatives containing phosphorylcholine (CH-PC)
and poly(ethylene glycol) (CH-PEG) moieties and calf thymus DNA (DNA) were
investigated focusing on the effects of the charge ratio, the pH and phosphorylcholine content
on the size and stability of the complexes using the ethidium bromide fluorescence assay, gel
electrophoresis, dynamic light scattering and fluorescence microscopy. The size and colloidal
stability of deacetylated chitosan (CH-DNA), CH-PC-DNA and CH-PEG-DNA complexes
were strongly dependent upon phosphorylcholine (PC) and poly(ethylene glycol) contents,
charge ratios and pH. The interaction strengths were evaluated by ethidium bromide
fluorescence and, at N/P ratios higher than 5.0, no DNA release was observed in any
synthesized CH-PC-DNA and CH-PEG-DNA polyplexes by gel electrophoresis. The CH-PC-
DNA and CH-PEG-DNA polyplexes exhibited a higher resistance to aggregation compared to
deacetylated chitosan (CHp) at neutral pH. At low pH values highly charged chitosan and its
phosphorylcholine and PEG derivatives had strong binding affinity with DNA, whereas at
higher pH values chitosan (CHp) formed large aggregates and only CH-PC derivatives were
able to form small nanoparticles with hydrodynamic radii varying from 100 to 150 nm.
Nanoparticles synthesised at low ionic strength with CH-PC derivatives containing moderate

degrees of substitution (DS = 20 and 40%) remained stable for weeks. Photomicrographs also



confirmed that rhodamine-labelled CH-PC4o-DNA derivative nanoparticles presented higher
colloidal stability than those synthesized using deacetylated chitosans. Accordingly, due to
their improved physicochemical properties these phosphorylcholine and PEG modified

chitosans provide new perspectives for controlling polyplexes properties.
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1 - INTRODUCAO
1.1 — Introducéo Geral

A terapia génica pode ser definida como o tratamento de doencas hereditarias e
adquirida, pela transferéncia de material genético para dentro de células especificas de um
paciente, com o objetivo de substituir, corrigir ou suplementar genes ausentes ou defeituosos,
responsaveis pelo desenvolvimento de doencas. A primeira terapia génica autorizada foi
realizada nos Estados Unidos em 1990 num paciente com quatro anos de idade. Nascido com
uma doenca genética rara, chamada de Imunodeficiéncia Combinada Grave (SCID). Criancas
que apresentam este quadro ndo possuem um sistema imunoldgico saudavel, sdo vulneraveis
a todos os germes que tiverem contato, desenvolvem geralmente muitas infeccdes e
dificilmente sobrevivem até a idade adulta (Roman et al., 2005).

Atualmente existem varias doencas sendo tratadas com protocolo de terapia génica,
como por exemplo: fenilcetonuria, fibrose cistica, hemofilia, distrofia muscular, céncer,
AIDS, doencas neuroldgicas (como mal de Parkinson e de Alzheimer), doengas infecciosas e
doencas vasculares (Dani, 2000).

O maior desafio na terapia génica desde seu surgimento até o presente é a
transferéncia do material genético. A maioria dos esfor¢os se concentra na busca de vetores
eficientes que possam transportar e transferir o DNA de modo seguro e eficiente (Somia;
verma, 2000). Existem dois tipos de terapias, as chamadas virais que utilizam virus como as
retroviroses e adenoviroses (Godbey; mikos, 2001), e as ndo virais (Figura 1) que se referem
a0 uso do DNA “desprotegido” ou incorporado em formulagdes que utilizam vesiculas
poliméricas e lipideos catidnicos (lipoplexos), polimeros catiénicos (poliplexos) e sistemas
que incorporam proteinas, peptideos e outras moléculas bioldgicas (ROTH; sundaram, 2004).
Nos tdpicos seguintes serdo introduzidos breves conceitos sobre os tipos de vetores mais

utilizados.



Figura 1 - Vetores ndo virais mais estudados na formacao de nanoparticulas para a terapia génica

1.2 — Vetores Virais.

Os primeiros candidatos para entrega genética foram os virus. Eles eram considerados
os melhores candidatos para promoverem a entrega genética, devido a sua eficacia em
transferir seu material genético para células. Uma grande vantagem em sua utilizacdo vem do
fato de que os virus podem ser manipulados geneticamente, substituindo suas componentes
genéticas (genes patogénicos) que €é essencial para sua propagacéo por genes terapéuticos, o
que reduz a sua patogenicidade sem anular totalmente o seu poder de infectar uma populagéo
celular alvo. Utilizando técnicas de engenharia genética é possivel somar ao DNA do virus o
gene terapéutico que devera ser transferido para células especificas e ao infectar uma célula o

virus transferira uma ou mais cépias do gene desejado (PEDROSO et al., 2001).



A primeira classe de vetores virais estudados foram os adenovirus. Eles sdo virus que
possuem seu material genético na forma de um DNA dupla-hélice. Eles ndo séo integrantes,
ou seja, o material genético dos adenovirus ndo é incorporado no genoma da célula
hospedeira. O DNA fica livre no nacleo da célula e sua expressdao dura pouco tempo.
Possuem a capacidade de infectar também células que ndo estdo sofrendo meiose e
transportam genes de grandes dimensdes (SILMAN; FOOKS, 2000).

Em 1989 os estudos estavam todos voltados para os retrovirus, que se tornaram o
mais eficaz e popular modelo de vetores. Eles possuem seu material genético na forma
de RNA e infectam somente as células que estdo se dividindo. Ao infectar a célula
hospedeira, introduz seu RNA junto com algumas enzimasna célula. E por meio da
transcricdo reversa reproduz uma copia de DNA que devera ser inserida nos cromossomos
das células hospedeiras. Este processo € feito por uma enzima viral chamada integrase.
Quando o material genético do virus estd incorporado e se tornou parte da célula, pode-se
dizer que a célula hospedeira esta modificada por conter um novo gene. Se posteriormente
essa célula se dividir, 0 novo gene sera transferido a todas as suas descendentes (PEREIRA,
2010).

Em 1996 iniciaram-se estudos envolvendo os virus adenoassociados que sdo virus
pequenos com um genoma na forma de DNA de fita simples. Apresentam algumas vantagens
em relacdo aos retrovirus por serem ndo patogénicos e também integra seu DNA ao
cromossomo da célula hospedeira. Contudo, uma das limitagdes em seu uso é que 0s virus
adenoassociados possuem uma baixa capacidade de transporte, dessa forma somente genes de
dimensdes pequenas poderdo ser introduzidos e outra limitacdo é a dificuldade em reproduzi-
lo (AUDOUY; HOEKSTRA, 2001).

De modo geral os vetores virais permitem uma alta taxa de transfegcdo e uma rapida
transcricdo do material genético terapéutico. Entretanto, seu uso em terapia génica atualmente

encontra-se limitado por varios fatores. Inicialmente por motivos de seguranca, devido a



morte de paciente durante o tratamento clinico que investigava o potencial da terapia génica
usando vetores virais (FERBER, 2001). Outra limitacdo é fato de que somente sequéncias
pequenas de DNA podem ser inseridas no genoma do virus e a producdo em larga escala
pode ser dificil de ser viabilizada. Mais uma limitagdo é o fato de que geralmente os virus
apresentam uma serie de problemas potenciais como toxicidade, respostas imunoldgicas e
respostas inflamatorias. Além disso, a mutagénese decorrente da inser¢cdo no genoma humano
e efeitos oncogénicos podem ocorrer na utilizagdo “in vivo”. Diante desses fatores a solucéo

¢ a busca de vetores alternativos baseados em sistemas ndo virais.

1.3 — Vetores ndo Virais.

A utilizacdo de vetores ndo virais apresenta algumas vantagens sobre vetores virais,
como a producdo em larga escala e baixa imunogenicidade do hospedeiro. Inicialmente 0 uso
de métodos ndo virais era limitado devido a baixa transfeccdo e expressdo do gene
(PEDROSO et al., 2001). Contudo, avancos recentes na tecnologia desses vetores permitem
transfeccao “in vitro” tdo eficiente quanto as apresentadas por métodos virais. Atualmente o
maior desafio no campo da terapia génica € desenvolver um vetor nao viral efetivo “in vivo”.
Varios métodos de entrega genética por vetores ndo virais tém sido utilizados, como por
exemplo, a utilizacdo de DNA “despido” em micro-injecdo de DNA livre diretamente no
nucleo celular, Oligo deoxinucleotideo, eletroporacdo, complexos formados pela interacédo de
DNA e lipideos cationicos (lipoplexos) e complexos formados pela interacdo de polimeros
catidnicos e DNA (poliplexos) (Pereira, 2010).

A interacdo entre 0 DNA e polimeros ou lipideos catidnicos ocorre devido as cargas
positivas dos polimeros ou lipideos e as cargas negativas dos grupos fosfato do DNA. Os
complexos tém habilidade de proteger o DNA contra degradacdo durante o processo de
transfeccdo (Figura 2) contribuindo para maior eficacia na entrega do material genético. Os

lipideos formam estruturas organizadas como micelas ou lipossomos e podem ser lipoplexos



carregados negativamente (aniénicos), lipoplexos neutros ou lipoplexos carregados
positivamente (cationicos). A utilizacdo dos lipoplexos anidnicos e neutros foi limitada por
serem compativeis com fluidos do corpo e adaptacdo para que eles atingissem um tecido
especifico seria demorada e complexa, por essa razdo a atencdo voltou-se para 0s poliplexos
cationicos. Estudos recentes mostraram que lipoplexos sdo eficientes na transfeccdo em
células epiteliais respiratérias (PEDROSO et al., 2001; FERBER, 2001).

Os complexos formados entre polimeros e DNA (poliplexos) consistem de polimeros
catibnicos e sua producdo é regulada por interagdes idnicas. A maior diferenca entre o
mecanismo de acdo dos poliplexos e lipoplexos é que os poliplexos ndo podem liberar o gene
terapéutico no citoplasma, a liberacdo é realizada no endossomo durante o processo de
endocitose. Os polications sintéticos e naturais sao apontados como bons candidatos devido a
algumas vantagens sobre vetores virais como, por exemplo, baixa resposta imunolégica e ao
contrario de vetores virais, sequéncias relativamente grandes de DNA podem ser condensadas
em particulas pequenas. Além de oferecer boa protecio a0 DNA e serem de “féacil
manufatura’, podem ser modificados para atingir populacdes de células especificas.
Entretanto, alguns problemas tais como toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade e
em particular baixa eficiéncia na transfeccdo precisam ser resolvidos antes de sua aplicacao
(ALAN et al., 2002; POUTON; SEYMOUR, 2001). Um dos polications pesquisados com
éxito nos ultimos anos e com varios estudos promissores publicados é a quitosana. Alguns
estudos variam o grau de acetilacdo e a massa molar, mas a maioria desses estudos tem usado

quitosanas de alta massa molar (GODBEY; MIKQOS, 2001).



Figura 2 - M ecanismo idealizado do processo “ Transfec¢ao”

1.4 — Quitina e Quitosana

A quitina é um polissacarideo, um homopolimero constituido por residuos de
monossacarideos unidos por liga¢do glicosidica, encontrado como principal componente das
carapacas de lagosta, camardo e caranguejo. A quitina é isolada por processos quimicos que
envolvem as etapas de desmineralizagdo, desproteinizacdo com solucgdes diluidas de HCI e
NaOH respectivamente e despigmentacdo com KMnO, e &cido oxalico, e por reacGes de
desacetilagdo alcalina é transformada em quitosana (AZEVEDO et al., 2007).

A quitosana pode ser obtida de forma natural, sendo extraida de alguns fungos, como
Aspergillus niger e Mucor rouxii (PETER, 1995) em pouca quantidade e complexada com
outros polimeros, por esta razdo a maioria das quitosanas sdo obtidas pelo processo de
desacetilagio da quitina. E um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de
grande importancia econdbmica e ambiental. As carapacas de crustaceos (Figura 3) sdo
residuos abundantes e rejeitadas pela indUstria pesqueira, que em muitos casos as consideram
poluentes. Sua utilizacéo reduz o impacto ambiental causado pelo acimulo nos locais onde é

gerado ou estocado (SIGNINI; CAMPANA FILHO, 2001).



Figura 3 - Alguns crustaceos (camarao, lagosta e siri) utilizados na obtencao de quitina

A quitosana € um biopolimero que possui propriedades quimicas e biologicas
importantes para varias aplicacfes tecnoldgicas. Pode ser utilizada na medicina como
controladores de liberacdo de farmacos, na biomedicina é usada nas suturas cirrgicas,
implantes dentarios, reconstituicdo 0ssea, lentes de contato, redutor de niveis de colesterol
no sangue, antiacido, no controle de pressdo alta, prisdo de ventre, na redugdo de acido
rico no sangue e coadjuvante no controle de doencas como a artrose. Na biofarmacéutica
como antitumoral, hemostatico e anticoagulante. Na area de cosméticos, € utilizada na
formulacéo de cremes para o rosto, maos e corpo, locdes de banho, esfoliantes para a pele,
tratamento de acne, hidratante capilar, creme dental e na fabricagdo de xampus (SIGNINI,

2001; RINAUDO, 1989).

Na agricultura é utilizada em mecanismos defensivos e como adubo para plantas. Na
industria alimenticia é aplicada como fibras dietéticas, redutor de colesterol, conservante
para molhos, recobrimento de frutas, fungicida e bactericida. Na area ambiental, a quitosana
é conhecida como um bioadsorvente para remocao de ions metalicos tdxicos, corantes e
compostos organicos. E utilizada no processo de tratamento e purificacio de agua. Atua
como floculante e coagulante nos processos de tratamento de efluentes industriais. Ainda
pode remover o petréleo de derramamentos no mar contribuindo na solucdo de um dos

grandes problemas ambientais.



A quitina e a quitosana sdo constituidas por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose e 2 amino-2-deoxi-D-glicopiranose unidas por ligacfes glicosidicas f(1—4).
A estrutura quimica da quitosana € similar a quitina, que é semelhante a fibra vegetal
chamada celulose (Figura 4), diferenciando-se somente no grupo funcional ligado ao
carbono 2 do anel glicopiranose, grupos hidroxil (OH) na celulose, grupos -N-acetil
(NHCOCHs5) na quitina e grupos amino (NH>) na quitosana. E soltvel em meio levemente
acido, formando um polimero catidnico, com a adi¢do de prétons (protonacdo) do grupo
amino (NH3"), que confere propriedades especiais diferenciadas em relacdo as fibras

vegetais.

Figura 4 - Estruturas primarias de quitina (a), celulose (b) e quitosana (c)

De acordo com o grau médio de acetilacdo (GA), parametro empregado para
caracterizar o conteudo médio de unidades N-acetil-D-glicosamina de quitina e quitosana,
podem-se obter diversas quitosanas variando-se suas propriedades fisico-quimicas, tais

como solubilidade, pK, e viscosidade. O homopolimero é uma base fraca com o valor de



pK, para os residuos de glucosamina variando de 6.2 a 7.0, é insolavel em pH 7,0 ou
alcalino. Como em todos os polieletrolitos a constante de dissociagdo depende do grau de
dissociagdo no qual é determinado O valor do pK, pode ser calculado utilizando-se a
equacéo (1) de Katchalsky (1954).

pK; = pH + log [(1-a)/a] = pKo — eAY¥(a)/KT Q)
onde AY ¢é a diferenca do potencial eletrostatico entre a superficie do poli(ion) e a
referéncia, o € 0 grau de dissociacdo, k € a constante de Boltzman, T é a temperatura, e ¢ €
a carga do elétron. A extrapolacdo dos valores de pK; para o = 1, situacdo na qual o
polimero ndo estd carregado, portanto o potencial eletrostatico é zero, torna possivel
determinar a constante de dissociacgdo intrinseca, pKo. O valor obtido ndo depende do grau
de acetilacdo, enquanto que o valor de pK, ¢é altamente dependente deste parametro, ja que

o0 potencial eletrostatico sera variado dependendo da quantidade de grupos amino livres.

1.5-DNA

Em 1952, Linus Pauling propés um modelo para o &cido nucléico, onde a molécula
estaria com o grupo fosfato, carregado negativamente, no interior de uma tripla hélice. Ele
acreditava, que a primeira interagdo e a que mantinha as fitas da hélice juntas, seriam pontes
salinas formadas por ions e o grupo fosfato carregado negativamente (THIEMANN, 2005).

Em 1953, apds muitos estudos sobre acido desoxirribonucléico (DNA), James
Watson, geneticista americano, e Francis Crick, fisico britanico, deduziram a estrutura
tridimensional do DNA utilizando difracdo de Raios X, e logo depois, também o
mecanismo de replicacdo. Essa descoberta foi um marco importante na histéria da biologia,
pois levou a compreensdo do funcionamento do gene em termos moleculares. Estudos
realizados por Rosalind Franklin e Maurice Wilkins levaram Watson e Crick a proporem

um modelo estrutural que conhecemos hoje (Figura 5). Neste modelo séo descritos que duas
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cadeias nucleotidicas helicoidais formam ligacGes fosfodiéster internucleotidicas e que
correm em sentido anti-paralelo. Estas cadeias estdo enroladas em torno do mesmo eixo,
sendo que as bases purinicas (adenina e guanina) e pirimidinicas (citosina e timina),
hidrofdbicas, estdo do lado interno da hélice, em planos perpendiculares ao seu eixo,
enquanto as unidades fosfato e desoxirribose, com caracteristicas hidrofilicas, estdo
localizadas no exterior da molécula. A adenina esta pareada com a timina e a citosina com a

guanina, fazendo 2 e 3 ligagOes de hidrogénio, respectivamente (STRYER, 1992).

“Backbone”

_ .-' Bases Ni ngmadasf

" b

— Ligacdes de T
Grupo hidrogenios

Fosfato
Figura 5 - Modelo proposto por Watson e Crick

Desoximmibose

Hoje sabe-se que o grupo fosfato, por ser carregado negativamente, € um dos
responsaveis pela instabilidade da dupla hélice do &cido nucléico, devido a repulsdo
eletrostatica. A repulsdo eletrostatica existente na molécula de DNA fita simples é
maximizada e favorecida em baixa concentracdo salina, ja na fita dupla ocorre uma
blindagem destes grupos fosfatos minimizando a repulsdo eletrostatica em alta concentracdo
salina (VAN HOLDE, 1998).

De acordo com a composicao do solvente e das bases, a dupla hélice de DNA pode

admitir varias estruturas distintas (VOET, 2000). O modelo proposto por Watson e Crick é



11

conhecido como B-DNA. A analise cristalografica por difracdo de raios X em
oligonucleotideos revelou que o DNA apresenta variabilidade e diversidade: a disposicao
do anel da ribose e a orientagdo da base determinam estruturas importantes, em
conformacdes agrupadas em 3 familias principais A, B, e Z. Estas conformacgdes dependem
das condigdes fisico-quimica do meio, tais como a espécie de contraion, concentracdo e
espécie do eletrolito suporte, pH, hidratacdo e composicao de bases (SAENGER, 1988). O
A-DNA apresenta uma caracteristica conformacional muito semelhante ao A-RNA, e o B-
DNA com os tipos C, D, E e T-DNA, sendo essas conformacdes de dupla hélice com giro a
direita. Encontra-se também dupla hélice, com o giro a esquerda, identificada como Z-
DNA. O diametro da hélice na conformacdo A é maior, 0 passo da hélice € mais curto e
seus pares de bases sdo inclinados, ao invés de perpendiculares ao eixo da base,
caracteristicas comparadas com as da conformacdo do B-DNA. Os grupos fosfatos no A-
DNA ligam menos moléculas de H,O do que na conformacdo B-DNA. Assim, a
desidratacdo favorece a forma A (STRYER, 1992). Algumas das principais caracteristicas

dos acidos nucléicos na conformacdo A-DNA, B-DNA e Z-DNA estdo na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas de acidos nucléicos nas conformacdes A-DNA, B-DNA e Z-DNA (STRYER,

1992)
CARACTERISTICA A-DNA B-DNA Z-DNA
Passo da hélice por par de 23A 34A 38A
base
Diametro da hélice 22 A 20 A 18,4 A
Sentido do giro Direita Direita Esquerda
Pares de base por volta da 11 10,4 12
hélice
Sulco maior Estreito e muito Largo e bem Raso
profundo profundo
Sulco menor Muito largo e raso Estreito e bem Muito estreito

profundo e profundo
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1.6 — Nanoparticulas de Quitosana para Terapia Génica ndo Viral.

Nos ultimos anos, a quitosana tem emergido como um carreador promissor
devido as propriedades de biodegradacao, biocompatibilidade, ndo imunogenicidade, baixa
toxicidade e por sua versatilidade como carreador em administracdes orais e intravenosas
(THANOU et al., 2002; KIM et al., 2007; ZHENG et al., 2007). A quitosana é capaz de
condensar DNA de forma eficiente (CORSI et al., 2003) e as nanoparticulas resultantes
receberam grandes atencdes devido as potenciais aplicacfes na terapia nao viral, por via
intravenosa (Qi; Xu, 2006; DAI et al., 2006; RICHARDSON et al., 1999; ROY et al., 1999) e
administracdo oral/mucosa (VAN DER LUBBEN et al., 2001). Existem inUmeras
metodologias publicadas na preparacdo de micro e nanoparticulas de quitosanas para terapia
génica. Contudo, o método da coacervacao (Figura 6) € geralmente empregado para obtencéao
de nanoparticulas (MUMPER et al., 1995). A complexacdo é dirigida principalmente pela
interacdo eletrostatica entre os grupos amino da quitosana e os grupos fosfato carregados de
DNA (FERNANDES et al., 2005; MACLAUGHLIN et al., 1998). O processo € uma
separacgdo de fase espontanea, que ocorre quando os dois polieletrélitos de cargas opostas séo
misturados em uma solugdo aquosa. A interacdo eletrostatica entre as duas macromoléculas
resulta na separacao de um coacervante (fase rica em polimero) e do sobrenadante (fase pobre

em polimero).
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Figura 6 - Representacao esquematica do processo de coacervacdo utilizado para a preparacéo das
nanoparticulas

Varios parametros, incluindo o massa molecular, razdo de cargas (+/-), pH, estrutura
do polieletrolito e forca ibnica podem afetar a interacdo e, consequentemente, o tamanho e
estabilidade das nanoparticulas. A interacdo é totalmente favorecida em meio levemente
acido, onde todos 0s grupos amino estdo carregados. Estudos mostram que dependendo do
massa molecular e do grau de desacetilacdo da quitosana, os tamanhos médios dos complexos
de DNA-quitosana (CH-DNA), obtidos através de misturas simples e encubag&o, variam entre
50 e 6000 nm (MUMPER et al., 1995; ISHII et al., 2001, ERBACHER et al., 1998). Em
geral, os complexos se estabilizam quando a quitosana é adicionada em excesso molar
relativo ao do

DNA, e dependendo do grau de excesso as particulas de quitosana apresentam valores

de potencial zeta entre 10 e 20 mV.
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O controle do tamanho e da estabilidade das nanoparticulas é de grande importancia,
uma vez que o mecanismo de entrada na membrana celular depende de ambos, tamanho e
razdo de cargas das nanoparticulas (ISHII et al., 2001; CHAN et al., 2001; ERBACHER et
al., 1998). O tamanho das particulas é reconhecido como um pardmetro chave por afetar tanto
0 tempo de circulagdo no sangue, quanto a captagdo celular (WOLFERT; SEYMOUR, 1996;
AKBUGA et al., 2004; LIU et al., 2003). Varias estratégias (Figura 7) tém sido empregadas
com o objetivo de aumentar a eficiéncia das nanoparticulas de DNA-quitosana como vetores
na terapia génica, para diminuir a sua interacdo com componentes do sangue e sua captacdo
pelo sistema reticulo endotelial. O tempo de circulacdo adequado é um fator necessério e
fundamental para que as particulas alcancem as células alvo, especialmente no caso de injecédo
intravenosa (DE SMEDT et al., 2000; BRANNON-PEPPAS; BLANCHETTE, 2004; DES
RIEUX et al., 2006). Contudo, tem sido relatado que ap6s administracdo interna a quitosana
apresenta uma rapida liberacéo e acumulo no figado o que pode limitar o alcance de tecidos
diferentes do figado (CARRENO-GOMEZ; DUCAN, 1997; HELLER et al., 1996).

Por isso, € importante fazer modificagdes na quitosana, através da introducdo de
unidades hidrofilicas ou por inser¢do de polimeros para evitar interacbes com proteinas e
fagocitos, prolongando assim o tempo de circulagdo na corrente sanglinea (KIM et al., 2007).
Galactose (MURATA et al., 1996; KIMA et al., 2004), poli(etileno) glicol (PARK et al.,
2001; ZHANG et al., 2007; CHAN et al., 2007, ZAHR et al., 2006), poli(vinil) pirrolidona
(BODNAR et al., 2006), e dextrana (PARK et al., 2003) tém sido ligadas a cadeia principal
da quitosana ou em nanoparticulas pré-formadas para melhorar suas propriedades fisico-
quimicas. A inser¢do de PEG na superficie das nanoesferas pré-formadas foi relatada para

minimizar a agregacao em solucdo (PARK et al., 2000; JIANG et al., 2006).
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Figura 7 - Representacdo esquematica da estratégia para aumentar a estabilidade e tempo de circulacao
das particulas

Contudo, a forca de ligacdo do DNA mostrou-se dependente da massa molecular e da
composicao da cadeia hidrofilica da quitosana (MAO et al., 2001). Recentemente, foi descrita
uma metodologia facil para a preparacdo de quitosanas substituidas por fosforilcolina (Figura
8), que exibiram notavel solubilidade em &gua sob condicGes de pH fisiolégico, demonstrando
que a introducdo de sequéncias de fosforilcolina zwitteridnica mesmo que em baixo grau de
substituicdo, proporciona uma nova e eficaz via para atoxicidade da quitosana, mantendo-se
solivel em pH neutro e até mesmo em condi¢bes levemente alcalinas (DANIELSEN et al.,
2005; TIERA et al., 2006). Os polimeros foram obtidos através da aminacéo redutiva do PC-
CHO para os grupos amino da quitosana -N-acetilado. Alem disso, a citotoxicidade dos
polimeros foi avaliada, confirmando a natureza n&o toxica da quitosana e de seus derivados
(PC-CH). A alteracéo resultou na conversdo de aminas primaria da quitosana em um grupo
amino secundério, cujo valor de pKa foi estimado em torno de 7,0. Esses grupos amino

conservam a sua capacidade para interagir com o DNA em condic¢des neutras.
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Figura 8 - (a) Estrutura da quitosana e (b) Derivados de quitosana-fosforilcolina
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2 - OBJETIVOS

O trabalho aqui relatado teve por objetivo preparar, caracterizar e estudar derivados de
quitosana que diminuissem sua hidrofobicidade e insolubilidade em pH fisioldgico. Outra
limitacdo em utilizar a quitosana (CH) na terapia génica € que a forca i6nica e interagdo com
proteinas e opsonizacdo impedem qualquer tratamento clinico efetivo. A busca por derivados
com maior biocompatibilidade que permitam preparar nanoparticulas mais estaveis em meio
neutro, e com resisténcia a adsorcdo de proteinas € uma necessidade para viabilizar qualquer
tipo de tratamento. Apos insercdo de grupos de fosforilcolina (PC) e de poli(etileno glicol)
(PEG) na quitosana foram realizados varios estudos com o objetivo de avaliar a formacéo e
forga de interacdo dos complexos entre varios CH, CH-PC, CH-PEG e DNA. Os efeitos da
razdo de carga, o pH e o contetdo dos grupos inseridos sobre a formacdo, o tamanho e a
estabilidade do poliplexos foram investigados. Os estudos foram realizados procurando-se
avaliar como a composicao desses hibridos afeta a forca de interacdo e a estabilidade coloidal
de nanoparticulas, abrindo assim novas perspectivas de controlar as propriedades dos

poliplexos DNA-quitosana.
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3 — PARTE EXPERIMENTAL
3.1 - Materiais

A quitosana adquirida da Wako Chemical Co. (MM 57 kDa), foi utilizada como
material de partida para a sintese de todos os derivados de quitosana. Acido acético (Synth),
metanol (Vetec), rodamina isotiocianato (Sigma - Aldrich), acetato de sodio (Synth), mono-
metoxi de Poli(etileno glicol) (Mw = 2000 kDa, Sigma Aldrich), foram todos utilizados
como recebidos. O DNA foi adquirido da Sigma Aldrich (10 — 14 Kbp) e sua pureza foi
testada por meio da razdo das absorbancias em 260 e 280 nm ( Azgo/Azso = 1.90) uma
indicacdo de que a contaminacdo por proteinas é desprezivel (VIJAYANATHAN et al.,
2001).

Todos os demais reagentes como hidréxido de sodio e acido cloridrico (Merck) e 0s
solventes, metanol e acetona (Merck) foram aqueles de maior grau de pureza disponivel e
foram utilizados como recebidos. Para 0s experimentos de sintese, purificacdo e
caracterizacdo foram utilizadas aguas deionizadas em um sistema Milli-Q da Millipore. A
Glicerilfosforilcolina foi adquirida da empresa Bachem com um grau de pureza nominal de

99% e utilizada como recebidas.

3.2 - Métodos

3.2.1 — Desacetilacdo da Quitosana.

A Figura 9 mostra 0 mecanismo de reacdo utilizado para o processo de
desacetilacdo. Este procedimento oferece graus de desacetilacdo elevados sem que haja
grandes degradacdes nas amostras. Para iniciar o processo de desacetilacdo foi colocado
num baldo volumétrico sob agitacdo contendo 400 ml de &gua foram dispersos 8 g de

quitosana. A esta dispersdo foram adicionados 10 ml de acido acético até solubilizacédo
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completa da quitosana. Em seguida, foram adicionados lentamente 200 ml de solugédo de
NaOH 50% obtendo-se uma suspensdo finamente dividida. A suspensdo foi aquecida a
temperatura de 100°C durante 90 minutos sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida, a
suspensdo foi transferida para 4 litros de dgua deionizada numa temperatura de 60°C sob
agitacdo. O precipitado foi decantado, lavado por mais cinco vezes e isolado por filtracéo.
O procedimento foi repetido mais uma vez para se obter um grau de desacetilagdo mais
elevado. A quitosana foi filtrada e seca em estufa a temperatura de 40°C por 72 h

(TIERA et al., 2006; VIJAYANATHAN et al., 2001; KURITA, 1997).
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3.2.2 —Sintese dos Derivados Contendo Fosforilcolina.

Na preparacdo dos derivados de quitosana contendo fosforilcolina e contendo
poli(etileno glicol) foi utilizado 0 mesmo mecanismo de reacdo (Figura 10). A mesma foi

realizada em solucdo aquosa de acido acético e cianoborohidreto de sodio, sob agitacédo
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constante e em temperatura ambiente por 20 horas. Transcorrido o tempo a solucdo resultante
foi dialisada em membrana Spectrapore (MWCO 12 - 14 kDa) por 5 dias. Inicialmente, contra
H,0 por 2 dias, em seguida contra solucdo de NaOH (0,05 M) por 1 dia e para finalizar contra
H,O por mais 2 dias. As amostras resultantes foram congeladas e liofilizadas. Os
procedimentos seguidos para a sintese dos derivados de quitosanas com fosforilcolina foram
realizadas anteriormente com sucesso por TIERA e colaboradores (2006). Os derivados foram
caracterizados utilizando-se titulacdo potenciométrica e ressonancia magnética nuclear de
prétons (RMN *H). A Figura 11 mostra um esquema da estrutura geral do derivado de

quitosana com fosforilcolina que foi sintetizado.

Figura 10 - Adicao - eliminagdo nucleofilica: Formacao da base de Schiff
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Figura 11 - Esquema estrutural do derivado de quitosana com fosforilcolina (CH-PC).

3.2.3 - Sintese dos Derivados Contendo Poli(etileno glicol).
3.2.3.1 - Preparacéo de Poli(etileno glicol-aldeido) PEG-COH.

Poli(etileno glicol) contendo a funcdo aldeido numa das extremidades foi sintetizado
pela oxidacdo de monometoxi de poli(etileno glicol com anidrido acético tendo como solvente
dimetil sulfoxido (DMSO) utilizando-se o método reportado por SUGIMOTO e
colaboradores (1998). 5 mL de anidrido acético foram adicionados a 32 ml de uma solucao
contendo 10g de MeO-PEG (Mn =2000 g/mol) em dimetil sulféxido com 6% de cloroférmio
(v/v). A reacgdo foi mantida sob agitacdo por 9 horas em atmosfera de nitrogénio a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi entdo precipitada com adicdo de 400 ml de éter etilico. O
precipitado foi filtrado a vacuo em papel de filtro e novamente precipitado por duas vezes
com uma mistura de cloroférmio com éter etilico (v/v). Ap6s a secagem um p6 branco foi

obtido. O produto foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN *H).

3.2.3.2 - Sintese e Caracterizacao de Quitosana-poli(etileno glicol)

Da mesma forma que na sintese dos derivados de quitosana contendo fosforilcolina foi

seguido um protocolo previamente testado e publicado (TIERA et al., 2006), na sintese dos
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derivados de quitosanas contendo poli(etileno glicol) foi utilizado a metodologia descrita por
HARRIS e colaboradores (1984). 1,0 g de quitosana (6,0 mM) foi dissolvida em 40 ml de
uma solucdo a 2% de &cido acético e 20 ml de metanol. Em seguida, foi adicionado gota a
gota 10 ml de uma solucdo aquosa de PEG-COH (PEG-aldeido) (Mn = 2000 g/moL). Essa
mistura reacional ficou sob agitacdo por mais 30 minutos em temperatura ambiente. Passado
0s 30 minutos o pH da mistura foi ajustado para 6,5 com NaOH (0,05 M) e resfriada a 0 °C.
Apos o resfriamento foi adicionado lentamente, 10 ml de uma solugdo aquosa previamente
preparada de NaCNBH3; (0.952 g, 15 mM). A mistura foi mantida por 18 horas sob agitacdo
constante e temperatura ambiente.

A solucdo obtida foi dialisada em membrana Spectrapore (MWCO 12 kDa) contra
NaOH (0.05 M) por um dia e depois contra dgua deionizada por trés dias, trocando a dgua 3
vezes por dia, ou até o pH da solucéo exterior a membrana atingir o valor de 7,5. A mistura
reacional contendo o hibrido (CH-PEG) foi entdo centrifugada a 4000 rpm por 20 minutos, o
sobrenadante foi recolhido e o polimero recuperado por meio de liofilizacéo.

Para purificacdo, ou seja, para a remoc¢do do PEG néo ligado, realizou-se extracdo em
sistema soxhlet durante dois dias, usando o cloroformio como solvente. O polimero foi entdo
seco sob vacuo por 24 horas a 40 °C e o derivado (CH-PEG) obtido foi um p6 branco e para
sua caracterizacdo, como feito para os derivados de quitosana contendo fosforilcolina, foram
aplicadas as técnicas de titulacdo potenciométrica e ressonancia magnética de prétons (RMN
'H). A Figura 12 contém um esquema da estrutura geral do derivado de poli(etileno glicol)

que foi sintetizado.
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Figura 12 - Esquema estrutural do derivado de quitosana com poli(etileno glicol)

3.2.4 - marcagéo Fluorescente com Rodamina Isotiocianato

Os derivados de quitosana foram marcados com rodamina utilizando-se o derivado do
corante contendo o grupo isotiocianato (Figura 13). 0,2 g de quitosana foram dispersos sob
agitacdo em 25 ml de agua Milli-Q, apos a dispersdo da quitosana foi acrescentado 25 ul de
acido acético e deixado sob agitacdo até a solubilizacdo da quitosana, em seguida o pH foi
ajustado para 6,2 com NaOH (0,05 M) e a amostra foi mantida sobre atmosfera de N, por 30
minutos, posteriormente utilizando-se uma seringa foi adicionado (gota a gota) 12 mg de
rodamina previamente solubilizada em 6 ml de metanol. A reacédo foi mantida sob atmosfera
de N, e agitacdo constante por 18 horas em temperatura ambiente. A mistura reacional foi
entdo dialisada em membrana Spectrapore (MWCO 12 kDa) por 8 dias, sendo 4 dias contra
H,0O, 1 dia contra NaOH (0,05 M), e novamente contra H,O por mais 3 dias. Todo o
procedimento foi realizado na auséncia de luz e a &gua trocada 3 vezes por dia. Com o

término da dialise a mistura reacional foi congelada e em seguida liofilizada.
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Figura 13 - Esquema representativo do mecanismo de reacao para a marcagdo com rodamina
isotiocianato

3.2.5 — Caracterizacéo de Quitosana e Seus Derivados.

3.2.5.1 — Determinacado do Grau de Desacetilacdo (GD) e de Substituicao (GS) por
Titulagdo Potenciométrica.

Existem na literatura varias metodologias usadas para a determinacdo do grau de
desacetilacdo (GD) e de substituicdo (GS). Neste trabalho utilizou-se primeiramente titulagdo
potenciométrica, por ser um método simples, de baixo custo, ndo destrutivo e por utilizar um
pHmetro convencional. Os métodos descritos por Tolaimate e colaboradores (2000) e
Muzzareli (1977) foram adaptados para determinar o GD das quitosanas comercial,
desacetilada e 0 GS de todos os derivados obtidos. No preparo das solucgdes de quitosanas que
seriam analisadas foram dissolvidos 40 mg de quitosana em 10 ml de acido cloridrico (HCI)
0,1 M, sob agitacdo magnetica constante em temperatura ambiente por 24h. Todos 0s
experimentos de titulacdo potenciométrica foram realizados utilizando-se um pHmetro

Digimed mod. DM31 para monitorar o pH.

3.2.5.2 — Determinacao do Grau de Desacetilacéo e de Substituicdo por RMN 1H.
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Como citado no tdpico anterior, a primeira técnica utilizada para a determinacdo do
grau de desacetilacdo e de substituicdo da quitosana comercial, desacetilada e seus derivados,
respectivamente, foi titulagdo potenciométrica, por razdes também j& mencionadas. Com o
intuito de comparar, avaliar e validar os resultados obtidos com a experiéncia anterior foi
empregada uma segunda técnica, a ressonancia magnética de prétons (RMN *H). Embora,
possua custo elevado, RMN *H é uma das técnicas mais utilizadas na determinacéo do grau de
desacetilacdo por ser segura e oferecer algumas vantagens, como por exemplo, a utilizacdo de
pequena quantidade de amostra em cada andlise, permite ainda que a amostra seja analisada
em estado liquido (RMN *H e *C) e/ou em estado s6lido (RMN 3C e ©*N).

As solugdes foram previamente preparadas, e posteriormente transferidas para tubos
de vidro apropriados de 5 mm de diametro. 20 mg de cada amostra foram solubilizadas em 1
ml de D,O e 10 ul de DCI sob agitacdo magnética constante e temperatura ambiente. O
espectrometro utilizado foi um Bruker ARX-400, na fregiiéncia de protons de 400 MHz com
32 acumulacges por varreduras. Com o intuito de diminuir a interferéncia do sinal do solvente
com o0s picos da amostra, o experimento foi conduzido em temperatura de 70 °C e 0s

espectros foram calibrados a partir do sinal do hidrogénio (HOD) em 4,8 ppm.

3.2.5.3 - Determinacao do Grau de Substituicdo por Rodamina.

A determinacdo do grau de substituicdo da rodamina ligada a quitosana foi realizada
utilizando-se de rodamina isotiocianato como padrdo. Uma solugédo estoque de rodamina-
isotiocianato foi preparada pela solubilizacdo de 3 mg da sonda em 10 ml do solvente, uma
mistura (v/v) de metanol e tampdo (acido acético 0,3 M e acetato de sédio 0,2 M).
Utilizando-se uma microseringa a solucdo estoque foi diluida para obtencdo de solugdes
com concentragdes variadas para obtencdo da curva de calibragdo. O maximo de
absorbéancia foi medido no comprimento de onda de 554 nm. Na sequéncia 1,5 mg de cada

quitosana marcada com a rodamina foi pesada e solubilizada em 3 ml da mistura
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metanol/tampédo e mantida sob agitacdo magnética por 2 horas, sempre na auséncia de luz.
Os resultados das absorbancias medidas em 554 nm foram utilizados para o célculo da
concentracdo de rodamina em solucgéo pela lei de Beer-Lambert para obtengéo da massa de
rodamina e posterior correlacdo com a massa da amostra. Todas as medidas foram feitas
utilizando-se um espectrofotdometro Cary 100-Bio no intervalo de 200 a 600 nm em

temperatura ambiente.

3.2.6 - Preparacdo de Nanoparticulas pelo Método de Coacervagao.

Na preparacdo das nanoparticulas o DNA utilizado foi o de timo de bezerro (10 — 14
kpb, Sigma Aldrich), por existir no laboratério em quantidade suficiente para o
desenvolvimento de todas as experiéncias necessarias e também por ser de baixo custo
quando comparado aos plasmideos. SolucGes tampdes de acetato e de fosfato foram
preparados em diferentes pH (4,0 e 5,0) e (6,2 e 7,0), respectivamente. Durante os estudos
também foi avaliado o efeito da forca idnica do meio e os ajustes das forcas ibnicas foram
realizados com NaCl para 10, 50, 100, 150, 200 e 300 mM. As solucdes estoque de DNA
foram preparadas utilizando-se 5 mg de DNA e 10 ml de tampéo fosfato 10 mM e pH 7,0. A
solubilizacdo do DNA foi obtida ap6s 36 horas sob agitacdo magnética suave e refrigeracao
de aproximadamente 4 °C. Apdés a solubilizacdo do DNA as amostras foram congeladas em
quantidades variando entre 0,5a 2 ml.

A determinacdo do teor de grupos fosfato foi realizada utilizando-se um
espectrofotémetro UV-visivel Cary modelo 100Bio. Inicialmente colocou-se em duas cubetas
de quartzo 2,5 ml de tampéo fosfato, 0 mesmo usado para o preparo da solugdo estoque de
DNA. Calibrou-se o aparelho e em seguida foi adicionado 50 pul da solucdo estoque de DNA

sob agitacdo suave a uma das cubetas. Dessa solucdo foi obtido o espectro e sabendo-se que ¢
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= 6600 (I/mol.cm) em comprimento de onda 260 nm, estimou-se a concentracdo de DNA
estoque.

As nanoparticulas de CH-DNA foram preparadas em diferentes forgas idnicas e razdes
N/P (razdo N/P refere-se a razdo de grupos amino por grupos fosfato em solucdo). Para o
calculo da razdo N/P foi considerada a massa molecular média previamente determinada da
quitosana e seus derivados. As solucdes estoques da quitosana e seus derivados foram
preparadas na concentracdo de 3,1 mM e diluidas quando necessario. A solubilizagdo foi
realizada em solugdo de acido cloridrico 1 M. sob agitacdo magnética constante em
temperatura ambiente, sendo o tempo de solubilizacdo dependente da composicdo de cada
amostra. Para facilitar a interpretacdo dos dados resultantes, na maioria das experiéncias a

concentracdo do DNA foi fixada em 16 uM de grupos fosfato.

3.2.7 - Estudos da Interacéo.

3.2.7.1 - Ensaio utilizando-se a Fluorescéncia de Brometo de Etidio.

Na preparacao das amostras para as experiéncias que estudaram a interacdo das nano e
microparticulas de CH-DNA usando a sonda fluorescente EtBr (Figura 14), foram utilizados
tampdes acetato e fosfato em pHs (4,0 e 5,0) e (6,2 e 7,0), respectivamente. A concentracao
10 mM e forca idonica 150 mM (NaCl) dos tampdes mantiveram-se fixos durantes todas as
experiéncias. O protocolo de preparo das solu¢des seguiu a seguinte sequéncia, primeiro
adicionou a solucdo de DNA no tampdo em pH apropriado, sob agitacdo, na seqiiéncia
adicionou-se o EtBr e a agitacdo manteve-se constante por mais 5 minutos, a amostra
permaneceu em repouso por 24 horas, e logo apds foram tituladas com quitosana e seus
derivados utilizando-se microseringas para adi¢es de 2 - 8 ul e micropipetas para adi¢oes
entre 10 e 200 ul. Durante as adigdes mantinham-se agitacdo suave para facilitar a formacao
das nano e microparticulas; ap6s 2 minutos de agitacdo, desligava-se o agitador magnético e a

intensidade de fluorescéncia era medida. Todas as medidas foram obtidas utilizando-se um



28

fluorimetro Hitachi F4500. O comprimento de onda de excitacdo foi de 560 nm e a
intensidade de fluorescéncia foi registrada em 605 nm. A concentracdo final (na cubeta) foi
fixada em 16 uM de grupos fosfato e 4 uM de EtBr. Para a determinagéo da concentracdo de
grupos amino foram considerados o grau de desacetilacdo previamente determinado e a

composicao dos derivados utilizando-se a equagao 2.

MM = Ua X (203, 27) + Up X (161,22) + GS x (370,41) )

com Up igual a porcentagem de unidades acetilada da quitosana e 203,27 a massa molar da
unidade acetilada, Up é a porcentagem de unidades desacetiladas e 161,22 a massa molar da
unidade desacetilada, GS corresponde respectivamente ao grau de substituicdo por

fosforilcolina (PC) ou poli(etileno glicol) e 370,41 é a massa molar da unidade substituida.

NH,

Br™

CH,CH,

Figura 14 - Estrutura da molécula de Brometo de Etidio (EtBr)

3.2.7.2 - Eletroforese em Gel de Agarose.

O procedimento usado para preparar a solucao estoque de DNA foi 0 mesmo citado no

topico 3.2.6. Ja as solucdes estoques da quitosana e seus derivados foram preparadas em
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tampdes acetato e fosfato com valores diferentes de pH (4,0, 6,2 e 7,0), respectivamente. A
concentracdo das solugdes estoque de quitosana e seus derivados foram fixadas em 3,1 mM.
As nanoparticulas foram obtidas pelo método de coacervagdo e mantidas sob agitacdo
magnética constante por mais 10 minutos. O procedimento para realizar a eletroforese foi
adaptado da metodologia descrita por Li e colaboradores (2003). Para a corrida utilizou-se
uma cuba pequena e a concentracdo do gel foi mantida em 0,75% de agarose e com 14 cm de
comprimento, 11,2 cm de largura e 0,7 cm de altura. Em cada corrida foram utilizados 150 ml
de tampéo TAE 1x (pH 8,0), por ser uma cuba pequena, esse volume era suficiente para cobrir
0 gel. Em cada poco do gel foram adicionados 10 pl da solugéo de CH-DNA juntamente com
a solucéo de azul de bromofenol (5 ul). Todas as corridas foram realizadas em 80 V e 0 com o
tempo de duracdo de 1h15min. Em seguida o gel foi transferido para um recipiente contendo
uma solucdo aquosa de EtBr (1mg/ml) para ser corado, o recipiente foi colocado numa
Incubadora mini (Shaker) MA832 Marconi na velocidade de rotacdo 12 rpm por 30 minutos.
Posteriormente o gel foi exposto a luz ultravioleta (UV) para a visualizacdo das bandas do

DNA e em seguida fotografado.

3.2.8 - Andlise e Caracterizacao das Particulas.

3.2.8.1 - Microscopia de Fluorescéncia.

A avaliacdo qualitativa do tamanho das nanoparticulas formadas pela interacdo entre o
DNA e a quitosana e seus derivados marcados com rodamina foi realizada utilizando-se um
fotomicroscopio de fluorescéncia Olympus (Hamburg, Germany), equipado com filtros para
deteccdo da fluorescéncia de rodamina. Estes experimentos foram feitos em colaboracdo com
o0 Laboratério de Microscopia e Microanalise do Departamento de Biologia, IBILCE-UNESP.
Todas as laminas foram preparadas utilizando-se 15 uL de cada amostra, foram visualizadas e

fotografadas em seguida.
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3.2.8.2 - Espalhamento de Luz Dindmico e Potencial Zeta.

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) foi utilizada com o intuito de
analisar o tamanho das particulas e todas as medidas foram realizadas utilizando-se um
aparelho Zetasizer 3000HS, da Malvern Instruments em colaboragdo com a Prof* Dra. Maria
Elisabete D. Zaniquelli do Laboratorio Fisico-Quimica de Superficies (FFCLRP-USP). As
nanoparticulas de CH-DNA foram preparadas em diferentes razdes de N/P (1, 3 e 5), em
tampéo acetato e fosfato 10 mM nos pHs 4,0 6,2 e 7,0, respectivamente, em forca i6nica fixa
de 150 mM. Foram preparadas nanoparticulas com a adi¢do de aliquotas sob agitacéo
magnética da solugdo estoque de quitosanas que inicialmente tinha uma concentracdo de 3,1
mM. A concentracdo final de cada amostra para a realizagdo das medidas foi de 16 uM de
grupos fosfato, e para todas as amostras foram feitas duas medidas, ou seja, com duas
acumulacdes. Para as medidas de potencial zeta foram utilizadas as mesmas solugcfes

analisadas por DLS.

3.2.8.3 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

O tamanho e a morfologia das particulas obtidas em pHs 4,0 e 7,0, com forca idnica de
150 mM, razédo N/P = 5,0 e concentracdo de DNA de 16 uM foram investigados em um
microscopio eletronico de varredura Leo 450vpi do centro de microscopia e microanalise do
IBILCE-UNESP. As amostras foram previamente preparadas depositando-se 100 ul da
suspensdo em uma lamina de vidro, que estava fixada em uma fita adesiva de carbono que
revestiam os “stubs’ de aluminio. Para secar, cada amostra ficou em repouso por 12h em
temperatura ambiente e em seguida foram recobertas com uma camada de ouro com 20 nm de
espessura durante 7 minutos. A tensao e a corrente do feixe utilizados foram de 15 kV e 2,85
pA, respectivamente (SIGNINI; CAMPANA FILHO, 2001; LU et al., 2009; GOMES et al.,

2007; GOMES, et al., 2006; CASE et al., 2009).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1 - Caracterizacao.

4.1.1 — Quitosana Desacetilada e Acetilada.

A quitosana utilizada na preparacdo dos derivados foi previamente desacetilada e
caracterizada. O grau de desacetilagdo (GD) das amostras de quitosanas acetilada 57 kDa
(comercial, CH575c) e da quitosana desacetilada (CH57p) foram determinados por
ressonancia magnética nuclear de protons a 70 °C e titulacdo potenciométrica (Tabela 2). As
Figuras 15i e 15ii mostram respectivamente o espectro de RMN e o gréfico da titulacdo
potenciométrica para a amostra da quitosana comercial. Nas Figuras 8i e 8ii sdo apresentados,
respectivamente o espectro e o grafico obtido para a amostra da quitosana desacetilada.

O espectro de RMN da Figura 15, mostra sinais localizados em 4,5 e 4,3 ppm que
correspondem aos atomos de hidrogénio ligados ao “ carbono anomérico” (C,), os localizados
na regiao de 3,4 a 4,0 ppm correspondem aos hidrogénios ligados aos &tomos de carbono 3, 4,
5 e 6 da unidade glucopiranose, e o sinal centrado em 3,1 ppm corresponde ao atomo de
hidrogénio ligado ao carbono 2 do anel e o centrado em 2.1 ppm corresponde aos atomos de
hidrogénio pertencentes aos grupos acetamido. Para o célculo do grau de desacetilacdo
utilizou-se a razdo entre as integrais dos picos (2.1 ppm) atribuidos aos prétons metilicos do
grupo acetamida e em (3.18 ppm) referente ao préton ligado ao carbono 2 do anel

glicopiranosidico conforme mostra a equacéo 3,

GD =100 - GA

uma vez que,

GA = [(Ime/3)/(112)] x 100 ©)
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onde, lve: € atribuidos aos prétons metilicos do grupo acetamida e Iy, refere-se ao préton

ligado ao carbono 2 do anel glicopiranosidico.

Os graficos das Figuras 16i e 16ii mostram respectivamente 0 RMN e o grafico da
primeira derivada da titulacdo potenciométrica da quitosana de partida. Ap6s o periodo de
solubilizagdo da quitosana em solucdo aquosa de HCI, as solugdes foram tituladas com
diquotas de 100 ul de solugdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,AM. Para melhor
compreensdo, 0 processo de titulagdo pode ser analisado em 2 etapas. Na primeira a titulagdo
leva a neutralizacdo dos ions hidrogénio em excesso, no ponto em que ocorre a neutralizacédo
verifica-se 0 aumento brusco do pH (primeiro pico). Na segunda etapa inicia-se a
neutralizacdo dos prétons dos grupos amina da quitosana, e ao atingir a neutralizacdo outro
aumento brusco do pH (segundo pico) € observado. As duas titulagdes sdo similares e a
principal diferenca encontra-se no volume de NaOH necessario para desprotonacdo dos
grupos amino. Para a quitosana desacetilada esse volume foi de 2,54 mL (Figura 15ii)
enquanto que o volume para a quitosana de partida foi de 1,86 mL, denotando o aumento do

grau de desacetilacao.

i) HOD | ||) 9,94 MM

10

ApHIAV

1
Cy-

55 50 45 40 35 3D 25 20 15
- Volume (mL)

Figura 15 - i) Espectro de RMN de quitosana acetilada (GD = 77,35%) e ii) Titulacdo potenciométrica; a)
pH em funcéo do volume de [NaOH] e b) derivada primeira da curva de pH em fungdo do volume de
[NaOH] (GD = 79,5%)
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Figura 16 - i) Espectro de RMN de quitosana desacetilada (GD = 98,1%) e ii) Titulacdo potenciométrica;
a) pH em funcéo do volume de NaOH e b) derivada primeira da curva de pH em fun¢do do volume de
[NaOH] (GD = 97,4%)

Tabela 2 - Valores do grau de desacetilagdo (GD) da quitosana comercial e desacetilada

* * *
CH57 ac 77,35% 79,5%
CH57p 98,1% 97,4% 5,7 x10* 4,4 x10* 1,29
* Dados da referéncia (Tiera et al., 2006) *RMN PTitulagdo potenciométrica

De acordo com os resultados obtidos a reacéo de desacetilacdo da quitosana comercial
gerou um derivado com alto grau de desacetilagcdo, sem que houvesse grandes degradacoes
das quitosanas e aumentando em 12,4% o GD. Os valores obtidos revelam que a técnica de
titulacdo potenciométrica também pode ser aplicada para a determinacdo do GD, visto que 0s

resultados obtidos sdo préximos aos de RMN.

4.1.2 — Derivados de Quitosana-poli(etileno glicol).

O PEG-aldeido foi utilizado como intermediario para a preparacdo das quitosanas
modificadas com poli(etileno glicol) (CH-PEG). O espectro de RMN do PEG é mostrado na
Figura 17, e os picos caracteristicos de PEG podem ser observados em 3.25 e 3.6 ppm, que

correspondem respectivamente ao CHs terminal da cadeia de PEG e aos protons metilénicos
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da cadeia principal ((O-CH,-CH>)n). O triplete observado em 5.1 ppm é o pico caracteristico
do grupo aldeido hidrolisado (CH(OH),) que confirma a presenga do grupo aldeido na

extremidade oposta (MIYAZAWA; WINNIK, 2002).

‘OH
—CH
[ O-CH,
OH
!jii
o |
\ ll | 5‘1 A
/ \.‘ .._.._...lﬂ- j 'u, L_Hi.l | ILL
s 4 3 2

ppm
Figura 17 - Espectro de RMN do PEG-aldeido (Mw = 2000 g/mol). Solvente: CDCI3

Nos derivados de quitosana que contém PEG o RMN foi realizado na temperatura de
70 °C e os picos caracteristicos dos prétons do PEG foram observados em 4,25 ppm para 0
grupo metil (O-CHj3), e em 4,6 ppm para os grupos metileno da cadeia de PEG (O-CH,CH,)
(Figura 18). Utilizando-se a equagéo 4 que compara a integracdo do sinal do grupo metoxi
com a integragdo correspondente ao proton ligado ao carbono C; da cadeia de quitosana
estimou-se a porcentagem de PEG ligado.

%PEG = (locns/3)/(I41) x 100 (4)

As evidéncias da incorporacdo das cadeias de PEG a quitosana podem ser também

comprovadas para os derivados menos substituidos (3 e 5%) , confirmadas pelo aparecimento

de novos picos, intensos, em 4,25 ppm, correspondente aos protons metilénicos da cadeia de
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PEG. Na Figura 18 o desdobramento do pico do hidrogénio anomeérico, aparece para 0
derivado mais substituido e (9%) que é indicado como C; e Cis que se referem
respectivamente as unidades ndo substituidas e substituidas da cadeia de quitosana.

Para a determinacgéo do grau de desacetilacdo das quitosanas acetiladas e desacetiladas
foram empregadas duas técnicas, ressonancia magnética nuclear de prétons e titulagdo
potenciométrica. O mesmo foi feito na determinagdo do grau de substituicdo (Tabela 3).
Portanto foram sintetizadas trés amostras com graus diferentes de PEG. Outras reagdes com o
intuito de aumentar o DS de PEG foram realizadas (resultados ndo mostrados). Contudo, 0s

resultados da caracterizacdo revelaram valores proximos dos obtidos anteriormente.

Tabela 3 — Resultados do Grau de Substitui¢do dos derivados de quitosana contendo PEG

Amostra DS? DSP
CH-PEG; 2,5 3,4
CH-PEGs; 4.0 7,0
CH-PEGq 9,5 9,0

#Grau de substituicdo determinado por RMN.
®Grau de substituig&o determinado por potenciometria.
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Figura 18 - Espectros de RMN *H dos derivados de quitosana sintetizados com PEG a) CH-PEG, , b) CH-
PEGs e c) CH-PEG;
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4.1.3 — Derivados de Quitosana-Fosforilcolina.

Outro grupo utilizado foi a fosforilcolina (PC), para liga-la & cadeia da quitosana
utilizou-se o fosforilgliceraldeido, intermediério obtido a partir da glicero-3-fosforilcolina, por
meio da oxidacdo com periodato de sodio (Stults et al., 1987). Tanto o PEG-aldeido quanto a
fosforilcolina foram ligados a quitosana por meio da mesma reacdo de aminacao redutiva com
borocianohidreto de soédio (NaCNBHS3). Utilizando-se esses dois intermediarios foram
sintetizadas amostras com grau de substitui¢do crescente do grupo fosforilcolina (DS). O DS
das quitosanas substituidas com fosforilcolina foi calculado por meio da equacdo 5 que utiliza

o desdobramento do pico anomérico calculando-se a area dos dois picos.

DS = (5)

onde DS é o grau de substituicéo, CHls corresponde a area do pico referente ao hidrogénio

das unidades substituidas e CHla area do pico referente aos hidrogénios das unidades

glucosamina ndo substituidas.
Na Tabela 4 séo apresentadas informacGes sobre o DS das cinco amostras obtidas de

derivados de PC.
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Tabela 4 - Propriedades das quitosanas desacetiladas e seus derivados com PC

Polimero DS*® Mw Rodamina
(Grau de (g mol™) Mw/Mn (% em mols
substituicdo) de glucosamina)
CH 5kDa - 5,38 x10° 1,14 1,25
CH 10 kDa - 9,29 x10° 1,07 1,05
CH 57 kDa - 5,67x10* 1,29 0,93
CH 150 kDa - 1,475 x10° 1,69 1,10
*CH-PCy 11+1 5,14x10* 1,32 0,19
CH-PCy 28 + 1 (24,9)° 6,21x10" 1,65 -
CH-PCy 40+ 2 6,00x10* 2,17 0,20
*CH-PCs 53+1 3,98x10* 1,62
CH-PCqg 79,0 (83,0)° - - -
*RMN bTitulau;éto potenciométrica *Amostras previamente obtidas por Tiera et al., 2006.

(Apéndice A, resultados da caracterizagdo por GPC)

Nos espectros de RMN obtidos dos derivados de quitosana contendo 0s grupos
fosforilcolina verificou-se o aparecimento dos picos correspondentes a fosforilcolina (Figura
19) (TIERA et al., 2006). Como foi verificado para o derivado de CH-PEGg, nos derivados de
PC também ocorre o desdobramento do pico do hidrogénio anomérico, que sao indicados
como Hj e His que se referem respectivamente as unidades ndo substituidas e substituidas da

cadeia de quitosana.
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Figura 19 - Espectros de RMN *H dos derivados de quitosana substituidos com grupos fosforilcolina de
cima para baixo, CH-PC,y, CH-PC,q, CH-PCg
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4.1.4 - Marcagéo Fluorescente com Rodamina.

O gréfico apresentado na Figura 20 foi utilizado para determinar o coeficiente de
absortividade molar. O valor resultante foi de 8,3 x 10° M'cm™. Este resultado é muito
proximo daquele obtido recentemente por MA e colaboradores (2008) de 8,7 x 10* M™cm™.
Para evitar agregacdo do corante em meio aquoso utilizou-se uma mistura tamp&o/metanol na
construcdo da curva de calibragdo. Por outro lado o tampéo &cido acético/acetato de sodio
permite a solubilizacdo da quitosana e impede possiveis agrega¢des e mudangas no espectro

de absorcéo da rodamina.

1.5 4

1.0

Absorbancia

0.5

0.0 T T T T T T T T T T T T
0.0 50x10° 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10° 2.5x10° 3.0x10°

Concentracao (mol/L)

Figura 20 - Determinacéo do coeficiente de absortividade molar da rodamina-isotiocianato

A porcentagem de rodamina nas quitosanas (%R) foi determinada calculando-se a
concentracdo de rodamina indicada pela absorbancia de cada quitosana. Os dados utilizados e
as porcentagens obtidas sdo descritos na Tabela 5. Para o calculo da porcentagem de rodamina

ligada em cada amostra de quitosana e seus derivados foi utilizada a equacéo:

%R =((nr )/ (ng))x100 (6)
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onde, n, indica o nimero de mols de rodamina ligada a quitosana e ng 0 numero de mol total
de quitosana.

Os valores de %R obtidos variaram entre 0,2 e 1,1% de rodamina ligada e séo
similares aos reportados na literatura (MA et al., 2008), obtidos com diferentes procedimentos

de sintese e purificagéo.

Tabela 5 — Resultados da marcagao fluorescente e porcentagem de rodamina de quitosana e seus

derivados

Amostra Massas (mg) Absorbancias %Rodamina

CH57p 1,25 2,527 0,93
CH-PCyo 1,00 0,438 0,19
CH-PCy 1,00 0,350 0,2
CH-PEGs 1,5 1,92 1,38
CH-PEGgy 1,00 1,126 0,92
CH150p 0,63 1,485 1,1

CH10p 2,36 1,670 1,05

CH5p 1,11 1,270 1,25

4.2 - Avaliacdo Comparativa da Interacdo de DNA com Quitosana e seus Derivados.

4.2.1 - Ensaio Utilizando-se a Fluorescéncia de Brometo de Etidio.

A comparacéo da interacdo de quatro derivados foi investigada procurando-se avaliar
o efeito de PEG e PC sobre a for¢a da interagdo, bem como, sobre a estabilidade coloidal das
nanoparticulas formadas. Os derivados comparados sao mostrados nas Tabelas 4 e 5, CH57p,
CH-PEGs, CH-PEGg, CH-PCyp e CH-PCy4. Tanto o grupo PC, quanto o PEG s&o unidades

hidrofilicas e podem fornecer uma maior estabilidade coloidal as nanoparticulas formadas. O
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estudo comparativo utilizando-se o ensaio com EtBr é apresentado nas Figuras 21a e b nos
valores de pH 4,0 e 6,2, a forca ibnica de 150 mM. A intensidade de fluorescéncia de EtBr
decai rapidamente com o aumento da concentracdo de quitosana o que claramente indica a
ligagdo polication-DNA. Em pH 4,0 a eficiéncia do deslocamento de EtBr € praticamente a
mesma para todos os derivados com excecdo de CH-PCy, sendo que o deslocamento é mais
eficiente para quitosana desacetilada CH57p. A fluorescéncia atinge um patamar para razdo
N/P préximo de 1,0, o que pode ser interpretado como uma indicacdo de que a interagdo é
predominantemente eletrostatica. Nessa série a menor interacdo de CH-PC4 com DNA pode
ser atribuido a um impedimento estérico das cadeias de PC que impedem em certa medida a
aproximacdo das cadeias do possicarideo com DNA, o que se traduz por um menor
deslocamento do EtBr. Em pH 4,0 a ligacdo de cadeias de PEG afeta muito pouco a
interacdo.

Para pH 6,2 o resultado inesperado é a interacdo mais forte dos derivados contendo
PEG com DNA, que deslocam com maior eficiéncia o EtBr, cuja fluorescéncia alcanca
patamares de aproximadamente 20%, equivalentes aqueles obtidos em pH 4,0 para a CH57p e
os demais derivados. Por outro lado em pH 6,2 CH57p interage muito fracamente com DNA e
para maior razdo N/P, o decrescimo na fluorescéncia de EtBr atingiu um minimo de 60%.
Estes resultados podem ser interpretados como uma indicacdo clara que a agregacdo da
quitosana deve competir na interagdo com DNA. Por outro lado os grupos hidrofilicos de
PEG e PC além de diminuir a agregacdo podem indiretamente favorecer a interacdo com

DNA, aumentando a disponibilidade dos grupos carregados.
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Figura 21 - Titulagdo do complexo DNA-EtBr por quitosanas desacetilada e modificadas

O mesmo ensaio em pH 7,0 mostra que a interacdo para dos derivados é mais fraca,
pois como discutido anteriormente nesse pH o grau de protonagdo dos grupos substituidos e
ndo substituidos da quitosana é muito baixo. As interacfes desses grupos com o DNA
enfraquecem, refletindo na diminuicdo da intensidade de fluorescéncia para todos o0s
derivados e em especial para a quitosana desacetilada. Esse resultado é mostrado na Figura
22a na qual sdo apresentados os resultados da interagcdo de DNA com os derivados contendo o
grupo fosforilcolina. Em pH 7,0 a ionizacdo de quitosana desacetilada é desprezivel e ela se
torna insoluvel nesse pH, para os derivados fosforilcolina o que apresentou melhor interagdo
foi CH-PCy que atinge um minimo de fluorescéncia de 40% para razdo N/P 6,0. Para os
derivados com maior proporcao de grupos PC ocorre um decréscimo na forca de interagdo, o
qual se deve provavelmente ao crescente numero de grupos PC sobre a cadeia, 0s quais
podem impedir a aproximacgdo das duas cadeias e, portanto o deslocamento do EtBr para o
meio aquoso. O efeito da massa molecular sobre a interacao é exibido na Figura 22b, na qual
sdo comparadas as interacfes das quatro quitosanas (5, 10, 57 e 150 kDa) com DNA. Nota-se
claramente que a forca de interacdo diminui com o decréscimo da massa molar e que maiores
razdes N/P sdo necessarias para que as quitosanas de menor Mw alcancem o mesmo nivel de

deslocamento de EtBr.
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Figura 22 - Titulagcdo do complexo DNA-EtBr por quitosanas modificadas com a) PC em pH 7,0 e b)
desacetiladas em pH 4.0 em temperatura ambiente

4.2.2 - Estudo Comparativo da Estabilidade das Nanoparticulas por meio da
Eletroforese em Gel de Agarose.

Os estudos de eletroforese para as nanoparticulas sintetizadas com os derivados de
quitosanas contendo PEG e PC s&o apresentados de forma comparativa nas Figuras 23-26. A
sintese das particulas foi realizada em pH 4,0 e 6,2. O tampdo utilizado nas corridas da
eletroforese foi o tampdo TAE em pH 8,0, e este experimento pode ser utilizado como um
teste comparativo da estabilidade dos complexos formados entre 0 DNA, a quitosana e seus
derivados. Em pH 4,0 todos os grupos amino da quitosana desacetilada encontram-se
protonados e as nanoparticulas CH57p-DNA ap0s a preparacdo ndo liberaram nenhum DNA
na eletroforese para raz6es N/P maiores que 1,0. Uma indicacdo da alta estabilidade desse
complexo ap6s a formacdo. A Figura 23 mostra de forma comparativa o efeito da massa
molecular na estabilidade das nanoparticulas preparadas com as quitosanas desacetiladas.
Independemente da massa molecular da quitosana, em pH 4.0 nenhum DNA ¢ liberado para
razdes N/P maiores que 1,0, o que se deve ao alto grau de ionizacao das quitosanas.

Os derivados com PEG e PC, de forma semelhante a quitosana desacetilada, em pH

4,0 (Figura 24) liberaram DNA até a razao N/P 1,0.
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Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose das nanoparticulas preparadas pela interagdo de DNA com as
quitosanas desacetiladas: CH5p, CH10p, CH575 e CH1505 em pH 4,0 para razdes N/P crescentes

O aumento do pH para 6,20 (Figura 25) mostra que a quitosana desacetilada libera
uma fracdo muito pequena de DNA para N/P = 2, uma vez que sua densidade de carga neste
pH é menor. Nesse pH o grau de ionizacdo € de 0,53 e mais uma vez, admitindo-se uma
interacdo predominantemente eletrostatica, a razdo N/P = 2 seria necessaria para
contrabalancear as cargas dos grupos fosfato. Tanto os derivados contendo PEG quanto os
contendo PC exibem o mesmo comportamento observado para a quitosana desacetilada. O
aumento do pH requer maiores razdes N/P para evitar que o DNA seja liberado na
eletroforese. E para os derivados contendo PEG em pH 4,0 observa-se que quanto maior o
grau de substituicdo de PEG, maior a razdo N/P necessaria para impedir a liberacdo de DNA.
A estabilidade decresce no sentido CH57,-DNA>CH-PEG3;-DNA>CH-PEGs-DNA>CH-
PEGo-DNA, sendo que para o complexo formado com o ultimo deles a razdo N/P 4,0 foi

necessaria para evitar a liberacdo de DNA (vide Figuras 25 e 26). Foi observado também que
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0 aumento do pH para 6,2 ndo produziu grandes diferencas nas eletroferogramas dos
derivados, entretanto razdes N/P maiores ou iguais a 3-4 foram necessarias para evitar a
dissociagdo do complexo.

O mesmo comportamento foi observado para os complexos sintetizados com 0s
derivados contendo PC. Em pH 4,0 os complexos preparados com derivados, CH-PC1;-DNA
e CH-PC4-DNA liberaram parcialmente o DNA em razdo N/P 1,0. Entretanto em pH 6,2 a
comparacdo entre as duas series de derivados mostra claramente que para a complexo CH-
PC4-DNA razBGes N/P maiores ou iguais a 5-6 sdo necessarias para evitar a dissociacdo do
complexo (Figura 26). Os resultados da eletroforese em geral estdo em concordancia com
aqueles obtidos utilizando-se o ensaio de fluorescéncia com o EtBr, sugerindo uma eficiéncia
ligeiramente maior para a interacdo com os derivados substituidos com PEG, sobretudo
quando comparados com os resultados obtidos com o derivado CH-PC4,-DNA (Figura 22a e
b). A introducdo dos grupos hidrofilicos na cadeia de quitosana pode dificultar a aproximacao
das cadeias de DNA com os derivados impedindo interacdes de importancia secundaria como
as ligacdes de hidrogénio que contribuem para a estabilidade do complexo (PREVETTE et

al., 2007).
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Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose das nanoparticulas a) CH57,-DNA; b) CH-PEG3-DNA; ¢) CH-
PEGs-DNA e d) CH-PEGy-DNA, nas razdes N/P = 0 (DNA), 0,2; 0,4; 0,6; 1, 2, 3, 4, 5 e 6 respectivamente
da esquerda para a direita em pH 4,0

Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose das nanoparticulas a) CH575-DNA; b) CH-PEG3;-DNA; ¢) CH-
PEGs-DNA e d) CH-PEGy-DNA, nas mesmas raz6es N/P e na mesma ordem que as Figuras anteriores,
mudando somente o pH para 6,2
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Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose das nanoparticulas em pH 4,0 a) CH575-DNA b) CH-PC ;-
DNA c¢) CH-PC,4-DNA e pH 6,2 d) CH57p-DNA; e) CH-PC,y-DNA e f) CH-PC4-DNA nas razdes
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4.2.3 - Determinacdo do Tamanho das Nanoparticulas por Espalhamento de Luz
Dinamico.

O tamanho foi determinado por espalhamento de luz dindmico em diferentes valores
de pH (4,0, 6,2 e 7,0) e forca ibnica variando de 10 a 300 mM (Tabelas 6-12) para as

nanoparticulas preparadas com quitosana desacetilada e os derivados contendo PC e PEG.

Tabela 6 - Didmetros hidrodinadmicos, forca ibnica 10 mM, pH 4,0 e razdo N/P =1

Nanoparticulas  Dh; (nm) Dh, (nm)
CH57p 202+0(99) 37+3(1)
CH-PEG3 150+3(100) -
CH-PEGs 197+34(95) 53+8(5)
CH-PEGy 207+15(99) 46+6(1)
CH-PCyy 145+6(100) -
CH-PCyo 146+12(93)  1001+3(7)

Tabela 7 - Diametros hidrodinamicos, forga ibnica 10 mM, pH 4,0 e razdo N/P =3

Nanoparticulas  Dh; (nm) Dh, (nm)
CH57p 152+1(63)  32+3(37)
CH-PEG; 127+16(100) -
CH-PEGs 192+10(95)  76+6(5)
CH-PEGy 205+0(83)  1885+3(17)
CH-PCyy 148+2(99) 53+5(1)
CH-PCy 181+1(100) -

Tabela 8 - Diametros hidrodinamicos, forca idnica 10 mM, pH 4,0 e razdo N/P =5

Nanoparticulas  Dh; (nm)  Dh, (nm)
CH57p 160+8(99)  29+0(1)
CH-PEG; 144+8(82)  67%(18)
CH-PEGs 201+£50(93)  88+(6)
CH-PEGy 206£26(97)  73%x(3)
CH-PCyo 156+10(100) -
CH-PCyo 136+0,1(96) 40+10(4)

Tabela 9 - Diametros hidrodinamicos, forca ibnica 10 mM, pH 6,2 e razdo N/P = 1

Nanoparticulas  Dh; (nm) Dh, (nm)
CH57p - -
CH-PEG; 298+15(43)  1311+33(58)
CH-PEGs 248+4(16)  1451+5(84)
CH-PEGq 199+15(15)  1630+20(85)
CH-PCyg 8468+48(30) 90886+78(70)
CH-PCy 276x34(100) -
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Tabela 10 - Diametros hidrodinamicos, forga ibnica 10 mM, pH 6,2 e razdo N/P = 3

Nanoparticulas

Dh; (nm) Dh, (nm)

CH57p
CH-PEG3;
CH-PEGs
CH-PEGgq
CH-PCyp
CH-PCy

1914+10(50)  2192+9(50)
217+2(100) -
259+16(100) -
273+5(100) -
279+12(39)  1393+143(61)
294+14(35)  1435+11(65)

Tabela 11 - Didmetros hidrodinamicos, for¢a ibnica 10 mM, pH 6,2 e razdo N/P =5

Nanoparticulas

Dh; (nm) Dh, (nm)

CH57p 239+9(32)  1284+45(68)
CH-PEG;  243+9(100) -
CH-PEGs 254+7(87)  2997+6(13)
CH-PEG, 280+4(90)  2186+40(10)
CH-PCiy  233+12(100) -
CH-PCuo 227+4(100) -

Tabela 12 - Diametros hidrodindmicos, forga idnica 10 mM, pH 7,0 e razdo N/P =5

Nanoparticulas

Dh; (nm) Dh, (nm)

CHS57p
CH-PEG;
CH-PEGs
CH-PEGq
CH-PCyg
CH-PCy

289+10 (48) -
226+9(100) -
202+8(100) -
203+8(100) -
1751+38(90)  699.0+2(10)

As funcbes de correlagdo foram ajustadas a duas distribui¢fes e as nanoparticulas em

pH 4,0 exibem tamanhos que variam de 50 a 200 nm de didmetro. Nesse pH o tamanho

permanece praticamente inalterado com o aumento da razdo N/P na faixa de 1 a 5 (Tabelas 6-

8). O acréscimo no pH para 6,2 aumenta drasticamente os tamanhos das nanoparticulas

principalmente para razdo N/P 1 (Tabela 9). Isso ocorre devido a auséncia de excesso de carga

e aumento da hidrofobicidade das particulas o que leva a agregacao e formacdo de estruturas

da ordem de micrometros. Para pH 6,2 e razdo N/P = 1, somente a CH-PCy4 levou a

formacdo de particulas pequenas da ordem de 280 nm (Tabela 9). O aumento da razdo N/P

para 3 diminui a formacdo de agregados e particulas da ordem de 250 nm foram formadas

utilizando-se os derivados CH-PEGs;, CH-PEGs e CH-PEG, (Tabela 10). Esses diametros séo
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similares aqueles obtidos recentemente por Zhang e colaboradores (2008), que sintetizaram
nanoparticulas de derivados de quitosana contendo PEG para liberagcdo controlada de insulina.
Na mesma razdo N/P = 3 ambos os derivados contendo CH-PCyp e CH-PCy levaram a
formacéo de uma mistura de particulas de 300 nm e agregados da ordem de 1,3 micrometros
(Tabela 9). Posteriormente o aumento para a razdo N/P = 5 resulta principalmente na
formacédo de estruturas menores da ordem de 280 nm para todos os derivados contendo PEG e
PC. Entretanto, nessa razdo particulas formadas com a quitosana desacetilada (CH57p)
exibem a formacédo de agregados da ordem de micrometros o que se deve a auséncia de carga
e maior hidrofobicidade.

Os dados dos tamanhos das nanoparticulas correlacionam-se bem com as medidas de
potencial zeta, as quais foram realizadas para CH57p e 0 derivado CH-PCsy, O potencial zeta
do DNA livre é de aproximadamente -30 mV e para baixos valores de pH aumentam
gradualmente com a razdo N/P atingindo um patamar de 30 mV para razdes N/P de 4 a 6,0.
Esses resultados confirmam que para baixos valores de pH a forca da interacdo dos derivados
CH-PC-DNA ¢ similar aquela exibida para CH57p (Figura 27a). Os valores crescentes de
potencial zeta podem ser atribuidos a neutralizacdo gradual dos grupos fosfato do DNA pelos
grupos amino carregados positivamente da quitosana. Para altos valores da razdo N/P, os
valores de potencial zeta permanecem constantes indicando que o excesso de quitosana nao
participa da complexacdo e permanece dissolvido em solugdo como polimero “livre”, ndo
complexado. O potencial zeta dos complexos CH-PC-DNA também aumenta com a razdo N/P
atingindo um valor limite (Figura 27b). A Figura 27 mostra também que o potencial zeta das
nanoparticulas depende da massa molecular do polieletrélito, e isso se torna mais evidente em
pH 6,2 (Figura 27b). Neste pH fica claro também que a incorporacéo do grupo fosforilcolina
tem um efeito sobre a forca de interacdo com DNA, ou seja, os valores de potencial zeta
atingidos para as nanoparticulas preparadas com CH-PCs, sdo menores que aqueles obtidos

com quitosana desacetilada. Entretanto em pH 6.2 o potencial zeta aumentou gradualmente
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para um patamar de 10 mV para as razbes N/P de 4-6, indicando assim que uma menor
quantidade de polimero foi condensada sobre os poliplexos. Este resultado esta em
concordancia com aquele obtido com o ensaio do brometo de etidio, o qual mostrou um

menor deslocamento de EtBr com o0 aumento do pH.
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Figura 27 — Potencial zeta dos poliplexos CH-DNA em fungéo da razdo N/P (B) CH575-DNA, (A) CH5p-
DNA e (@) CH-PCs-DNA, a) 10 mM HAc/NaAc pH 4,0 b) tampao fosfato pH 6,2 e forca iénica 10 mM

Nas Tabelas 13-16 sdo apresentados os resultados obtidos do estudo do efeito do
aumento da forca idnica sobre o tamanho das particulas que também foi avaliado para todos
os derivados, variando o pH (4,0, 6,2 e 7,0) e razdo N/P = 5. Os dados foram todos ajustados
como duas distribuices exceto as nanoparticulas obtidas com CH-PEGs para as quais foi
aceita a presenca de trés populagdes. De forma geral o aumento na forga idnica da solucao
provoca o aumento dos didmetros das particulas, tanto as preparadas com os derivados
contendo PC, quanto aqueles que contém PEG. Para baixos valores de pH o aumento é
significativo, variando de uma média de 150 nm para um valor médio de 250 nm em 300 mM
de forga ibnica. Com o aumento do pH o tamanho médio da distribuicdo principal permanece
em torno de 280 nm de didmetro e ocorre 0 aparecimento de agregados maiores da ordem de

micrometros, sobretudo para as nanoparticulas preparadas com os derivados que contém PEG.
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Entretanto para as quitosanas modificadas com o grupo fosforilcolina (CH-PCyo €
CHPC,) os diametros das particulas permaneceram praticamente constantes com o aumento
da forca idnica denotando o efeito positivo da modificagdo hidrofilica que impede a formacéo
de agregados maiores (Tabelas 13 e 14). Para esses derivados os diametros permaneceram
praticamente constantes nos trés valores de pH estudados (4,0, 6,2 e 7,0).

Para quitosana desacetilada (CH57p) as particulas apresentaram didmetros da ordem
de micrometros em todas as forcas i0nicas estudadas. Estudos recentes do grupo mostram que
para quitosanas desacetiladas as particulas aumentam de tamanho com o tempo e que o
processo depende diretamente da massa molar da quitosana (PICOLA et al., 2011). A
interacdo das quitosanas com DNA em pH 6,2 e baixa forca idnica leva a formacdo de
nanoparticulas estaveis somente para razdes N/P maiores que 7,0. Nanoparticulas preparadas
na razdo N/P 7,0 com quitosanas de baixa massa molar (57, 27, 16 e 5 kDa) agregam num
periodo de tempo de trés horas quando submetidas a forca i6nica de 150 mM. Somente
quitosana desacetilada de 150 kDa forma particulas estaveis na forca i6nica de 150 mM.
Portanto nanoparticulas preparadas com quitosanas desacetiladas tém estabilidade bastante
limitada em forca i6nica do soro podendo comprometer a eficiéncia da transfeccdo tanto in

vitro como in vivo (PICOLA et al., 2011).



Tabela 13 - Diametros hidrodindmicos, CH-PCyo, pH 4,0, 6,2 e 7,0 e razdo N/P =5

pH 4,0
Forca l6nica Dhl (nm) Dh2 (nm)
10 117+0,5(100)
50 215+5(96) 78+4(4)
100 234+12(100) -
150 235%6(100) -
300 186+0(85) | 1110+40(15)
pH 6,2
Forca I6nica | Dh; (nm) Dh, (nm)
10 297+19(90) | 2827+68(10)
50 205%5(100) -
100 214+8(100) -
150 207+4(100) -
300 232+1(100) -
pH 7,0
Forca I6nica | Dh; (nm) Dh, (nm)
10 195+0,1(100) -
50 224+2(100) -
100 221+8(100) -
150 224+2(100) -
300 245+8(100) -

Tabela 14 - Diametros hidrodindmicos, CH-PCy, pH 4,0, 6,2 e 7,0 e razdo N/P =5

pH 4,0
Forca I6nica | Dh; (nm) Dh, (nm)
10 91+4(100) -
50 158+7(75) | 1635+15(25)
100 225+4(100) -
150 209+2(84) | 2425+98(16)
300 258+3(96) 1004+30(4)
pH 6,2
Forca I6nica | Dh; (nm) Dh, (nm)
10 209+1(100) -
50 222+15(100) -
100 279+6(100) -
150 256+8(100) -
300 274+4(100) -
pH 7,0
Forca Iénica | Dh; (nm) Dh, (nm)
10 209+1(100) -
50 222+0,5(100) -
100 197+6(90) | 2376+85(10)
150 203+4(89) 2236+6(11)
300 284+7100)
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Tabela 15 - Diametros hidrodindmicos, CH-PEGs, pH 4,0, 6,2e 7,0 e razdo N/P =5

pH 4,0
Forca I6nica Dhl (nm) Dh2 (nm) Dh3 (nm)
10 217+9(100) - -
0 304+3(100) - -
100 298+19(100) - -
150 281+2(100) - -
300 284+7(65) 1417+30(35)
pH 6,2
Forga Ionica Dhl (nm) Dh2 (nm) Dh3 (nm)
10 274+6(100) - -
50 236+4(92) 1313£15(8)
100 252+13(90) 1220+45(10) -
150 259+2(77) 1454+25(13) | 869+13(10)
300 261+6(75) 6397+18(25) -
pH 7,0
Forga Ionica Dh1 (nm) Dh2 (nm) Dh3 (nm)
10 317+2(73) 1123+40(27) -
50 315+5(78) 1120+366(22) -
100 271+26(64) 1096,55(36) -
150 284+ (73) 1407+85(27)
300 273+21(43,1) | 1437+55(24,9) | 592+40(32)
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Tabela 16 - Diametros hidrodinamicos, CH-PEGg, pH 4,0, 6,2e 7,0 e razdo N/P =5

pH 4,0
Forca I6nica | Dhl (nm) Dh2 (nm)
10 140+1(100) -
50 266+5(100) -
100 269+37100) -
150 289+8(100) -
300 297+9(100) -
pH 6,2
Forga Iénica | Dhl (nm) Dh2 (nm)
10 188+2(100)
50 280+31(100) -
100 253+29(97) 59+4(3)
150 284+6(100) -
300 245+17(80) | 1188+156(18)
pH 7,0
Forga Ionica | Dhl (nm) Dh2 (nm)
10 157+6(87) | 1798+79(13)
50 228+6(80) | 1772+95(18)
100 268+36(100) -
150 263+28(93) | 1660+59(7)
300 268+13(93) 29+4(7)
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4.2.4 - Microscopia de Luz

A microscopia de luz foi utilizada como uma ferramenta qualitativa para avaliar
comparativamente o efeito da substitui¢do hidrofilica no tamanho e na estabilidade coloidal
das particulas, As nanoparticulas sintetizadas com a CH57p e os derivados CH-PEGs, CH-
PEGy, CH-PCy9 e CH-PC4 foram também avaliadas em funcéo do tempo e pH como descrito
no topico 3.2.8.1 utilizando-se os derivados marcados com rodamina. As solucGes foram
preparadas em forga ionica 10 mM e 23,6 uM de DNA na razdo N/P = 5. Essas solugdes
foram observadas por meio de microscopia Optica imediatamente apds a preparacao, depois de
5 horas, de 24 horas, de 1 semana e de 1 més. Durante o periodo de analise as amostras foram
mantidas em geladeira & temperatura de 4°C. Devido & quantidades de microfotografias, serdo
apresentadas somente as realizadas 24 horas ap0s a preparacdo, as demais, ou seja, as
realizadas em seguida ao preparo, apds 5 horas, uma semana e 1 més, sdo apresentadas no
Apéndice B.

Para pH 4,0 ndo se observam varia¢des significativas no tamanho das nanoparticulas
sintetizadas com as cinco amostras (fotos ndo mostradas). Como mencionado anteriormente,
nesse pH a maioria dos grupos amino estdo protonados o que aumenta a forca de interagéo e
impede a agregacdo das particulas. Para pH 6,2 a quitosana desacetilada exibe um aumento
consideravel no tamanho, como observado nos dados de espalhamento de luz. As
nanoparticulas preparadas com CH-PCj; exibiram uma agregacdo discreta, com pouca
alteracdo nos tamanhos, quando comparado aos experimentos realizados nos pHs 4 e 5. Para
as nanoparticulas preparadas com os demais derivados, CH-PEGs e CH-PEGy também néao
foram observadas variacOes significativas no tamanho. Em pH 7,0 observa-se que para 0s
derivados CH-PCjy, CH-PC4, CH-PEGs, CH-PEGy existe uma maior estabilidade das
nanoparticulas comparado a quitosana desacetilada que apresentou agregados maiores que 5
micrometros. Esta estabilidade se deve em parte a maior hidrofilicidade das nanoparticulas,

pois ambos grupos séo fortemente hidratados. Entretanto, para particulas preparadas com CH-
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PC4o alguns agregados maiores podem ser detectados em concordancia com os resultados de
espalhamento de luz (Tabela 14). As micrografias realizadas um dia ap6s a sintese das
nanoparticulas em pH 7,0 sdo apresentadas na Figura 281a-e. Para pH 7,4 foi selecionado
inicialmente o derivado CH-PC4 e as micrografias comparativas das particulas desse
derivado em diferentes valores de pH, ap6s 1 dia de sua sintese sao apresentadas na Figura 29.
A Figura 28 mostra as nanoparticulas obtidas com os derivados contendo PC e PEG
apresentam maior estabilidade coloidal quando comparadas aquelas sintetizadas com
quitosana ndo modificada (Figura 28a). A maior estabilidade em pH 7,0 para esses derivados
se deve a um maior pKa do grupo amino substituido, o qual apresenta um valor aproximado
de 7,0 (TIERA, et al., 2006), e que pode contribuir para maior estabilizacdo atraves da
atracdo eletrostatica, bem como proporcionar uma carga liquida positiva na nanoparticula.
Entretanto mesmo para esses derivados nota-se claramente uma mistura de particulas de
diferentes tamanhos, ou seja, a estabilidade depende diretamente da composicdo, ou seja,
nanoparticulas preparadas com CH-PC40 apresentam menor estabilidade quando comparadas

com aquelas preparadas com o derivado com 10% de substitui¢do (Figura 28d).
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Figura 28 - Micrografias de nanoparticulas marcadas com rodamina, a) CH57p-DNA, b) CH-PEG¢-DNA,
¢) CH-PC4-DNA, d) CH-PC,;-DNA e ¢) CH-PEG5s-DNA em pH 7,0, apés um dia da preparacdo
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a)- b)-
c)-d)-

Figura 29 - Micrografias de nanoparticulas de CH-PC4-DNA marcado com rodamina, nos pHs: a) 4,0, b)
6,2,¢) 7,0 ed) 7,4 ap6s 1 dia de preparacéo

4.2.5 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

O tamanho e a morfologia das particulas obtidas em pHs 4,0 e 7,0 e com concentracao
do DNA em 16 e 80 uM, respectivamente, foram investigados. Neste experimento a forca
i6nica foi de 150 mM e a razdo N/P = 5, parametros que foram mantidos constantes durante
todas as analises de MEV. Verificou-se que a forma e o tamanho dependem do pH e da
composicdo dos derivados. A observagdo de nanoparticulas pequenas foi prejudicada,
sobretudo em pH 4,0, entretanto particulas esféricas foram observados como pontos menores
que 1um nas Figuras 30a-d para as nanoparticulas preparadas com CH-PC,,, CH-PC,, CH-

PEG; e CH-PEG,. Os resultados confirmam aqueles obtidos com espalhamento de luz que



60

mostraram tamanhos entre 100 e 300 nm, bem como aqueles obtidos com micrografias

Opticas obtidas com os derivados marcados com rodamina.

Figura 30 - Microfotografias de nanoparticulas de DNA preparadas a) CH-PC,,-DNA b) CH-PC,4-DNA
c) CH-PEG;-DNA e d) CH-PEGg-DNA, em pH 4,0, forga idnica 150 mM, concentragdo de DNA =16
UM e raz8o N/P =5

Anteriormente foi mencionado que o aumento do pH leva a desprotonagdo dos grupos
amino da quitosana contribuindo para o enfraguecimento da interagdo e provocando o
crescimento das particulas, que passam a ter tamanhos maiores da ordem de micrémetros. E
isso se confirma com os resultados obtidos nas analises de MEV, que também esta em

concordancia com os resultados de DLS e microscopia de fluorescéncia, vistos anteriormente.

A Figura 31a apresenta a micrografia das particulas sintetizadas com a CH575 em pH 7,0,
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nota-se claramente o aparecimento de particulas maiores e de agregados, confirmando assim a
hip6tese levantada de que o pH influencia o tamanho e o formato das particulas. Neste pH as
particulas passaram a ter uma maior variedade de formas e tamanhos, com predominéancia de
particulas que sdo aproximadamente esferoides.

Entretanto o aumento concomitante da concentragdo de DNA bem como do pH
mostram que tanto as particulas preparadas com quitosana desacetilada como aquelas
preparadas com os derivados (CH-PCy49, CH-PEG3; e CH-PEGy) formam particulas grandes e
0 aparecimento de agregados ¢ evidente (Figura 31c e d, respectivamente).

Esses resultados sdo contraditorios aqueles obtidos nas medidas de espalhamento de
luz, e se devem provavelmente ao processo de secagem e preparacdo da amostra, bem como a
maior concentracdo de DNA utilizada. Apés a deposicdo da solugdo das particulas nos “ stubs’
0 processo lento de secagem pode levar a formacdo de agregados com tamanhos crescentes
(Figura 31). Este processo de agregacdo também pode ser favorecido pela maior concentracao
de DNA utilizado na preparacéo, o que leva a um aumento da concentracdo das particulas e a

uma maior propensao a agregacao.
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Figura 31 - Micrografias de nanoparticulas nanoparticulas a) CH575-DNA, b) CH-PC4-DNA, c¢) CH-

PEGs-DNA e d) CH-PEGy-DNA, em pH 7,0, forca idnica 150 mM, concentracdo de DNA = 80 uM
eN/P=5
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5 - CONCLUSOES

Derivados hidrofilicos de quitosana contendo os grupos PEG e fosforilcolina PC
podem ser preparados por meio das reacfes de substituicdo nucleofilica dos grupos amina da
quitosana. Esses derivados formam complexos com DNA, os quais variam em propriedades
de acordo com os conteudos de PC, PEG, pH e razdo de cargas. Em baixos valores de pH
tanto quitosana desacetilada quanto os derivados contendo PC e PEG interagem
eficientemente com DNA, o que pode ser atribuido & interacdo eletrostatica entre 0s grupos
amino da quitosana e os grupos fosfato do DNA. A interacéo dos derivados CH-PC com DNA
em pH neutro leva a formacdo de particulas estaveis, que pode ser atribuida ao maior valor de
pKa dos grupos amino substituidos pelo grupo PC. Entretanto a maior estabilidade coloidal
das nanoparticulas preparadas com os derivados contendo PEG se deve a estabilidade estérica
proporcionada por essas cadeias hidrofilicas. Para os derivados CH-PC os resultados de
eletroforese mostraram que a medida que o grau de substituicdo aumenta uma maior razao
N/P é necessaria para promover a complexacdo total do DNA. Em baixos valores de pH 0s
tamanhos e potencial zeta das particulas preparadas com os diferentes derivados CH-PC néo
variam significativamente. Em pH 6,2 a formacdo de nanoparticulas pequenas para a
quitosana desacetilada ocorre somente para razdes N/P maiores que 5,0. Por outro lado em pH
6,2 os derivados contendo grupos fosforilcolina CH-PC foram capazes de formar particulas
estaveis para razdes menores de 2,0-3,0. Os resultados de fluorescéncia e eletroforese
mostraram que os derivados com PEG interagem mais fortemente com DNA que os derivados
com PC em ambos os pHs (4,0 e 6,2) e formam particulas relativamente estaveis nesses
valores de pH. Entretanto o aumento da porcentagem de PEG aumenta a estabilidade das
nanoparticulas e o derivado com maior grau de substituicdo (CH-PEGy) produziu particulas
mais estaveis que os outros dois derivados. Em pH 7,0 e for¢a ibnica 10mM as nanoparticulas

sintetizadas com CH-PC, e CH-PC, mostraram-se estaveis por um més sem sinal de
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agregacdo. O aumento da forca idnica teve um efeito discreto sobre o tamanho das particulas
preparadas com os derivados CH-PC, entretanto o tamanho das nanoparticulas preparadas
com quitosana desacetilada, sofrem um aumento substancial formando agregados da ordem de
micrdmetros. Entretanto, proximo da forca ibnica média do plasma sanguineo (150 mM) as
nanoparticulas preparadas com os derivados contendo PC exibiram maior estabilidade
coloidal que aquelas preparadas com os derivados contendo PEG. Os derivados contendo o
grupo PC levam a formacdo de nanoparticulas estaveis em pH 7,0 e os resultados obtidos
permitem vislumbrar novas aplicacOes desses derivados no controle das propriedades dos

poliplexos para aplica¢Ges na terapia génica ndo viral.
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Figura 32 — Cromatogramas das amostras de quitosanas desacetiladas a) Detec¢éo por IR.
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Figura 33 — Cromatogramas das amostras de quitosanas modificadas com fosforilcolina. Detecc¢éo por IR
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8 — APENDICE B
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Figura 34 - Micrografias de nanoparticulas de CH575-DNA marcado com rodamina: a) Em seguida, b) 1
dia, ¢) 1 semanae d) 1 més apoés a preparacao em pH 7,0

b

Figura 35 - Micrografias de nanoparticulas de CH-PEGs-DNA marcado com rodamina: a) Em seguida, b)
1 dia, ¢) 1 semanae d) 1 més apds a preparagdo em pH 7,0
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Figura 36 - Micrografias de nanoparticulas de CH-PEGy-DNA marcado com rodamina: a) Em seguida, b)
1dia, ¢) 1semanae d) 1 més apds a preparagdo em pH 7,0
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Figura 37 - Micrografias de nanoparticulas de CH-PC,-DNA marcado com rodamina: a) Em seguida, b)
1 dia, c) 1 semanae d) 1 més apds a preparacdo em pH 7,0
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Figura 38 - Micrografias de nanoparticulas de CH-PC,,-DNA marcado com rodamina: a) Em seguida, b)
1dia, ¢) 1 semanae d) 1 més apds a preparagdo em pH 7,0
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