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RESUMO

A terapia génica tem o potencial de tratar doencas hereditarias para as quais ha poucos
tratamentos eficazes. As terapias baseadas em RNA interferente (siRNA) tem demonstrado
grande potencial para silenciar proteinas alvo causadoras de doengas. Essa modalidade de
terapia exige carreadores seguros e eficientes, capazes de transportar o material genético até o
ambiente intracelular, um desafio que tem limitado suas aplicagdes terapéuticas. Nesse estudo,
foram sintetizados e caracterizados polications derivados de quitosana, para avaliagdo como
potenciais carreadores para RNA de interferéncia. Derivados de quitosana de baixa massa molar
e graus variados de acetilagio (76,0 — 97,3%) foram modificados com grupos
diisopropiletilamina (DIPEA) variando de 13,8 a 104,6 %. Os polimeros foram caracterizados
por RMN 'H e as massas molares (10,5 — 16,4 kDa) determinadas por GPC. O grau de ionizagio
dos derivados foi estudado em fungdo do pH e os resultados mostraram que a densidade de
cargas pode ser controlada variando-se o grau de substituicdo por DIPEA. O potencial de
interacao desses derivados com siRNA, e da formagdo de nanoparticulas foi estuda por meio
das técnicas de eletroforese, e espalhamento de luz. As nanoparticulas apresentaram potencial
Zeta positivo a partir da razdo de carga 3,0 de amino/fosfato (N/P) para maioria dos polimeros
testados. O estudo de eletroforese indicou que os derivados de quitosana interagiram fortemente
com o siRNA e graus de substitui¢ao intermediarios de 20 e 40 % se mostraram mais favoraveis
para a formacao de poliplexos nanométricos (~200 nm) em baixas razdes de carga (N/P 10,0 e
20,0). A toxicidade dos polimeros e das nanoparticulas foram testadas para maioria dos
polimeros até 1,5 g/L, e a totalidade dos derivados estudados apresentou baixa toxicidade e
atividade antioxidante significativa. A partir dos estudos conduzidos foram selecionados
derivados que apresentam propriedades fisico-quimicas favoraveis para a aplicagdo como

carreadores de RNA de interferéncia.

Palavras-chave: Derivados de quitosana. siRNA. Vetor ndo viral. Transfeccdo in vitro. Terapia

génica.



ABSTRACT

Gene therapy has the potential to treat hereditary diseases for which there are few effective
treatments. Interfering RNA (siRNA)-based therapies have shown great potential to silence
disease-causing target proteins. This modality of therapy requires safe and efficient carriers,
capable of transporting genetic material to the intracellular environment, a challenge that has
limited its therapeutic applications. In this study, polycations based on chitosan derivatives were
synthesized and characterized for evaluation as potential carriers for interfering RNA. Chitosan
derivatives with low molar mass and varying degrees of acetylation (76.0 — 97.3%) were
modified with diisopropylethylamine (DIPEA) groups ranging from 13.8 to 104.6%. The
polymers were characterized by '"H NMR and the molar masses (10.5 — 16.4 kDa) determined
by gel permeation chromatography GPC. The degree of ionization of derivatives was studied
as a function of pH and the results showed that the charge density can be controlled by varying
the degree of substitution by DIPEA. The ability of these derivatives to interact with siRNA,
and the formation of nanoparticles was studied by electrophoresis and light scattering
techniques. The nanoparticles exhibited positive Zeta potentials at charges ratios
(amino/phosphate (N/P) higher than 3.0 for most of the tested polymers. The electrophoresis
study indicated that chitosan derivatives strongly interacted with siRNA and polymers having
intermediate degrees of substitution of 20 and 40% were more favorable for the formation of
nanometric polyplexes (~200 nm) at low charge ratios (N/P 10.0 and 20.0). The toxicity of
polymers and nanoparticles were tested and for the majority of the polymers up to 1.5 g/L, and
all polyplexes studied showed low toxicity and significant antioxidant activity. From the studies
conducted, it was possible to select derivatives that have displayed favorable physicochemical

properties for application as small interfering RNA carriers.

Keywords: Chitosan. siRNA. Non-viral vector. In vitro transfection. Gene therapy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Quitosana: Propriedades e Potencial como carreador de siRNA

A quitosana ¢ um polissacarideo natural catidnico que tem recebido uma grande atenc¢ao
da literatura para a entrega de RNA de interferéncia (siRNA). Devido a presencga de grupos
amina em sua estrutura, em meio ligeiramente &cido, a quitosana pode complexar moléculas de
RNA. As interacdes eletrostaticas que movem a complexagao levam a formagdo de complexos
nanométricos, que tem se mostrado capazes de liberar o siRNA no ambiente intracelular.
Devido a presenga de unidades 2-acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amina-2-deoxi-D-
glicopiranose (Figura 1), as propriedades da quitosana podem ser ajustadas para melhorar sua
capacidade de complexacao e aplicagao como carreador de acidos nucleicos. A distingao entre
a quitosana e o polissacarideo que lhe d4 origem, a quitina, ¢ feita em geral por meio das
unidades acetiladas (representado por X na Figura 1) e desacetiladas (Y), quando Y>X, o

polissacarideo ¢ denominado quitosana.

Figura 1 - Representagdo esquematica das estruturas quimicas da quitina e da quitosana

OH OH
0] (0]
. o,/ )
HO HO ©
NH NH,
o C
CH; X Y

Fonte: Elaborado pelo autor

As estruturas de ambas sdo muito parecidas, uma vez que a quitosana nada mais € que
um produto da desacetilagdo da quitina, essa reagao quimica trata-se de uma hidroélise alcalina
dos grupos acetamido da quitina (CAMPANA FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007).

Embora a quitosana apresente um grande potencial para liberar moléculas de siRNA, a
solubilidade da quitosana ¢ bastante limitada em pH neutro, devido ao pKa dos grupos amino
(~6.3 - 6.5), que se encontram desprotonados em pH fisiologico. Além disso, a solubilidade

depende ainda do grau de desacetilagdo, da forca ionica do meio, bem como a massa molar e
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concentragdo do biopolimero (GOY; DE BRITTO; ASSIS, 2009). Portanto, a insolubilidade

em pH neutro tem levado a sintese e caracterizacdo de derivados buscando-se melhorar suas

propriedades para aplicagdes em diferentes areas. Algumas das aplicagdes da quitosana e seus

derivados sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Exemplos de aplicagdes para a quitosana e derivados

Aplicacgio

Exemplos

Medicina, e materiais biomédicos e

farmacéuticos

Cosméticos

Agricultura

Tratamento de Agua

Industria de Alimentos

Tratamento para queimaduras (WANG et al.,
2012), preparo de peles artificiais (PARVEZ
et al., 2012), membranas de dialise
(AYENSU et al., 2012), anticoagulante
(CHANG; HUANG, 2012), vetor de
transfeccdo de genes, carreadora para
transporte e liberagao controlada de fArmacos
(YUAN et al., 2013), medicamentos em geral
(JAYAKUMAR et al., 2007).

Produtos de cabelo e pele (MATOS et al.,
2015).

Fungicidas e bactericidas (SAHARAN et al.,
2013; SAHARIAH; MASSON, 2017).
Tratamento de efluentes e quelantes de ions
metalicos (YANG et al., 2016).

Antioxidante (TAMER et al, 2016),
emulsificante, conservante de alimento

(CHANTARASATAPORN et al., 2014).

Fonte: Adaptado de (ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015)

Além da ampla gama de potenciais aplica¢cdes acima, uma das propriedades da quitosana

e seus derivados que se destaca, ¢ o potencial antimicrobiano contra muitas bactérias gram-

positivas e gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras, e sem apresentar toxicidade em

células de mamiferos (KONG et al., 2010). Embora a quitosana apresente propriedades

importantes como biocompatibilidade, biodegradabilidade, e baixa citotoxicidade, a
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desprotonacdo dos grupos amino em pH neutro, resulta numa fraca interagdo com o siRNA
(BORCHARD, 2001; KIM et al., 2007).

Portanto, a sintese e caracterizacdo de derivados de quitosana pode permitir ndo somente
sobrepor suas limitagdes, mas também ampliar suas aplicagdes, sendo este o foco principal do
presente trabalho, ou seja, a sintese e caracterizacao de derivados de quitosana visando melhorar

a interacdo e aplicagdo como potencial vetor para a liberagdo de siRNA.

1.2 Terapia Génica

A terapia génica pode ser definida como uma técnica de tratamento que se baseia na
insercdo de material genético em células do organismo com o objetivo de modificar genes
defeituosos responsaveis pelo desenvolvimento de doencgas, € com isso, reduzir ou eliminar a
doenca (BALLY et al., 1997). O conceito envolve o transporte do acido nucleico para células
especificas para que aconteca alteragdo da produg¢do de uma proteina, onde mudangas na
expressao terdo como consequéncia um beneficio terapéutico. Uma de suas aplicagdes envolve
silenciamento de genes, via introdu¢ao de RNAs de interferéncia nas células, com o intuito de
evitar a sintese de proteinas que resultam na manifestacdo clinica de uma doenca (ALBERTS
etal., 2011).

Existem duas modalidades de terapia génica, in vivo e ex vivo, sendo que na primeira o
vetor contendo o acido nucleico ¢ administrado diretamente no organismo, € a segunda
corresponde ao tratamento no qual as células sdo removidas fisicamente do paciente,
transfectadas in vitro e depois de modificadas sdo novamente administradas ao paciente.

Um dos primeiros sistemas terapéuticos eficientes foi realizado em moscas da espécie
Drosophila melanogaster, onde utilizou-se um elemento genético de transposi¢do que
transferiu um gene normal para embrides que apresentavam um defeito genético na cor dos
olhos. O gene transferido codificou a enzima que produz a cor de olhos natural da espécie, e as
moscas adquiriram a coloracdo vermelha (normal) nos olhos (SPRADLING; RUBIN, 1982). A
primeira aplicagdo em humanos, foi realizada em 1989, quando duas criangas com quadro de
imunodeficiéncia combinada severa (SCID - Severe Combined Immunodeficiency) devido ao
defeito genético na enzima catabdlica adenosina deaminase (ADA - Adenosine Deaminase
Deficiency) foram submetidas a terapia génica pelo protocolo de Blaese et al., 1990. Para esta
doenca, a terapia génica foi segura e efetiva, com dois anos de tratamento ex vivo e

posteriormente mais quatro anos de acompanhamento com sucesso.
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A terapia génica ¢ um tratamento que corresponde a um novo paradigma em medicina

com enorme potencial terapéutico, vide Figura 2 que mostra numero de ensaios de terapia

génica por doengas até 2017. Por outro lado, varios resultados adversos ao longo dessas décadas

chamaram a aten¢do para alguns riscos dessa terapia, por exemplo, uma das limitagcdes da

transfecgdo direta do DNA em células no organismo era a falta de especificidade com as células-

alvo (KASAHARA; DOZY; KAN, 1995).

Figura 2 - Numeros de ensaios clinicos de terapia génica até 2017
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Fonte: Adaptado de (SILVA; BARBOSA JUNIOR, 2018)

A entrada de DNA ou RNA diretamente através da membrana plasmaética acontece

raramente em cé€lulas eucarioticas (LINDEN, 2010; VELLAI; VIDA, 1999). Muitos estudos

demonstraram que o material genético livre pode ser sim introduzido diretamente nas células

alvo utilizando algumas técnicas, entretanto, os resultados sdo limitados, pois o DNA ¢

rapidamente degradado no sangue pelas nucleases (NIVEN, 1998). Para superar essa barreira,

carreadores denominados “vetores” sdo empregados para realizar a inser¢do do material

genético nas células vivas. Os vetores podem ser separados em duas categorias: virais € nao-

virais.
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1.3 Vetores: viral e nao-viral

A primeira dificuldade na introdugdo de acidos nucleicos em uma célula ¢ atravessar a
membrana plasmatica, pois ambos sdo carregados negativamente (PACK et al., 2005). A
membrana celular ¢ carregada negativamente e tem um potencial de cerca de -90 mV
(GUYTON A. C., 2011), que ¢ essencial para a seguranga celular, evitando a entrada de
macromoléculas ou microorganismos que afetam negativamente a viabilidade celular e o
codigo genético (BLAZEK; PALEO; WEISLEDER, 2015). Proteger os acidos nucléicos do
processo de degradagdo das nucleases contidas no ambiente extracelular e garantir que eles
passem pela membrana plasmatica para o ambiente intracelular sdo alguns dos obstaculos
biologicos que devem ser superados para melhorar a taxa de sucesso do tratamento
(ESCOFFRE; TEISSIE; ROLS, 2010).

A maioria dos protocolos de terapia génica sdo baseadas no uso de vetores virais por
conta de sua alta eficiéncia, e por mais que tenham buscado desenvolver vetores seguros, ainda
existem problemas relacionados com esses tipos de vetores: dificuldades de producao em alta
escala, alto custo de produgdo, podem ativar respostas imunologicas e inflamatdrias no
organismo, risco de mutagdes e recombinacdo no genoma de vetores retrovirais, capacidade de
transportar pouco material genético (SILVA; BARBOSA JUNIOR, 2018).

Estudos com vetores ndo virais, como plasmideos e vetores nanoestruturados a base de
lipideos e polimeros cationicos, vem sendo realizados como uma alternativa menos invasiva
para o processo de transfeccao (MAO et al., 2001). Os vetores nanoestruturados abrangem
basicamente lipideos e polimeros catidnicos capazes de interagir eletrostaticamente com o
material genético por meio de complexagdo. Os complexos formados pelos polimeros sdo
chamados de poliplexos (Figura 3) e os formados pelos lipideos sdo lipoplexos. Por conta dos
polimeros cationicos possuirem unidades (meros) que se repetem ao longo da estrutura quimica,
permite uma maior facilidade de complexacdo com os acidos nucleicos e sdo capazes de

complexar maior quantidade de material genético (SHI et al., 2011).
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Figura 3 — Complexag¢do do polimero com o 4cido nucleico para formagdo de poliplexos

+ 07— &8
Quitosana siRNA Poliplexo

Polimero Catidnico

Fonte: autoria propria

Polimeros catidnicos possuem flexibilidade estrutural para serem modificados pela
insercdo de grupos quimicos, formando, como exemplo, complexos com aminas primarias,
secundarias e terciarias que apresentam maiores pKas e maiores capacidades de tamponamento
do polimero. Dessa forma, varios polimeros vem sendo estudados como potencial carreadores,
como polietileniminas (PEI) (IHM et al., 2015), polimetacrilatos cationicos, dextrana e

quitosana (YIN et al., 2014).
1.4 Vetores para a terapia génica baseados em quitosana

Os acidos nucleicos devido a seus tamanhos e cargas negativas dificilmente
conseguem atravessar a membrana celular, portanto viabilizar a terapia génica envolve nao
somente o transporte para dentro célula-alvo, mas também a liberacdo intracelular. A quitosana,
devido aos grupos amino ionizaveis, interage com o DNA ou RNA formando poliplexos com
potencial positivo, que podem proteger o material genético da degradacao por endonucleases,
transportando o material genético para dentro da célula e liberando-os dentro da mesma.
Entretanto, os niveis de liberagdo podem variar bastante dependendo das propriedades fisico-
quimicas da quitosana e seus derivados (MAO et al., 2001; SATO; ISHII; OKAHATA, 2001).
Vérios aspectos como o grau de desacetilagao (HU et al., 2013), a massa molar, a razao N/P
(onde N corresponde ao nimero de grupos aminos da quitosana e P corresponde ao nimero de
grupos fosfatos do material genético) o pH, a forca idnica do meio e o tipo de célula podem
afetar a eficiéncia de transfeccao (MINTZER; SIMANEK, 2009).

Quitosanas com maior grau desacetilagdo (maior porcentagem de grupos aminos
comparados com os grupos acetamidos da cadeia polimérica) apresentaram resultados melhores
para transfec¢do em ensaios in vitro em grande parte das linhagens celulares. Isso se deve a

maior densidade de cargas positivas na cadeia do polimero geradas pelo -NH, formando -NH3".
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Em contra partida, quitosanas com graus de desacetilacio moderados apresentaram melhores
resultados de transfeccdo em estudos in vivo (KIANG et al., 2004). Outra propriedade
importante da quitosana ¢ sua biodegradabilidade, a qual depende também do grau de acetilagao
do polissacarideo.

Entre as modificagdes implementadas para melhorar suas propriedades como vetor, a
inser¢do de grupos cationicos adicionais na estrutura de quitosana, pode aumentar a capacidade
da quitosana de interagir com os acidos nucleicos aumentando a captagdo celular e a eficiéncia
da transfeccao (YU et al., 2010). Contudo, como a interacao ¢ predominantemente eletrostatica,
uma intera¢do muito forte pode em contrapartida dificultar a liberacdo do material genético do
carreador. Outro pardmetro que deve ser controlado ¢ a massa molar (MM), pois o aumento do
comprimento da cadeia, aumenta a for¢a de interagdo e alguns estudos indicam que melhores
eficiéncias de transfec¢do in vitro podem ser obtidas com quitosanas de maior massa molar.
Estudos com quitosanas de massa molar média ou baixa sdo melhores dependendo da célula
em estudo, por exemplo, para as células A549, quitosanas com maior massa foram mais efetivas
(HUANG et al., 2005), enquanto nas c¢lulas de condrocitos o inverso foi obtido (ZHAO et al.,
2006). Strand e colaboradores mostraram que a otimizacao da transfec¢ao pode ser alcangada
ajustando-se a estabilidade dos poliplexos. Estes autores trabalhando com quitosanas de
diferentes massas moleculares (MMs) concluiram que a expressdo génica maxima ¢ obtida
numa faixa estreita de MMs, cujo grau de polimerizagdo varia de 32 — 42, e que quando o
comprimento das cadeias eram maiores do que desses valores os poliplexos obtidos foram
muito estaveis e reduziram a transfecg¢ao génica (GAO et al., 2008; HUANG et al., 2010).

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa t€ém mostrado que a for¢a de interacao
siRNA-polication pode ser ajustada variando-se a massa molar e o grau de substitui¢do por
grupos amino terciarios. Na liberagdo de DNA plasmidial (pDNA), derivados de média massa
molar (40 - 100 kDa) com graus de substituicdo variando de 15 a 25% de grupos aminas
secundarias e tercidrias, formaram nanoparticulas que mediaram eficiéncias de transfeccao 10
vezes superior aquelas obtidas com quitosana desacetilada (GD = 95%). A substituicdo por
grupos amina terciario aumentaram a estabilidade coloidal das nanoparticulas em pH
fisioldgico bem como o escape endossomal do DNA plasmidial com um aumento na eficiéncia
de transfeccdo (DE PAULA PANSANI OLIVEIRA et al., 2013). Entretanto, devido a menor
massa molar de siRNA comparada com o pDNA, diminui a for¢a de interagao, o que requer um
aumento da massa molar, e melhores eficiéncias de transfeccdo vem sendo obtidas com
derivados de alta massa molar (My, > 100 kDa). Nesse sentido uma alternativa para melhorar a

forca de interagcdo siRNA-polication € o controle preciso do grau de substituicdo, portanto o
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presente trabalho explorou derivados de baixa massa molar com graus de substituicao
crescentes de DIPEA, o que pode permitir a sele¢do de vetores mais eficientes com quitosanas
de baixa MM. Em principio essa estratégia pode resultar numa liberagao intracelular mais

eficiente.

1.5 Terapia Génica via siRNA e os Derivados de diisopropilaminoetil-quitosana

O mecanismo de silenciamento por RNA ¢ um silenciamento génico pos-transcricional
especifico de sequéncia, que ¢ desencadeado por RNA de fita dupla (dssRNA) (Figura 4) e causa
a degradacdo do mRNA homologo em sequéncia ao dsRNA (DORSETT; TUSCHL, 2004).
Entre as estratégias do RNA de interferéncia, o sSiRNA (RNA de interferéncia curto) € ttil em
c¢lulas de mamiferos, porque essas células exibem resposta imune inata ndo especifica quando
expostas ao dsRNA por mais de trinta pares de bases (STARK et al., 1998). Para aplicacao
terapéutica, a tecnologia de siRNA promete maiores vantagens sobre as drogas convencionais
devido a sua poderosa e especifica capacidade de silenciamento de genes (KARAGIANNIS;
EL-OSTA, 2005). No entanto, a terapia génica utilizando siRNA ¢ prejudicada pela baixa
permeabilidade da membrana celular e pela estabilidade limitada (SATO et al., 2007). Como ja
mencionado anteriormente, o sSiRNA quando administrado no sangue, ¢ facilmente degradado

pelas nucleases e eliminado dos glomérulos renais antes de atingir as células alvo.

Figura 4 - Processo de silenciamento génico pos-transcricional capaz de suprimir a expressao
de um determinado gene
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O silenciamento pds-transcricional do gene tem por base uma molécula de fita dupla
de RNA (dsRNA) que ao ser incorporada no citoplasma na forma de pequenos dsSRNA (miRNA
ou siRNA), se liga a um complexo proteico indutor de silenciamento de RNA (RISC). Este
distingue as cadeias do dsRNA, degradando a do sentido direto (senso - mesma sequéncia do
mRNA alvo). Posteriormente, a fita antissenso se associa ao complexo proteico RISC como um
guia para se ligar a sua sequéncia de nucleotideos complementar no mRNA, levando ao
silenciamento génico. O mecanismo de RNAi mediado por siRNA ou miRNA se assemelham
por utilizarem tanto a DICER, enzima que cliva moléculas de dsSRNA, como o complexo RISC
no processo de silenciamento e, se diferenciam pelo fato do siRNA regular a expressdo de um
mRNA alvo e o miRNA levar a regulacdo de multiplos mRNAs (Figura 5) (SKLAN; GLENN,
2007).

Figura 5 - Mecanismo de interferéncia de RNA mediado por siRNA
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Estudos recentes do grupo mostraram que a inser¢do de grupos amino terciarios
favorecem a interacdo com os 4cidos nucleicos, € podem melhorar a solubilidade da quitosana,
bem como a eficiéncia de transfec¢ao em pH fisioldégico (DE SOUZA et al., 2018). Em
particular a insercdo de grupos amino terciarios de disopropilaminoaminoetil (DIPEA) na
quitosana, além de aumentar a solubilidade da quitosana em pH fisiolégico, proporciona uma
resposta ao pH em uma faixa ligeiramente abaixo do pH fisiolégico o que pode favorecer a
protonacao dos grupos amino no ambiente intracelular e o escape do endossomo (MARTINEZ
JUNIOR, 2019). Além disso, o impedimento estérico ocasionado pelos grupos isopropil impede
reagdes de quaternizagdo, verificadas com grupos dietilaminoetil (DE PAULA PANSANI
OLIVEIRA et al., 2013). Nesse trabalho, buscou-se sintetizar e caracterizar derivados de
quitosana com a inser¢ao crescentes de grupos DIPEA, de baixa massa molecular, o que pode
melhorar a interacdo com o siRNA e proporcionar a preparagdo de complexos nanométricos.
Desta forma, buscou-se identificar composigdes de baixa toxicidade, que pudessem apresentar
propriedades fisico-quimicas favoraveis a formagao dos complexos, para aplicagdo em valores

de pH mais préximos da neutralidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi a sintese e caracterizagdo de derivados de quitosana
com grupos amino diisopropilaminoetil, € o estudo da interacdo com RNA de interferéncia,
visando avaliar o efeito do grau de substituicdo na forca de interacdo e na capacidade de

formacao de poliplexos nanométricos.

2.2 Objetivos Especificos

i.  Sintese e caracterizagao de derivados de quitosana de baixa massa molar
modificados com DIPEA, variando grau de acetilagdo e grau de substituicao;

ii.  Avaliar as propriedades fisico-quimicas dos derivados sintetizados e das
nanoparticulas;

1ii.  Avaliar a citotoxicidade dos polimeros e das nanoparticulas formadas com
siRNA;

iv.  Avaliar o efeito do grau de substituigdo por DIPEA na eficiéncia de

complexacdo e formagao de nanoparticulas.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os materiais utilizados na pesquisa estao listados na Tabela abaixo.

Tabela 2 — Materiais e reagentes utilizados

Reagentes Procedéncia
ABTS Sigma-Aldrich Co.
Agarose Sigma-Aldrich Co.
Brometo de Etideo Sigma-Aldrich Co.
Cloreto de Calcio Dinamica
Cloreto de Deutério Sigma-Aldrich Co.
Cloreto de Sodio Dinamica
DIPEA Sigma-Aldrich Co.
Fosfato monobésico Dinamica
Hidréxido de Sodio Dinamica
Nitrito de Sodio Dinamica
Oxido de Deutério Sigma-Aldrich Co.
Quitosana Polymar Ind. Com. Ltda e
Sigma-Aldrich Co.
Meio de Cultura Dulbecco _ _
(DMEM) Sigma-Aldrich Co.
Membrana de MWCO Thermo Scientific
Penicilina-Estreptomicina (PS) Sigma-Aldrich Co.
Persulfato de Potassio Synth
siRNA anti-TNF-a GE Healthcare Dharmacon, Inc.
Soro Fetal Bovino Sigma-Aldrich Co.
Tampao fosfato pH 6,3 ¢ 7,4 -
Tampao fosfato salino (PBS) -
Tampao tris-amino-EDTA -
Tripsina-EDTA Sigma-Aldrich Co.

Fonte: Dados da pesquisa
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A 4gua utilizada na preparacdo dos experimentos foi deionizada em um sistema
purificador de dgua da Gehaka modelo DG-500. As células utilizadas para o ensaio de
citotoxicidade foram fibroblastos da linhagem 3T3/NIH (ATCC) e macréfagos da linhagem
RAW 264.7 (Banco de C¢lulas do Rio de Janeiro). Também foi utilizado o kit comercial
CellTiter96® AQueous One Solution (Promega Corporation) para os estudos de citotoxicidade

in vitro.

3.2 Métodos

3.2.1 Desacetilagdo da quitosana

A quitosana comercial de partida foi adquirida da Polymar Ltda com grau de
desacetilacdo de 76%, determinada por Ressonidncia Magnética Nuclear de Hidrogénio — RMN
de 'H e massa molar de 338,5 kDa, determinada por Cromatografia de Permeagdo em Gel. A
reacdo de desacetilacdo ¢ uma reagao de hidrélise basica de amida (KURITA et al., 1993;
TOLAIMATE et al., 2000) e foi realizada, solubilizando-se 20 gramas de quitosana comercial
em 980 mL de 4gua deionizada e 20 mL de &cido acético glacial. Apos a solubilizagdo completa,
a solucgdo foi transferida para um baldo de reagdo equipado com condensador, termdmetro e
submetido a atmosfera de N>. O aquecimento da solugdo foi feito por meio de uma manta
aquecedora, e na temperatura de 90° C, 250 mL de uma solucao concentrada de hidroxido de
sodio (NaOH) 23,5 mol L' foi adicionada para obtencdo de uma suspensio do polimero. A
reagdo ocorreu em sistema de refluxo com atmosfera de nitrogénio por 90 minutos em
temperatura de 95 °C. Ao final, a solugdo foi transferida para um béquer de 4 litros e lavada
com agua deionizada duas vezes ao dia até atingir pH préximo de neutro. Em seguida, o
polimero foi recuperado por filtragao e todo o processo anterior repetido com o objetivo de se
obter uma quitosana com o maior grau de desacetilagdo possivel. O sdlido resultante foi
recuperado por filtracdo, e colocado para secar em liofilizador. A dgua residual do processo de
lavagem da quitosana foi tratada antes do descarte. O novo grau de desacetilacdo da quitosana,
agora denominada quitosana desacetilada (ChD) foi determinado por titulagdo potenciométrica

e confirmado por Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio — RMN de 'H.
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3.2.2 Degradagdo da quitosana comercial e da quitosana desacetilada

A reagdo de degradacdo da quitosana foi realizada por oxidagcdo com nitrito de sodio
(TOMMERAAS et al., 2001). 15 gramas de quitosana comercial de baixa massa molar da
Sigma Aldrich foi solubilizada em 865 mL de solugdo de acido acético 2% v/v por 24 horas. A
solucdo foi mantida em agitagdo por fluxo de gés nitrogénio por 1 hora sob agitagcdo constante
e resfriadas a 4 °C. Em seguida, uma solugdo de 45 mL contendo 574,0 miligramas de nitrito
de sodio foi vertida na solugao de quitosana. Agitou-se por 24 horas em uma temperatura de 9°
C dentro da geladeira. O polimero degradado foi dialisado no primeiro dia contra uma solugao
de hidréxido de sodio 0,05 molar e no segundo dia em diante com agua deionizada, sendo
recuperados no final por liofilizagdo. O mesmo procedimento foi feito com a quitosana da
Polymar Ltda desacetilada anteriormente no item 3.1. A quitosana comercial degradada
(ChC.D.) foi utilizada na Série I de reacdes e a quitosana desacetilada degradada (ChD.D.) faz

parte da Série II de reagdes.

3.2.3 Modificacao da quitosana com diisopropilaminoetil (DIPEA) em meio aquoso: séries I e

II

A reagdo foi conduzida utilizando-se cloridrato de 2-cloroetil-diisopropilamina
(DIPEA-CI) em procedimento adaptado ao descrito por Oliveira et al., 2013. Inicialmente, a
quitosana foi solubilizada com quantidade estequiométrica de 4cido cloridrico 0,1 mol L™!. Apés
a solubilizagdo, a solugdo foi aquecida a 70 °C, sob agitacdo constante, e teve seu pH elevado
para 8,0, por meio da adi¢do de uma solugdo de NaOH 5 mol L™!. Sob essas condigdes o sal de
DIPEA-CI foi dissolvido na solugdo, € o pH ajusto em 8 e controlado durante todo o tempo de
reacdo. Apos 1 hora e 30 minutos, o aquecimento e a agitagao foram interrompidos e a solugao
foi resfriada em temperatura ambiente. A mistura foi transferida para uma membrana de didlise
com massa molecular de corte (MWCO) igual a 3,5 kDa e dialisada por 5 dias contra agua
deionizada. Por fim, o produto foi liofilizado, e o derivado obtido como um pé branco. A
quitosana comercial degradada (ChC.D.) e a quitosana desacetilada degradada (ChD.D.) foram
ambas substituidas com DIPEA em 8 diferentes propor¢des obtendo-se duas séries, a primeira
série tendo um grau de acetilagdo maior e a segunda série um grau de acetilagdo menor como

mostrado na Figura 6.
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Figura 6 - Reacdes da quitosana comercial e da quitosana desacetilada

Procedéncia: Polymar Ltda
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3.2.4 Determinagao do grau de desacetilacdo (GD) das quitosanas por titulagdo potenciométrica

O grau de desacetilacao foi determinado como descritos por Tolaimate et al., (2000)

utilizando-se a potenciometria. Para esse processo, uma massa de 40 mg de quitosana

desacetilada, previamente seca, foi dissolvida em 10 mL de acido cloridrico padronizado
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(0,0954 M). Essa solugdo foi titulada com solugao de hidréxido de sdédio padronizado (0,1002

M), monitorando-se o pH com o auxilio de um pHmetro.

3.2.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio — RMN 'H

As amostras dos derivados de quitosana foram analisadas por RMN 'H e preparadas
pela solubilizacao de aproximadamente 5 mg do polimero, previamente seco em estufa a vacuo,
em 700 puL de 6xido de deutério (agua deuterada) e 20 puL de cloreto de deutério, a solugao
permaneceu sob agitacdo até sua solubilizacdo completa. Apos isso, as solugdes foram
transferidas para tubos de RMN de 'H para que a andlise fosse feita. Os espectros foram obtidos
na temperatura de 70 °C sem supressio de agua. Os espectros de RMN de 'H foram realizados
no laboratorio Central de Analises Quimicas Instrumentais do Instituto de Quimica de Sao

Carlos — USP.

3.2.6 Determinacao da massa molar por Cromatografia de Permeacao em Gel — GPC

Medidas de cromatografia de permeacao em gel foram realizadas para a determinacao
da massa molar numérica média (M,), massa molar ponderal média (My) e da
polidispersividade (My/ M,). Os polimeros foram preparados em solug¢do tamponante de acido
acético (0,3 mol L) / acetato de sodio (0,2 mol L") em pH 4,5 sob agitagdo por 3 dias até
completa solubilizacdo e, depois, filtradas em membrana de 0,45 um antes da analise (TIERA
et al., 2006). Duas colunas em série (SB-803 HQ e SB-805- SHODEX) com tamanhos de 8 mm
x 300 mm e vazao de 0,8 mL/min foram utilizados para a andlise das amostras. O padrao
utilizado para calibragdao foi o Pullulan de massas moleculares de 805 kDa a 6,2 kDa. As
andlises de cromatografia de permeagdo em gel foram realizadas em um HPLC Shimadzu LC-
20A com detector de indice de refragdo Shimadzu RID-10A do Laboratorio de Fotoquimica da
Prof. Dra. Carla Cristina Schmitt Cavalheiro do Departamento de Fisico-Quimica do Instituto

de Quimica de Sao Carlos — USP.

3.2.7 Determinagao do grau de ionizac¢ao dos polimeros

Os graus de ionizagao foram obtidos por titulagcdo potenciométrica e permitiram avaliar

a densidade de cargas positivas em funcao do pH (TIERA et al., 2006). Uma massa de 40 mg
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do polimero foi solubilizada em 10 mL de HCI 0,1 mol L"! e titulada com NaOH 0,1 mol L™,
sendo o pH medido apds cada adicdo de aliquotas de 100 puL no inicio da titulagdo e apos o pH
variar mais que 0,3 as aliquotas foram de 50 pLL em 50 pL para maior precisao dos céalculos. O
grau de ionizagdo foi calculado utilizando-se o grafico da primeira derivada da titulagdo e a

equagdo 1 abaixo,

Vx—-Vi
Vf—Vi)

a=1-( (1)

Sendo V; o volume inicial (o primeiro pico do grafico da derivada), que corresponde ao
inicio da desprotonac¢do, ou seja 100% dos grupos amino estdo protonados, Vr corresponde ao
volume do 2° pico no grafico da derivada (todos os grupos aminos estdo desprotonados), e Vi

corresponde aos volumes intermediarios, compreendidos entre os dois picos.

3.2.8 Atividade antioxidante

O procedimento para analisar a atividade antioxidante das quitosanas e dos derivados
foi realizado com o radical ABTS: +. O método foi descrito por (DUY et al., 2013) e para os
testes, 2 mL de uma solucdo de ABTS (7,4 mM) foi adicionado a 2 mL de uma solu¢do de
K>2S,05 (2,6 mM) com o objetivo de gerar o cation radical ABTS-+. A mistura foi deixada no
escuro por no minimo 16 horas para se obter uma solu¢do de coloracao verde azulada com
oxidacao estavel. As solugdes de quitosana e os derivados foram preparadas em acido acético
(2% v/v) e mantidas sob agitagdo por 16 horas. As solucdes estoques na concentragdo de 4 g L
!, e, foram transferidas para a obtencdo de solugdes na faixa de 0,1 a 1,5 g L' (0,1; 0,2; 0,5;
0,75;1,0e 1,5 g L.

Ap0s as 16 horas, a solugdo de ABTS: " foi diluida em uma solugdo de acido acético
(2% v/v) até o valor de referéncia de absorbancia de 0,7 no comprimento de onda de 734 nm

(Figura 7) obtido por um Espectrofotometro Biochrom Libra S60.
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Figura 7 - Espectro de absor¢do do ABTS' + diluido
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Fonte: Elaborado pelo autor

O ABTS: + apresenta uma colorag¢do azulada, com picos maximos de absorbancia 645
nm, 734 nm (valor analisado) ¢ 815 nm. O radical ¢ consumido a medida que a doacdo do
elétron acontece com atuacao do antioxidante na solucao (RE et al., 1999).

As aliquotas das solugdes dos polimeros preparadas anteriormente foram adicionadas
em uma cubeta juntamente com a solucdo de ABTS:+. A leitura da absorbancia foi feita para
todas as concentragdes citadas e analisadas de 5 em 5 minutos até o tempo de 10 minutos, com
excecdo da concentragdo de 0,75 g L' em que foi analisada até o tempo final de 30 minutos.
As solugdes inicialmente de cor verde azulada sdo descoradas com a eliminacdo dos radicais
livres ABTS- +, com o consequente decréscimo da absorbancia inicial de 0,7.

A partir dos dados, construiu-se o primeiro grafico da absorbancia versus concentragao
e um segundo grafico de absorbancia versus tempo para todos os polimeros. Além disso, aplica-

se a equagao (2):

Ag—A1—A;

Atividade Antioxidante (%) = n
0

x 100 )
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Sendo Ao a absorbancia controle (0,7), A1 a absorbancia das amostras e A a absorbancia
do branco (solucao de acido acético). No final, tem-se um terceiro grafico com os valores da
atividade antioxidante em porcentagem. O &cido L-ascorbico (Vitamina C) foi usado como
referéncia nos testes, j4 que o mesmo apresenta uma boa atividade antioxidante como referéncia

em estudos.

3.2.9 Preparacao das nanoparticulas de siRNA

As nanoparticulas foram preparadas em solugdes tampao de fosfato pH 7,4 e pH 6,3,
com concentragao de 50 mM e forca i6nica de 150 mM. Inicialmente, preparou-se as solucdes
estoque em microtubos, solubilizando 2 mg dos polimeros em 200 pL de HC1 0,1 mol L,
seguido da adi¢do de 1,8 mL da solug¢do tamponante, obtendo-se um volume final de 2 mL. Em
seguida, fixou-se a quantidade de siRNA TNFa dependendo do tipo de caracterizacdo realizada
e adicionou-se diferentes volumes da solugdo estoque de polimero preparada anteriormente de
modo a formar poliplexos em diferentes razdoes N/P: 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15 e 20 utilizadas nesse
estudo. Onde, N corresponde ao nimero total dos grupos aminas dos polimeros e P corresponde
o total dos grupos fosfato no montante de acido nucleico (siRNA). As nanoparticulas foram
preparadas pela complexacdo que acontece na interagcdo entre os grupos amino da quitosana

(carga positiva) com os grupos fosfato do siRNA (carga negativa).

3.2.10 Eletroforese em gel de agarose

Este experimento permite avaliar a forca de interagdo e estabilidade dos poliplexos
formados com os diferentes polimeros, possibilitando uma analise qualitativa do efeito do grau
de substituicdo, e das razdes de carga N/P utilizadas. Para o preparo da solugdo dos poliplexos,
fixou-se a quantidade de siRNA em 0,5 pug e o volume final das solugdes dos poliplexos em 10
uL, sendo que destes, 1,6 uL sdo da solugdo corante de carregamento de coloragdo azul. As
razdes N/P utilizadas nesse estudo foram de 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15 ¢ 20.

A eletroforese foi realizada em gel de agarose com a dissolugdo de 0,2 gramas em 25
mL de TAE 1X (tampao Tris-Acetato-EDTA), seguido da adigao de 10 puL de brometo de etideo
(concentracdo de 10 g L™!). Apds a solidificagdo do gel, aplicou-se 10 pL das solugdes dos
poliplexos nos pocos, ¢ a corrida foi realizada por 75 minutos a 90 V em cuba de 8,5 cm x 6 cm

x 0,5 cm (comprimento x largura x altura). O tampao TAE 1X foi empregado como condutor
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elétrico durante a corrida e o corante de carregamento facilitou o rastreamento visual da
migracdo do siRNA durante a eletroforese. Apds a corrida, o gel foi revelado em um

transiluminador UV.

3.2.11 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta

Neste estudo, a quantidade de siRNA foi fixada em 5 pg e o volume final da solucao
dos poliplexos em 1 mL. Analisou-se o didmetro hidrodindmico e o potencial Zeta dos
poliplexos nas razdes N/P 1, 3, 5, 10 e 20. As solucdes foram preparadas em duplicata, sendo
cada medigao realizada em triplicata no equipamento Zetasizer NanoZS (Malvern Instrument).
Os resultados de diametro hidrodindmico (Dh) foram expressos com base na média-Z. O
potencial Zeta das nanoparticulas em suspensao foi avaliado no mesmo equipamento, utilizando
cubeta especifica (Folded Capillary Zeta Cell) para andlise. Todas as medi¢des foram
realizadas em uma camara fechada com temperatura controlada de 25 °C. Os valores das
triplicatas, tanto de tamanho como de potencial Zeta das nanoparticulas, foram obtidos

diretamente do software Zetasizer do equipamento.

3.2.12 Citotoxicidade dos polimeros e das nanoparticulas

Os ensaios de citotoxicidade dos polimeros foram realizados a partir do método
colorimétrico com MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetraz6lio) para analisar a viabilidade celular dos polimeros com a cultura de células de
fibroblastos de camundongo 3T3/NIH e para a viabilidade celular das nanoparticulas com a
cultura de células RAW 264.7. A viabilidade celular foi conduzida conforme recomendagdes
do fabricante pelo kit CellTiter96® AQueous One Solution. O ensaio da citotoxicidade ¢
realizado em 3 etapas, cada uma feita em um dia: no primeiro dia, realizou-se a contagem das
células na cAmara de Neubauer e diluiu-se a quantidade necessaria para possuir 1x10* células
por pogo, foram incubadas por 24 horas em 200 pL/po¢o de DMEM (Dulnecco’s Modified
Eagle’s Medium) suplementado com 10% de FBS (soro fetal bovino) e 1% penicilina (PS), nas
seguintes condi¢des: 37° C, 95% O2, 5% CO». Ja no segundo dia, o meio completo foi retirado
e adicionou-se as solugdes de polimero em diferentes volumes a fim de obter as concentragdes
finais desejadas (0,1; 0,2; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,5 mg mL™!), e permaneceu nas mesmas condi¢des

anteriores da incubadora por mais 24 horas.
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Por fim, no ultimo dia do procedimento, retirou-se as solu¢des de polimero da placa e
adicionou-se 100 uL DMEM e 20 pL MTS por pog¢o. A manipulagao foi feita no escuro durante
0 processo por conta de o MTS ser sensivel a luz. Em seguida, incubou-se por 3 horas, e ap0s,
foi realizada a leitura da absorbancia em 490 nm, em um leitor de microplacas Biotek Elx 808,
o programa utilizado na leitura foi o Gen5. A viabilidade celular foi calculada ajustando-se as
células sem tratamento (controle) como 100%. O teste foi realizado em triplicata para andlise
de dados. Os polimeros analisados foram da série I e II.

A viabilidade celular na presenga das nanoparticulas foi realizada modo analogo a
viabilidade celular dos polimeros descrito anteriormente. Para a preparacdo dos poliplexos, a
quantidade de siRNA foi fixada em 0,55 pg e o volume da solugdo dos poliplexos em 50 pL.
por poco. Em seguida, 150 uL de meio completo foram aplicados sobre as células para a
continuacdo do experimento. As razdes N/P estudadas foram: 1, 3, 5, 10, 20 e 50 para os
polimeros menos substituidos da série I e da série I (ChC.D.21DI; ChC.D.37DI; ChD.D.14DI
e ChD.D.45DI). Controles de siRNA livre e tampao fosfato pH 6,3, preparados e aplicados sob

as mesmas condi¢des dos poliplexos, também foram empregados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio da quitosana desacetilada: determinac¢io do grau de desacetilacdo por

potenciometria
A quitosana comercial da Polymar Ltda (massa molar de 338 kDa e grau de
desacetilacdo de 76%) foi submetida ao processo de desacetilagdo com objetivo de aumentar a

propor¢ao de grupos amina. O mecanismo de reagao esta representado na Figura 8.

Figura 8 - Reacdo de hidrolise basica da quitosana

OH

H H
0 —
. B
HO s}
: MH

F -
o] HO o

CH3 CHz

OH

OH

Q
I
o .
o )J\ T oW T HO of’
HO o a ErHz

s

OH CHa

Fonte: Elaborado pelo autor

A titulagdo potenciométrica foi realizada para a determinagao do grau de desacetilagao.
Os polimeros foram dissolvidos em excesso de solu¢dao aquosa de acido cloridrico (HCI) 0,1
mol L!. A solugiio 4cida promove a protonagiio dos grupos aminos, gerando cargas positivas
(SHUKLA etal., 2013). A adicdo de solugdo aquosa padronizada de hidréxido de sodio
(NaOH) 0,1 mol L™}, e a neutralizacdo do 4cido, e dos grupos amina geram os dados de pH vs
volume de base (Figura 9). O primeiro pico da derivada corresponde a neutralizacdo do excesso
de H' na solugdo, proveniente do excesso de HCI usado para solubilizar a quitosana, € o

segundo pico corresponde a desprotonagao total dos grupos aminos.
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Figura 9 - Gréfico da titulagdo potenciométrica da quitosana desacetilada
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Fonte: Dados da pesquisa

A diferenca entre esses dois picos corresponde ao volume de NaOH necessario para a
desprotonacao dos grupos amino, o que permite calcular o numero de mols de unidades

desacetiladas. Para o célculo do grau de desacetilagdo (GD) foram utilizadas as equagdes 4 ¢ 5:

— (__Nvb_ 0
GD (nVD + nVA) x 100% @
GD = M NaoH X Unaon x 100% 5)

m¢—(MNaoH X VNaQH X 161,22)
203,40

MNaoH X VNa0H+[

Onde:
nVD ¢ o numero de mols de unidades desacetiladas;
nVA ¢ o numero de mols de unidades acetiladas;

Mniaon € a concentracdo em quantidade de matéria de NaOH;
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Vnaon (L) o volume da solugdo de NaOH usado para neutralizar as unidades protonadas
da quitosana, e;

m, € a massa total de quitosana utilizada na titulagao.

A partir das equagdes anteriores e os pardmetros acima descritos, o grau de desacetilagao
obtido foi de aproximadamente 97%. Com os resultados da titulagdo potenciométrica foi
possivel concluir que o processo de desacetilacdo foi eficiente com um aumento de 21% no

grau de desacetilacdo, ou seja, de 76% da quitosana de partida para 97% apds o procedimento.

4.2 Sintese das quitosanas com diisopropilaminoetil (DIPEA)

As quitosanas ChC.D. e ChD.D. foram submetidas as reacdes de substitui¢do com os

grupos DIPEA e o esquema para reacao ¢ descrito na Figura 10.

Figura 10 - Esquema de reacdo para a substituicdo das quitosanas degradadas com DIPEA
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A reagdo da quitosana com o 2-cloroetil-di-isoproprilamina (DIPEA) ¢ uma reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2) que deve ser realizada em meio ligeiramente
alcalino para permitir o ataque nucleofilico (Figura 11), portanto o pH do meio reacional foi
mantido em 8,0 com adigdes de NaOH ao longo de toda reagdo. Na sintese, como o sistema

reacional apresenta pH 8 e alguns derivados foram submetidos a altas propor¢des de DIPEA
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com intuito de se obter alto grau de substitui¢ao, pode haver a inser¢do de fragcdes de DIPEA
na hidroxila ligada ao carbono 6, por meio da formagao de um éter, entretanto como reportado
por Martinez Junior a insercao de grupos DIPEA nas hidroxilas ndo atingiu mais do que 6%.
No entanto, ¢ esperado que o principal sitio para substituicao seja a amina primaria ligada ao
carbono 2, uma vez que ela ¢ o sitio reativo onde ocorre a maioria das reagdes quimicas
envolvendo a quitosana, principalmente em pH ndo elevado, resultando na formagdo de uma
amina secundaria. Ambas as reacdes sdo de substituicado nucleofilica bimolecular como

descrito.

Figura 11 - Mecanismo de reagdo de substitui¢do nucleofilica bimolecular entre quitosana e o
substituinte DIPEA
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Fonte: Elaborado pelo autor

Na Figura 11, o 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose (representado em vermelho na
Figura) foi trocado pela letra “R” ao longo do mecanismo para questdo de ilustragao.

A quitosana comercial degradada (ChC.D.) foi submetida a quatro reagdes com
propor¢des de DIPEA com intuito de se obter diferentes graus de substitui¢ao. O mesmo foi
feito para a quitosana desacetilada degradada (ChD.D.). Apos as substituicoes, os derivados

receberam a notagdo “DI” juntamente com um numero indicando seu grau de substitui¢do.
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4.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio — RMN de 'H

O RMN de 'H foi utilizada para determinar os graus de desacetilacio das quitosanas
(ChC e ChD), bem como a composic¢ao dos derivados com DIPEA. O espectro da quitosana
desacetilada obtido a partir da quitosana comercial da Polymar Ltda estd apresentado na Figura
12. O sinal caracteristico em 5,2 ppm corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono 1
anomérico, o hidrogénio ligado ao carbono 2 (aparece como um sinal em 3,5 ppm) e os
hidrogénios do grupo acetamido apresentam um sinal em 2,3 ppm. Além desses, o espectro

apresenta sinais entre 4,0 e 4,3 ppm que correspondem aos hidrogénios ligados aos carbonos 3,

4,5¢6.

Figura 12 - Espectro de RMN de 'H da quitosana desacetilada (ChD) a partir da quitosana
comercial (ChC)
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Com os valores destacados dos hidrogénios dos sinais em 5,2 (H) e 2,3 (H3) ppm, o grau

de desacetilagdo para ChC e ChD foram estimados utilizando a Equagdo 6:
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GD (%) = [1 - (IH—S)] x 100 ©)

3y

Figura 13 - Espectro de RMN de 'H da quitosana comercial (ChC)
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Os graus de desacetilagdo para a quitosana comercial (ChC) e para a quitosana
desacetilada (ChD) foram de 83,3% e 97,3%, respectivamente.
A substituicdo com grupos DIPEA da origem a novos sinais no espectro € mudancas sao

observadas na absor¢ao dos hidrogénios ligados ao carbono 1 anomérico
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Figura 14 - Espectro de RMN de 'H do primeiro derivado com DIPEA obtido a partir da
modifica¢ao da ChC.D.
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Figura 15 - Espectro de RMN de 'H do segundo derivado com DIPEA obtido a partir da
modifica¢ao da ChC.D.
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Figura 16 - Espectro de RMN de 'H do terceiro derivado com DIPEA obtido a partir da
modifica¢ao da ChC.D.

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 17 - Espectro de RMN de 'H do quarto derivado com DIPEA obtido a partir da

modifica¢ao da ChC.D.
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E possivel observar das Figuras 14 até 17 um novo sinal no 1,4 ppm referentes aos
hidrogénios dos grupos metila de DIPEA. Na estrutura geral ¢ possivel observar as unidades
que se repetem ao longo da cadeia. Essas unidades ddo origem a 3 sinais que se referem aos
hidrogénios do carbono 1 anomérico e o aumento da intensidade em 5,4 ppm reflete o aumento
no grau de substitui¢do por DIPEA.

O grau de substitui¢do pode ser calculado a partir da integra¢do dos sinais destacados,

utilizando-se a equacao 7:

GS (%) = (I‘ﬂ) x 100 )

12y,

Em que Ini2 corresponde a integragdo do sinal dos grupos metila de DIPEA e In
corresponde a integracdo dos hidrogénios ligados ao carbono anomérico. Os graus de
substituicdo (GS) para a quitosana comercial degradada foram de 20,7%; 36,8%; 56,3% e
97,1%. Para os derivados da série II (desacetilados), os espectros de RMN estdo representados

nas Figuras 18 a 21.

Figura 18 - Espectro de RMN de 'H do primeiro derivado com DIPEA obtido a partir da

modifica¢ao da ChD.D.
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Figura 19 - Espectro de RMN de 'H do segundo derivado com DIPEA obtido a partir da

modifica¢ao da ChD.D.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 20 - Espectro de RMN de 'H do terceiro derivado com DIPEA obtido a partir da

modifica¢ao da ChD.D.
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Figura 21 - Espectro de RMN de 'H do quarto derivado com DIPEA obtido a partir da

modifica¢ao da ChD.D.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os graus de substituicdo (GS) de DIPEA decorrente da reagdo com a quitosana
desacetilada degradada foram de 13,8%; 44,9%:; 66,6% e 104,6%. Para os derivados que foram
submetidos a grandes quantidades de DIPEA, uma parte das moléculas foram enxertadas na
hidroxila do carbono 6 da quitosana, por isso um dos derivados ultrapassou o 100% de
substitui¢do teorico.

A tabela 3 abaixo apresenta os GD e GS das quitosanas e dos derivados de quitosana:

Tabela 3 - GD e GS das quitosanas e dos substituintes com DIPEA

ChC (Polymar) 76,0 -
ChC (Sigma) 83,3 -
ChD 97,3 -
ChC.D. 83,3 -

ChC.D.21DI 83,0 20,7
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ChC.D.37DI 82,0 36,8
ChC.D.56DI 85,7 56,6
ChC.D.97DI 83,7 97,1
ChD.D.14DI 97,0 13,8
ChD.D.45DI 96,3 44,9
ChD.D.67DI 96,7 66,6
ChD.D.105DI 96,3 104,6

Fonte: Dados da pesquisa

As linhas da tabela de coloracao verde indicam os derivados da série I, enquanto as de

coloragdo azul indicam os derivados da série II.

4.4 Determinacio da massa molar dos polimeros por GPC

A cromatografia de permeacao em gel (GPC) ¢ uma técnica muito utilizada para
determinar massa molar e distribui¢do de massa molar em polimeros naturais e sintéticos. O
principio da técnica esta na separacdo de moléculas pelo seu raio hidrodinamico. Os resultados

de massa molar confirmam a eficiéncia do processo de degradacdo (Tabela 4).

Tabela 4 - Massas molares dos diferentes polimeros de quitosana substituidos com o grupo
DIPEA

Polimero My (10° g mol ™) Mn (103 g mol™) Pdi (D)
ChC (Polymar) 338.5 77,5 4,36
ChC (Sigma) 280.0 52,4 534
ChD 247.0 48,7 5,07
ChC.D. 16,4 6,153 2,66
ChD.D. 11,2 5,120 2,20
ChC.D.21DI 16,1 6,746 2,39
ChC.D.37DI 14,9 5,881 2,53
ChC.D.56DI 14,3 5,566 2,57
ChC.D.97DI 14,0 5,567 2,51
ChD.D.14DI 13,3 5,965 2,23

ChD.D.45DI 11,4 5,398 2,12
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ChD.D.67DI 10,5 4,875 2,15
ChD.D.105DI 11,4 5,039 2,25

Fonte: Dados da pesquisa

A reagao de desacetilagado em meio alcalino resultou numa diminui¢do da massa molar.
Esse descréscimo deve-se principalmente a hidrdlise das cadeias e, em menor extensdo, a
remocao dos grupos acetil. Essa diminui¢do ocorreu, sobretudo, devido as condigdes de reacao,
ou seja, temperatura e concentragdo de NaOH, ambas elevadas. J4 a reacdo de degradacao das
quitosanas com o nitrito de s6dio (NaNO2) mostrou-se eficiente e reduziu em até 19 vezes a
massa molar das quitosanas de partida, ChD e ChCD (TOMMERAAS et al.,2001). Além disso,
a degradagdo e o processo de didlise, combinados, reduziram a polidispersividade das amostras,
que ficaram na faixa de 2,1 a 2,6 (Tabela 4).

As rotas de sinteses dos diferentes derivados a partir da quitosana € um resumo dos

resultados obtidos sdo ilustradas na Figura 22 na forma de um diagrama.

Figura 22 - Diagrama com a rota de reacdes para obten¢do de derivados de quitosana

GD = 83.3% 280.0 kDa GD = 76% 3385 kDa
l[)q{mdﬁqﬁn l[):'ﬁac't‘l:laqﬁc:
GD = 83.3% [ChC.D] 16.4kDa GD = 97.3%|ChD) 247.0 kDa

Degradacio
Sintese com DIPEA | Sintese com DIPEA

GD = 96.7% 11.2 kDa

| ChC.D 21DI||ChCD 37DI ”ChCD 56DI1 ”ChCD 97DI | Sintese com DIPEA | Sintese com DIPEA

16.1 kDa 14.9 kDa 14.3 kDa 14.0 kDa
GS=20.7% G5=368% GS=566% GS5=97.1%

[ChD.D 14DI||ChD.D 45D1||ChD.D.67DI |ChD.D.105D]
13.3 kDa 11.4 kDa 10.5 kDa 11.4 kDa
GS=138% GS=449% G5=0666% GS=1046%

Fonte: Elaborado pelo autor
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Sendo, GD (grau de desacetilagcdo), GS (grau de substituicdo de DIPEA) e kDa
(quiloDalton).

4.5 Avaliacao do grau de ionizaciao

O grau de ioniza¢do (GI) de um polimero expressa em porcentagem a quantidade de
cargas positivas presentes ao longo da cadeia polimérica em determinado pH. Nesse caso,
corresponde a porcentagem de grupos amino protonados em fun¢ao do pH, e permite visualizar
como a grau de substituicdo afeta esse pardmetro.

Os dados apresentados na Figura 23 mostram que o grau de ioniza¢do dos polimeros
aumenta com o grau de substitui¢ao por grupos DIPEA. De acordo com Oliveira ef al. (2013),
para a quitosana sem grupos substituintes o grau de ionizagao ¢ 100% em pH proximo de 4,0 e
préximo a zero em pH 7,0 - 7,5. Os resultados mostram que para as quitosanas ndo substituidas
(ChC.D e ChD.D) o grau de ionizagdo ¢ proéximo de zero, somente em 9,0, o que se deve as
baixas massas molares das quitosanas de partida, com isso, as curvas sigmoides sao
gradualmente deslocadas para faixas de pH maiores com o aumento do grau de substitui¢ao, ou

seja, grupos positivamente carregados sdo observados em uma faixa de pH mais ampla.

Figura 23 - Grafico do grau de ionizagdo para os polimeros ChC.D., ChD.D. e derivados de
DIPEA série [ e II
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Tabela 5 - Grau de lonizagdo no pH 7,4

Polimero Grau de Ionizac¢ao (%) em pH 7,4
ChC.D. 14,7
ChD.D. 13,1

ChC.D.21DI 12,5
ChC.D.37DI 7,14
ChC.D.56DI 77,4
ChC.D.97DI 95,0
ChD.D.14DI 13,5
ChD.D.45DI 11,1
ChD.D.67DI 77,4
ChD.D.105DI 90,0

Fonte: Dados da pesquisa

A comparacdo dos GIs em pH 7,4 (Tabela 5) torna evidente que ndo existe uma
correlacdo direta com o grau de substituicdo, entretanto, os derivados com DSs > 50%
apresentaram maiores graus de ionizagdo que os derivados com DS < 50%. Esses ultimos,
exibiram graus de ionizacdo proximo de zero em pH 9,0, enquanto aqueles com DS > 50%
apresentaram um grau de ionizagdo proximo de zero somente acima de pH 10,0.

O grau de ionizagdo dos polimeros tem um papel importante na formacdo e nas
propriedades das nanoparticulas. O GI refere-se a densidade de cargas positivas ao longo da
cadeia polimérica. Portanto, o GI esta diretamente relacionado com a intensidade de interagao
com o acido nucleico (carregado negativamente, em pH fisiologico) e com a carga superficial

dos poliplexos.

4.6 Testes da atividade antioxidante dos derivados frente ao radical cation ABTS™*

Sabe-se que a atividade de inibi¢ao de radicais livres ¢ de grande importancia, pelo papel
deletério dos radicais livres nos sistemas biologicos e também nos alimentos (BURSAL;
KOKSAL, 2011). Antioxidantes sdo substancias capazes de atrasar ou inibir a oxida¢do de um
substrato oxidéavel. O papel dos antioxidantes em nosso organismo ¢ evitar que as células sadias
sejam danificadas pela a acdo oxidante dos radicais livres. Os antioxidantes sdo divididos em

dois grupos, antioxidante endégeno que ¢ o produzido pelo nosso corpo (enzimas), € o
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antioxidante exdgeno que sao adquiridos pela alimentagdo ou suplementacao de nutrientes com
acdo antioxidante (PU et al., 2019). O estresse oxidativo acontece quando temos um aumento
dos radicais livres e/ou uma diminui¢do dos antioxidantes do organismo, portanto, um
desequilibrio dos radicais livres. Com isso, doengas podem surgir pelo ataque em demasia
desses radicais livres atuando na oxidagdo dos lipideos, proteinas e DNA (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

A atividade antioxidante da quitosana pode ser explicada por algumas interagdes, € uma
delas ¢ a interacao do radical livre com as hidroxilas dos carbonos 3 e 6 da quitosana, ¢ a
interacdo com os grupos aminos para formar macromoléculas estaveis (XIE; XU; LIU, 2001).

A Figura 24 mostra a inativagdo do radical ABTS:* pelos polimeros em fungdo do
tempo. Nos primeiros 5 minutos ocorre um decréscimo mais abrupto dos radicais livres em
solucdo, que atinge uma quase estabilidade préximo dos 30 minutos do experimento (tltimo
ponto). A utilizagdo do acido L-ascoérbico zerou a absorbancia logo nos primeiros minutos,
demonstrando realmente sua eficacia como antioxidante.

Ja no grafico da Figura 25, observa-se o decaimento da concentracao do cation radical
em funcdo da concentragdo dos polimeros. Novamente, o acido L-ascorbico se mostrou bem

evidente logo na primeira concentragio (0,1 g L™).

Figura 24 - Grafico da absorbancia do cation radical ABTS em funcdo do tempo para os
diferentes polimeros na concentragdo de 0,75 g/L
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 25 - Grafico da absorbancia do cation radical ABTS em fun¢ao da concentracdo (tempo
de 30 min)
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Fonte: Dados da pesquisa

A partir desses resultados e utilizando a equagao mostrada no topico 4.2.9, calculou-se
a porcentagem da atividade antioxidante dos polimeros (Figuras 26 e 27). Considerou-se que o
valor da atividade antioxidante do acido L-ascorbico ¢ de 100% para todas as concentragdes

utilizadas, pois 0 mesmo consumiu totalmente o cation radical para todas as concentragdes

testadas.



Figura 26 - Grafico da atividade antioxidante (série I)
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Figura 27 - Grafico da atividade antioxidante (série II)
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Em geral, os resultados foram similares a estudos anteriores, e os derivados
apresentaram melhor atividade antioxidante que as quitosanas ndao modificadas. ChD.D.
apresentou um resultado ligeiramente melhor do que a ChC.D., o que denota a importancia dos
grupos -NH> e sua protonag¢io para produzir grupos para -NH3", que contribuem para aumentar
a atividade antioxidante. (GARCIA et al., 2015). Na literatura, os derivados de quitosanas
quartenarios sao os que apresentam melhor atividade antioxidante comparados com outros tipos
de aminas (primaria, secundaria) e iminas, sendo estas com resultados bem proximos de
atividade antioxidante. Isso se deve por conta da quitosana quartenaria possuir maior densidade

de cargas positivas. (GUO et al., 20006).

4.7 Eletroforese

Na terapia génica, o sSiRNA ¢ uma molécula com finalidade terapéutica e para que ela
possa ser transportada até o interior das células alvo com eficacia € preciso protege-la da
degradacao e da repulsao eletrostatica com a membrana plasmatica (SALCHER; WAGNER,
2010). Os polications (nesse caso, a quitosana modificada) possuem a fun¢ao de neutralizarem
as cargas negativas do siRNA evitando a repulsdo eletrostatica contra a membrana plasmatica
e fornecerem protecdo ao material genético preservando-o de uma possivel degradacdo
enzimatica (SOLEIMANI et al., 2016). A eletroforese das nanoparticulas permite avaliar
qualitativamente ambas as fungdes descritas (GUZMAN-VILLANUEVA et al., 2014; HUH et
al., 2017)

A eficiéncia da interagdo entre os polications e o siRNA-TNF-alfa ¢ determinante para
a formacdo de nanoparticulas estdveis e que as deixem favoraveis para uma boa captagdo e
liberacao celular. Nesse estudo, analisou-se a capacidade de complexacdo dos derivados
poliméricos com o siRNA por meio da mobilidade do material genético em eletroforese com
gel de agarose (MAO; SUN; KISSEL, 2010). A partir dos resultados ¢ possivel avaliar a
influéncia da massa molar, do grau de acetilacdo, do grau de substituigdo por DIPEA, e
principalmente da razao N/P sobre a complexacao dos polimeros com o siRNA.

Este estudo foi realizado em tampao fosfato pH 7,4 com o controle da forga i6nica 0,15
mol L' de NaCl. Foram submetidos a esse experimento, os polimeros da série II (desacetilados)
e os dois menos substituidos da série I (acetilados), cujos resultados sdo apresentados nas

Figuras 28 e 29. Os niimeros acima de cada poco correspondem as razdes de carga N/P (0, 1,
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2,3,5,10,15,20), sendo que a razao “0” refere-se ao siRNA controle, na auséncia de polimero.

Os poliplexos obtidos com a quitosana nao modificada ChD.D. liberaram o RNA para
todas as razdes N/P estudadas, entretanto a liberagdo diminuiu para razdes acima de 5. Para os
derivados substituidos com DIPEA a forca de interacao polication-RNA aumentou com o grau
de substituicdo, e para o derivado menos substituido, ChD.D.14DI, o RNA foi completamente
retido a partir N/P 15. Além disso, para os derivados mais substituidos da série II: ChD.D.45DI,
ChD.D.67DI e ChD.D.105DI, a retengao completa nos pogos ocorreu nas razoes N/P 5, 3 e 2,
respectivamente. O comportamento observado para os derivados mais substituidos se deve ao
crescente grau de ionizagdo observado em pH 7.,4. Portanto, a for¢a de interagdo e em principio

a velocidade de liberacdo do siRNA pode ser controlada com o grau de substitui¢do.

Figura 28 - Imagens de eletroforese obtidas das nanoparticulas dos polimeros da série II com
siRNA em pH 7,4
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ChD.D.105DI

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 29 - Imagens de eletroforese obtidas das nanoparticulas dos polimeros menos
substituidos da série I com siRNA-TNF-alfa em pH 7,4
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ChC.D.37DI

Fonte: Dados da pesquisa

Para as quitosanas modificadas da série I (Figura 29), o ChC.D.21DI teve o0 RNA bem
retido a partir da razao N/P 10, porém, com um pouco de liberagdo apresentada até na razao
maior razdo. Ja o ChC.D.37DI houve retengao completa a partir da razao 10, e com pouca

liberagao na razao 5.

4.8 Espalhamento de luz dinimico (DLS) e potencial Zeta (Q)

DLS ¢ uma técnica de caracterizagao fisico-quimica que permite a analise de pequenas
particulas suspensas em um liquido, da qual pode-se extrair o didmetro hidrodinamico (Dh). A
importancia desse estudo ¢ na caracterizacdo no que se diz respeito ao tamanho das
nanoparticulas, estas além de possuir um tamanho adequado, necessitam de um potencial Zeta
(€) positivo minimo para favorecer a captagdo celular e, consequentemente, a eficiéncia de
transfeccao.

A forma e o tamanho das nanoparticulas afetam a forma como as células do corpo as
identificam e, portanto, ditam sua distribui¢do, toxicidade e capacidade de direcionamento. Foi

relatado que nanoparticulas de 100 nm exibiram uma absor¢ao 2,5 vezes maior em comparagao
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com particulas de didmetro de 1 pm e uma absor¢do e de até 6 vezes maior do que particulas
de 10 um (DESAl et al., 1997).

A medida que o tamanho da nanoparticula fica menor, sua area de superficie em relagéo
ao volume fica maior, isso indica que maior quantidade de material genético esta mais perto da
superficie da nanoparticula em comparagdo com uma nanoparticula maior. Estar proximo da
superficie leva a uma liberagdo mais rapida e eficaz dentro da célula, ou seja, o tamanho ¢ uma
propriedade importante. Por outro lado, ¢ necessario controlar a toxicidade da nanoparticula e
avaliar a protegdo contra vazamento do material genético até o destino alvo (BUZEA;
PACHECO; ROBBIE, 2007).

Estes fatores devem ser considerados para desenvolver uma nanoparticula ideal. Tem
sido relatado que nanoparticulas com diametros 200 nm ou inferiores sao mais apropriados para
internalizacao celular (RIZVI; SALEH, 2018). Foi demonstrado que particulas de 200 nm ou
maiores tendem a ativar o sistema linfatico e sdo removidas da circulagdo mais rapidamente
(PROKOP; DAVIDSON, 2008).

A massa molar também exerce uma importante influéncia no tamanho dos poliplexos.
Fernandes et al. obtiveram poliplexos grandes e instaveis utilizando quitosana de 2 kDa, a
formagao de nanoparticulas s6 pode ser observada com quitosanas de 25 e 50 kDa quando
utilizados em meio pH 5,5 ou menor (FERNANDES et al., 2012). O aumento da razdo N/P
favorece uma melhor complexacdo do siRNA, resultando em particulas menores e mais
estaveis. Kong ef al. trabalhou com quitosanas de 2 a 80 kDa, e obtiveram nanoparticulas na
faixa de 100 nm utilizando razdes N/P de 50 a 100 (KONG et al., 2012).

Outro estudo no que se diz respeito a derivados de quitosanas com massas molares
baixas ¢ do Malmo et al. que obtiveram quitosanas na faixa de 16,4 a 141,6 kDa em que
formaram-se nanoparticulas estaveis de 34,0 nm a 95,4 nm nas razdes N/P de 10, 30 ¢ 60
(MALMO et al., 2012).

No presente trabalho, dois polimeros menos substituidos da série I e da série II:
ChC.D.21DI, ChC.D.37DI, ChD.D.14DI, ChD.D.45DI foram utilizados. Os resultados de Dh

e potencial Zeta sdo apresentados nas Figuras 30 e 31 abaixo.
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Figura 30 - Didmetro hidrodindmico dos poliplexos preparados com polimeros das séries [ e 11
em diferentes razoes de carga (N/P) em pH (6,3) e forca idnica 150 mM.
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Figura 31 - Potencial Zeta dos poliplexos formados pelos polimeros sob diferentes razdes N/P
e em condig¢des fisiologicas de pH (6,3)
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Os derivados da série I (acetilados) foram os que apresentaram melhores resultados, os

mesmos formaram nanoparticulas com diametro menores que 200 nm na razdo N/P 20, e, na

razao 10 obteve-se no tamanho na faixa de 300 nm. Os valores de Dh permaneceram abaixo de

400 nm, situando dentro da faixa de tamanho considerada aceitavel para um carreador

biolégico. No que se diz respeito ao potencial Zeta, todas as nanoparticulas, exceto o

ChD.D.45DI, revelaram um potencial positivo a partir da razdo N/P 3. O aumento da razdo N/P

e consequente o aumento do potencial Zeta geralmente proporcionam uma redugao no Dh como

apresentado na Figura 32.

Figura 32 - Efeito da razdo N/P sob o didmetro hidrodinamico (Dh) e o potencial Zeta das
nanoparticulas em pH 6,3 e forc¢a i6nica de 0,15 mol L*!: (a) ChC.D.21DI, (b) ChC.D.37DI, (c)

ChD.D.14DI, (d) ChD.D.45DI

15
2

) 1400 -
1200
1000

800

D, (nm}

600 4

400 4

200

0

b

oy

\_\\\-

19
2

o -
o

10
Razéo N/P

1400 4

1200 4

1000 4

800

Dy, (nm)

600+

4004

2004

.

e

]

X b) 1400 - E
| 1200 - /E L
Ls Z 1000 }/ ¥ L
- ;
B £ 500
L2 & ;r
2 600
@
Lo & L
o 400 4
-2 [ ]
4 200
#— Potencial Zeta (mV)|
T 6 0 T T T T T 6
20 1 3 5 10 20
Razéo N/P
T 1 2 T T
i _ d) 1400 4
L 1200 - L
= E 1000 - =
«© —
F4 @ £ gop 4
N E i\§f§
Lo ® <
2 O g0 3
@
L E i/ -

~m—D. (hm) F4
—m— Potencial Zeta (mV)

o
en o

[-m—D. inm) -
|—m— Potendal Zeta (mV)

T 6
20 1

Fonte: Dados da pesquisa

T
20

4.9 Avaliacao da citotoxicidade dos polimeros e das nanoparticulas

Potencial Zeta (mV)

Potencial Zeta (mV)

A citotoxicidade dos polimeros e das nanoparticulas foram avaliadas em funcao da

viabilidade celular em ensaios realizados com células fibroblastos 3T3/NIH de camundongos e

células RAW 264.7, respectivamente. Os fibroblastos sintetizam componentes da matriz
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extracelular dos tecidos e, devido a sua grande abundancia no organismo, sdo células que tém
grande chance de entrarem em contato com os polications. Os macrofagos (nesse caso, a RAW),
sao c€lulas de defesa do organismo que atuam na fagocitose de corpos estranhos, assim, também
apresentam uma alta probabilidade de interagirem com os poliplexos (GORMLEY;
GHANDEHARI, 2009).

O procedimento da citotoxicidade utilizando MTS ¢ um método colorimétrico
quantitativo baseado na quebra do sal de tetrazolio por células biologicamente ativas. O MTS
por sua vez ¢ reduzido e forma-se um produto colorido (Formazan) (Figura 33). O composto
formado pode ser determinado quantitativamente por meio da leitura de absorbancia de 490 nm
(HUANG; KHOR; LIM, 2004; MOSMANN, 1983). As células na auséncia de polimero (grupo
controle) foram consideradas como 100% viadveis e a viabilidade celular das demais (na

presenca dos polimeros) foi calculada utilizando-se equagao 8.

Apoco X100

% = (8)

X Acontrole

Onde Apoco refere-se a leitura da absorbancia de uma solugdo de polimero em uma
concentragdo especifica € X Acontrole refere-se a média das absorbancias dos pogos com as células

controle.

Figura 33 - Reacao do MTS para formacao do Formazan
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Os resultados obtidos sdo expressos como graficos da viabilidade celular para

concentragdes dos polimeros, e sdo apresentados nas Figuras 34 e 35.

Figura 34 - Ensaio de viabilidade celular de fibroblastos 3T3/NIH realizado com ChC.D e seus
derivados modificados com DIPEA (série I)
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Figura 35 - Ensaio de viabilidade celular de fibroblastos 3T3/NIH com ChD.D. e seus
derivados modificados com DIPEA (série II)
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A citotoxicidade de polimeros depende de varios parametros, como a massa molecular,
a densidade de cargas positivas, sua biodegradabilidade a conformagdo, e de como interagem
com a membrana celular (HUANG et al.,, 2004). Em geral, quitosanas ndao modificadas
apresentam baixa toxicidade, entretanto, a literatura mostra que quando modificadas com
grupos positivos permanentes, como as trimetil-quitosanas, a toxicidade aumenta com o grau
de trimetilagdo, e com a massa molecular (KEAN; ROTH; THANOU, 2005). A Figura 34
mostra que os derivados da série I sdo atoxicos para cé€lulas de fibroblastos NIH3/3T3 em todas
as concentragdes estudadas, uma vez que, em todas as concentragdes apresentaram viabilidade
celular acima de 90%.

Comparativamente, os niveis de toxicidade dos derivados parcialmente acetilados, sdo
menores que aqueles exibidos por derivados trimetilados, € muito superiores aqueles exibidos
por polimeros sintéticos como a polietilenoimina, a qual ¢ usada como agente de transfeccao
comercial (KEAN; THANOU, 2010). Entretanto para os polimeros da série II (Figura 35), nota-
se que a viabilidade celular permaneceu acima de 80%, somente para concentragdes abaixo de
1,0 g L. Este resultado indica que o grau de acetilagdo tem um papel importante na toxicidade,
0 que pode estar relacionado com o espacamento dos grupos DIPEA na cadeia polimérica, ja
que a quitosana desacetilada ChDD (Figura 35) ndo apresentou qualquer toxicidade contra os
fibroblastos.

No caso das nanoparticulas, a literatura mostra que a toxicidade ¢ diminuida, devido a
neutralizacdo das cargas positivas proporcionadas pelos grupos amina (KEAN & THANOU,
2010). A citotoxicidade das nanoparticulas foi avaliada para os polimeros ChC.D21DI,
ChC.D.37DI, ChD.D.14DI ¢ ChD.D.45DI nas razoes 1, 3, 5, 10, 20 ¢ 50. A viabilidade (%)
ficou acima de 90% para as nanoparticulas em todas as razdes estudadas (Figura 36), o que
indica uma boa biocompatibilidade, e confere potencial aos derivados como carreadores de
siRNA para a realizagdo de estudos de transfeccdo in vitro e in vivo, bem para o transporte e

liberagdo de outros farmacos.
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Figura 36 - Ensaio de viabilidade celular de macrofagos RAW 264.7 para nanoparticulas
preparadas com razdes de carga N/P crescentes.
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5. CONCLUSOES

A sintese dos derivados de quitosana foi realizada com é€xito e permitiu a obtencao de
polimeros com baixa MM, com diferentes graus de desacetilagdo e diferentes graus de
substituicdo de DIPEA. O sucesso das sinteses foi confirmado por meio de caracterizagdes
realizadas pelas espectroscopias de RMN 'H e GPC. A caracterizagio fisico-quimica permitiu
confirmar que o grau de substituicdo por grupos DIPEA pode ser controlada variando-se a
propor¢ao do reagente, o que possibilita ajustar a densidade de cargas em pH fisioldgico, e
melhorar a intera¢do com acidos nucleicos com polimeros de baixa massa molar. A atividade
antioxidante dos derivados de quitosana substituidos com DIPEA apresentou melhora
comparado com a quitosana comercial. Essa melhora se deve pela inser¢ao do grupo amino
terciario, o qual aumentou o potencial das cargas positivas dos polimeros.

Estudos de citotoxicidade com MTS em macréfagos (RAW 264.7) e fibroblastos
(3T3/NIH), comprovaram a baixa toxicidade dos derivados que foi superior a 90% (viabilidade)
para a maioria dos polimeros e para todos os poliplexos até a razdo N/P 50. A presenca de
unidades acetiladas, ou seja, o grau de acetilacdo mostrou-se um parametro importante para a
obtencdo de derivados menos toxicos, € com melhores propriedades para formacdo de
nanoparticulas, e indicaram que o espagamento dos grupos DIPEA tem um papel importante no
decréscimo na toxicidade.

Os resultados indicaram que os derivados parcialmente acetilados apresentam grande
potencial de aplicacdo com carreadores para a terapia génica nao viral. Nanoparticulas com Dh
entre 180-350 nm e potencial Zeta positivo foram obtidas a partir da razdo N/P 10 para os dois
derivados estudados da série I (Série parcialmente acetilada), em pH (6,3) e forca i6nica (0,15
mol L).

Diante dos resultados apresentados, tem-se como perspectivas futuras, a realizacao de
estudos de transfeccdo in vitro (para o bloqueio da expressao TNF-a e de GFP) dos polimeros
(na forma de poliplexos) modificando alguns parametros para transfectar com eficiéncia, bem

como da aplicacao desses derivados para o transporte de outros farmacos e moléculas bioativas.
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