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Resumo

Uma possivel estratégia para aumentar a eficiéncia de transfeccdo gé€nica da quitosana como
vetor nao viral ¢ a modificacao desse polication com adicdo de grupos hidrofilicos, sensiveis
ao pH e seletivos quanto as células alvo, sem interferir nas propriedades bioldgicas da
quitosana, como biodegradabilidade e baixa toxicidade. Nesse tema, a presente tese teve como
objetivo a modificacdo da estrutura da quitosana com grupos fosforilcolina (PC),
dietilaminoetila (DEAE) e o ligante folato (FA). Derivados de quitosana com diferentes
proporgdes de grupos PC e DEAE foram sintetizados e caracterizados utilizando-se RMN de
'H, titulagdo condutimétrica, Cromatografia de permeacio em gel e espectroscopia UV-vis. Os
derivados foram utilizados para a preparagao de poliplexos com o plasmideo VR1412 ¢ com o
RNA de interferéncia siRNA-SSB. Esses poliplexos preparados foram caracterizados por
espalhamento de luz dindmico, obtendo-se nanoparticulas (NPs) cujos diametros variaram de
100 nm a 700 nm, e com valores de potencial zeta de -25 mV a +22 mV, dependentes dos
graus de substituicdo de PC e DEAE. A estabilidade das particulas e a integridade do
plasmideo foram verificadas a partir de eletroforese em gel de agarose, observando-se maior
estabilidade para maiores razdes N/P (N = grupos amina do polication; P = grupos fosfato do
pDNA ou siRNA), e para os polimeros de maior massa molecular e substituidos com o grupo
DEAE. Cé¢lulas HeLa foram utilizadas para analisar a citotoxicidade dos poliplexos e
polimeros, bem como a eficiéncia de transfecdo. Os resultados mostraram que a citotoxicidade
dos derivados aumenta com o grau de substituicdo por DEAE. Entretanto, a composigdo pode
ser controlada e todos os derivados foram menos toxicos que o lipideo comercial lipofetamina,
lipideo geralmente utilizado para transferéncia génica. A eficiéncia de transfeccdo foi
altamente intensificada com as modificacdes feitas, chegando a resultados muito préximos aos
obtidos com a lipofetamina. Com isso, demonstra-se que modificacdes na estrutura de
quitosana ¢ uma alternativa promissora para aumentar a eficiéncia de transfeccdo e para o

desenvolvimento de vetores ndo virais eficientes para a terapia génica.

PALAVRAS-CHAVE: Quitosana, transferéncia génica, vetor ndo viral, dietilaminoetila,

fosforilcolina, acido folico.
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Abstract

One possible strategy to improve the efficiency of chitosan as a non viral vector is the
modification on the polycation with the additions of hydrophilic, pH-sensitive and selective
groups for the target cells, without interfering with the biological properties of chitosan, such
as biodegradability and low toxicity. On this matter, the present thesis aimed the modification
on the structure of chitosan, with phosphorylcholine (PC), diethylaminoethyl (DEAE) and the
ligand folate (FA). Chitosan derivatives with different proportions of PC and DEAE groups
were synthesized and characterized using *H-NMR, conductimetric titration, gel permeation
chromatography and UV-vis spectroscopy. The derivatives were used to prepare polyplexes
with plasmid VR1412 and small interference RNA, SiRNA-SSB. The particles were
characterized by dynamic light scattering, resulting in nanoparticles with diameters ranging
from 100 nm to 700 nm, and the zeta potential values from -25 mV to +22 mV dependent on
the degree of substitution of PC and DEAE. The colloidal stability of these particles and
integrity of the plasmid were verified with agarose gel electrophoresis, observing improved
stability with higher N/P ratio (N = amine groups from polycation / P = phosphate groups
from pDNA or siRNA), molecular weight of polymers and substitution of DEAE group. HeLa
cells were used to analyze the cytotoxicity of polyplexes and polymers, as well as the
transfection efficiency. The results showed that the cytotoxicity of the derivatives increases
with the degree of substitution of DEAE. However, the composition can be controlled, and all
the derivatives were less toxic than lipofectamine, a general commercial lipid used for gene
transfer. Transfection efficiency was highly enhanced with the modifications, arrising to eight
times more efficient than unmodified deacetylated chitosan and very close to the results
observed for lipofectamine. The results evidenced that changes on the structure of chitosan is
a promising alternative to improve transfection efficiency and the development of efficient

non-viral vectors for gene therapy.

KEYWORDS: Chitosan, gene transfer, non-viral vector, diethylaminoethyl,

phosphorylcholine, folic acid.



Sumario

RESUMO

Vil

ABSTRACT

iNDICE DE FIGURAS

iNDICE DE TABELAS
SiMBOLOS E ABREVIACOES

CAPITULO 1

viii
Xi
XVII
Xviil

INTRODUGAO

1.1. INTRODUCAO GERAL

1.2. TERAPIA GENICA
1.2.1. Vetores virais

1.2.2. Vetores nado virais
1.2.2.1. Plasmideos
1.2.2.2. Lipideos catidnicos
1.2.2.3. Polimeros catiénicos
A) Poli-L-lisina (PLL)
B) Polietilenimina (PEIl)
C) Metacrilato de poli-2-dimetilaminoetila (PDMAEMA)

1.3. QUITOSANA
1.3.1. Grau de Desacetilagdo (GD)

1.3.2. Massa Molecular

1.3.3. Quitosanas Modificadas
1.3.3.1. Modificagbes hidrofilicas
1.3.3.2. Grupos sensiveis ao pH
1.3.3.3. Grupos seletivos

1.4. ESTRATEGIAS PARA OBTENGAO DE QUITOSANA COMO UM VETOR NAO VIRAL EFICIENTE
1.5. OBJETIVOS

CAPITULO 2

13

25
27

29

MATERIAIS E METODOS

29

© N v b~ b

10
12

16
17
19
19
21
23



2.1. MATERIAIS
2.2. INSTRUMENTAGAO
2.3. METODOS
2.3.1. Desacetilacdo e degradacgdo da quitosana

2.3.2. Preparo de quitosanas substituidas com fosforilcolina (PC)
2.3.3. Preparo de quitosanas substituidas com dietilaminoetila (DEAE)
2.3.4. Sintese das quitosanas contendo o ligante acido félico

2.3.5. Caracterizagdo dos polimeros

29

30

30
30

31
31
32
33

2.3.5.1. Determinacdo do grau de substituicdo por espectroscopia de Ressondncia Magnetica

Nuclear de Hidrogénio

2.3.5.2. Determinagdo da massa molecular por cromatografia de permeagdo em gel (GPC).

2.3.5.3. Determinagdo da capacidade de tamponamento.
2.3.6. Amplificagdo e purificagdo do DNA de plasmideo VR1412
2.3.7. Formagdo de Poliplexos

2.3.8. O tamanho das particulas e potencial zeta

2.3.9. Eletroforese em gel de agarose e verificagdo da integridade do plasmideo

2.3.10. Citotoxicidade
2.3.10.1. Polimeros:
2.3.10.2. Poliplexos:
2.3.11. Eficiéncia de transfecgdo
2.3.11.1. Estudo de Transfecgdo pelo plasmideo VR1412
2.3.11.2. Transfecgdo pelo siRNA-SSB

CAPITULO 3

33

34
34
35
35
36
36
36
37
37
37
38

40

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

3.2. ESTUDO DA INTERACAO DOS DERIVADOS COM O PLASMIDEO VR 1412
3.2.1. Tamanho e potencial zeta

3.2.2. Eletroforese

3.3.  ESTUDO DA INTERACAO DOS DERIVADOS COM O RNA DE INTERFERENCIA.
3.3.1. Tamanho e potencial zeta

3.3.2. Eletroforese

3.4. ENsAIO DE CITOTOXICIDADE
3.4.1. Citotoxicidade da Quitosana e seus Derivados

3.4.2. Citoxicidade dos Poliplexos Preparados com pDNA VR 1412

3.4.3. Citotoxicidade dos Poliplexos Preparados com o RNA de interferéncia.

40

40

46
47

52

57
57

60

63
63

65
68



Xi

3.5. EFICIENCIA DE TRANSFECCAO 70
3.5.1. Plasmideo VR1412 (B-gal) 70
3.5.2. Eficiéncia do Processo de Supressdo pelo RNA de interferéncia 76

CAPITULO 4 80

CONCLUSOES 80

REFERENCIAS 82

APENDICE A 95

APENDICE B 105




xii

Indice de Figuras

Figura 1. Plasmideo com os genes de resisténcia a antibidticos, origem de replicagdo e os
sitios de restricdo, onde o gene de interesse pode ser inserido.........ccceeeveeerveernreennne. 5
Figura 2. Lipideo cationico (a) € lipopleXo (D). ...oeoereoieiieieee e 6
Figura 3. Interacdo entre os polieletrdlitos, DNA e polications, na formacao de poliplexos. .... 7
Figura 4. Representacdo hipotética de “esponja de prétons”. a) Interacdo eletrostatica e
formac@o de poliplexos. b) Reconhecimento do ligante pelos receptores celulares da
membrana. ¢) Entrada do poliplexo por meio de endocitose. d) Hipdtese de esponja
de protons e liberacdo dos polieletrolitos no meio citoplasmatico. f) Entrada do
pDNA livre no nucleo. g) Sintese da proteina. h) Liberacdo do siRNA e interacdo

com o complexo de inducdo de silenciamento do RNA (RISC). i) Reconhecimento

do MRNA e sua degradago. .......ccceerierieeiieierie e e 8
Figura 5. Estrutura do aminoacido L-lisina e da poli-L-liSina.........c.cccceevverieecivenienienieeeenen. 9
Figura 6. Estrutura da polietilenimina linear e ramificada. ...........ccceeevevieniencieieie e, 11

Figura 7. Estrutura do metacrilato de dimetilaminoetila (a) e do polimero PDEAEMA (b).... 12

Figura 8. EStrutura da qUILING...........ccocvieeiiieeirieeiieesieeesreesieeesreesseeesseeesereesssaeesssesessseesssanenes 14
Figura 9. Reagao de desacetilacdo da quitina para obtengao de quitosana. ...........ccceeeevveererennns 15
Figura 10. Modificagdo de quitosana com fosforilcolina (PC).........cccccoeiieniiiiiiiiiiiree 21
Figura 11. Sintese de derivados de quitosana contendo DEAE...........ccccccooiiiniiiiiiiiniee 23

Figura 12. Diagrama com as estratégias para obtencao de quitosanas efetivas como vetores nio

VITais para terapia GENICA. .....ccurreveeereerteerreeteesteeseeseteesseereesseessseesseesseesseessseesseesseens 26
Figura 13. Estrutura do acido foélico e do polietileno glicol heterobifuncional. ....................... 33
Figura 14. Espectros de RMN de 'H, 400 MHz, dos derivados de quitosana da série I (PCx-
CH-DEAEy) em D20O/DCI (100/1, v/v) @ 70 °C. .o 42
Figura 15. Capacidades de tamponamento dos derivados da série [ em fun¢do do pH............ 45

Figura 16. Didmetros hidrodindmicos dos poliplexos de plasmideo formados com os
polimeros da série I em a) pH 6,3 e b) pH 7,4. Os valores correspondem as médias
de duas preparacdes independentes, com trés medidas consecutivas cada. ............. 48
Figura 17. Potenciais zeta dos poliplexos de plasmideo formados com os derivados da série I

emM a) PH 6,3 € D) PH 7,4 .oeoeeieeeeeeeee ettt ettt ev e ens 49



xiii

Figura 18. a) Diametros hidrodinamicos e b) potencial zeta dos poliplexos de plasmideo
formados com polimeros da série Il em pH 5,0. ........cccoeviieiieiieniicieeieeeeeee, 50
Figura 19. Didmetro hidrodindmico dos poliplexos de plasmideos formados com derivados da
série I (a) e da série II (b) em pH 7,4 ¢ em fun¢ao do tempo em minutos. .............. 52
Figura 20. Eletroforeses dos poliplexos preparados com plasmideo VR1412 ¢ (a) PC;3-CH, (b)
PC,3-CH-DEAE, (c¢) PCi3-CH-DEAE3s e (d) PCi3-CH-DEAE4 em pH 6,3. (e)
eletroforese dos poliplexos preparados com CHI12-PC;s apds a digestdio com
lisozima e quitosana no mesmo pH. As razdes N/P sdo indicadas acima de cada
poco, Ld = Ladder, DNA = plasmideo livre. (f) eletroforese de 1 kb ladder com os
marcadores de peso molecular e do plasmideo VR1412.......ccccvvevieiiiniiniieieenn, 53
Figura 21. Eletroforeses dos poliplexos preparados com Plasmideo VR1412 ¢ (a) PC;3-CH, (b)
PCs-CH-DEAE44, (c) PCy-CH and (d) PCy-CH-DEAE;oo0 em pH 7,4. As razdes
N/P sdo indicadas acima de cada POGO. ......cevueerireiieriieiieeie et 54
Figura 22. Eletroforese mostrando a integridade e a protecdo do DNA contra degradagdo por
DNasel com poliplexos de PC;s-CH/pDNA na razdo 10 N/P (colunas D a I) e de
PCyp-CH-DEAE¢0/pDNA na razdo 2 N/P (colunas J a O). A) Ladder, B) pDNA
livre, C) pDNA + 2,5u de DNasel, D) poliplexo PC,3-CH/pDNA na razao 10 N/P,
E) poliplexo + quitosanase + lisozima, F) poliplexo + 2,5u DNasel, G) poliplexo +
2,5u DNasel + quitosanase + lisozima, H) poliplexo + 5u DNasel, I) poliplexo + 5u
DNasel + quitosanase + lisozima, J) poliplexo PC,)-CH-DEAE/plasmideo na
razdo N/P 3, K) poliplexo + quitosanase + lisozima, L) poliplexo + 2,5u DNasel, M)
poliplexo + 2,5u DNasel + quitosanase + lisozima, N) poliplexo + 5u DNasel, O)
poliplexo + 5u DNasel + quitosanase + liSOZIma..........ccceevevceeecieeceeneenieeieeeeeeen. 55
Figura 23. Eletroforese mostrando a integridade e a protecdo do DNA contra degradagdo por
DNasel em poliplexos formados com CH-DEAE,s na razdo N/P 2. A) Ladder, B)
plasmideo livre, C) plasmideo + 2,5u de DNasel, D) poliplexo, E) digestdo do
poliplexo com quitosanase, F) poliplexo + 2,5u DNasel, G) poliplexo + 2,5u
DNasel + quitosanase, H) poliplexo + 5u DNasel, I) poliplexo + 5u DNasel +
QUILOSATIASE. ...eeuveenrrerurerureeieesresseesseesseessseaseesseesssesnseessaesseenseesseesseessseessessssenssenssenns 56
Figura 24. Eletroforese mostrando a integridade e a protecdo do DNA contra degradagdo com
DNasel em poliplexos formados com FA-PEG-CH-DEAE,s na razao N/P 2. A)
Ladder, B) plasmideo livre, C) plasmideo + 2,5u de DNasel, D) poliplexo, E)

digestdo do poliplexo com quitosanase, F) poliplexo + 2,5u DNasel, G) poliplexo +



Xiv

2,5u DNasel + quitosanase, H) poliplexo + 5u DNasel, I) poliplexo + Su DNasel +
QUILOSANASE. ..veeuveerreerererereereesresseesseesseessseeseesseesssessseessaessseesseesseesssessseessesssseessenssenns 56
Figura 25. Didmetros hidrodinamicos dos poliplexos de siRNA-SSB formados com quitosana
desacetilada (CH,) e PCi3-CH em pH 6,3 (a). Potencial zeta para os poliplexos
formados com o derivado PC;3-CH nas razdes N/P 20 e 100 (b); e Diametros

hidrodinamicos dos poliplexos de siRNA-SSB formados com CH-DEAE o em pH

Figura 26. Diametros hidrodindmicos dos poliplexos de siRNA-SSB formados com os
derivados () PCis-CH em pH 6,3 e (J))CH-DEAE;s em pH 5,0 em fung¢io do
tempo em horas, na raz80 N/P 20........ccciiiiiiiiieiieiieceeeteeeeee et 59
Figura 27. Didmetros hidrodindmicos e potencial zeta dos poliplexos de siRNA-SSB formados
com (a) CH-DEAE;s e (b) DEAE;s-CH-PEG-FA em pH 6,3........cccoceoininininenne. 60
Figura 28. Eletroforese dos poliplexos preparados com PC;s-CH e siRNA-SSB em pH 6,3 em
funcdo do tempo de corrida em minutos (a) 1, (b) 2, (c) 5, (d) 15 e (e) 30.............. 61
Figura 29. Eletroforese dos poliplexos formados com (a) PCi3-CH, (b) FA-PEG-CH-PCi3 ¢
siRNA-SSB em pH 6,3. Tempo de corrida de 30 minutos. As razdes N/P estdo
indicadas acima de cada POGO. .....cceevieriierieiie ettt ettt 61
Figura 30. Eletroforese dos poliplexos formados com siRNA-SSB e (a) CH-DEAEI15 em pH
5,0 e (b) CH-DEAE100 em pH 7,4 . As razdes N/P sao indicadas acima de cada
001 TSP 62
Figura 31. Eletroforese dos poliplexos formados com siRNA-SSB e (a) CH-DEAE;s e (b)
siRNA-SSB como controle negativo em pH 6,3. As razdes N/P sdo indicadas acima
4 S 14 1 oo 1o o TP PSRURRPRR 62
Figura 32. Eletroforese dos poliplexos formados com FA-PEG-CH-DEAE;s e (a) siRNA-SSB
e (b) siRNA-SSB controle negativo em pH 6,3. As razoes N/P estdo descritas acima
4 (S 7216 b 15 T Lo TSP 63
Figura 33. Viabilidade celular de células HelLa em fun¢do da concentracao dos polimeros da
série I e da Hpofetamina. ...........ccoooieiieieie e 64
Figura 34. Viabilidade celular de células HeLa em fungdo da concentragdo dos polimeros da
série I e da lpofetamina. ...........ccceeviieiiieiieeie et 65
Figura 35. Viabilidade celular de células HeLLa em funcdo de N/P de poliplexos preparados de
PDNA com os polimeros da série I em pH 6,3. .......ccooeeriieiieniecieceeee e, 66
Figura 36. Viabilidade celular de células HeLa em funcdo de N/P de poliplexos preparados de
pDNA com os polimeros PCyo-CH e PCyp-CH-DEAE oo em pH 7,4. .....ccceeceeee.. 67



XV

Figura 37. Viabilidade celular de células HeLa em funcdo de N/P de poliplexos preparados de
PDNA com os polimeros da série Il em pH 7,4. ......ccoovveeriiiiiiiecieeeee e, 67
Figura 38. Viabilidade celular de células HeLLa em funcdo de N/P de poliplexos preparados de
siRNA-SSB com o polimero PCis;-CH em pH 6,3. * p<0,05; ** p<0,01;
HHEDCO,005. ettt ettt 68
Figura 39. Viabilidade celular de células HeLa em funcdo de N/P de poliplexos preparados de
siRNA-SSB com o polimero CH-DEAE s em pH 6,3. ......cccocvviiiiiiiieieiee 69
Figura 40. Viabilidade celular de células HeLa em funcdo de N/P de poliplexos preparados de
siRNA-SSB com o polimero DEAE15-CH-PEG-FA em pH 6,3. ......cccceviiiennn 69
Figura 41. Eficiéncia de transfec¢do dos poliplexos preparados com CHy,, PC;3-CH, PC;s-CH-
DEAE,; e PCis-CH-DEAE44 em pH 6,3. Valores de expressdao de B-gal/proteina
total. * p<0,05 € ** P<O,0T..meiieieeeee ettt 72
Figura 42. Eficiéncia de transfeccdo dos poliplexos preparados com PC,y-CH, PCy,-CH-
DEAE ¢ e PCi3-CH-DEAE7, em pH 7,4. Valores de expressdo de P-gal/proteina
total. * p<0,05; ** p<0,01; *¥**P<0,005. ...ccvieeiieieieeieeteeeeeee e 73
Figura 43. a) Eficiéncia de transfec¢do dos poliplexos preparados com CH-DEAE,s, CH-
DEAEg, e CH-DEAE o0 em pH 7.4. b) Eficiéncia de transfeccdo dos poliplexos
preparados com CH,7 (1), CH-DEAE,s (2), CH-DEAE;s (3), CH-DEAE;s, (4) e CH-
DEAE o (5) em pH 5,0 ¢ pDNA livre (6) e lipofectamina (7). (Adaptado de
(OLIVEIRA, F. D. P. P., 2011; OLIVEIRA, F. P. P. et al., 2013)). Valores de
expressdo de B-gal/proteina total. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,005.......ccceecvrnee. 75
Figura 44. Eficiéncia de transfeccdo in vitro. 5 pg de siRNA-SSB livre e complexos de PC18-
CH/siRNA (a), PC18-CH-PEG-FA/siRNA (b) e lipofetamina/siRNA contendo o
equivalente a 5 pug de siRNA-SSB incubados com células HelLa. A expressdo do
gene SSB ¢ medida por meio de RT-PCR em tempo real e comparada as células ndo
tratadas, considerada como 100%. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,005. ................... 78
Figura 45. Eficiéncia de transfecgdo in vitro. 5 pg de siRNA-SSB livre e complexos de CH-
DEAE,s/siRNA (a) e DEAE;s-CH-PEG-FA/siRNA (b) e lipofetamina/siRNA
contendo o equivalente a 5 pg de siRNA-SSB incubados com células HeLa. A
expressdo do gene SSB ¢ medida por meio de RT-PCR em tempo real e comparada

as células nio tratadas, considerada como 100%. *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,005.

Figura 46. Espectros de RMN de IH, 400 MHz, dos polimeros CH, PC;3-CH e PC,-CH em
D20O/DCI (100/1, V/V) @ 7O OC.oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 95



XVi

Figura 47. Espectros de RMN de lH, 400 MHz, dos polimeros CH, PC3-CH e PC,3-CH-

DEAE79 em D20O/DCI (100/1, V/V) & 70 °Ch.oouveiieieieieieieieeeeeeeeee e 96
Figura 48. Espectros de RMN de 'H, 400 MHz, dos polimeros PC,0-CH ¢ PC,0-CH-DEAE;
em D20/DCI (100/1, V/V) & 70 °Ch v 96
Figura 49. Espectros de RMN de 'H, 400 MHz, dos polimeros PC,3-CH, PC,3-CH-DEAE,,,
PCi5-CH-DEAE44 e PC3-CH-DEAE7, em D20/DCI (100/1, v/v) 4 70 °C............. 97
Figura 50. Espectro de RMN de 'H, 400 MHz, do polimero CH em D20/DCI (100/1, v/v) a 70
0, ittt ettt heh et ARt s Rt ettt a Rt s et e st et sese st e s et s s 97
Figura 51. Espectro de RMN de 'H, 400 MHz, do polimero PCy-CH em D20/DCI (100/1,
VIV) Q70 PCrriieieee ettt 98
Figura 52. Espectro de RMN de 'H, 400 MHz, do polimero PCa-CH-DEAE 4 em D20/DCI
(T00/1, V/V) A T0 °C. vttt 98
Figura 53. Titulagdo potenciométrica da quitosana desacetilada CH. ...........ccccevviieireneenenne. 99
Figura 54. Titulacdo condutométrica do derivado PCs-CH-DEAE 2. ..cccovevvveviieeiieiieiieee 99
Figura 55. Titulagdo condutométrica do derivado PCs-CH-DEAE:g. ...cccoovveviieviieiieiieen. 100
Figura 56. Titulagdo condutométrica do derivado PCy)-CH-DEAE 00.....ceovevveeverieiiiniienee. 100
Figura 57. Titulagdes potenciométricas dos derivados CHj,, PCy3-CH, PC3-CH-DEAE,;,,
PCi3-CH-DEAE44 € PC3-CH-DEAE7). c..coviiviiiiniiniiiiniicienesecceeccee 101
Figura 58. Titulacdes potenciométricas dos derivados PCyp-CH e PCyo-CH-DEAE . ........ 101
Figura 59. Titulagdes potenciométricas de todos os derivados da série I............cceeevveeneenn. 102

Figura 60. Curva de calibragcdo com ajuste polinomial do padrao Pullulan dos cromatogramas
@ GPC. ettt 102
Figura 61. Cromatogramas da GPC das quitosanas, CH;,, CHy9, CH e da quitosana de partida
para obtengdo da CH (CHwako, GD 85%0)..cccuviiiieiieiieieeieecie et 103
Figura 62. Cromatogramas da GPC dos polimeros CHi,, PC;3-CH, PC3-CH-DEAE;,, PC;s-
CH-DEAE3g € PCig-CH-DEAE44. c.ccuviiiiiiiiiiiciiiieeeceseceenesese e 103
Figura 63. Cromatogramas da GPC dos polimeros CHjg, PC,p-CH e PCy,-CH-DEAE..... 104



XVii

indice de Tabelas

Tabela 1. Exemplos de moléculas ligantes e células alvos que expressam seus receptores de
100111010121 1 PP USRUPRPRRT 24
Tabela 2. Razdoes em massa de DEAE e de quitosana (DEAE/CH) que deram origem aos
derivados com substituigdes por grupo DEAE da série L.........cccovevveecieenienieenn, 41
Tabela 3. Propriedades das quitosanas e seus derivados da S€rie L..........cceevvvrrvvienreeenneennne, 44
Tabela 4. Propriedades da quitosana desacetilada seus derivados da série II substituidos com
DEAE. ..ottt ettt et ettt e nte e st e st entenaeenten 46
Tabela 5. Valores de didmetros hidrodindmicos e potencial zeta para as NPs formadas em pH
7,4 com os derivados da serie Il (CH-DEAEX).......cccoccooiiiiiiiiiiieeiieeieeeeiee e 51
Tabela 6. Valores de Clsy dos polimeros da série I, da série II e do lipideo comercial
lipofetamina em células Hela. ........ccccoevvieiiiiiiiiiiciieec e 65

Tabela 7. Resultados de Mw, Mn e Mw/Mn dos polimeros da série I, em g.mol-1............... 104



Simbolos e Abreviagoes

p: Forga I6nica

[n]: viscosidade intrinseca

AR: artrite reumatoide

BCA: acido bicinconinico

BMDO: 5,6-benzo-2-metil-1,3-dioxepano

c¢DNA: DNA complementar

CH: quitosana

CH-DEAEX: derivado de quitosana contendo DEAE
CH-PEG-FA: derivado de quitosana contendo o ligante folato
Cls: Concentragdo na qual ocorre inibi¢ao de 50% da viabilidade celular
Cp: Concentracao total do polimero

Ct: fluorescéncia gerada no primeiro ciclo

CT: Capacidade de Tamponamento

DCC: N,N-diciclohexilcarbodiimida

DEAE: dietilaminoetila

Dh: Diametro hidrodinamico

DMEM: meio de cultura Dulbecco Mem

DMSO: dimetil sulfoxido anidro

DOPE: dioleoilfosfatidiletanolamina

FBS: Soro Fetal Bovino

FR: receptor de folato

GD: Grau de Desacetilacao

Xviii



Xix

GPC: Cromatografia de Permeacdo em Gel

GSdeae: Grau de substitui¢dao de dietilaminoetila

GSdeaey: Grau de substitui¢do de grupos DEAE com amina quaternaria
GSpc: Grau de substituicao de fosforilcolina

IL-1: interleucinal

IL-1 Ra: receptor antagonista da interleucina-1

Ka: constante de dissocia¢do acida

Mn: massa molar numérica média

MR: receptor de manose

MTS: 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5 - (3-carboximetoxifenil) -2 - (4-sulfofenil) -2H-tetrazdlio
Myv: massa viscosimétrica média

Mw: Massa molar ponderal média

Mw/Mn: polidispersividade

N: grupos amina do polication

NH,-PEG-COOH: polietileno glicol hetrobifuncional

NHS: N-hidroxisuccinimida

N/P: Razdo entre os grupos amina do polication e grupos fosfato do acido nucleico
NPs: nanoparticulas

P: grupos fosfato do DNA

PAA: poli(amido-amina)

PBS: tampao fosfato salino

PC: Fosforilcolina gliceraldeido

PCx-CH: derivado de quitosana contendo PC

PDMAEMA: Poli (2-dimetilaminoetil metacrilato)

pDNA: DNA plasmidial



XX

PEG-FA: acido folico ligado em polietileno glicol

PEI: polietilenimina

pKa: negativo do logaritimo de base 10 da constante de dissociacdo acida (Ka); pKa = - log Ka
PLL: poli-L-lisina

PMS: metasulfato de fenazina

PS: penicilina-estreptomicina

RISC: Complexo de inducao de silenciamento do RNA
RMN de 'H: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RT-PCR: reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
siRNA: RNA de interferéncia curto

TBE: tampao de acido Tris-EDTA-borico

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

a: grau de ionizagdo

p-gal: B-galactosidase

ACt(GAPDH): diferenca entre os valores de Ct entre a amostra controle e tratada com siRNA
para o cDNA do GAPDH

ACt(SSB): diferenca entre os valores de Ct entre a amostra controle e a amostra tratada com
siRNA para o cDNA do SSB



Capitulo 1

Introducao

1.1. Introducao geral

No comego dos anos 70, a ideia de usar genes como biofairmacos surgiu nos Estados
Unidos e a primeira terapia génica aprovada naquele pais foi realizada em 1989 (GIACCA,
2010). Apos 23 anos, 1800 ensaios clinicos com terapia génica foram efetuados e importantes
avangos alcangados (GINN et al., 2013). Dentre eles, mais de 30 pacientes com sindrome de
imunodeficiéncia combinada grave por deficiéncia de adenosina desaminada foram tratados
com terapia génica, sendo considerada eficaz e segura (FERRUA; BRIGIDA; AIUTI, 2010).
No entanto, mais de 81,5% dos ensaios clinicos foram feitos para o tratamento de diferentes
neoplasias e ainda ndo se encontrou uma solug@o definitiva para o tratamento dessas doencas

(GINN et al., 2013).

A artrite ¢ uma doenga inflamatéria cronica que atinge 21% dos adultos nos Estados
Unidos, 16% no Canada e 13% no Reino Unido (HELMICK et al., 2008; O'DONNELL et
al.,, 2011; WONG, 2010). No Brasil, a prevaléncia de artrite reumatdide, um dos tipos de
artrite, ¢ de 0,2 até 1% da populagdo brasileira (~1,3 milhdes), dependendo da macroregido
(DA MOTA et al., 2011). No entanto, apenas 0,7% de todos os ensaios clinicos com terapia
génica foram realizados para tratamento de doencas inflamatdrias. O vetor mais comum
utilizado para ensaios de tratamento de artrite ¢ o virus adeno-associado (AVV) modificado
com DNA complementar (cDNA), contendo o gene que codifica a proteina antagonista do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), importante no processo de inflamac¢ao (MEASE et al.,
2009). Os estudos mostraram-se seguros ¢ sem grandes efeitos adversos. No entanto, um
paciente faleceu ao ser tratado para artrite reumatoide com injegdes intra-articulares de AVV,

que ocasionou infec¢do fungica (WILLIAMS, 2007).
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Devido aos problemas de seguranga, os vetores ndo virais estdo sendo cada vez mais
estudados, visando-se aumentar a seguranga ¢ a eficiéncia da transfeccdo génica, que é
definida pela capacidade de expressdo do gene na célula alvo, tendo por finalidade de
restabelecer sua funcdo. Poucos estudos clinicos com vetores nao virais foram feitos com
humanos até hoje, pois ainda existem muitas barreiras que dificultam esse processo, como
instabilidade do vetor, degradacdo do DNA ou RNA por enzimas, baixa especificidade
quanto as células alvo e baixa eficiéncia de transfec¢do génica (KIM, T.-H. et al., 2007). A
maioria dos estudos tem sido realizada in vitro e ainda ¢ preciso muito trabalho para o avango
da terapia génica com esses carreadores. Um dos exemplos mais estudados de vetores nao
virais sdo os polimeros cationicos que interagem facilmente com DNA ou RNA, devido as

suas cargas negativas permanentes.

O presente trabalho teve como objetivo principal desenvolver polimeros cationicos
com alta eficiéncia de transfec¢do génica e baixa citotoxicidade. Para isso, o polimero natural
quitosana foi escolhido por ser o segundo polissacarideo mais abundante, ser atoxico, de facil
manipulacdo e de baixo custo. Entretanto, a eficiéncia de transfec¢do génica da quitosana €
ainda muito baixa. O polimero ¢ insoluvel em pH fisioldgico e também ndo apresenta
seletividade quanto as células alvo. A presente proposta teve como foco as modificagdes na
massa molecular, na adi¢gdo de grupos quimicos para aumentar a solubilidade em meio
fisiologico e a eficiéncia de transfeccdo (fosforilcolina e dietilaminoetila) e na especificidade
por células contendo receptores para acido folico. Um trabalho amplo foi realizado com o
objetivo de avaliar o impacto das modificagdes na estrutura da quitosana na eficiéncia de
transfecgdo. O trabalho foi conduzido em etapas e envolveu as caracterizagdes dos polimeros
modificados, a formagdo de poliplexos com plasmideos ¢ RNA, o estudo da viabilidade
celular e a eficiéncia de transfecgdo in vitro. Para a caracterizagdo dos polimeros, foram
utilizadas as técnicas de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
cromatografia de permeagdo em gel (GPC). Os poliplexos formados com plasmideo ou RNA
de interferéncia curto (siRNA) foram analisados via eletroforese e espalhamento de luz
dinamico. Os testes in vitro de transfec¢do e citotoxicidade foram feitos com células HeLa e
analisados por meio de testes ELISA para [-galactosidase (B-gal) e MTS/PMS,
respectivamente. Os ensaios de transfeccdo com siRNA foram analisados por meio de reagdo
em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). Além disso, um estudo in vivo com

camundongos suscetiveis a indugdo de artrite foi iniciado, sendo tratados com siRNA-TNF-a
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e um dos polimeros selecionados apos o estudo in vitro. Este estudo ainda esta em fase de

analise.

As quitosanas modificadas foram preparadas no Laboratoério de Biomateriais e
Nanotecnologia do Prof. Dr. Marcio Jos¢ Tiera no Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas-IBILCE-UNESP e as analises da formagao de poliplexos e os estudos in vitro e in
vivo foram realizados no Laboratorio de Ortopedia do Prof. Dr. Julio C. Fernandes do Centro
de Pesquisa do Hospital do Sacré-Coeur de Montreal, afiliada a Universidade de Montreal no

Canada.

1.2. Terapia génica

A terapia génica ¢ a estratégica clinica com uso de manipulacdo genética, introducao
de genes e uso da tecnologia do DNA recombinante, para o tratamento de doengas
(KRESINA, 2001). Um dos tratamentos ¢ realizado pela inser¢do de um gene normal que ira
ser transcrito e traduzido a proteina de interesse, processo conhecido como transfecgio
génica. O plasmideo ¢ um vetor de clonagem comum para a obten¢do de grande quantidade
do gene de interesse, podendo produzir a proteina que estava em deficiéncia (BROWN,
2010). No caso de proteinas produzidas erronecamente, o siRNA pode ser utilizado para
bloquear o RNA mensageiro (mRNA) dessas proteinas, impedindo sua tradugao
(FERNANDES et al., 2012; UNDERWOOD, 2010). Existem trés modalidades principais de
terapia génica, modificagdo direta do gene que causa uma doenga hereditaria monogénica,
tratamento indireto de doencas complexas, multifatoriais ou adquiridas por modulagdo génica
e imunoterapia de doengas infecciosas ou células patogénicas por modulacdo génica (vacina

de DNA) (LINDEN, 2010).

Um dos pontos mais importantes para a seguranca ¢ eficacia dessa terapia é a selegdo
do vetor, que faz a protecao e o transporte do material genético a célula alvo. Sem esse vetor
o gene ¢ facilmente degradado por endonucleases. Vetores virais ou ndo virais sdo usados
como carregadores de genes na terapia génica. Mais de 75% dos ensaios clinicos utilizaram
vetores virais e somente em torno de 25% com vetores ndo virais, sendo que 18% foram

feitos com DNA livre e 6% com lipideos cationicos (GINN et al., 2013).
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1.2.1. Vetores virais

Os virus sdo seres acelulares compostos de um material genético em um envoltorio
proteico e, em alguns casos, protegido por uma capa adicional de proteina e lipideos.
Somente infectando uma célula hospedeira com o seu material genético ¢ que este pode se
multiplicar. Sendo assim, a principal fung@o dos virus é exatamente a inser¢ao de seu material
genético em células hospedeiras e, consequentemente, a replicagao desse material. Por esse
motivo, estes sdo os vetores mais utilizados em ensaios clinicos. Para que estes sejam usados
como vetores para terapia gé€nica, seu material genético ¢ manipulado e modificado com a
insercdo do gene terap€utico de interesse e da remocdo dos genes patogénicos

(HEILBRONN; WEGER, 2010; LINDEN, 2010).

Existem duas categorias de vetores virais que integram ou ndao o seu genoma a
cromatina da célula hospedeira. Os retrovirus e os virus adeno-associados sdo capazes de
fazer essa integracdo, passando a mudanga no genoma para as células filhas, aumentando a
expressdo génica em longo prazo. Por isso, esses virus sao usados com maior frequéncia para
a terapia (KOOTSTRA; VERMA, 2003). No entanto, reacdes adversas graves podem ocorrer
com a utilizacdo desses vetores. Em 1999, um paciente morreu por faléncia multipla de
orgdos ao ser tratado com o vetor adenovirus, realizado in vivo diretamente no figado. Alguns
anos depois, dois pacientes desenvolveram leucemia ao serem tratados com retrovirus, nesse
caso o tratamento foi ex-vivo (THOMAS; EHRHARDT; KAY, 2003). Além das reagdes
adversas, essa alternativa terapéutica ¢ de alto custo. Contudo, muitos esforcos estdo sendo

feitos para aumentar a segurancga e eficiéncia desses vetores.

1.2.2. Vetores nio virais

Pensando em uma maneira mais segura de se transferir um gene de interesse a células
alvo, vetores nao virais vém sendo estudados ha mais de vinte anos. Além disso, esses sdao de
facil produgdo e de baixo custo, quando comparados aos virais. Dentre esses estdo os
plasmideos “livres” (naked pDNA) e complexos de pDNA ou siRNA com os lipideos ¢ os

polimeros cationicos.
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1.2.2.1. Plasmideos

Plasmideos (pDNA) sdo DNA de dupla fita circular, encontrados em bactérias e
alguns outros organismos, que podem carregar um ou mais genes. E por meio deles que as
bactérias desenvolvem resisténcia a antibioticos. Eles sdo capazes de se multiplicar
independentemente do cromossomo da bactéria, pois contém sua propria origem de
replicacdo (Figura 1). Seu tamanho pode variar de 1 a 250 kb, porém se usa um tamanho de
até 10 kb para a clonagem de um gene de interesse, por esse ser de mais facil manipulagdo

(BROWN, 2010).

Gene de
resisténcia
Sitios de
restricdo
Crigem de
replicacdo

Figura 1. Plasmideo com os genes de resisténcia a antibidticos, origem de replicagdo

e os sitios de restri¢do, onde o gene de interesse pode ser inserido.

Na terapia gé€nica, pDNA livres podem ser utilizados por inje¢des diretas nas células
alvo. Em determinadas condi¢des, DNA exogeno pode entrar na célula e, parte dele, acaba se
localizando no nucleo, propiciando sua expressao. No entanto, a eficiéncia de transfeccdo ¢
muito baixa. Varias técnicas fisicas ja foram desenvolvidas para aumentar a taxa de
transferéncia de pDNA para dentro de células. Eletroporacdo (HELLER; UGEN; HELLER,
2005), bombardeamento de particulas (O'BRIEN; LUMMIS, 2002) e ultrassom (NEWMAN;
BETTINGER, 2007) sao exemplos de técnicas que facilitam a entrada do pDNA na célula.
Para aumentar a protecdo do pDNA contra degradacdes e a eficiéncia de transfecgio,

compostos quimicos podem ser usados envolvendo lipideos e polimeros cationicos.
1.2.2.2. Lipideos catidnicos

Moléculas anfifilicas de baixa polaridade sdo compostas por uma “cabeca” hidrofilica
e uma “cauda” hidrofobica (Figura 2a). Exemplos dessas moléculas sdo os fosfolipideos
presentes nas bicamadas lipidicas de membranas celulares (VAN HOLDE; JOHNSON; HO,

2006). No caso de lipideos catidnicos utilizados como vetores, a parte hidrofilica é carregada
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positivamente, o que facilita a interagdo com as cargas negativas dos grupos fosfatos do
DNA. Por serem anfifilicas, essas moléculas formam micelas ou lipossomos em meio aquoso
havendo interacdo eletrostatica entre as cargas positivas do lipideo e as negativas do DNA,
formando os lipoplexos (Figura 2b) (MA et al.,, 2007). A entrada do DNA na célula ¢
facilitada pela interacdo dos lipideos catidnicos ¢ a bicamada lipidica da membrana. Esse
processo de transfeccdo génica usando lipideos ¢ chamado de lipofeccdo (FELGNER et al.,
1987). Alguns lipideos ja estdo disponiveis comercialmente como, por exemplo, a
lipofectamina 2000™ e o dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) (BING WANG, 2012;
FELGNER et al., 1987).

a) b)

— = "Cabega" hidrofilica

— "Cauda" hidrofobica 966000° ;;Joou

Figura 2. Lipideo cationico (a) e lipoplexo (b).

A eficacia de transfec¢do desses vetores é bastante significativa. No entanto, a
toxicidade ¢ o maior obstaculo para o seu uso clinico (BING WANG, 2012). Em geral, os
grupos hidrofilicos contém grupos amina e conferem cargas positivas ao lipideo. Esse carater
cationico dos grupos polares ¢ o que mais influencia na toxicidade. Por exemplo, as aminas
quaternarias sdo mais toxicas que as terciarias (BING WANG, 2012; LV et al., 2006). Por
esse motivo, estudos com modificagdes nos grupos polares de lipideos estdo sendo realizados
para diminuir a toxicidade e aumentar a eficiéncia de transfeccdo com DNA ou no
silenciamento de mRNA por siRNA (CHEVRE et al., 2011; DESIGAUX et al., 2007;
FLOCH et al., 2000; GUENIN et al., 2000, VAN DER WOUDE et al., 1997).

Floch et. al. desenvolveram uma série de fosfolipideos catiénicos com o grupo polar
contendo os atomos de fosforo e arsénio, melhorando a transfec¢do e diminuindo a toxicidade
celular (FLOCH et al., 2000). Muitos estudos ainda deverdo ser realizados tendo como foco

modifica¢des em lipideos catidnicos para que seu comportamento bioldgico seja controlado e,
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enfim, sejam utilizados com seguranga e alta eficiéncia para a terapia génica (BING WANG,

2012).

1.2.2.3. Polimeros catiénicos

Outro grupo de vetores ndo virais muito estudado nos ultimos anos sdo os polimeros
cationicos ou polications. O que diferencia esses carreadores dos lipideos catidnicos é a
auséncia do grupo hidrofébico e a facilidade de formar complexos com o DNA. A estrutura
que contém unidades carregadas positivamente faz com que esses polimeros interajam
facilmente com os grupos fosfato do DNA carregados negativamente, formando os poliplexos
(ELOUAHABI; RUYSSCHAERT, 2005) (Figura 3).

@
@
+ @ (]
e /P
1]
1]
@
@
Toroide Bastdo Esferoide

Figura 3. Interacdo entre os polieletrolitos, DNA e polications, na formacdo de

poliplexos.

A utilizagdo de polimeros catidnicos como carreadores de genes foi inicialmente
realizada por Wu, em 1987, demonstrando que polications, naquele caso a poli-L-lisina,
podem interagir fortemente com DNA, mas de forma ndo covalente (WU, G. Y.; WU, 1987).
Além disso, polimeros sdo de facil producdo e manipulagdo, havendo a possibilidade de

variar massa molecular e sua estrutura quimica para que se possa controlar a toxicidade, a
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eficiéncia de transfec¢do e até mesmo a especificidade celular (MINTZER; SIMANEK,
2008).

O processo de transfec¢do celular utilizando polications ainda ndo foi totalmente
elucidado. A hipdtese mais aceita para explicar a liberacdo do DNA na célula ¢ conhecida
como “esponja de prétons”. Essa hipdtese propde que os poliplexos entram na célula por
meio de endocitose e, com o decréscimo do pH no meio endossomal, o grau de ionizagdo dos
poliplexos aumenta, facilitando a entrada de ions. Isso aumenta a forga ionica fazendo com
que haja um entumecimento do endossomo, auxiliando na liberacdo do poliplexo e do DNA
no citoplasma (Figura 4). Admitindo essa hipotese, polimeros com alta capacidade de
tamponamento podem facilitar na liberacdo de poliplexos do endossomo (BEHR, 1997;

JIANG et al., 2007).
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Figura 4. Representacdo hipotética de “esponja de protons”. a) Interagdo eletrostatica
e formagdo de poliplexos. b) Reconhecimento do ligante pelos receptores celulares da
membrana. ¢) Entrada do poliplexo por meio de endocitose. d) Hipdtese de esponja de
prétons e liberagao dos polieletrdlitos no meio citoplasmatico. f) Entrada do pDNA livre no
nucleo. g) Sintese da proteina. h) Liberacdo do siRNA e interagdo com o complexo de

inducao de silenciamento do RNA (RISC). i) Reconhecimento do mRNA e sua degradagao.

Muitos fatores, como a composi¢do polimérica, o pH e forca idnica do meio, podem

influenciar na interagdo de polimeros com DNA ou siRNA, bem como na toxicidade e na
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eficiéncia de tranfec¢@o génica. Um elevado niimero de trabalhos ja foi realizado para avaliar
diferentes composigdes poliméricas e adigdo de grupos quimicos com o intuito de aumentar a
eficiéncia de transfec¢do e diminuir a toxicidade de polimeros. Dentre os polimeros
catidnicos estudados como possiveis vetores para transfec¢do gé€nica destacam-se a poli-L-
lisina (PLL), a polietilenimina (PEI), poli(amido-amina) (PAA), metacrilato de poli-2-

dimetilaminoetila, B-ciclodextrina e quitosana.

A) Poli-L-lisina (PLL)

O monomero que faz parte da composicdo da poli-L-lisina ¢ o isomero L do
aminodcido lisina (Figura 5). Esse aminodcido contém, na cadeia lateral, um segundo grupo
amina primario carregado positivamente em pH 7,0 (LEHNINGER; NELSON; COX, 2005).
Na década de 70, descobriu-se que esse polication era capaz de condensar o DNA em duas
diferentes estruturas em forma de tordides e bastdées (LAEMMLI, 1975; OLINS; OLINS,
1971). Depois disso, em 1987, Wu e colaboradores usaram o conceito de interagdo
eletrostatica forte e ndo covalente da PLL com o DNA para usa-los como sistema carreador
de gene soluvel. Nesse trabalho, conjugou-se “asialoorosomucoid” a PLL como mediador
para seletividade dos poliplexos por células contendo o receptor asialoglicoproteina e, pela
primeira vez, demonstrou-se que um polication poderia ser modificado para proporcionar

seletividade celular (WU, G. Y.; WU, 1987).

HoN

ZX
ZI

o
H3N* —

NH, NH; NH;

I=

L- Lisina Poli-L-Lisina
Figura 5. Estrutura do aminoacido L-lisina e da poli-L-lisina.
Muitos pardmetros podem influenciar na interacdo entre polications e DNA, como o

pH, forga ionica (n) e a massa molecular (Mw) do polimero. Read e seus colaboradores

demonstraram que, dependendo do pH do meio, PLL com alta Mw (459 kDa) ¢ mais efetiva
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na ligacdo com o DNA. No entanto, PLL de baixa Mw (3,4 kDa) também pode complexar o
DNA utilizando maiores razdes N/P (N= grupos amina do polication, P = grupos fosfato do
DNA), havendo portanto um excesso de grupos amina livres. O estudo mostrou que o
aumento do pH de 7,0 para 9,0 diminui a for¢a de interacao entre os polieletrdlitos, devido a
desprotonacdo dos grupos amina (READ et al.,, 1999). Liu, em 2001, verificou que a
interacdo entre esses polieletrdlitos pode ser cooperativa ou ndo, dependendo da forga idnica
(1) do meio. Enquanto uma elevada p induz ligacdo ndo cooperativa, para baixas p a ligagdo
¢ cooperativa (LIU, G. et al., 2001). Além disso, o tamanho dos poliplexos pode variar. Em
meio com p baixa, o tamanho variou de 50 a 60 nm. Entretanto, para a for¢a idnica do meio
fisiologico, 150 mM de NaCl, os tamanhos dos poliplexos formados com PLL de baixa Mw
ndo sdo estaveis em funcao do tempo, devido a agregagdo hidrofobica, podendo chegar a 1

pum de diametro (WARD; READ; SEYMOUR, 2001).

A citotoxicidade de polimeros cationicos ¢ um fator a ser considerado e no caso da
PLL, sua citotoxicidade ¢ elevada. Alta expressdo génica e baixa toxicidade foram obtidas,
por Ohsaki e colaboradores, com dendrimeros de PLL, com redu¢do na interacdo com os
componentes do soro sanguineo, trazendo a expectativa de aumentar o tempo de vida dos
poliplexos na corrente sanguinea e a possibilidade de sintese de materiais avangados, para o
controle da transfec¢do génica in vivo (OHSAKI et al.,, 2002). Putnam e colaboradores
modificaram a PLL com grupos imidazol e obtiveram um polimero menos toxico e com
eficiéncia de transfec¢do duas vezes superior que a PLL n3o modificada, e concluiu-se que
um balango entre a densidade de cargas positivas e grupos funcionais que auxilie o escape
endossomal pode ser um caminho para a sintese de polications efetivos e com baixa

citotoxicidade (PUTNAM et al., 2001).
B) Polietilenimina (PEI)

A PEI, assim como a PLL, também contém grupos aminas passiveis de protonacao e
mantém sua capacidade de tamponamento em uma grande faixa de pH (JEONG et al., 2001).
Além disso, é a macromolécula organica com maior densidade de cargas positivas, podendo
ser linear, contendo predominantemento aminas secundarias, ou ramificada, com aminas
primarias, secundarias e terciarias (Figura 6) (LUNGWITZ et al., 2005). Mostrou-se que esse
polication ¢ altamente eficiente na transfec¢do génica, na mesma ordem das lipopoliaminas
(BOUSSIF et al., 1995). Klemm, Young e Lloyd verificaram que PEI entra em células por

meio de endocitose, competindo na ligagdo de uma proteina por receptores de membrana,
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sendo capaz de desestabilizar lisossomos, explicando o processo de liberacdo de poliplexos
no citoplasma (KLEMM; YOUNG; LLOYD, 1998). No entanto, assim como a PLL, sua
citotoxicidade ¢ alta, devido a alta densidade de cargas positivas (FISCHER et al., 2003).

Existem grandes diferencas nas propriedades de poliplexos formados por PEI linear e
ramificado, que vai desde a formacdo dos complexos até a citotoxicidade. PEI ramificado
mostra-se muito mais toxico que o linear (ZOU et al., 2000). Fischer e colaboradores
sintetizaram PEI com baixo grau de ramificacdo e com baixa Mw (11,9 kDa) e verificaram
melhora na eficiéncia e baixa citotoxicidade quando comparado com PEI comercial de alta
Mw (800 kDa) (FISCHER et al., 1999). Em outro trabalho, comparou-se a eficiéncia de
transfeccdo de PEI linear e ramificado em funcdo da concentracdo de sal no preparo dos
poliplexos. Nesse caso, mostrou-se que PEI linear foi mais efetivo que o PEI ramificado, em
meio contendo ou ndo sal. Verificou-se ainda que a presenca de sal ocasiona agregacdo de
poliplexos formados com PEI linear e que essa agregagdo, de certa forma, aumenta a sua

eficiéncia (WIGHTMAN et al., 2001).
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Figura 6. Estrutura da polietilenimina linear e ramificada.

Além de modificacdes na Mw e na ramificacdo de PEI, outras variagdes foram
estudadas com o intuito de melhorar sua eficiéncia e diminuir sua citotoxicidade. Por
exemplo, PEI ramificado (750 kDa) foi modificado com diferentes propor¢des do
polissacarideo acido alginico. O produto final resultou em um polimero menos toxico que o
PEI ndo modificado (PATNAIK et al., 2006). Mais recentemente, Wang e colaboradores
sintetizaram PEI de baixa Mw interligado com etileno-bis-carbamato. Esse derivado

apresentou menor citotoxicidade e alta eficiéncia de transfec¢do em diferentes linhagens
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celulares em comparagdo com o PEI ndo modificado e o vetor comercial lipofectamina 2000,
devido a sua interagdo mais fraca com o DNA, facilitando sua liberagdo no citoplasma

(WANG, Y. Q. et al., 2012).

C) Metacrilato de poli-2-dimetilaminoetila (PDMAEMA)

Esse ¢ um polication sintético que contém aminas terciarias em sua composi¢ao
(Figura 7), sendo sensivel ao pH fisiologico, pois seu pKa € em torno de 7,3. Para valores de
pH maiores que seu pKa o polimero se torna hidrofobico, e devido a protonagdo, se torna
hidrofilico em pHs abaixo de seu pKa (LIU, X. et al., 2007). Poliplexos preparados com esse
polimero podem ter tamanhos entre 0,1 ¢ 1 um, dependendo da Mw. Esse parametro também
se mostra muito importante na eficiéncia de transfec¢@o e na citotoxicidade. Elevadas Mw de
PDMAEMA formam poliplexos com didmetros menores e com maior taxa de expressdo
génica. No entanto, sua citotoxicidade ¢ maior, devido a desestabilizacdo da membrana

celular (LAYMAN et al., 2009; VAN DE WETERING et al., 1997).
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Figura 7. Estrutura do metacrilato de dimetilaminoetila (a) e do polimero PDEAEMA
(b).

Assim como a maioria dos polimeros cationicos estudados, o PDMAEMA também foi
alvo de varias alteragdes em sua estrutura quimica, visando-se aumentar a eficiéncia de
transfec¢@o, diminuir sua citotoxicidade e facilitar sua biodegradag¢do. You e colaboradores
desenvolveram PDMAEMA com um grupo dissulfeto e um anel benzénico entre seus
mondmeros. Com essa sintese, obteve-se um produto com expressdo génica trés a quatro
vezes maiores e citotoxicidade reduzida (YOU et al., 2007). Em 2012, Zhang e colaboradores
modificaram PDMAEMA com diferentes proporgdes do grupo 5,6-benzo-2-metil-1,3-
dioxepano (BMDOQO) com o objetivo de sintetizar um polimero biodegradavel. Com isso,

verificou-se que a ligacao éster no BMDO pode ser degradada por hidrolise basica ou em
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condi¢des enzimaticas. Os poliplexos formados com os derivados tiveram didmetros menores
que 250 nm e a citotoxicidade dos polimeros diminuiu com o aumento da quantidade de
BMDO no PDMAEMA. Além disso, a eficiéncia de transfec¢do também melhorou em
comparacdo ao polimero nao modificado. No entanto, essas duas modificagdes feitas no
PDMAEMA ndo foram suficientes para melhorar a eficiéncia de transfeccdo quando

comparado ao polimero PEI (ZHANG, Y. et al., 2012).

1.3. Quitosana

As biomoléculas mais abundantes na natureza sdo os carboidratos. A oxidagdo dessas
moléculas ¢ o caminho central para a obtencdo de energia em células que ndo realizam
fotossintese. A maioria dos carboidratos ¢ encontrada na forma de polissacarideos, contendo
20 ou mais unidades de monossacarideos (“sacarideo” ¢ derivado da palavra grega sakcharon
e significa agucar). O glicogénio, subunidades de mondémeros de glicose ligados por ligacdes
glicosidicas (a-4), € 0 polissacarideo mais utilizado como reserva energética pelas células
animais. Enzimas encontradas na saliva e nas secre¢des intestinais fazem a hidrélise desse

polimero quebrando as ligagdes (a1—.4) (LEHNINGER et al., 2005).

O polissacarideo encontrado na natureza em maior quantidade é a celulose. Assim
como o glicogénio, também ¢é formado por unidades de glicose, porém suas ligacdes
glicosidicas sdo de configuracdo B (Bi—4). Com essa configuracdo, a celulose ndo pode ser
hidrolisada pelas enzimas dos animais, havendo a formagao de ligagcdes hidrogénio entre os
grupos hidroxilas das unidades repatitivas, trazendo rigidez e insolubilidade em dagua
(LEHNINGER et al., 2005).

Depois da celulose, a quitina ¢ o polissacarideo mais abundante, fazendo parte
principal da composicao dos exoesqueletos de crustaceos, insetos e fungos. A diferenca entre
a celulose e a quitina ¢ a presenca do grupo acetamida no lugar do grupo hidroxila do
carbono C-2 do mondmero de glicose, unidade conhecida como N-acetil-B-D-glucosamina.
Sendo assim, sua composi¢do corresponde & (j;4)-2-acetamino-2-desoxi-D-glicopiranose

(Figura 8) (LEHNINGER et al., 2005).
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Figura 8. Estrutura da quitina.

As fontes de biomassa de quitina sdo conjugadas com minerais, proteinas, lipideos e
pigmentos. As carapagas de crustaceos podem conter entre 30-40% de proteinas, 30-50% de
carbonato de calcio e 20-30% de quitina (ARANAZ et al., 2009). A purificagdo desse
polissacarideo pode ser feita por meio de processos simples de desmineralizacdo e de
desproteinizagdo, por exemplo, das carapacas de crustaceos, que € inutilizada na inddstria
alimenticia. O primeiro ¢ realizado com a utiliza¢do de acidos, preferivelmente do HCI, e o
segundo em meio basico, com altas concentragdes de NaOH. Percot et. al. aperfeicoou o
processo de desmineralizacdo de casca de camardo com o uso de 0,25 M de HCl em
temperatura ambiente por 15 min e a desproteinizacdo foi realizada em 1 M de NaOH a 70
°C, obtendo quitina com menos de 0,01% de calcio e 0,25% de aminoacidos (PERCOT;
VITON; DOMARD, 2003a;2003b). As concentracdes de acido ou base e a temperatura
nesses processos podem influenciar no grau de acetilacio e na massa molecular final da
quitina. A desacetilagdo da quitina ¢ um dos processos de obtengcdo de quitosana,
polissacarideo catidnico encontrado em grande quantidade nas cascas de krill antértico,

Euphausia superba (ROBERTS, 2008).

Partindo da quitina, quando a quantidade de (f;_4)-2-acetamino-2-desoxi-D-
glicopiranose ¢ menor que a de (f;_4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose, obtém-se o
polissacarideo quitosana (Figura 9). Essa composi¢do, com aminas livres, faz da quitosana
um polimero catidnico e soltivel em meio aquoso acido, devido a protonacdo. Esse polication
pode ser produzido a partir da desacetilagdo da quitina, um processo simples podendo ser
feito por diferentes procedimentos (BATISTA; ROBERTS, 1990; KIM, Y. J. et al., 2008). A
hidrolise basica dos grupos amida ¢ a forma mais comum utilizada para obtencdo de
quitosana com altos graus de desacetilagdo. Nesse caso, a reagdo ¢ feita em 47% em massa de
NaOH, temperatura de 110 °C e em atmosfera inerte de nitrogénio (MIMA et al., 1983;
ZHANG, H. et al., 2004).
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Figura 9. Reagao de desacetilacdao da quitina para obtengao de quitosana.

A solubilidade da quitosana ¢ fortemente dependente do grau de ionizacdo (o) dos
seus grupos aminas (RINAUDO; PAVLOV; DESBRIERES, 1999). O pKa dos mondmeros
de glucosamina pode variar de 6,2 a 7,0. Para polieletrolitos, a constante de dissociagdo acida
(Ka) pode ser obtida por meio da curva de titulacdo potenciométrica e pode ser descrita pela
equacgao de Katchalsky (KATCHALSKY; SHAVIT; EISENBERG, 1954; RINAUDO et al.,
1999):

pH = pKa — log (&) equagao 1
CH-NHF ~
= ([C—p‘?’]) equagdo 2

onde Cp ¢ a concentragdo total do polimero.

Em 1983, em um dos primeiros trabalhos em que se analisou o equilibrio acido-base
da quitosana, observou-se um valor de pKa em torno de 6,1, para a < 0,72, 6,7, para o > 0,72
e 6,4 na presenga de sal, 0,1 mol.L"! de NaCl (CHOI, 1983). Rinaudo e colaboradores
verificaram que a quitosana, de massa molecular viscosimétrica média (Mv) de 295 kDa, se
torna soltivel em meio aquoso quando o seu a ¢ maior que 0,5 e que o seu pKy, no qual o
polieletrolito se encontra sem cargas, ¢ 6,0, independente da caracteristica do acido, se fraco,
por exemplo acido acético (HAc), ou forte, como o acido cloridrico (HCI) (RINAUDO et al.,
1999). Isso faz da quitosana um polissacarideo insoluvel em pHs fisiologicos. Mesmo assim,
a facilidade desse biopolimero em interagir eletrostaticamente com o DNA, por ser um
polimero catidnico, aumentou o interesse nesse polication como carreador para a terapia

génica. Verifica-se que essa interagdo forma particulas de tamanhos entre 40 ¢ 500 nm e
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formatos variados como esferas, toroides e bastoes, dependendo da massa molar da quitosana
(KOPING-HOGGARD et al., 2004; MACLAUGHLIN et al., 1998).

Em geral, a estrutura da quitosana ¢ definida pela fracdo molar das unidades
desacetiladas, conhecida como grau de desacetilagdo (GD), massa molar ponderal média
(Mw) e a polidispersividade (Mw/Mn). Esses importantes parametros quimicos podem afetar
as propriedades bioldgicas desse polimero, como biodegradabilidade (TOMIHATA; IKADA,
1997), biocompatibilidade (CHATELET; DAMOUR; DOMARD, 2001), atividades
antitumoral (UENO; MORI; FUJINAGA, 2001), antibacteriana (GERASIMENKO et al.,
2004) e antioxidante (ARANAZ et al., 2009).

1.3.1. Grau de Desacetilagao (GD)

A determinacdo do GD da quitosana com alta precisdo ¢ fundamental para
caracterizagdo e definicdo de suas propriedades. Muitas técnicas ja foram descritas para a
obtencao desse parametro. Espectroscopias de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN de 'H) (KASAAI, 2010; LAVERTU et al., 2003), Espectrofotometria UV-Vis (WU,
T.; ZIVANOVIC, 2008; YUAN et al., 2011), Infravermelho (KASAAI, 2008), titulacGes
potenciométricas (TOLAIMATE et al., 2000; YUAN et al, 2011) e condutimétricas
(RAYMOND; MORIN; MARCHESSAULT, 1993) sao alguns exemplos dos métodos. RMN
de 'H ¢ a técnica mais precisa e muito utilizada para essa finalidade. Depois da RMN, a
titulagdo potenciométrica ¢ a mais aceita, tendo boa precisdo e baixo custo, precisando

cuidado no preparo das solucdes a serem utilizadas (CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012).

Polissacarideos sdo geralmente degradados por hidrolise enzimatica, como, por
exemplo, com a enzima lisozima. A biodegradabilidade da quitosana pode estar fortemente
ligada ao GD (BAGHERI-KHOULENJANI; TAGHIZADEH; MIRZADEH, 2009).
Tomihata e colaboradores prepararam filmes de quitosanas com diferentes GD e verificaram
que a biodegradabilidade ¢ mais lenta e a reagdo inflamatdria € menor quanto maior o GD
(TOMIHATA; IKADA, 1997). Além disso, quanto maior o GD, maior a citotoxicidade in
vitro do polimero (HUANG; KHOR; LIM, 2004). A eficiéncia de transfec¢do génica, a
interagdo com o DNA e sua liberagdo também podem ser afetados pelo GD, como verificado

por Kiang et. al. (KIANG et al., 2004).
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A massa molecular desse polissacarideo pode ser determinada a partir de medidas

viscosimétricas, por meio da equacdo de Mark-Houwik (equacédo 3).

[n] = KME equagdo 3

onde 1] ¢ a viscosidade intrinseca, M, ¢ a massa molecular viscosimétrica média, K e a sdo
parametros viscosimétricos dependentes do solvente, do polimero e da temperatura
(KASAALI 2007). Essa técnica pode ser muito influenciada pelo GD do polimero, fazendo
com que os coeficientes a e K variem consideravelmente. Quanto maior o GD, menor o valor
de a e maior o de K, concluindo que a presenga dos grupos acetila influencia na rigidez da
cadeia polimérica (ANTHONSEN; VARUM; SMIDSR@D, 1993; BADAWY; RABEA,
2011; WANG, W. etal., 1991).

A literatura mostra um grande numero de estudos com quitosanas de massas
moleculares variadas, que visam aperfeicoar o transporte e liberagdo de genes
(MACLAUGHLIN et al., 1998; MORAN et al., 2009; SATO; ISHII; OKAHATA, 2001;
VILA et al., 2004). Quitosanas de elevada massa molecular (390 kDa) e diferentes GD foram
utilizadas e concluiu-se que a interagdo e formagdo de poliplexos com DNA ¢ enfraquecida
com o descrécimo do GD. Notou-se ainda que a expressdo génica in Vvitro aumenta quanto
maior o GD, mas in Vivo o oposto ¢ obtido. Quitosanas com menor GD s3o mais facilmente
degradadas por enzimas in vivo, o que pode explicar o aumento na expressao génica. Nesse
mesmo trabalho, o tamanho e o potencial zeta dos poliplexos ndo tiveram dependéncia com

esse parametro (KIANG et al., 2004).

1.3.2. Massa Molecular

A Diosintese de polissacarideos ¢ realizada a partir da polimerizagdo de
monossacarideos e n3o contém uma sequéncia limite e especifica, como no caso das
proteinas. Por esse motivo, essas biomoléculas sdo polidispersas (BADAWY; RABEA, 2011;
LEHNINGER et al., 2005). Ap6s os processos de purificacdo e desacetilacdo da quitina para
a obtencdo de quitosana, a massa molecular média do polimero final pode variar entre 100 a
1500 kDa, dependendo do material fonte e das técnicas de purificacdo e desacetilagdo

(BADAWY; RABEA, 2011; GALED et al.,, 2005; PUVVADA; VANKAYALAPATI;
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SUKHAVASI, 2012). Ademais, também se pode despolimerizar quitosanas, para obtencao de
polimeros de menor massa molecular ou oligdmeros, a partir do processo de degradacdo
quimica utilizando nitrito de s6dio (MACLAUGHLIN et al., 1998; PENISTON, 1975;
TOMMERAAS et al., 2001) ou por degradagdo enzimatica pela hidrolise das ligacdes
glicosidicas (B;_4), mesmo processo utilizado na degradacao da celulose (XIE, 2011). Para a
analise da Mw final desse polissacarideo as técnicas mais frequentes sdo cromatografia de
permeagdo em gel (GPC) e viscosidade (BADAWY; RABEA, 2011; DE CARVALHO
CANELLA; GARCIA, 2001; XIE, 2011).

A massa molecular ¢ outro pardmetro que influencia muito nas propriedades
bioldgicas da quitosana. A atividade antibacteriana da quitosana aumenta com a concentragao
de grupos amina, devido a interagdo de suas cargas positivas com as negativas da membrana
celular de bactérias. No entanto, dependendo da faixa de tamanho a atividade também ¢
afetada com a variacdo de Mw. Entre 5 e 91,5 kDa, a atividade antibacteriana aumentou, e
entre 91,5 e 1080 kDa, a atividade diminuiu (FEI LIU et al., 2001). Outro trabalho utilizou
um modelo para a producdo de vacina com quitosana. Nesse caso, os niveis de anticorpos
observados ndo variaram significativamente com a variacdo da massa molecular da quitosana.
No entanto, verificou-se que a resposta imunologica foi mais rapida para particulas formadas
com quitosanas de menor Mw, especulando-se que a massa molecular pode influenciar na
taxa de liberacdo do antigeno ou nas propriedades imunoestimulatorias da quitosana (VILA et

al., 2004).

Esse parametro pode ainda alterar a forga de interacdo com o DNA, a solubilidade e o
tamanho dos poliplexos (LAVERTU et al., 2006; RICHARDSON; KOLBE; DUNCAN,
1999), mas ela ndo afeta significativamente a citotoxicidade (HUANG et al., 2004). Lavertu e
colaboradores analizaram o efeito da massa molecular ¢ do GD na afinidade de interacdo com
o DNA e na eficiéncia de transfec¢ao génica, explorando quitosanas de 10 a 180 kDa e 70 a
98% de GD. Todas as quitosanas formaram complexos com DNA cujos tamanhos variaram
de 200 a 400 nm de didmetro, com exce¢do do oligomero de 10 kDa que formou poliplexos
de 600 a 1000 nm. O aumento no tamanho das particulas foi atribuido a baixa afinidade de
ligacdo com o DNA com a diminui¢do da Mw. No entanto, o potencial zeta dos complexos
ndo se mostrou dependente da Mw, mas diminuiu consideravelmente com o aumento do pH
do meio de 6,5 para 7,1. Como descrito anteriormente, o pKa da quitosana ¢ ~6,5 € com o
aumento do pH o seu grau de ionizagdo diminui, reduzindo o potencial zeta dos complexos.

Na andlise da eficiéncia de transfec¢do, constatou-se que as quitosanas de massas
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moleculares menores foram mais eficientes e as condi¢des Otimas sdo atingidas com uma
combinag¢do de massa molecular baixa (10-40 kDa) e grau de desacetilacdo elevado (92%) da

quitosana (LAVERTU et al., 2006).

1.3.3. Quitosanas Modificadas

Além da massa molecular e do grau de desacetilagdo, existem outras formas de
modificar as propriedades da quitosana. Esse polimero é multinucleofilico devido a presenca
dos grupos funcionais hidroxilas e aminas da glucosamina. As rea¢des de modificagao podem
ser quimiosseletivas, ocorrendo no grupo amina da posi¢ao C-2, e nao especificas, ocorrendo
simultaneamente nos grupos hidroxilas das posicdes C-3 e C-6 (BADAWY; RABEA, 2011).
Assim, varias reagdes organicas podem ser executadas com esses grupos funcionais, tais
como sulfonacdo (JAYAKUMAR et al., 2007), quaternizagdo (THANOU et al., 2002;
VERHEUL et al., 2008), reagdo de Michael (SASHIWA et al., 2003) e base de Schiff (JIAO
et al., 2011). Modificagdes hidrofobicas e hidrofilicas, grupos sensiveis ao pH e capazes de
selecionar células alvo por meio de receptores celulares, podem ser adicionados a cadeia
polimérica da quitosana, com o objetivo de melhorar suas propriedades como vetor ndo viral

para a terapia génica.

1.3.3.1. Modificagées hidrofilicas

Como indicado anteriormente, a quitosana ¢ insoliivel em pHs fisiologicos. Por esse
motivo, encontram-se muitos trabalhos na literatura que objetivaram aumentar sua
solubilidade, aumentando a eficiéncia de transfeccdo, sem afetar na citotoxicidade. Kean e
colaboradores modificaram a quitosana com diferentes graus de trimetilacdo dos grupos
amina. A metilagdo foi feita por substituicdo nucleofilica, utilizando iodeto de metila. Essa
estratégia aumenta a solubilidade da quitosana em agua, ndo perturbando a sua habilidade de
complexar o DNA. Verificou-se que a citotoxicidade aumentou com o aumento do grau de
trimetilacdo, mas todos os derivados mostraram-se menos toxicos que o polication PEIL.
Ainda se notou que oligdmeros de quitosana modificada sdo menos toxicos que os polimeros,
ambos contendo o mesmo grau de trimetilacdo. Além disso, a eficiéncia de transfecgdo,

obtida pelos derivados, foi significativa e o grau de trimetilacio oOtimo foi de,
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aproximadamente, 50%, atingindo uma eficiéncia maior ou igual ao PEI, dependendo da
cultura celular (KEAN; ROTH; THANOU, 2005). Em outro trabalho, as hidroxilas na
posicdo C-6 foram substituidas por grupos amina, obtendo-se um produto final com grupos
amina na posi¢ao C-2 e¢ C-6 e soluvel em condi¢des neutras e fisiologicas. O estudo
comparativo com a quitosana de partida mostrou que a modificacdo ndo aumentou a
citotoxicidade, e ainda se pode obter maior expressdo génica. No entanto, ainda € preciso
aumentar sua eficiéncia de transfec¢@o para que possa ser usado em terapia génica (SATOH

et al., 2000).

Outra estratégia para aumentar a solubilidade da quitosana em pHs fisiologicos ¢ a
adicao do grupo zwiterionico fosforilcolina (PC) a cadeia polimérica da quitosana, por meio
da aminagdo redutiva dos grupos aminas (Figura 10). A reagdo ocorre via formagdo de base
de Schiff entre a fun¢o aldeido da fosforilcolina gliceraldeido e o grupo amina da quitosana,
seguido de redug@o com cianoboroidreto de sodio. Os derivados com graus de substitui¢do de
fosforilcolina maiores que 10% sdo soliiveis em meios aquosos, independente do pH. Além
disso, os polimeros mostraram-se nao toxicos em células humanas KB para todos os graus de
substitui¢ao (GS) (TIERA et al., 2006). Em outro trabalho, Meng e colaboradores também
prepararam quitosanas modificadas com PC. Verificou-se que esses derivados sdo mais
hemocompativeis e diminuem a adsor¢do de proteinas, o que pode reduzir a ativagdo do
sistema imunoldgico, melhorando o desempenho de materiais biomédicos (MENG et al.,

2007).
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Figura 10. Modificacdo de quitosana com fosforilcolina (PC).

1.3.3.2. Grupos sensiveis ao pH

Grupos sensiveis ao pH podem melhorar a capacidade de tamponamento da quitosana
e aumentar a eficiéncia da transfeccdo. O que faz do polication PEI altamente eficiente na
transfec¢do génica ¢ a sua capacidade de tamponamento em uma ampla faixa de pH,
facilitando o escape endossomal por meio do processo hipotético de “esponja de prétons”.
Essa propriedade se deve a presenca de grupos amina primdria, secundaria e tercidria
(BOUSSIF et al., 1995; NEU; FISCHER; KISSEL, 2005). Sendo assim, a insercao de grupos
que modifiquem a quitosana com aminas secundarias e tercidrias pode auxiliar no escape
endossomal de poliplexos, aumentando a expressdo génica. PEI (JIANG et al., 2007),
imidazol (GHOSN et al., 2010) e espermina (JIANG et al., 2011), sdo alguns exemplos de

grupos sensiveis ao pH.

Estudos recentes mostram que copolimeros de quitosana ¢ PEI sdo uma alternativa
interessante para melhorar a eficiéncia de transfeccdo com controle da citotoxicidade.
Derivados desse tipo foram preparados por meio de uma reagdo imina entre a quitosana

oxidada, por periodato de potassio, € os grupos amina do PEI. O produto final resultou em
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um copolimero soluvel em agua devido as propriedades hidrofilicas do PEI e habil na
formagdo de complexos com DNA. Como descrito anteriormente, PEI ¢ um polimero com
grande nimero de grupos amina em sua estrutura e possui alta capacidade de tamponamento.
Essa propriedade faz com que o derivado contendo PEI facilite o escape endossomal e
aumente a eficiéncia de tranfeccdo em trés linhagens celulares diferentes, além de apresentar

baixa citotoxicidade quando comparado ao PEI (JIANG et al., 2007).

Ghosn e colaboradores modificaram a quitosana com grupos imidazol com diferentes
graus de substituicdo. Esse grupo contém duas aminas secundarias e, consequentemente,
aumenta a solubilidade e a capacidade de tamponamento da cadeia polimérica da quitosana
nos pHs fisioldgico e endossomal, com citotoxicidade minima. As nanoparticulas (NPs)
preparadas com siRNA exibiram tamanhos variando de 150 a 300 nm e foram administradas
in vivo por vias sistémica e local mostrando-se eficientes no silenciamento de genes. No
entanto, ndo houve melhora significativa na transfec¢do administrada intranasal quando
comparada a quitosana nao modificada, pois a alta viscosidade desse derivado pode ter

afetado a aproximacao das NPs aos pulmdes (GHOSN et al., 2010).

Também com o intuito de aumentar a capacidade de tamponamento, Jiang e
colaboradores modificaram a quitosana com o grupo espermina. Esse grupo contém quatro
aminas, duas primarias e duas secundarias, e estd naturalmente presente em células
eucarioticas. Nesse trabalho, mostrou-se que a viabilidade celular nao foi afetada pela adigao
de espermina na quitosana em trés linhagens diferentes de células. Verificou-se ainda um
grande aumento na eficiéncia de transfec¢do, in vitro e in vivo, quando comparada a
quitosana nao modificada, em virtude da alta capacidade de tamponamento e consequente

escape endossomal pelo efeito de esponja de protons (JIANG et al., 2011).

Seguindo esse raciocinio, a modificacio de quitosanas com diferentes graus de
substitui¢do de dietilaminoetila (DEAE), que contém uma amina terciaria, foi proposta no
presente trabalho. Ao substitui-lo na quitosana, introduz-se aminas secundarias, terciarias e
quaternarias a cadeia polimérica, aumentando a solubilidade e a capacidade de tamponamento
(Figura 11). O procedimento para essa modificacdo foi descrito por Zambito et. al. utilizando
solucdo de quitosana em meio acido e cloreto de 2- cloro-N,N-dietilaminoetila (ZAMBITO et

al., 2006) e empregado no presente trabalho.
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Figura 11. Sintese de derivados de quitosana contendo DEAE.

1.3.3.3. Grupos seletivos

Um dos maiores desafios da terapia génica € a selecdo das células pelos vetores, para
assim dar sequéncia a liberacdo e inser¢do dos genes. Por esse motivo, muitos ensaios sdo
realizados ex-vivo, onde a terapia ¢ realizada, primeiramente, em células retiradas do paciente
e, apos o tratamento, as células sdo reinseridas (NALDINI, 2011). A estratégia para a selecdo
de células alvo com vetores ndo virais € a sua modificacdo com a inser¢do de ligantes que sdo
reconhecidos por receptores de membrana das células-alvo. Exemplos de ligantes sdo o acido

folico, manose, lactose e galactose (Tabela 1).

Hepatocitos sdo células hepaticas que contém grande quantidade do receptor de
membrana asialoglicoproteina, que se ligam as moléculas de galactose e as internalizam por
meio de endossomos. Kim e colaboradores modificaram a quitosana com o grupo galactose
com o intuito de formar poliplexos capazes de selecionar células contendo seu receptor. Os
graus de substituicdo obtidos nos derivados variaram de 6,9 a 9,3%, todos eles ndo foram
citotoxicos e exibiram grande habilidade na formacdo de poliplexos com DNA. Testes in

vitro demostraram que os poliplexos preparados com a quitosana modificada apresentaram
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maior afinidade por hepatocitos, o que aumentou significativamente a eficiéncia de

transfecgdo, comparado a quitosana ndo modificada (KIM, T. H. et al., 2004).

Tabela 1. Exemplos de moléculas ligantes e células alvos que expressam seus

receptores de membrana

Ligante Receptor de membrana Célula alvo

Células tumorais humanas

FR-a (LOW; KULARATNE,
2009)
. Macrofagos sinoviais
Acido Folico

(FERNANDES et al.,

FR-p 2008; NAKASHIMA-

MATSUSHITA et al.,

1999)
MR (EAST; ISACKE, Células dendriticas
Manose
2002) (ENGERING et al., 1997)
Células hepaticas
Receptor
(HORIUCHI; AOYAMA,
Lactose asialoglicoproteina (WU,
2006) e condrocitos
G.Y.; WU, 1988)

(DONATI et al., 2005)
Receptor Células hepaticas (KIM, T.
Galactose asialoglicoproteina (KIM, H. etal., 2004; ZANTA et

T. H. et al., 2004) al., 1997)

A artrite reumatoide (AR), uma doenca inflamatdria que resulta na destrui¢ao das
cartilagens e danos nos ossos, pode ser tratada via terapia génica. Células mononucleares
sinoviais, retiradas de pacientes com AR, e macrofagos articulares, isolados de ratos com
artrite induzida por adjuvante, expressam o receptor de folato em grande quantidade. Sendo
assim, quitosana modificada com acido folico foi preparada e analisada in vivo, em ratos com
artrite induzida por adjuvante. Os poliplexos foram formados com o cDNA do receptor
antagonista da interleucina-1 (IL-1 Ra) que interfere na acdo da interleucinal (IL-1), proteina

importante no processo de inflamagdo sinovial. Verificou-se que o conteudo de folato nao
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interferiu na complexagdo e integridade do DNA. Além disso, observou-se que os poliplexos
formados com o derivado inibiram significativamente os niveis de IL-1f, comparado com os
niveis dos ratos ndo tratados, indicando que a presenca de folato mediou o processo de

endocitose (FERNANDES et al., 2008).

1.4. Estratégias para obtenc¢ao de quitosana como um vetor nao viral
eficiente

Muitos trabalhos foram realizados para avaliar a eficiéncia de tranfecgdo utilizando a
quitosana como vetor ndo viral. Verificou-se que sua eficiéncia estd relacionada a varios
fatores, como massa molar (SATO et al.,, 2001; STRAND et al., 2010), pH do meio
(LAVERTU et al., 2006; SATO et al., 2001), forca de interagdo entre os polieletrolitos
(STRAND et al.,, 2010), excesso de polication (THIBAULT et al., 2011), razdo N/P
(LAVERTU et al., 2006), potencial zeta das particulas (HUANG et al., 2005; KOPING-
HOGGARD et al., 2001) e do tipo de célula utilizada in vitro (CORSI et al., 2003).

A massa molar influencia a for¢a de interacdo entre o polication e o DNA, alto grau
de polimerizagdo aumenta a interagdo reduzindo a expressao génica (STRAND et al., 2010).
O excesso de polication promove a liberacdo dos poliplexos das vesiculas endo-lisossomais,
necessario para que o poliplexo chegue ao citoplasma e ao nucleo (THIBAULT et al., 2011).
A eficiéncia de transfec¢do da quitosana é maior em meios acidos, devido ao seu maior grau
de ionizagdo, podendo ser utilizado para transfectar células tumorais, ja que o pH extracelular
dessas fica em torno de 6-7 (SATO et al., 2001). Além disso, o processo de transfeccdo
realizado pela quitosana nao se da pela hipotese de esponja de protons, diferentemente do
polimero PEI, pois ela ndo contém alta capacidade de tamponamento na faixa de pH
endossomal. Sendo assim, Hoggard e colaboradores chegaram a conclusdo de que a liberagdo
do DNA e a eficiéncia de transfec¢@o estdo relacionadas a degradagdo por enzimas, como a
lisozima, formando oligo e monossacarideos que aumentam a osmolaridade endossomal e,
consequentemente, faz o entumescimento e ruptura da membrana vesicular (KOPING-
HOGGARD et al., 2001). Por esse motivo, o processo de transfeccdo ¢ mais lento quando
comparado a PEIL. Contudo, quitosana com alto grau de desacetilagio tem sua
biodegradabilidade reduzida podendo impedir ou retardar o escape endossomal, diminuindo

ou atrasando a expressao génica (LAVERTU et al., 2006).
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Entre as propriedades que fazem da quitosana um potencial carreador para a terapia
génica pode-se mencionar a sua capacidade de complexar o DNA (LIU, W. et al., 2005) ¢
siRNA (KATAS; ALPAR, 2006), a biocompatibilidade (VANDEVORD et al., 2002),
biodegradabilidade (BAGHERI-KHOULENJANI et al., 2009), baixa resposta imunogénica ¢
baixa toxicidade (RICHARDSON et al.,, 1999). No entanto, a sua solubilidade em pHs
fisiologicos e a sua baixa eficiéncia de transfeccdo s@o ainda um desafio nessa area. Nos
ultimos anos, muitas modifica¢cdes tém sido feitas na quitosana para melhorar a sua
eficiéncia, como na massa molecular (RICHARDSON et al., 1999), no grau de desacetilagdo
(KIANG et al., 2004), na quaternizacdo (VERHEUL et al., 2008), substituicdo de grupos
sensiveis ao pH (JIANG et al., 2007; JIANG et al., 2011) e ligantes capazes de selecionar
células alvo (FERNANDES et al., 2008). A partir da revisdo bibliografica realizada até agora,
pode-se resumir as estratégias para o aprimoramento da quitosana como vetor ndo viral com o

seguinte diagrama:
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Figura 12. Diagrama com as estratégias para obten¢ao de quitosanas efetivas como

vetores nao virais para terapia génica.
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No presente estudo, propdem-se modificagdes na quitosana para melhorar sua
eficiéncia de transfec¢do génica. Essas modificagdes incluem quitosanas de baixa massa
molecular, elevado GD, a adi¢do de grupos fosforilcolina (PC), dietilaminetila (DEAE) e
acido folico. O GD elevado aumenta a estabilidade de poliplexos e a eficiéncia de
transfeccdo. Quitosana substituida com fosforilcolina tem melhor solubilidade em agua e
reduz a adsorcdo de proteinas (MENG et al., 2007; TIERA et al., 2006). Um dos principais
passos do mecanismo de entrega de genes na transfec¢do ¢ a liberagdo dos poliplexos do
endossomo para o citoplasma (VARKOUHI et al., 2011). Uma vez que a esponja de protons
¢ o principal mecanismo que explica a fuga de poliplexos do meio endossomal, o aumento da
capacidade de tamponamento da quitosana ¢ uma estratégia util para melhorar o mecanismo
de esponja de protons (BEHR, 1997, SONAWANE; SZOKA; VERKMAN, 2003). Outra
estratégia utilizada, para aumentar a capacidade de tamponamento e o grau de ionizacdo em
pH fisiologico da quitosana, foi a modificagdo dos grupos amina primaria da quitosana com

grupos amina secundaria e tercidria utilizando o grupo DEAE.

1.5. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral o estudo de quitosanas modificadas
estruturalmente para producdo de vetores ndo virais eficientes para a terapia gé€nica. As
modificagdes visam aumentar a capacidade de tamponamento, o grau de ionizacdo, a
solubilidade em pHs fisioldgicos, a seletividade por células contendo receptor de membrana
para folato e, consequentemente, aumentar a eficiéncia de transfeccdo génica de vetores ndo

virais.
Objetivos especificos:
1. Sintese e caracteriza¢do de derivados de quitosana inserindo grupos PC, DEAE e

acido folico a cadeia polimérica.

2. Estudo fisico-quimico da associagdo dos derivados de quitosana com DNA
(pDNA) e RNA de interferéncia (siRNA) focalizando a formagdo e propriedades

das nanopoarticulas, como tamanho, estabilidade e protecdo dos acidos nucleicos.

3. Estudo da citotoxicidade dos polimeros e dos poliplexos.
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4. Investigacdo da eficiéncia de transfec¢do gé€nica dos poliplexos preparados com os

derivados e o plasmideo VR1412 ou siRNA-SSB.
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MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os derivados foram sintetizados a partir de quitosana de 50 kDa e 80% de GD,
(Polymar). Agua deionizada foi adquirida a partir de sistema Milli-Q de purificacdo de dgua
(Millipore). Glicero-3-fosforilcolina foi comprado da Bachem, Torrance, CA, USA.
Cloridrato de 2-dietilaminoetila, polietileno glicol heterobifuncional (NH,-PEG-COOH) 3500
Da e acido folico foram adquiridos da Aldrich Chemical Co. Soro fetal bovino (FBS),
mistura de penicilina-estreptomicina (PS), 0,25% tripsina-EDTA, meio de cultura Dulbecco
Mem (DMEM), brometo de etideo, agarose, reagente TRIzol, lipofectamina 2000, DNA
ladder 1 kb foram obtidos de Invitrogen Canada Inc. (Burlington, ON). Todos os solventes e
reagentes foram utilizados tal como recebidos. Spectra / Pore membranas (Spectrum) foram

utilizados para as dialises dos polimeros.

O DNA de plasmideo VR1412, que codifica o gene B-galactosidase (B-gal) com um
promotor de citomegalovirus (CMV) e um tamanho de 8100 kb, foi fornecido por Vical Inc.
(San Diego, CA, EUA). Utilizou-se o mega kit da Qiagen para a extracdo e purificagao do
plasmideo. Para a verificagdo da viabilidade celular e da eficiéncia de transfeccdo génica, fez-
se o uso dos ensaios CellTiter96 ® aquoso ndo radioativos de proliferacdo celular (Promega

Corporation) e do kit ELISA para B-gal, respectivamente.

O siRNA utilizado, foi fornecido por Merck & Co Inc (West point, PA), tendo como
alvo o RNA mensageiro (RNAm) do antigeno da sindrome Sjogren (SSB, nimero de acesso
ao base de dados NCBI: NM 009278). A analise de RNA das células, transfectadas ou nao,
foi realizada por reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) por dois passos.
Primeiramente, utilizou-se o kit de transcri¢do reversa QuantiTect (Qiagen) para a sintese de
DNA complementar (cDNA). Logo apds, aplicou-se o kit QuantiTect SYBR Green PCR

(Qiagen) para a quantificagdo de cDNA em tempo real.
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2.2. Instrumentac¢ao

Os espectros de RMN de 'H foram registrados num espectrometro de Bruker ARX-
400 de 400 MHz a 70 °C. Os espectros UV-Visivel foram medidos com um
espectrofotometro de UV-visivel / Shimadzu (Man-Tech Associates, Inc.), um leitor de
microplacas Universal-EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc.) para ensaio Elisa e para as
medigOes de viabilidade celular. Zetasizer Nano-série Nano-ZS90, laser de 633 nm e angulo
de espalhamento de 90° (Malvern), foi utilizado para medidas de tamanho e potencial zeta
dos poliplexos. Analises de cromatografia de permeacdo em gel foram realizadas em HPLC
Shimadzu LC-20A com detector de indice de refracdo Shimadzu RID-10A, do laboratério de
fotoquimica da prof®. Dr”. Carla Cristina Schmitt Cavaleiro do Departamento de Fisico-
Quimica do Instituto de Quimica de Sdo Carlos da USP. Para experimentos de eletroforese
utilizou-se cuba eletroforética horizontal com fonte de energia GIBCO-BRL (Life

Technoligies).

2.3. Métodos

2.3.1. Desacetilacdo e degradacdo da quitosana (MIMA et al., 1983)

Conforme relatado anteriormente (CASE et al., 2009), a desacetilagdo da quitosana
foi realizada dissolvendo-se 8,0 g de quitosana em 200 mL de 4cido acético 2%. Essa solugao
foi adicionada a 100 mL de solu¢do aquosa de NaOH, a 50% em massa sob agitagdo
constante. A reagdo foi realizada a 100 °C sob atmosfera de nitrogénio e agitagdo magnética
durante 1 hora e 30 minutos. Apds esse tempo, o produto foi vertido em 4 L de agua
deionizada pré-aquecida a 80 °C, sob agitacdo. O precipitado foi decantado, lavado cinco
vezes com agua deionizada e separado por filtragdo. O procedimento foi repetido uma vez

para se obter maior grau de desacetilacao.

O produto bruto (5 g) foi dissolvido em solucao de acido acético 2% (300 mL) para o

processo de degradagdo. Gas nitrogénio foi borbulhado na solu¢do durante 1 hora para



Capitulo 2 — Materiais e Métodos 31

remover o oxigénio dissolvido na solugdo e a mesma foi resfriada até 4 °C. Uma solucdo de
NaNO, (20 mL, 0,18 mol.L™) foi adicionada gota a gota 4 mistura e a reagdo foi mantida a 4
°C por 24 horas. O polimero foi purificado por didlise (Mw 2000, Spectra/poro) contra agua
deionizada durante 48 horas, um dia contra NaOH 0,05 mol.L™" e 2 dias em 4agua (a agua foi

trocada trés vezes por dia) e a quitosana isolada por liofilizagao.

2.3.2. Preparo de quitosanas substituidas com fosforilcolina (PC)

Fosforilcolina gliceraldeido (PC) foi preparado a partir da oxidacdo da s,n-glicero-3-
fosfocolina com periodato de s6dio (LIBERDA et al., 1999). Para o preparo de derivado de
quitosana com, aproximadamente, 18% de graus de substitui¢do, utilizou-se uma solucao de
PC em metanol (1.66 mmol/10 mL) foi adicionada gota a gota a uma solucdo aquosade 1,3 g
de quitosana em 4cido acético 2% (52 mL) sob agitag¢do a 0 °C, em banho de gelo, durante 30
min. O pH da mistura foi ajustado para 6,5, e a solu¢do foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente durante uma hora. Em seguida, a solugdo foi novamente resfriada a 0
°C e adicionou-se, gota a gota sob agitacdo,uma solu¢cdo de cianoborohidreto de s6dio (8
mmol em 10 mL de 4gua desionizada), e manteve-se sob agitacdo a temperatura ambiente,
por 20 horas. O polimero final foi purificado por diélise contra 4gua por 48 horas, NaOH 0,01
mol.L™! por 24 horas ¢ mais uma vez contra 4gua durante mais 48 horas. A 4gua foi trocada

trés vezes por dia e o polimero purificado foi isolado por liofilizagdo (TIERA et al., 2006).

2.3.3. Preparo de quitosanas substituidas com dietilaminoetila (DEAE)

Para a adicdo de DEAE em quitosanas contendo PC, DEAE solido foi adicionado a
uma solu¢io de PC-quitosana em 15 ml de HCI 0,1 mol.L"". O pH foi ajustado a 8,0
adicionando NaOH 2 mol.L"'. A mistura foi aquecida sob agitagdo a 65 °C em banho de 4gua
e, a cada 30 minutos, o pH foi ajustado. Finalmente, o produto bruto foi purificado por dialise
contra NaOH 0,05 mol.L"' por um dia, e contra dgua durante 3 dias e liofilizado. Os
polimeros modificados somente com DEAE, sem substitui¢des de PC, foram preparados por
Franciele de Paula Pansani Oliveira em seu trabalho de mestrado (OLIVEIRA, F. D. P. P,
2011; ZAMBITO et al., 2006).
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2.3.4. Sintese das quitosanas contendo o ligante acido félico (CHUL CHO et
al,, 2005).

Primeiramente, éster de folato-NHS ¢ preparado a partir da ativagdo de acido folico
com N-hidroxisuccinimida (NHS). Para isso, 300 mg de acido folico foi dissolvido em 12 mL
de dimetil sulfoxido anidro (DMSO) juntamente com 93 mg de N,N-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) e 77 mg de N-hidroxisuccinimida (NHS). A reacdo foi realizada a temperatura
ambiente por 6 horas, sob agitacdo. Apds a reacao o precipitado branco formado foi removido
por filtracdo. A solugao filtrada foi adicionada em 100 mL de acetona 30% em éter dietilico
formando um precipitado amarelo, o folato-NHS. Esse foi coletado por filtragdo e lavado
com acetona e etanol. Posteriormente, preparou-se FA-PEG-COOH pela adi¢do de éster de
folato-NHS em solu¢do de 450 mg de NH,-PEG-COOH em 100 mL de piridina em
temperatura ambiente, sob agitacdo e na auséncia de luz. O produto final, FA-PEG-COOH,
foi seco por rotaevaporagio, dissolvido em 20 mL de dgua deionizada, purificado por meio de
dialise (1000 Da de exclusdo) contra tampao fosfato 10 mM pH 7,4 por um dia e contra agua

deionizada por 48 horas e, finalmente, liofilizado.

Para o preparo de quitosana contendo o ligante folato (CH-PEG-FA), ativou-se 40 mg
de FA-PEG-COOH em 5 ml de DMSO com 2,5 mg de hidrocloreto de N-(3-
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida (EDC) e 5,8 mg de NHS, mantido em temperatura
ambiente por quatro horas, sob agitacdo. 200 mg de quitosana desacetilada foi dissolvida em
20 ml de acido acético 2% e o FA-PEG-COOH ativado foi adicionado a solugdo de
quitosana. A reagdo foi realizada no escuro por 20 horas. O produto final foi purificado por
dialise (5000 Da ou 10-15 kDa de exclusdo, quitosana degradada ou nao, respectivamente)
em agua deionizada por 3 dias. CH-PEG-FA foi isolado por liofilizagdo. A andlise da
incorpora¢do de PEG-FA na quitosana foi realizada por meio de medidas de absorvancia do
acido folico com espectrofotometro UV-visivel, utilizando quitosana ndo modificada como

padrdo. O coeficiente de extingdo do acido folico € 6165 M 'em ™!, em 363 nm.
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Figura 13. Estrutura do acido folico e do polietileno glicol heterobifuncional.

2.3.5. Caracterizacao dos polimeros

2.3.5.1. Determinagdo do grau de substituicdo por espectroscopia de Ressondncia

Magnetica Nuclear de Hidrogénio

Os polimeros foram caracterizados por RMN de 'H e titulagdo potenciométrica para
determinagdo dos graus de desacetilagdo e de substituicdo, PC e DEAE. Os espectros de
RMN de 'H foram obtidos a 70 °C e os graus de desacetilagio (GD) e de substitui¢do de PC
(GSpc) foram calculados utilizando-se as areas dos sinais referentes ao CHs (Icp3) da unidade
acetilada e os hidrogénios anoméricos H; (I;) € His(Inis), utilizando-se como referéncias os
trabalhos de Tiera et al. 2006 ¢ Taloimate et al. 2000 (TIERA et al., 2006; TOLAIMATE et
al., 2000).

Os graus de substituicdo por DEAE (GSdeae) foram calculados a partir do espectros
de RMN de 'H utilizando as areas dos sinais dos hidrogénios do CH3 dos grupos amina
terciaria e quaternaria do grupo DEAE e dos hidrogénios anoméricos, como descrito por
Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA, F. P. P. et al., 2013). Os resultados ¢ a interpretacao

dos espectros de RMN estdo apresentados no capitulo 4.
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2.3.5.2. Determinagdo da massa molecular por cromatografia de permeagdo em gel

(GPC).

Medidas de cromatografia de permeacgdo em gel foram utilizadas para a determinacao
da massa molar numérica média (Mn), massa molar ponderal média (Mw) e da
polidispersividade (Mw/Mn) dos polimeros. A fase movel utilizada foi o 0,3 M
CH3COOH/0,2 M CH3COONa. Duas colunas em série (SB-803 HQ e¢ SB-805- SHODEX),
com tamanhos de 8 mm x 300 mm e vazado de 0,8 mL/min, foram utilizadas para separacgdo e
analise das amostras e o padrao utilizado para calibracdo foi o Pullulan de massas molares de

805.000 a 6.200 g.mol™".

2.3.5.3. Determinacgdo da capacidade de tamponamento.

As capacidades de tamponamento dos derivados foram verificadas por meio de
titulagdes potenciométricas, seguindo procedimentos ja descritos na literatura (RICHARD et
al., 2013; ZHONG et al., 2005). Os derivados foram previamente secos em estufa em pressao
reduzida & 40 °C por 2 horas e preparou-se 0,2 mg.mL™ em solugdo de NaCl 0,15 mol.L™".
Adicionou-se 0,15 mL de HCI 0,1 mol.L", para promover completa solubilizagio dos
polimeros. Logo apés, adicionou-se NaOH 0,1 mol.L"' para o ajuste do pH até 11,
aproximadamente. A titulagdo foi realizada com aliquotas de HCI 0,1 mol.L™ e a capacidade
de tamponamento (CT) foi calculada a partir da derivada da curva de numero de moles de
HCI adicionado (ngc) em funcdo do pH dividido pelo niimero de moles de aminas em

solugdo (Nymina) (Equacao 4).

an 1 o~
CT = & x —— equagio 4
dpH Namina

2.3.6. Amplificacao e purificacio do DNA de plasmideo VR1412
O plasmideo VR1412 foi amplificado em Escherichia coli e purificado utilizando o

kit Qiagen mega de acordo com as instrugcdes do fabricante (Qiagen Plasmid purification

Handbook, terceira edicdo, 2005). O plasmideo final foi dissolvido em agua e analisado por
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eletroforese em gel de agarose a 0,8% e espectrofotdometro UV-Visivel em comprimentos de

onda de 260 e 280 nm.

2.3.7. Formacado de Poliplexos

Prepararam-se solugdes estoque de quitosana em tampao fosfato pH 6,3 e
concentracdo de grupos amina de 9,3 mM, filtradas em ambiente esterilisado com filtro
esterilisado com membrana de polietersulfona com poros de 0,45 pum. Para a formagdo de
poliplexos, adicionou-se lentamente, sob agitacdo, aliquotas da solucdo estoque de quitosana
ao pDNA ou siRNA diluido no tampao desejado. Para cada experimento realizado, utilizou-
se uma concentragdo de grupos fosfato fixa e variou-se a concentracdo de grupos amina,
obtendo-se diferentes razdes N/P (N = grupos amina do polication, P = grupos fosfato do
DNA). Para as medidas de tamanho e potencial zeta a concentracdo de grupos fosfatos foi de
0,02 mM, e para os demais experimentos foi de 0,038 mM com pDNA e 0,076 mM com
siRNA. Os tampdes utilizados foram acetato 50 mM pH 5,0 e for¢a i6nica 150 mM, tampao
fosfato 25 mM pH 6,3 e forca ionica 50 mM e tampao fosfato 50 mM pH 7,4 e forca idnica
150 mM.

2.3.8. 0 tamanho das particulas e potencial zeta

Na preparagao dos poliplexos com quitosana e seus derivados a concentragdo de DNA
ou siRNA foi mantida em 0,02 mM de grupos fosfato, para todas as medi¢gdes de tamanho e
potencial zeta, em razdes N/P entre 1 e 20. Os tampdes utilizados foram o fosfato 25 mM, pH
6,3, 50 mM de forca i6nica e de fosfato 50 mM, pH 7,4, 150 mM de forca idnica. As solucdes
das nanoparticulas (NPs) foram preparadas em duplicata e as medidas para cada solugdo,

foram realizadas em triplicata.
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2.3.9. Eletroforese em gel de agarose e verificacio da integridade do

plasmideo

A eletroforese foi realizada utilizando gel de agarose a 0,8% em tampdo de acido
Tris-EDTA-bérico (TBE) com corrida de 30 minutos a 80 V em cuba de tamanho 8,5 cm x 6
cm x 0,5 cm (comprimento x largura x altura) ou 40 min & 170 V em cuba de tamanho 14,5
cm x 13,5 cm x 0,7 cm. A concentracdo do plasmideo utilizada para a preparacdo de
poliplexos foi de 0,6 pg/pogo. A integridade do DNA, apds a preparagdo das particulas, foi
verificada por digestdo dos polimeros nos poliplexos por quitosanase e lisozima, seguida de
eletroforese. A digestao foi realizada com a adig¢ao de 20 puL de quitosanase Su/mL e 5 uL de
lisozima 1000 u/ml em 25 pL dos diferentes poliplexos em razdes 2 ou 10 N/P, contendo
0,625 pg de DNA. A mistura foi incubada a 37 °C durante 4 horas e analisada por
eletroforese. Também, verificou-se a protecdo do DNA contra degradagdo por DNasel
recombinante de pancreas bovino (Roche diagnostics, USA). Para isso, preparou-se 40 uL de
poliplexos, contendo 2 pg de DNA. Adicionou-se DNasel, 2,5 a 5u, as solugdes de poliplexos
¢ incubou-se por 20 minutos a temperatura de 37 °C. Inativou-se o DNasel ao aquecer as
amostras a 60 °C por 15 minutos, com adigdo de 25 mM de EDTA (DOUGLAS;
PICCIRILLO; TABRIZIAN, 2006). A integridade do DNA foi verificada ap6s degradacao da

quitosana com quitosanase e lisozima, como descrito acima.

2.3.10. Citotoxicidade

2.3.10.1. Polimeros:

As citotoxicidades dos polimeros foram avaliadas por meio da determinacdo da
viabilidade celular com ensaio de CellTiter96" aquoso ndo radioativo de proliferagdo celular
(Promega Corporation), composto de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5-(3-carboximetoxifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) e fenazina metasulfato (PMS). Para isso, os polimeros
foram preparados em acido acético (60 mM) em uma concentragdo de 10 mg/mL, dissolvidos
sob agitagdo e aquecimento a 55 °C. Células de carcinoma cervical HeLa (FR-positivo)
(America Type Culture cell Collection / Rockville, MD, USA) foram cultivadas em placa de
96 pocos a uma densidade de 10.000 células/pogo em meio DMEM suplementado com 10%
de FBS e 1% de PS e incubadas por 24 horas a 37 °C, 5% de CO; e 95% de O,. No dia
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seguinte, trocou-se o meio por novo meio DMEM suplementado e adicionaram-se diferentes
quantidades das solug¢des de quitosanas e seus derivados, para concentragdes finais de 0,1;
0,2; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 ¢ 2 mg/mL e 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2 ¢ 0,5 mg/mL, para
lipofetamina. Cada concentragao foi repetida em 3 pogos, incubando-se por 24 horas. No
ultimo dia, o meio de cultura da placa foi trocado por meio DMEM contendo MTS e PMS,
incubando-se por 30 minutos a 37 °C. MTS ¢ biorreduzido pelas células viaveis para
formazana solivel em meio de cultura. A absorvancia foi medida em 490 nm com um leitor
de microplacas EL800 universal (Molecular Devices Corporation, Menlo Park, CA, EUA). A
percentagem de viabilidade celular foi calculada ajustando as células de controle sem

tratamento como 100%.

2.3.10.2. Poliplexos:

Para os poliplexos a citotoxicidade foi avaliada como descrito acima, e ap6s o cultivo
das células HeLa por 24 horas, o meio de cultura foi removido e 50 pL. de DNA livre ou
poliplexos (equivalente a 0,025 pg de DNA do plasmideo), em diferentes razdes N/P, foram
adicionados as células com 100 puL. de meio completo e incubou-se durante 24 horas. A
viabilidade celular foi avaliada por ensaio com CellTiter96" aquoso ndo radioativo de
proliferagcdo celular (Promega Corporation), assim como para os polimeros. A percentagem
de viabilidade celular foi calculada ajustando as células de controle sem tratamento como

100%.

2.3.11. Eficiéncia de transfeccio

2.3.11.1. Estudo de Transfecgdo pelo plasmideo VR1412

As células HelLa foram semeadas 24 horas antes da transfec¢do em placas de 24
pocos a uma densidade de 50.000 células/pogo em meio DMEM com 10% de FBS ¢ 1% de
PS. No dia da transfecc¢ao, as células foram lavadas com o meio de cultura, sem FBS e PS, ¢

adicionou-se 200 pL de DNA livre ou 200 pL de poliplexos (5 pg de DNA/pogo) e
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adicionou-se 200 pL de meio DMEM, sem FBS e PS. Apos 4 horas de incubagdo a 37 ° C, as
células receberam 1 mL de meio completo com 10% de FBS e 1% de PS e foram incubadas
por 24 horas. Apds esse periodo, o meio foi removido e adicionado um novo meio completo.
Depois de 72 horas, o meio foi removido e as células foram lavadas com tampao fosfato
salino (PBS) frio. Determinou-se a concentragdo da proteina [-gal expressa nas células
utilizando-se o kit Elisa para B-gal (ROCHE). Para a determinagdo da concentragdo de
proteinas totais aplicou-se o kit BCA baseado no 4acido bicinconinico (BCA) (Thermo
Scientific), utilizando-se albumina de soro bovino como padrdo, de acordo com as instrugdes
do fabricante. A eficiéncia de transfeccdo ¢ dada a partir da razéo entre a concentracdo de f3-

gal, em pg, e das proteinas totais, em mg.

2.3.11.2. Transfecgdo pelo siRNA-SSB

Para o estudo de transfecgdo com siRNA-SSB, cultivou-se 10° células por pogo em
placas de 6 pogos com 3 mL de meio de cultura DMEM com 10% de FBS e 1% de PS a 37
°C, 5% de CO; ¢ 95% de O,. Apds 24 horas, os pogos foram lavados 3 vezes com meio
DMEM novo, sem FBS e PS. Logo apds, adicionou-se 500 pL. de poliplexos, contendo 5 pg
de siRNA-SSB, e 500 uL de meio DMEM. Incubou-se por 4 horas a 37 °C, aplicou-se mais 2
mL de meio DMEM suplementado com 10% de FBS e 1% de PS e incubou-se novamente
por 24 horas. No dia seguinte, o meio contendo os poliplexos foi trocado por meio DMEM
novo com suplementos. Ap6s 48 horas, os pocos foram lavados 3 vezes com PBS e as células
foram tratadas com o reagente TRIzol® para purificagio de RNA, seguindo as instrugdes do
fabricante (Ambion/RNA by life technologies). As amostras de RNA finais foram transcritas
para cDNA com o kit de transcriptase reversa. A partir do cDNA de cada amostra, um quinto
foi utilizado para PCR em tempo real. Os primers aplicados foram: SSB, sequéncia senso 5'-
CCA AAA TCT GTC ATC AAA TTG AGT ATT-3' e sequéncia anti-senso 5'-CCA GCC
TTC ATC CAG TTIT TAT CT-3', GAPDH, sequéncia  senso 5'-
CCACCCATGGCAAATCCATGGCA-3' e sequéncia anti-senso 5'-
TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCAQCC-3". GAPDH ¢ o cDNA do RNAm que codifica a
proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e foi usado como padrdo relativo, gene de
referéncia, para os valores de SSB. O kit para PCR em tempo real utilizado foi o Quantitect

SYBR Green PCR e o método para analise foi o0 Mx3000P (Stratagene, La Jolla, USA). Esse
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método aplica a molécula SYBR Green que se liga a fita dupla de DNA, ligagdo ndo
especifica, e fluoresce. Dessa forma, pode-se monitorar o processo da reagdo de amplificagdo
do ¢cDNA, pois a intensidade de fluorescéncia aumenta proporcionalmente com o ciclo de
amplificacdo. A fluorescéncia gerada no primeiro ciclo é chamada de Ct, e esse valor pode
ser diretamente correlacionado com a concentragdo de partida da amostra. Com isso, 0s
valores de expressdo do RNAm SSB podem ser calculados a partir das mudangas relativas a
células controle, sem tratamento com siRNA-SSB. A seguinte equacdo ¢ utilizada para
avaliar a porcentagem da expressdo de RNAm SSB que foi bloqueada pelo siRNA-SSB,
normalizada pelo GAPDH:

2—ACt(SSB)

Nivel de expressao de RNAm SSB = S=ACH(GAPDH) equacdo 5

em que ACt(SSB) ¢ a diferenca entre os valores de Ct entre a amostra controle e a amostra
tratada com siRNA para o cDNA do SSB, e ACt(GAPDH) ¢ a diferenga entre os valores de
Ct entre a amostra controle e para o cDNA do GAPDH.
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Resultados e Discussao

3.1. Caracterizac¢ao dos polimeros

Os polications utilizados nesse trabalho foram separados em duas séries. A série I
refere-se as quitosanas desacetiladas, degradadas e seus derivados contendo diferentes graus
de substituicdo por grupos PC e DEAE (Tabela 2). Para a sintese dessa série, quitosana
comercial foi desacetilada por hidrdlise basica, como descrito no procedimento 3.3.1. Esse
produto foi degradado com razdes em massa de nitrito de sodio (mg) e quitosana (g)
(NaNO,/CH) de 6,33 e 49,6, obtendo-se quitosanas de Mw 29 e 12 kDa, respectivamente. Os
derivados da série | foram obtidos a partir da modificagdo da quitosana desacetilada CH,,,
inicialmente pela reagdo de substituicdo com grupos fosforilcolina (PC), seguida da reacdo de
modificacdo com DEAE. O GD da quitosana de partida (CH,,) foi determinado a partir da
integragdo da area do sinal referente ao grupo metila das unidades acetiladas em 2,5 ppm
(Figura 14) comparado a integracdo dos sinais referentes ao hidrogénio anomérico (5,5 ppm)

utilizando-se a relacgao :

GD = 100% — ’;ﬂ x 100% equagio 6

In

Os calculos levaram a um GD de 98% e confirmam que duas reagdes consecutivas
levam a quase completa desacetilagdo. As substituicdes por grupos PC foram realizadas por
meio de reacdo com base de Schiff e o grau de substitui¢ao (GS-PC) foi determinado a partir
das 4reas dos sinais, devido a dois tipos de hidrogénios anoméricos, H ¢ H' (Figural4),
utilizando a equacdo (7). As amostras para a analise em RMN de 'H (20 mg/mL) foram

preparadas em D,O/DCI (100/1, v/v).
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I

GSpc = ”+1 x 100% equagdo 7

Iyi+lg

Os valores do grau de substitui¢do de PC (GS,.) obtidos foram de 18 e 22%, e os
derivados foram denominados respectivamente PC;s-CH e PC,-CH (Tabela 2). Para
obtenc¢do de derivados com maiores graus de ionizagdo (o) em pH fisiologico, os derivados
subsituidos com PC foram posteriormente modificados para introdugdo dos grupos DEAE
via modificacdo quimica dos grupos amina no carbono C-2. Assim, por meio do controle do
pH da reagdo, procurou-se evitar a reacdo dos grupos hidroxila que desempenham papel
importante na atividade bioldgica da quitosana. O caminho de reac@o, além de introduzir
grupos amina tercidria na cadeia principal, converte as aminas primarias de quitosana em
aminas secundarias, transformacao essa que afeta o estado de protonacao da quitosana. PCs-
CH e PC,,-CH foram modificados com DEAE utilizando razdes de massa DEAE/CH de 0,26
a 2,0 (Tabela 2).

Tabela 2. Razdes em massa de DEAE e de quitosana (DEAE/CH) que deram origem

aos derivados com substituigdes por grupo DEAE da série I.

Polimero DEAE/ PC-CH GSdeae % GSdeaeyq %
PC3-CH-DEAE, 0,26 22 --
PC3-CH-DEAE33 0,50 38 -
PC3-CH-DEAEy4 0,60 44 --
PC3-CH-DEAE, 1,00 58 12,0

PC,-CH-DEAE; 2,00 97 26,7
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Figura 14. Espectros de RMN de 'H, 400 MHz, dos derivados de quitosana da série I

(PCx-CH-DEAEy) em D20/DCI (100/1, v/v) a 70 °C.

Os espectros de RMN de 'H dos derivados substituidos com DEAE exibiram um

singlete em 1,80 ppm, atribuido a ressondncia dos hidrogénios dos grupos metila de

dietiletilamina e sinais de 6 3,70 a 4,00 ppm, que podem ser atribuidos aos hidrogénios dos

metilenos de NH-CH,CH,-N(CH,CH;), e¢ NH-CH,CH,-N(CH,CHj3), respectivamente

(Figura 14). Os graus de substitui¢do por DEAE foram calculados utilizando a relagao:
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_ Icns/6 ~
GSgeqe = Tt equagdo 8

e os valores sdo apresentados na Tabela 3. Ambas as reacdes de substituicdo, com PC e
DEAE, sao nucleofilicas, ¢ dois derivados resultados das substituicdes com maiores razdes de
DEAE/PC-CH (1,0 e 2,0) apresentam grupos amonio quaternarios (6 1,84 ppm, Figura 14),

cujos graus de substitui¢do foram determinados como 12 e 26,7%.

A massa molar ponderal média (Mw), massa molar numérica média (Mn) e o indice
de polidispersividade (Mw/Mn) foram determinados por cromatografia de permeacdo em gel
(GPC). As curvas de GPC, titulagdo condutimétrica e RMN de 'H e suas respectivas analises
se encontram no apéndice A. Alguns polimeros das séries I e II foram selecionados para o
estudo de transfec¢do com siRNA, modificacdo com o ligante PEG-FA e para o ensaio in
vivo que foi iniciado recentemente. Essa selegdo foi feita apds os estudos de transfecgdo in
vitro em células HeLa com o plasmideo VR1412, sendo os polimeros selecionados aqueles
mais eficientes no processo de transfeccdo. Os graus de substitui¢do do ligante foram
analisados pela absorvancia do acido félico em 363 nm e coeficiente de absortividade molar

-1 -1 . ~ . A .
de 6165 M " cm , usando a quitosana nao modificada como branco/referéncia.

A andlise comparativa dos resultados de massa molecular mostram que dois
polimeros, PC,-CH e PCy-CH-DEAE(, apresentaram valores marcadamente discrepantes
com respeito a Mw. Um exame da literatura do comportamento de polimeros zwiteridnicos
permite explicar parcialmente os resultados obtidos. Em solugdes aquosas com baixa forga
i0nica, as interagdes entre cargas positivas e negativas nas cadeias polianfoteras podem levar
as cadeias de polimeros a formar estruturas retraidas e diminuir em tamanho
(KUDAIBERGENOV, 2002). Por outro lado, interagdes intermoleculares também podem
reduzir a solubilidade em agua de polianfoteros em presenca de baixa forga ioOnica.
Polianfoteros, tais como poli (N-3-sulfopropil-N-metacriloxietil-N, N-dimetil betaina), sao
insoliveis em agua sem sal, devido a forte interagdo entre os pares idnicos das cadeias
poliméricas (MATSUDA et al., 2008). Portanto, os valores de Mw para os dois polimeros
mencionados se devem provavelmente a interacdes intermoleculares dos grupos

zwiterionicos da fosforilcolina.
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Tabela 3. Propriedades das quitosanas e seus derivados da série 1.

Polimero GD Mw  Mw/Mn  GSpc*  GSgeac®  GSgeaeqg®  GS-PEG-

(%)  (kDa) (%) (%) (%) FA** (%)
CH* 98 134 42 - - - _
CH;;’ 98 12 1,9 -- - - -
CH,* 98 29 1,6 - — - -
PC1-CH - 242 6,5 22 — - -
PCy-CH-DEAE;py  -- 134 3,7 26 97 26,7 -
PC,5-CH* - 41 33 18 - - -
PCis-CH-DEAE;,  -- 29 2,3 18 22 - -
PCis-CH-DEAE;; - 33 2,3 18 38 - -
PCis-CH-DEAE,  -- 32 2,4 18 44 - -
PCy5-CH-DEAE; -- -- -- 18 58 12.0 --
PC3-CH,-PEG- - - -- 18 - - 2.4

FA!

Mw: Massa molar ponderal média (g.mol"); Mw/Mn: polidispersividade; GD: Grau de desacetilagdo (%); GS-
PC: Grau de substitui¢do por grupos PC (%); GSdeae: Grau de substitui¢do por grupos DEAE (%); *Quitosana
de partida para degradagdo. "Quitosana degradada para preparagdo de PC;s-CH and PC,s-CH-DEAEX.
‘Quitosana degradada para a preparagdo de PCy-CH and PC,-CH-DEAE . *GS obtidos a partir das analises
de RMN de 'H. **GS analisados por meio de medidas de absorvancia do acido folico. ¢ Polimeros selecionados

para estudo com siRNA.

A partir das curvas de titulagdo potenciométrica, foi possivel calcular a capacidade de
tamponamento (CT) de cada derivado em funcdo do pH (Figura 15). Observou-se que o
derivado PC;3-CH obteve maior CT na faixa de pH entre 5 ¢ 7,4, seguido da quitosana
desacetilada e degradada CHj,. Os derivados contendo DEAE ndo aumentaram CT.
Comparando as CT dos derivados PC,o-CH e PC;3-CH, observou-se que a CT € maior para o
derivado de menor massa molar. Provavelmente, polimeros com menor massa molar deixam

os grupos aminas mais disponiveis para a protonac¢do, aumentando a CT. Esse aumento na
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capacidade de tamponamento com a diminuicdo da massa molar do polimero também foi

observado por Mady e colaboradores no estudo de PEI (MADY et al., 2011).

0,7

——PCygCH
06 |- -
PC,q-CH
—— PCy"CH-DEAE; oy

04 |-

Capacidade de
Tamponamento

03 -— /

50 55 6,0 6,5 7,0 75 8,0

Figura 15. Capacidades de tamponamento dos derivados da série I em funcdo do pH.

A segunda série (série II) abrange quitosana desacetilada e derivados contendo
proporcdes crescentes de DEAE, preparadas no trabalho de mestrado de Franciele de Paula
Pansani Oliveira em 2011 (OLIVEIRA, F. D. P. P., 2011) (Tabela 4). Os derivados da série II
contém diferentes GS de aminas tercidrias, 14,9%, 24,5%, 62,5% e 97,6% (Tabela 3). Os
derivados denominados CH-DEAEg, e CH-DEAE,(, contém grupos amina quaternaria, com
GS de 15,5% e 16,9% respectivamente. A CT para CH;7, CH-DEAE,;s, CH-DEAE,s, CH-
DEAEg, ¢ CH-DEAE| ¢y aumenta at¢ CH-DEAE,s ¢ volta a diminuir para os derivados mais
substituidos, ligando, respectivamente, 0,61, 2,81, 4,5, 2,27 ¢ 1,41 mmol de prétons por
grama de polimero. Portanto, CT aumenta em comparacdo a quitosana desacetilada
(Apéndice B) (OLIVEIRA, F. P. P. et al., 2013) e o decréscimo de CT para CH-DEAEg e
CH-DEAE)q, em parte, pode ser atribuido aos grupos amina quaterndria e ao aumento do

grau de ionizagdo em pH 7,4 (OLIVEIRA, F. P. P. et al., 2013).



Capitulo 3 — Resultados e Discussdo 46

Tabela 4. Propriedades da quitosana desacetilada seus derivados da série II

substituidos com DEAE.

Polimero GD Mw  Mw/Mn  GSdeae* GSdeae ** GS-PEG-

(%)  (kDa) (%) (%) FA**% (%)
CH,,* 95 256 3,7 - - -
CH-DEAEs"* -- 238 3,7 14,9 - --
CH-DEAEs - 219 4 24,5 - -
CH-DEAE;y, - 234 4,4 62,5 15,5 -
CH-DEAE;y," -- 197 2,7 97,6 16,9 --
DEAE;s-CH-PEG-  -- - - 14,9 - 2,7

FA"

?Quitosana desacetilada de partida para o preparo dos derivados CH-DEAEy. *GS = grupos amina terciaria,
obtidos a partir das analises de RMN de 'H; **(GSdeaeq: Grupos amina quaternaria; ***GS analisados por
meio de medidas de absorvancia do 4cido folico. ® Polimeros selecionados para estudos com siRNA. ¢ Polimeros

selecionados para o teste in vivo.

3.2. Estudo da Interac¢ao dos Derivados com o plasmideo VR1412

Todos os derivados estudados formaram NPs com o plasmideo VR1412 (pDNA) em
diferentes razdoes N/P. As particulas formadas com a série I foram preparadas nos pHs 6,3 ¢
7,4 e as da série 11, nos pHs 5,0 e 7,4. O tamanho e o potencial zeta dos poliplexos foram
analisados por espalhamento de luz dindmico e a estabilidade e for¢ca de interagdo foram
verificadas por meio de eletroforese em gel de agarose. A eficiéncia de transfeccdo ¢
fortemente correlacionada com a estabilidade e potencial zeta dos poliplexos (HUANG et al.,
2005; KOPING-HOGGARD et al., 2001). Além disso, poliplexos de tamanhos variando
entre 200 e 600 nm ndo tém grande influéncia na eficiéncia de transfeccdo e podem ser
captados por endocitose pelas células (KOPING-HOGGARD et al., 2001; LAVERTU et al.,
2006).
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3.2.1. Tamanho e potencial zeta

Os derivados da série I formam particulas de tamanhos variados com o pDNA que
dependem da composi¢do, do pH e da razdo N/P (Figura 16a e 16b). Em pH 6,3, CHj»
complexou o pDNA e formou particulas de em torno de 480 nm de diametro em toda a faixa
de razdo N/P estudada, ou seja, de 2 a 30. Entretanto, para os derivados, verifica-se que
quanto maior o GSdeae, menor ¢ o tamanho das particulas formadas. Para N/P > 5 o diametro

hidrodinamico permaneceu em torno de 100 a 120 nm (Figura 16a).

Na figura 16b estdo apresentados os resultados para os didmetros hidrodindmicos das
particulas em pH 7,4. O aumento do pH para 7,4 tem como consequéncia a desprotonacao
parcial dos grupos amino dos derivados e resulta num decréscimo na forga de interagdo,
afetando o tamanho das NPs. Para o derivado PC)-CH, o tamanho das particulas aumenta até
razao N/P 3,0 e volta a diminuir formando poliplexos com tamanhos de 190 nm na razdo N/P
10. Este comportamento se deve a carga superficial das NPs, que atinge valores ligeiramente
positivos somente a partir de N/P > 5,0 (Figura 17b). O derivado de menor Mw, PC,3-CH,
interage mais fracamente com o pDNA e, para razdes N/P maiores que 4, formou
nanoparticulas com didmetros da ordem de 400 nm. Por outro lado, em pH 7,4 a quitosana
desacetilada ndo forma particulas estaveis precipitando em solucdo. Para os derivados
contendo DEAE, o tamanho das particulas diminui com o grau de substitui¢ao e, para N/P >
2, o derivado PC,o-CH-DEAE( formou NPs da ordem de 180 nm. Ja os derivados PC;3-CH-
DEAE4 ¢ PCi3-CH-DEAE;), formaram, em baixos valores N/P, nanoparticulas com

diametros de 420 e 335 nm respectivamente, ¢ 180 nm para N/P = 20 (Figura 16b).
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Figura 16. Diametros hidrodinamicos dos poliplexos de plasmideo formados com os
polimeros da série [ em a) pH 6,3 e b) pH 7,4. Os valores correspondem as médias de duas

preparacdes independentes, com trés medidas consecutivas cada.

As Figuras 17a e 17b mostram o potencial zeta das NPs da série | em funcdo da razao
N/P. Nos dois pHs estudados o potencial zeta dos complexos aumenta com N/P ¢ com o GS
por DEAE. Em pH 6,3, CH),, forma particulas com -1,6 mV para 2 N/P e aumenta até +14.9
mV para N/P = 15. J4, os seus derivados formaram complexos com potencial zeta positivo de
+5 mV a partir de N/P 2 para PCy-CH, atingindo +22 mV na razdo 15 para os derivados
substituidos por DEAE (Figura 17a). Os maiores valores de potencial zeta para PC,-CH e os
demais derivados se devem aos maiores valores de pKa para os grupos amina secundaria
(pKa ~ 7,0 (TIERA et al., 2006)). O efeito da modificagdo com DEAE se torna mais evidente
em pH 7,4 e somente os derivados formam particulas com potencial zeta positivo acima de 5
mV. O derivado PC,)-CH-DEAE foi o tinico da série I que, nas razdes N/P 5 e 10, formou

poliplexos positivos com potenciais acima de 10 mV (Figura 17b). Valores positivos de
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potencial zeta conferem maiores estabilidades coloidais as NPs, que, para razdes N/P > 10,

exibiram raios hidrodindmicos que variaram de 120 a 300 nm (Figura 16b).

25 -
20 -
o -
>
E 15¢
N’
= A
g 1of —&—CHpp
.g 5L —A— PC;4-CH-DEAE,,
§ s —v— PCg-CH-DEAE3g
S o ~4 PCyg-CH-DEAE
—— PC]s-CH-DEAE70
_5 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30
Raziao N/P
15
10}

pH74

o™
>
g
N’
<
3 PCg-CH
— —
N 10k 18
= PC1g-CH-DEAE 4
g -15+ +PC18-CH-DEAE70
% _20-_ —&—PC,)-CH
-30 I 1 s 1 s 1 s 1 s 1
4 8 12 16 20
Razio N/P

Figura 17. Potenciais zeta dos poliplexos de plasmideo formados com os derivados

da série I em a) pH 6,3 e b) pH 7,4.

A partir dos resultados, observa-se que o tamanho das particulas estd diretamente
correlacionado com o potencial zeta. Isso pode ser visualizado pelo comportamento da curva
para o derivado PC,o-CH (Figura 16). No pH 7,4, ocorre um pico em N/P = 3,0, sendo que,
abaixo dessa razao, o potencial zeta ¢ negativo e acima de 3,0, torna-se positivo. Na razao
N/P 3,0, as particulas s3o menos estaveis e podem agregar, formando particulas maiores. Esse
mesmo efeito foi observado por Patrick et al. em 1998 (ERBACHER et al., 1998). Nimesh e
colaboladores também verificaram que o tamanho das particulas diminui com aumento do

potencial zeta e depende da forca i6nica e do pH do meio (NIMESH et al., 2010).
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Para os polimeros da série 11, as NPs foram preparadas nos pHs 5,0 e 7,4 (Figura 18).
Em pH 5.0, tanto quitosana (CH;7) quanto os derivados formaram NPs com didmetros
hidrodinamicos (Dh) variando de 150 a 200 nm. Para CH,7, o tamanho se estabiliza para
razdes N/P acima de 3 e para os derivados contendo DEAE para N/P > 2. Para N/P < 2,0, os
diametros das particulas foram de aproximadamente 600 nm. Em pH 5,0 e N/P < 2,0, todas
as quitosanas apresentam alto grau de ioniza¢do ¢ NPs obtidas apresentam Dh maiores que
500 nm. Esse resultado pode ser atribuido aos baixos valores de potenciais zeta das NPs, que
para N/P > 3,0 aumenta abruptamente, devido a adsor¢do do excesso de polication levando a
formagdo de uma carga superficial positiva (~ 20 mV), com uma consequente diminui¢do nos
valores de Dh para 150 nm (Figura 18b). Em pH 7,4, um comportamento similar foi
observado, entretanto quitosana desacetilada (CH;7) formou NPs de 200 nm somente para
razdo N/P 20 (Tabela 5). Para os demais derivados da série I, particulas menores (200-300
nm) sdo formadas para razdes N/P > 6. Os derivados com maiores GS, CH-DEAEyg, ¢ CH-
DEAE( formaram particulas menores (Dh ~ 200 nm), devido ao maior grau de ionizacdo em

pH 7,4 (Tabela 5)(OLIVEIRA, F. P. P. et al., 2013).

Na Tabela 5, verifica-se que o aumento do GS aumenta o potencial zeta dos
poliplexos, devido ao alto grau de ionizacdo desses derivados em pH 7,4. Acima de N/P = 4,
os derivados CH-DEAE s, CH-DEAE,s, CH-DEAEg, e CH-DEAE|(, geraram poliplexos com
potenciais zeta positivos de 4,7, 7,5, 8,9 e 14,2 mV respectivamente, enquanto a quitosana
desacetilada, CH;7, atingiu somente 2,5 mV na razdo N/P 10. Isso se deve ao baixo grau de

ionizacao da quitosana desacetilada em pH 7,4, que € proximo de zero.
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Figura 18. a) Didmetros hidrodindmicos e b) potencial zeta dos poliplexos de

plasmideo formados com polimeros da série I em pH 5,0.
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Tabela 5. Valores de diametros hidrodindmicos e potencial zeta para as NPs formadas

em pH 7,4 com os derivados da serie II (CH-DEAEX).

CHy, CH-DEAE s CH-DEAE,; CH-DEAEg, CH-DEAE;,
4 506(£80) -22(£14) 472(51) 27(x0,6) 295(+45) 5.4(x0,8)  204(x8)  9.2(+0,6) 200(x6,5) 14.2(+0.8)
6  444(£62) 19(x13) 294(£30) 47(x04) 244(+20) 7.5(x0,8)  229(x10)  8.9(+0,76) 205(£6,0) 14.2(+0,7)
10 364(£34)  25(x12)  235(#50) 53(x0,5) 277(+32) 83(x0,7)  236(+43)  11.5(+0,9) 208(+5,5)  15.0(x0,9)
20 247(x18)  13(05)  250(x13)  6.3(03) 299(+47) 9.3(+0,9)  207(+55)  12.8(x0,5) 212(+17) 15.2(+1,0)

O tamanho das NPs preparadas com os derivados das séries I e II foram avaliados em
funcdo do tempo em pH 7,4 e N/P 2,0 (Figura 19). Os diametros aumentam em fung¢do do
tempo para todos os polimeros, exceto para PC,)-CH-DEAE o0 € CH-DEAE (. Inicialmente,
as particulas apresentam Dh em torno de 300 nm e, apds 5 horas do preparo com PC;3-CH,
PCis-CH-DEAE;; ¢ PCy-CH, os didmetros aumentaram para 2, 1,3 e 0,75 pm,
respectivamente (Figura 19a). Para os derivados da série I, pode-se verificar que, quanto
maior o GSdeae, mais estdveis sdo os tamanhos dos poliplexos em fungdo do tempo. Logo
apos o preparo desses complexos, os didmetros variaram de 200 a 500 nm. Depois de 4 horas,
os poliplexos formados com CH-DEAE,s, CH-DEAE;s e CH-DEAE;yg, chegaram a didmetros
de 2,2, 2,4 e 1,8 um, respectivamente, ndo havendo grandes variagdes no tamanho das

particulas formadas com CH-DEAE(, (Figura 19b).

Portanto, o tamanho ¢ a estabilidade das particulas estdo relacionados ao potencial
zeta dessas. Em pH 7,4 e N/P =2, o potencial zeta ¢ maior para as particulas preparadas com
polimeros com maiores valores de GSdeae. Além disso, deve-se considerar que a forca idnica
do meio de 150 mM afeta a interagdo entre os polieletrolitos. Os derivados de baixa massa
molar, PCis-CH e PC,;3-CH-DEAE7;, competem com os ions de sal na interagdo com o
pDNA, interagindo mais fracamente e formando particulas menos estaveis em fun¢do do

tempo (PICOLA et al., 2012; WARD et al., 2001).
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Figura 19. Diametro hidrodindmico dos poliplexos de plasmideos formados com

derivados da série I (a) e da série II (b) em pH 7,4 e em fun¢@o do tempo em minutos.

3.2.2. Eletroforese

No estudo de eletroforese, a forca de interagdo e a estabilidade das nanoparticulas
foram avaliadas submetendo as particulas a eletroforese em gel de agarose. A estabilidade ¢ a
integridade do plasmideo VR1412 foram verificadas por meio de eletroforese (Figuras 20 ¢

21) com NPs preparadas em pH de 6,3 e 7,4, respectivamente.

Em pH 6,3, as NPs de PC;s-CH e PC,3-CH-DEAE,; nio liberam o pDNA para N/P >
5 (Figura 20a e 20b). Entretanto, para as NPs de PC;s-CH-DEAE3s e PCs-CH-DEAEy4, 0
pDNA fica retido para N/P > 2 (Figura 20c e 20d), indicando que, quanto maior o GSdeae,
mais eficiente € a interagdo entre pDNA e os polications. A Figura 20e mostra a liberacdo de
pDNA ap6s a digestdo com lisozima e quitosanase dos poliplexos formados com PC;s-CH
respectivamente, € nota-se claramente a integridade do pDNA apds digestdo de poliplexos

preparadas com PC,3-CH em todas as razdes N/P estudadas (2, 5, 10, 20 e 30).
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Figura 20. Eletroforeses dos poliplexos preparados com plasmideo VR1412 e (a)
PC3-CH, (b) PCi3-CH-DEAE,,, (¢) PCi3-CH-DEAE33 e (d) PCi3-CH-DEAE44 em pH 6,3.
(e) eletroforese dos poliplexos preparados com CH12-PC;g apds a digestdo com lisozima e
quitosana no mesmo pH. As razdes N/P sdo indicadas acima de cada pogo, Ld = Ladder,
DNA = plasmideo livre. (f) eletroforese de 1 kb ladder com os marcadores de peso molecular

e do plasmideo VR1412.

Em pH 7,4, o derivado PC;s-CH foi eficiente na formacdo de complexos e ndo
liberou completamente o pDNA para razdoes N/P > 10 (Figura 21a). J4, o derivado contendo
44% de GSdeae, PC;s-CH-DEAE44, complexou o pDNA, e ndo houve liberacdo em toda a
faixa de razdo N/P, ou seja, de 2 a 30 (Figura 21b). Os derivados PCy-CH e PC,y-CH-
DEAE| o que apresentam maiores Mw também foram eficientes em complexar o pDNA em
pH 7,4, e o pDNA ficou completamente retido nas razoes N/P 3 e N/P 1 respectivamente
(21c e 21d). O contetido de DEAE nos polimeros intensifica a interagdo eletrostatica entre os
polieletrolitos em pH 7,4, havendo maior estabilidade em baixas razoes N/P, o que pode ser
atribuido ao alto grau de ionizagdo dos derivados em pHs neutros. Além do grau de
ionizagdo, Mw € um parametro importante na formacdo de complexos. PC,-CH, que tem

maior massa molecular que PC;s-CH, forma NPs mais estaveis em menores razoes N/P
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(Figuras 2la e 2lc). Os resultados tanto em pH 6,3 como 7,4 sdo similares aqueles
encontrados na literatura para quitosana de diferentes GD e massas molares. A estabilidade
dos poliplexos ¢ dependente da razdo N/P, do pH, do grau de ioniza¢do e da massa molar dos
polimeros (KOPING-HOGGARD et al., 2003; PICOLA et al., 2012; RICHARDSON et al.,
1999; STRAND et al., 2005).

(a) (b) (c) (d)
Ld DNA 2 4 6 10 20 30 DNA 2 4 6 10 20 30 JLd DNAOS 1 2 3 5 10 DNAOS 1 2 3 5 10

— o aa = % — TSy

= Pg— —t 1 L

Figura 21. Eletroforeses dos poliplexos preparados com Plasmideo VR1412 e (a)
Pclg—CH, (b) Pclg—CH—DEAEM, (C) PCZ()—CH and (d) PCzo-CH-DEAEloo €m pH 7,4 AS

razdes N/P sdo indicadas acima de cada poco.

A protecdo do DNA contra degradagdes por endonucleases ¢ um pardmetro muito
importante no planejamento da producdo de vetores ndo virais para a terapia génica. A
integridade do pDNA, apds a formagao dos poliplexos, foi avaliada por meio da adi¢do da
enzima DNasel as particulas contendo pDNA. Apos a inativacdo da DNasel, os polimeros
sofreram degradagdo com lisozima e quitosanase, ¢ a integridade do DNA foi verificada por
eletroforese. A Figura 22 mostra o Ladder na coluna A, o pDNA livre na coluna B, a
degradacdo do pDNA livre na coluna C, sem polimero, o poliplexo formado com PC;s-CH na
coluna D, liberagdo do pDNA apos degradacdo do polimero com lisozima e quitosanase na
coluna E, sem adi¢cdo de DNasel. Nas colunas G (2,5u de DNasel) e I (5u de Dnasel) é
mostrado o DNA liberado da NPs apods o tratamento com DNasel e apds a degradagdo com
lisozima. Portanto, as NPs formadas com PC;s-CH (colunas F e H), proporcionam a protecao
necessaria ao pDNA para N/P = 10. Nas colunas J a O estdo os poliplexos formados com
PCy0-CH-DEAE o, observa-se que o pDNA nao foi liberado dos pogos do gel agarose,
mesmo depois da digestdo com lisozima e quitosanase. Isso pode ter ocorrido pela presenca

de DEAE na cadeia polimérica da quitosana, que deve dificultar a sua degradagdo.

O mesmo estudo de integridade do pDNA foi realizado com os derivados CH-

DEAE;s ¢ DEAE;s-CH-PEG-FA (Figuras 23 e 24). Assim como os resultados observados
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para o derivado PC,3-CH, CH-DEAE,s e DEAE,5-CH-PEG-FA foram capazes de proteger o
pDNA contra degradacdes por DNasel e pode-se verificar facilmente a integridade do pDNA
por meio dos resultados de eletroforese (Figuras 23 e 24). Esses resultados de integridade do
DNA contra degradacao por DNasel mostram-se coerentes com os obtidos na literatura com
NPs preparadas com quitosanas de diferentes massas moleculares (CENTELLES et al., 2008)
e com adicdes de alginato (YANG et al., 2010). Ademais, a diferenga nas bandas do pDNA
das colunas B ¢ E, das Figuras 22, 23 e 24, se deve a mudan¢a de sua conformacgdo pelo
conteido de quitosanase na coluna E, como verificado por Hoggard e colaboadores

(KOPING-HOGGARD et al., 2001).

Portanto, verifica-se que a integridade do pDNA nao foi afetada ao formar complexos
com os polimeros apds as modificacdes feitas na quitosana com PC e baixo GSdeae. No
entanto, derivados contendo alto GSdeae mostram-se ndo degradaveis pela enzima lisozima e
quitosanase, indicando que altos GSdeae podem interferir na biodegradabilidade do

polication.

Figura 22. Eletroforese mostrando a integridade e a protecdo do DNA contra
degradacdo por DNasel com poliplexos de PC;s-CH/pDNA na razdo 10 N/P (colunas D al) e
de PCy-CH-DEAE;(/pDNA na razao 2 N/P (colunas J a O). A) Ladder, B) pDNA livre, C)
pDNA + 2,5u de DNasel, D) poliplexo PC;s-CH/pDNA na razao 10 N/P, E) poliplexo +
quitosanase + lisozima, F) poliplexo + 2,5u DNasel, G) poliplexo + 2,5u DNasel +
quitosanase + lisozima, H) poliplexo + 5u DNasel, I) poliplexo + 5u DNasel + quitosanase +
lisozima, J) poliplexo PC,-CH-DEAEo/plasmideo na razdo N/P 3, K) poliplexo +
quitosanase + lisozima, L) poliplexo + 2,5u DNasel, M) poliplexo + 2,50 DNasel +
quitosanase + lisozima, N) poliplexo + 5u DNasel, O) poliplexo + 5u DNasel + quitosanase +

lisozima.
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Figura 23. Eletroforese mostrando a integridade e a protecdo do DNA contra
degradagdo por DNasel em poliplexos formados com CH-DEAE;s na razdo N/P 2. A)
Ladder, B) plasmideo livre, C) plasmideo + 2,5u de DNasel, D) poliplexo, E) digestdo do
poliplexo com quitosanase, F) poliplexo + 2,5u DNasel, G) poliplexo + 2,5u DNasel +

quitosanase, H) poliplexo + 5u DNasel, I) poliplexo + 5u DNasel + quitosanase.

Figura 24. Eletroforese mostrando a integridade e a protecdo do DNA contra
degradacdo com DNasel em poliplexos formados com FA-PEG-CH-DEAE|s na razdo N/P 2.
A) Ladder, B) plasmideo livre, C) plasmideo + 2,5u de DNasel, D) poliplexo, E) digestao do
poliplexo com quitosanase, F) poliplexo + 2,5u DNasel, G) poliplexo + 2,5u DNasel +

quitosanase, H) poliplexo + 5u DNasel, I) poliplexo + 5u DNasel + quitosanase.
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3.3. Estudo da Interacao dos Derivados com o RNA de interferéncia

(siRNA-SSB).
3.3.1. Tamanho e potencial zeta

A forga de interacdo entre o polication e siRNA ¢ crucial, ja que, além de controlar a
capacidade do polimero em proteger o siRNA da degradagdo, o processo de entrega envolve
quebrar interagdes eletrostaticas de moléculas de siRNA separando-as das cadeias dos
polications. Neste aspecto, a Mw dos polimeros desempenha um papel importante na
estabilidade das NPs bem como para a eficiéncia da entrega. Experimentos in Vitro mostram
que o silenciamento génico mediado por NPs ¢ fortemente dependente do Mw do polimero
(MALMO et al., 2012), mas uma tendéncia clara ndo pode ser indicada, e os resultados

podem variar, dependendo da estrutura do polication.

Alguns polimeros das séries I e II foram selecionados para o estudo da formacao de
complexos com siRNA-SSB. Em pH 6,3, a quitosana desacetilada, CH;,, na razdo N/P 20,
formou poliplexos com Dh em torno de 600 nm e para N/P > 20, em torno de 100 nm. A
quitosana modificada com PC, PC;3-CH, formou complexos com siRNA-SSB com Dh em
torno de 100 nm em toda a faixa de razdo N/P estudada, de 20 a 180 (Figura 25a). O
potencial zeta dos poliplexos formados com PC,3-CH alcangou +19 mV na razao N/P 20 e 30
mV na razdo N/P 100 (Figura 25b). O derivado CH-DEAE,o formou complexos com o
siRNA e o Dh atingiu valores ao redor de 150 nm na faixa de razdo N/P entre 20 e 100

(Figura 25¢).

Os tamanhos das NPs formadas com siRNA-SSB também foram avaliados em fungéo
do tempo, em pH 6,3 com CH-PC;g ¢ em pH 5,0 com CH-DEAE;s, na razdo N/P 20 (Figura
26). Os valores de Dh para os poliplexos formados com CH-DEAE;s ndo variou
significativamente, ficando em torno de 180 nm, mesmo apds 24 horas do seu preparo. Para o

derivado PC,3-CH, verifica-se que o tamanho aumentou de 90 para 190 nm apds 24 horas.
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Figura 25. Diametros hidrodindmicos dos poliplexos de siRNA-SSB formados com
quitosana desacetilada (CH;,) e PCi3-CH em pH 6,3 (a). Potencial zeta para os poliplexos
formados com o derivado PC;s-CH nas razdes N/P 20 ¢ 100 (b); ¢ Diametros hidrodinamicos

dos poliplexos de siRNA-SSB formados com CH-DEAE ¢ em pH 7,4 (c).
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Figura 26. Diametros hidrodindmicos dos poliplexos de siRNA-SSB formados com
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O tamanho e o potencial zeta das particulas de siRNA-SSB preparadas com CH-
DEAE,s e DEAE5-CH-PEG-FA foram medidos também em pH 6,3 e estdo apresentados nas
Figuras 27a e 27b. Para N/P = 1, o potencial zeta é negativo, -24 mV, e o tamanho das
particulas formadas com CH-DEAE;s foi de 600 nm. Para N/P >2 o Dh foi de 100 nm e o
potencial zeta atingiu valores acima de + 10 mV (Figura 27a). O derivado contendo o ligante
folato, DEAEs-CH-PEG-FA, formou poliplexos de 100 nm de diametro em toda a faixa de
N/P de 1 a 10 e com potenciais zeta acima de + 10 mV, chegando a + 22 mV para N/P = 10
(Figura 27b).

Os valores de Dh para particulas formadas com CH,; sdo similares aos encontrados na
literatura. Para a formacdo de particulas estaveis com quitosanas de baixa massa molar, sdo
necessarias altas razdes N/P para obten¢do de particulas menores que 200 nm (FERNANDES
et al., 2012; LIU, X. et al., 2007). Entretanto, particulas de tamanhos menores que 200 nm
foram obtidas com menores razdes N/P com quitosana modificada com PC, PC;3-CH. Além
disso, obteve-se NPs de Dh = 100 nm para os derivados contendo DEAE, CH-DEAE;s e
DEAE5-CH-PEG-FA, com baixas razoes N/P (2 a 5), resultados concordantes com os da
literatura para quitosanas de massas molares entre 40 e 140 kDa nas razdes N/P 4 e §

(HOLZERNY et al., 2012).
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Figura 27. Diametros hidrodinamicos e potencial zeta dos poliplexos de siRNA-SSB

formados com (a) CH-DEAE;s e (b) DEAE;5-CH-PEG-FA em pH 6,3.

3.3.2. Eletroforese

As nanoparticulas de siRNA-SSB foram preparadas com PC;3s-CH em pH 6,3 ¢ CH-
DEAE;s ¢ CH-DEAE o em 7,4, e suas capacidades de complexagdo e estabilidades foram
analisadas por meio da eletroforese. O tempo comum para um experimento de eletroforese é
de 30 min. Os experimentos iniciais mostraram que, para as particulas preparadas com o
derivado PC3-CH, todo o siRNA-SSB era liberado em todas as razdoes N/P estudadas, ou
seja, de 2 a 50. Portanto, analisou-se a corrida do siRNA-SSB em fun¢do do tempo. Assim,
pode-se verificar que o derivado ¢ capaz de complexar e estabilizar a particula por apenas 5
minutos nas razdes N/P 20 e 50, e para razdes menores o potencial aplicado leva a liberagao
do siRNA nos primeiros minutos de corrida. Apds 15 minutos, todo o siRNA ¢ liberado para
toda a faixa N/P estudada. Sendo assim, concluiu-se que a interacdo entre siRNA-SSB e
PC,3-CH ¢ fraca e esse ndo ¢ capaz de formar complexos estaveis por muito tempo (Figuras

28 e 29a). O mesmo se verifica para o derivado PC,3-CH-PEG-FA na Figura 29b.
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Figura 28. Eletroforese dos poliplexos preparados com PC;s-CH e siRNA-SSB em
pH 6,3 em fun¢do do tempo de corrida em minutos (a) 1, (b) 2, (c) 5, (d) 15 e (e) 30.

Figura 29. Eletroforese dos poliplexos formados com (a) PC,3-CH, (b) FA-PEG-CH-
PC;s e siRNA-SSB em pH 6,3. Tempo de corrida de 30 minutos. As razdes N/P estdo

indicadas acima de cada pogo.

As particulas preparadas com CH-DEAE s em pH 5,0 ¢ CH-DEAE oo em pH 7,4 nao
liberaram siRNA para N/P de 2 a 100, como mostrado na Figura 30. Em pH 6,3, CH-DEAE;s
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e DEAE;s-CH-PEG-FA também formaram poliplexos estaveis com siRNA-SSB em razdes
N/P > 2, assim como para o seu controle negativo (Figuras 31 e 32). Diferentemente dos
derivados PC3-CH e PC3-CH-PEG-FA, os derivados contendo DEAE foram muito
eficientes na interacdo e estabilidade dos complexos formados com siRNA-SSB, o que se
deve a maior massa molecular e ao maior grau de ionizagdo. Quitosanas de baixa massa
molecular formam poliplexos menos estaveis com siRNA e acabam ndo sendo tao eficientes
no processo de transfeccdo, quando comparados com quitosanas de alta massa molecular
(FERNANDES et al., 2012). No entanto, massas molares e graus de ionizagdo muito altos
formam complexos muito estaveis e dificultam a liberacdo do pDNA ou siRNA, diminuindo

a eficiéncia de transfeccdo (LAVERTU et al., 2006).

Free Free 2
siRNA e ——_—— — — siRNA .

Figura 30. Eletroforese dos poliplexos formados com siRNA-SSB e (a) CH-DEAE15
em pH 5,0 e (b) CH-DEAE100 em pH 7,4 . As razdes N/P sdo indicadas acima de cada pogo.

Figura 31. Eletroforese dos poliplexos formados com siRNA-SSB e (a) CH-DEAE;s
e (b) siRNA-SSB como controle negativo em pH 6,3. As razdes N/P sdo indicadas acima de

cada pogo.
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Figura 32. Eletroforese dos poliplexos formados com FA-PEG-CH-DEAE;s e (a)
siRNA-SSB e (b) siRNA-SSB controle negativo em pH 6,3. As razdes N/P estdo descritas

acima de cada poco.

3.4. Ensaio de Citotoxicidade

As atividades citotdxicas dos derivados e das NPs foram avaliadas a partir de ensaios
de viabilidade celular. As células ndo tratadas foram utilizadas como controle, ou seja, 100%

para o calculo da viabilidade das células tratadas com derivados ou nanoparticulas.

3.4.1. Citotoxicidade da Quitosana e seus Derivados

A citotoxicidade de polimeros catidnicos ¢ dependente de vérios fatores, e, de forma
geral, moléculas rigidas tém mais dificuldades para se ligar a membranas que as moléculas
flexiveis (RYSER, 1967; SINGH; KASINATH; LEWIS, 1992). Portanto, altas densidades
de carga positiva e polimeros altamente flexiveis devem causar efeitos citotoxicos mais
elevados do que aqueles com baixa densidade de carga positiva. Em geral, macromoléculas
com grupos amina terciaria exibem uma toxicidade mais baixa do que aqueles com aminas
primdrias e secundarias, e alguns trabalhos confirmam essa tendéncia (FERRUTI et al., 1997;

FISCHER et al., 2003).

A Figura 33 mostra o efeito da concentracdo dos derivados na viabilidade celular, em
células HeLa, dos polimeros da série I. A viabilidade celular se manteve maior que 80% para
a maioria dos derivados até a concentragdo de 2 mg/mL, com exce¢do do PC,-CH-DEAE; o
que, a partir da concentragao 0,6 mg/mL, diminuiu a viabilidade para 49% em 2 mg/mL.

Nota-se claramente que a citotoxicidade dos polimeros aumenta ligeiramente com as
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modificacdes feitas na quitosana e que, quanto maior o GSdeae, menor ¢ a viabilidade

celular. No entanto, todos os derivados da série I foram menos citotoxicos que a lipofetamina.

100- - CH12
8= = PCg-CH
F:JB 80 - PClg'CH'DEAEZZ
z -E a - PC18'CH'DEAE44
23 601 8 PC,4-CH-DEAE,,
o
=3 - PCy-CH
2R 407 - PCyy-CH-DEAE 4,
= & Lipofetamina
20-
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00 03 06 09 12 15 18 21

C (mg/ml)

Figura 33. Viabilidade celular de células HeLa em funcdo da concentracdo dos

polimeros da série I e da lipofetamina.

Os polimeros da série II também foram analisados a partir da viabilidade celular de
células HeLa em fun¢do de suas concentracdes (Figura 34). Na preseng¢a de quitosana
desacetilada, CH,7, a viabilidade se mantém em 100% até a concentracdo 1 mg/ml, atingindo
95% em 1,5 mg/ml. Assim como para os derivados da série I, os derivados contendo DEAE
mostraram-se mais citotoxicos do que a quitosana desacetilada. O derivado CH-DEAE;s foi o
unico derivado que ndo diminuiu a viabilidade celular abaixo de 80% até a concentracdo de
1,5 mg/ml. Na concentracdo de 1,5 mg/ml, os derivados CH-DEAE,s, CH-DEAEg, ¢ CH-
DEAE,( atingiram um minimo de viabilidade celular de 58, 30 e 20% respectivamente.
Assim, verifica-se que o aumento no GSdeae aumenta a citotoxicidade dos polimeros. No
entanto, todos os polimeros apresentaram citotoxicidade inferior ao lipideo comercial
lipofetamina. Os valores de Clso (concentragdo na qual ocorre inibi¢ao de 50% da viabilidade

celular) sdo expostos na Tabela 5.
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Figura 34. Viabilidade celular de células HelLLa em funcdo da concentracdo dos

polimeros da série Il e da lipofetamina.

Tabela 6. Valores de Clsy dos polimeros da série I, da série II e do lipideo comercial

lipofetamina em células HeLa.

PC;3-CH- PCy-CH- PCys-CH- PCy-CH-
Derivado CH;; PC,s-CH DEAE,, DEAE,, DEAE;, PC,-CH DEAE;y
1
Cls
(mg/mL) NS 24,9 7,2 4,65 7,9 6,9 1,67
CH- CH- CH- CH-
Derivado CHy; DEAE;s DEAE,s DEAEy, DEAE, Lipofetamina
11
Clso
(mg/mL) 233 6,78 2,74 0,72 0,3 0,053

3.4.2. Citoxicidade dos Poliplexos Preparados com pDNA VR 1412

A citotoxicidade de quitosana e de suas nanoparticulas tem sido indicada como
comparavel, originando valores de Clsy similares, entretanto sdo atenuadas pela diminui¢ao

do grau de desacetilagdo, mas s@o pouco afetadas pela redugdo na Mw (HUANG et al., 2004).
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A formagdo das nanoparticulas neutraliza cargas positivas dos polications e, em baixas razdes

N/P, sdo esperadas viabilidades celulares maiores.

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados para a avaliagdo da citotoxicidade
em funcdo da razdo N/P de poliplexos formados com pDNA (Figuras 35, 36 ¢ 37) e com
siRNA-SSB (Figuras 38, 39 e 40) e os polimeros das séries I e II. A viabilidade de HeLa na
presenca dos poliplexos formados com a série I permaneceu acima de 80% para N/P < 6,
havendo um ligeiro decaimento para ~75% para razdes maiores, com exce¢dao do derivado
PC-CH-DEAE;, que manteve a viabilidade celular acima de 80% para todas as razdes N/P
(Figura 35). Para o derivado PC,)-CH, a viabilidade celular permaneceu acima de 90% para
quase todas as razdes N/P. Ja para o PC,-CH-DEAE;y, somente na razdo 10 N/P a
viabilidade caiu para ~ 60% (Figura 36). Para os poliplexos preparados com os derivados da
série II, a viabilidade celular em pH 7,4 se manteve acima de 80% em todas as razdes N/P
estudadas, com excecdo das razdes N/P 5 e 10 para o derivado CH-DEAE;y que atingiu
73% e 58% de viabilidade celular respectivamente (Figura 37). Por outro lado, como
demonstrado anteriormente em pH 5,0, a viabilidade celular decai 30-20% para os polimeros
com maior GSdeae (CH-DEAE, o, CH-DEAEjgy), o que se deve a maior densidade de cargas
positivas, pois nesse pH quase todos os grupos amina encontram-se protonados (grau de
ionizacao o =~ 1,0) (OLIVEIRA, F. P. P. et al., 2013). A andlise estatistica foi realizada por

meio de teste “t”.
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Figura 35. Viabilidade celular de células HeLa em fung¢do de N/P de poliplexos

preparados de pDNA com os polimeros da série I em pH 6,3.
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Figura 36. Viabilidade celular de células HelLa em funcdo de N/P de poliplexos
preparados de pPDNA com os polimeros PC»)-CH e PC,o-CH-DEAE, o) em pH 7.4.
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Figura 37. Viabilidade celular de células HelLa em fungdo de N/P de poliplexos
preparados de pPDNA com os polimeros da série Il em pH 7,4.
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3.4.3. Citotoxicidade dos Poliplexos Preparados com o RNA de
interferéncia (siRNA-SSB).

A citotoxicidade dos poliplexos de siRNA-SSB, em pH 6,3, também foi analisada por
meio de experimentos de viabilidade celular de células HelLa em fungdo de N/P. Particulas
preparadas com PC;3-CH demonstraram baixa citotoxicidade para N/P até 50, atingindo 74%
de viabilidade celular. Para N/P = 100 e 160, houve morte celular de aproximadamente 50%
das células (Figura 38). As Figuras 39 e 40 mostram a viabilidade celular dos poliplexos
formados respectivamente, com CH-DEAE ;s e DEAE,s-CH-PEG-FA. Essas particulas ndo se
mostraram fortemente citotoxicas para razdes N/P até 10, atingindo um minimo de
viabilidade de 77%. Verifica-se que a substituicdo com PEG-FA no polimero CH-DEAE;;
ndo influenciou na viabilidade celular das células HeL.a nas razdes N/P avaliadas (Figura 39 e

40).

PC,5-CH/siRNA em pH 6,3
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Figura 38. Viabilidade celular de células HelLa em funcdo de N/P de poliplexos
preparados de siRNA-SSB com o polimero PCis-CH em pH 6,3. * p<0,05; ** p<0,01;
**%p<0,005.
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CH-DEAE;s/siRNA em pH6,3
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Figura 39. Viabilidade celular de células HeLa em fungdo de N/P de poliplexos
preparados de siRNA-SSB com o polimero CH-DEAE;s em pH 6,3.
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Figura 40. Viabilidade celular de células HelLa em funcdo de N/P de poliplexos
preparados de siRNA-SSB com o polimero DEAE15-CH-PEG-FA em pH 6,3.

Os resultados de toxicidade em fungdo da concentragdo de polimeros ou da razdo N/P
de poliplexos estdo de acordo com os encontrados na literatura. A toxicidade se mostra

fortemente correlacionada com o potencial zeta dos poliplexos e do grau de ionizagdo dos
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polications, sendo os polications livres mais toxicos que os poliplexos, assim como observado
por Nimesh e colaboradores (NIMESH et al., 2010). Para nanoparticulas preparadas com
siRNA, observou-se concordancia nos resultados obtidos com o derivado PCis-CH e
quitosanas utilizadas na literatura, devido a alta razdo N/P utilizada (FERNANDES et al.,
2012; LIU, X. et al., 2007). No entanto, quitosana modificada com DEAE, CH-DEAEs,
mostrou-se menos citotoxica do que a quitosana ndo modificada (FERNANDES et al., 2012;
LIU, X. et al., 2007), devido a menor razdo N/P necessaria para a formagdo de particulas

estaveis com os derivados preparados no presente trabalho.

3.5. Eficiéncia de transfeccao

Os poliplexos preparados com o plasmideo VR1412 e os polimeros das séries I e II
foram utilizados para testes de transfecg¢do in vitro em células HelLa e a eficiéncia de
transfecgdo foi avaliada em funcdo da razdo N/P, por meio de ensaios ELISA para a proteina
B-gal e ensaio de BCA para proteinas totais (Figuras 41, 42 e 43). A eficiéncia das NPs foi
comparada com a eficiéncia do lipideo comercial lipofetamina (2220 pg de proteina f-gal/mg
de proteinas totais). Os derivados que proporcionaram melhor eficiéncia de transfec¢do com
pDNA foram selecionados para o preparacdo das nanoparticulas com o siRNA-SSB. A
eficiéncia no bloqueio da expressdo do RNAm SSB foi verificada em fungdo da razdo N/P in
vitro em células HeLa, por meio de RT-PCR em tempo real (Figuras 44 e 45). Novamente, o
lipideo comercial lipofetamina foi utilizado como controle positivo no bloqueio do RNAm
SSB, obtendo 88% de inibi¢do. O controle negativo do siRNA-SSB também foi testado com
os polimeros selecionados € ndo houve bloqueio na expressio do RNAm para nenhum dos

derivados.

3.5.1. Plasmideo VR1412 (B-gal)

A eficiéncia de transfeccdo foi avaliada para os derivados da série I, nos pHs 6,3 ¢
7,4, a partir da expressdo da proteina (-gal (Figuras 42 e 43). A expressdao da proteina
mostrou-se dependente da razdo N/P e do pH de preparagdo dos poliplexos. Em pH 6,3, CH>

expressou P-gal somente para N/P = 10 e 20, sendo que a eficiéncia foi vinte vezes maior



Capitulo 3 — Resultados e Discussdo 71

para N/P 10. O decréscimo na eficiéncia em N/P 20 pode ser atribuido ao excesso de
quitosana. Estudos recentes mostraram que o excesso de quitosana ¢ fundamental para
aumentar a eficiéncia de transfeccdo (THIBAULT et al., 2011), e que a liberagdo de genes ¢é
controlada pela for¢a de ligagao entre quitosana ¢ pPDNA (STRAND et al., 2010). Portanto,
para N/P 20, a expressdo do transgene diminui, indicando que os poliplexos sao
excessivamente estaveis (STRAND et al., 2010). Mesmo na razao N/P 10, a eficiéncia de
transfec¢@o da CH; é 5 vezes menor do que a mediada pela lipofetamina. Para N/P < 10, a
transfecgdo ¢ desprezivel, e pode, em parte, ser explicada considerando os valores de
potencial zeta, que sdo muito baixos ou negativos, diminuindo assim a captagdo celular

(HUANG et al., 2005).

A expressao do gene depende fortemente da estrutura dos polimeros. As
nanoparticulas preparadas com PC;3-CH, aumentaram consideravelmente (100 x) a partir de
N/P 4 a 10, sendo 16 vezes mais eficiente relatico a N/P = 4, e diminuiu novamente em N/P
20. Esse resultado se relaciona bem com o ensaio de retardamento em gel de agarose e as
medi¢Oes dos potenciais zeta. Tal como mostrado na Figura 41, a eficiéncia de transfeccao de
NPs preparadas com PC;3-CH atingiu o méximo na N/P 10, quando o potencial zeta atingiu
um valor positivo de +15 mV (Figura 17a). Acima de N/P 10, o potencial zeta mantem-se
constante o que pode indicar que o excesso de polication pode estar livre em solugdo ou
fracamente associado a nanoparticula, o que pode dificultar a liberagdo do pDNA. Além
disso, o pDNA foi completamente retido no ensaio de eletroforese, como pode ser visto a
partir da Figura 20a na razdo N/P 10. Esse resultado indica que, embora a interagdo com as
células possa ser favorecida na presenga de um excesso de polication, a liberagdo de pDNA
dentro do citoplasma ¢ diminuida. Observa-se que a eficiéncia de transfec¢do do PC,3-CH
foi 4 vezes maior do que a CHj,, na razdo 10 N/P, e proxima daquela exibida pela
lipofetamina. Isso mostra que o conteido de PC na quitosana auxilia no processo de
transfec¢do e aumenta a expressdo de B-gal. Esse aumento pode ser atribuido 4 mudanga no
pKa do grupo amina, que se traduz numa maior capacidade tamponante. Entretanto, a
presenga do grupo PC confere maior hidrofilicidade as particulas, diminuindo a agregacao
entre elas. Além disso, em pH 6,3, as particulas obtidas com PC;s-CH na razdo N/P 10
apresentam maior valor de potencial zeta e menor Dh do que a quitosana desacetilada CH;»

(Figura 16a e 17a).

Os derivados modificados com DEAE, PC3-CH-DEAE,, ¢ PC3-CH-DEAE.4, ndo

foram mais eficientes na expressdo de B-gal em comparagao a CH;, em pH 6,3 (Figura 41).
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Embora inesperado, os resultados podem ser interpretados considerando que a presenca de
grupos amina terciaria aumenta o grau de ionizagdo do polication e, portanto, aumenta a for¢a

de ligacdo entre pDNA e os derivados contendo DEAE.
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Figura 41. Eficiéncia de transfeccdo dos poliplexos preparados com CH,,, PCi3-CH,
PC,s-CH-DEAE,; e PC3-CH-DEAE4 em pH 6,3. Valores de expressdao de (-gal/proteina
total. * p<0,05 ¢ ** p<0,01.

Em geral, a captagdo celular ¢ mais eficiente quando o pH ¢ inferior a 7,0 e os
complexos sdo carregados positivamente com tamanhos inferiores a 1 pm (NIMESH et al.,
2010). Uma superficie positivamente carregada ¢ particularmente importante para promover
uma captacdo celular eficiente, bem como para manter a estabilidade das NPs. O pH pode ter
um grande impacto na eficacia da transferéncia de genes por quitosana e, como o grau de
ionizacao (o) de quitosana ¢ dependente do pH, tem-se mostrado que a expressdo mediada
por oligdbmeros de quitosana, diminuiu drasticamente para pH> 7,2 (STRAND et al., 2008).

Em pH 7,4, somente as quitosanas PCy-CH, PCy-CH-DEAE, ¢ e PCi3-CH-DEAEy
da série I foram capazes de expressar a proteina B-gal (Figura 42). No entanto, apenas o
derivado contendo alto GSdeae, PC,-CH-DEAEy, foi mais eficiente, apresentando uma
expressdo 24 vezes maior que PC,-CH. Nesse pH, verificou-se que esses polimeros
formaram particulas com o pDNA nos experimentos de espalhamento de luz, mas o tamanho
desses ndo foi estavel em funcdo do tempo, com exce¢do do polimero PCy-CH-DEAE o,
que manteve um tamanho de 190 nm (Figura 19a). A agregacdo de particulas pode dificultar

a liberagdo do pDNA, afetando a transfec¢ao e diminuindo a expressao da proteina. Além



Capitulo 3 — Resultados e Discussdo 73

disso, o grau de ionizacdo de polimeros contendo DEAE ¢ alto, ~0,7, o que aumenta o
potencial zeta dos poliplexos ¢ pode auxiliar no processo de transfec¢do. Portanto, os
resultados mostram que se pode aumentar significativamente a eficiéncia de transfeccdo da
quitosana em pH 7,4, com substitui¢cdes por grupos PC e DEAE, sendo que o derivado com

maior Mw e maior GSdeae foi o mais efetivo.

b-gal protein (pg)/ protein total (mg)

Figura 42. Eficiéncia de transfec¢do dos poliplexos preparados com PCyo-CH, PCy-
CH-DEAE( e PCs-CH-DEAE7, em pH 7,4. Valores de expressdo de B-gal/proteina total. *
p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,005.

Os derivados da série I foram utilizados para o preparo de poliplexos com pDNA nas
razdes N/P 0,5 a 10, em pH 5,0 e 7,4 e sua eficiéncia de transfeccdo foi analisada novamente
em funcdo da expressdo da proteina (-gal (Figuras 43a e 43b). A transfecgdo utilizando a
série II foi realizada com o objectivo de avaliar o efeito dos grupos DEAE sobre a eficiéncia
da transfeccdo. Para essa série, os crescentes graus de substitui¢do por DEAE conferiram aos
derivados maiores graus de ionizacdo em pH fisiologico, bem como maiores capacidades de
tamponamento. Esses pardmetros podem afetar a interacdo das nanoparticulas com a
superficie das células e a captagdo e entrega do pDNA no citoplasma. A expressao do gene
mostrou-se muito dependente da estrutura dos polimeros ¢ do pH do meio. As NPs
preparadas com CH exibiram um comportamento similar as NPs de quitosana de menor

massa molar (CH12). Em pH 5,0, verificou-se que a eficiéncia aumenta consideravelmente
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(100 x) a partir de N/P 1,0, atingindo o maximo em N/P 2-3, e diminuiu novamente para N/P
maiores (OLIVEIRA, F. P. P. et al., 2013). Como discutido anteriormente, os resultados
relacionam-se bem com os valores de potencial zeta, e as maiores eficiéncias foram obtidas
para as NPs que apresentaram potenciais ligeiramente positivos (+ 4 mV). Verificou-se
também que os resultados tem boa correlagao com os experimentos de eletroforese onde, para
N/P 2,0, o pDNA foi completamente retido no ensaio de eletroforese. Por outro lado, as NPs
preparadas com os derivados mais substituidos, CH-DEAEg, e CH-DEAE,q, exibiram
eficiéncias de transfecgdo inferiores aos obtidos com a CH- DEAE;s ¢ CH-DEAE;; e foram
semelhantes aquelas obtidas com a quitosana desacetilada (CH,7). Esses resultados podem ser
explicados comparando-se os graus de ionizagdo (a), as forcas da interagdo e as
citotoxicidades dos derivados. Pode-se atribuir os decréscimos nas eficiéncias de transfec¢ao
por CH-DEAEg, e CH-DEAE o a elevada forca de interagdo desses com o pDNA, bem como
as menores capacidades de tamponamento. Portanto, em pH 5,0 o derivado mais eficiente foi
o CH-DEAE;s de menor GS e que atingiu 75% da eficiéncia do lipideo comercial

lipofetamina e aumentou em oito vezes a efici€éncia de quitosana desacetilada CH,.

Em pH 7,4, parte dos grupos amina dos derivados sdo desprotonados e a densidade de
cargas dos polimeros, bem como o potencial zeta e estabilidade das NPs, diminui. Nesse pH,
somente os poliplexos preparados com os derivados CH-DEAE,s, CH-DEAEg, e CH-DEAE-
100 foram eficientes no processo de transfec¢do. Para o derivado CH-DEAE;s, apenas na
razdo 2 N/P foi observado expressdo da proteina. Para as NPs preparadas com os derivados
mais substituidos, CH-DEAEg, e CH-DEAE,(, maiores eficiéncias de expressdo foram
obtidas para todas as razdes N/P e os maiores valores foram obtidos nas razdes N/P 2 e 3. A
comparagdo entre os trés derivados mostra que os CH-DEAEg, ¢ CH-DEAE;¢, aumentaram
em 15 vezes, a eficiéncia das NPs obtidas com CH-DEAE;s. Comparando-se as efici€ncias de
transfeccdo entre os polimeros CH-DEAEg, e CH-DEAE (o, observa-se que a expressao de [3-
gal foi 2 vezes maior para o derivado com maior GS e muito proximo daquela exibida por
lipofectamina. Assim como para os polimeros da série I, os derivados contendo alto GSdeae
sdo mais efetivos na transfeccdo de pDNA em pH 7,4. A maior eficiéncia pode ser atribuida
ao maior grau de ionizagdo desses polimeros, maior potencial zeta das particulas e a maior

estabilidade das NPs em fun¢do do tempo, como verificado na Figura 19b.
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Figura 43. a) Eficiéncia de transfec¢do dos poliplexos preparados com CH-DEAE;s,
CH-DEAEg;, ¢ CH-DEAE o0 em pH 7,4. b) Eficiéncia de transfeccdo dos poliplexos
preparados com CHy7 (1), CH-DEAE;s (2), CH-DEAE;s (3), CH-DEAEg (4) e CH-DEAE (o
(5) em pH 5,0 e pDNA livre (6) e lipofectamina (7). (Adaptado de (OLIVEIRA, F. D. P. P.,
2011; OLIVEIRA, F. P. P. et al., 2013)). Valores de expressao de P-gal/proteina total. *
p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,005.

Os resultados desse trabalho, quando comparados com a literatura, mostram que de
fato a eficiéncia da transfecgdo in vitro pode ser afetada por varios fatores, como o potencial
zeta das particulas, razdo N/P, o pH do meio, a massa molar e a capacidade de tamponamento
do polimero (HUANG et al., 2005; KOPING-HOGGARD et al., 2001; LAVERTU et al.,
2006; SATO et al., 2001). Entretanto, esses derivados mostraram-se promissores e, em
principio, podem ser otimizados pelo aumento da capacidade tamponante, ajuste da massa
molar e do grau de ionizagdo no pH fisiologico, de forma a aumentar ainda mais a expressao
do gene in vitro.

Portanto, na série I, o polimero que mediou a transfe¢do mais eficiente foi o CHPC;s,
que em pH 6,3 formou particulas estaveis com tamanhos em torno de 150 nm na razdo N/P
10 e potencial zeta de +16 mV. Na série Il e em pH 5,0, o polimero mais eficiente foi o
menos substituido com DEAE, CH-DEAE;s, que formou particulas estdveis na razao N/P 2
com 160 nm de tamanho e +18 mV de potencial zeta. O excesso do policition e a maior
capacidade de tamponamento sdo parametros que podem ter aumentado o escape endossomal

(HUANG et al., 2005; KOPING-HOGGARD et al., 2001; THIBAULT et al., 2011). Os
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outros polimeros contendo DEAE em pH 6,3, ndo mediaram expressdo génica eficiente
devido ao alto grau de ionizacdo, o que aumenta a forca de interagdo com o pDNA e impede
sua liberacdo para expressdo (STRAND et al., 2010).

Em pH 7,4, os polimeros mais efetivos foram os derivados mais substituidos com
DEAE, PCy-CH-DEAE o ¢ CH-DEAE (o, que formaram particulas estaveis, de tamanho em
torno de 150 nm na razdo N/P 3, com potencial zeta acima de +10 mV, sendo os Unicos
derivados que formaram particulas com potencial zeta positivo acima de +10 mV nesse pH.
Os resultados comprovam que embora o potencial zeta seja um fator importante para
promover a estabilidade das particulas, a captagdo celular e a eficiéncia de transfec¢do, o
aumento desse parametro por si ndo resulta num aumento na eficiéncia. Os derivados mais
substituidos ndo se mostraram degraddveis pelas enzimas lisozima e quitosanase ¢
modificacdes regiosseletivas sobre os grupos hidroxila podem ser uma alternativa para

manter a biodegradabilidade.

3.5.2. Eficiéncia do Processo de Supressao pelo RNA de interferéncia

(siRNA-SSB)

Os obstaculos para liberag@o segura e especifica de siRNAs sdo, em muitos aspectos,
semelhantes aos enfrentados para o transporte e liberacdo de plasmideos (SCHOLZ;
WAGNER, 2012). No entanto, as mais proeminentes diferencas entre a liberagdo de pDNA e
terapias com o siRNA s@o o local de acdo no qual as moléculas terap€uticas exercem a sua
funcao, isto é, enquanto pDNA ¢ obrigado a entrar no nucleo da célula para promover a
expressdo do gene desejado, o siRNA, uma vez entregue no citoplasma, tem de ser capaz de
se associar ao complexo de inducdo de silencimanto do RNA (RISC) e reconhecer o mRNA,
bloqueando a produgdo de proteinas especificas. Entretanto, devido as caracteristicas
estruturais dos siRNAs, a etapa inicial na produgdo das nanoparticulas pode apresentar
complicacdes adicionais. Em contraste com o pDNA, cujo tamanho pode atingir varios pares
de bases, os siRNAs sdo estruturalmente formados por 21-25 pares de bases de fragmentos
curtos e sdo mais rigidos e, consequentemente, eles interagem de forma mais fraca com as
cadeias dos polications e podem ndo ser completamente envolvidos por elas (FERNANDES

et al., 2012).
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Com isso, os polimeros que se mostraram mais eficientes na transfeccdo com o
plasmideo VR1412 foram selecionados ¢ modificados com o ligante FA para o estudo com
siRNA em células HeLa. Os selecionados, PCs-CH, CH-DEAE5s ¢ CH-DEAEqo, foram
utilizados para o preparo de poliplexos com siRNA nos mesmos pHs em que apresentaram a
melhor eficiéncia com o plasmideo, pH 6,3 para o PC3-CH ¢ o CH-DEAEs ¢ pH 7,4 para o
CH-DEAE, . Todos esses polimeros foram modificados com o ligante PEG-FA, com
exce¢do do derivado CH-DEAE (. O tnico polimero que ndo mostrou eficiéncia no bloqueio
do RNAm SSB foi o CH-DEAE ¢ em pH 7,4. A interagdo eletrostatica forte, devido ao
contetido de aminas quaternarias e alto grau de ionizagdo desse derivado em pH 7,4, pode ter

impedido a liberagdo do siRNA-SSB (LAVERTU et al., 2006).

O derivado PC3-CH foi efetivo na transfec¢ao de siRNA-SSB, obtendo-se bloqueios
na expressao do mRNA SSB, chegando a 43% para N/P 10 e 64% para as razdes N/P 20 e 50
(Figura 44a), valores estatisticamente significativos, p<0,01 e p<0,005. Para baixa razdo N/P
5, a expressao do RNAm foi a mesma observada nas células tratadas com siRNA livre. O
derivado contendo PEG-FA, PC,3-CH-PEG-FA, bloqueou 50% da expressdo de mRNA na
razdo N/P 10, p<0,01, ¢ 69% na razdo N/P 20. No entanto, na razdo N/P 50, ndo foi obtido

um decréscimo significativo na expressao do mRNA SSB (Figura 44b).

Para os poliplexos formados com os derivados CH-DEAEs e DEAE;s-CH-PEG-FA,
houve bloqueio significativo na expressao do mRNA SSB em todas as razdes estudadas, 1 a 5
N/P. Além disso, ndo houve variacdo significativa entre os valores de expressdo observados
com o derivado contendo ou ndo PEG-FA (Figuras 45a e 45b). Os bloqueios na expressao do
mRNA SSB observados foram de 80% para razao N/P 1 e 2, 72% para razdo N/P 3 ¢ 75% em
N/P 5. As baixas razdes N/P foram mais efetivas chegando préximo ao valor de bloqueio
observado para o lipideo comercial lipofetamina, cuja eficiéncia para o bloqueio foi de 88%.
Esses resultados mostram que o derivado CH-DEAE;/s, com ou sem folato, ¢ mais eficiente
no bloqueio de mRNA que outras quitosanas utilizadas na literatura. Quitosanas de 25 e 50
kDa, também contendo ou ndo folato, utilizadas por Fernandes e colaboradores, obtiveram
60% de bloqueio (FERNANDES et al., 2012). Liu et al. também conseguiram 80% de
bloqueio de mRNA utilizando quitosanas de massas molares de 114 e 170 kDa, mas
utilizaram razdo de N/P 150, 30 vezes maior que a utilizada no presente trabalho (LIU, X. et

al., 2007).
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Portanto, podemos concluir que, comparando-se com a quitosana ndao modificada,
além de oferecer protecdo aos acidos nucléicos, os polimeros obtidos melhoraram a captagao
celular e a liberagdo do siRNA das NPs, duas propriedades importantes para entrega
eficiente in vivo. Essas abordagens envolveram a modificagdo estrutural da quitosana pela
inser¢do de grupos quimicos que respondem as condigdes fisiologicas da via intracelular e
acreditamos que podem ser otimizadas para permitir obter um carreador ainda mais eficiente

para estudos in vivo.
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Figura 44. Eficiéncia de transfeccdo in vitro. 5 pug de siRNA-SSB livre e complexos
de PC18-CH/siRNA (a), PC18-CH-PEG-FA/siRNA (b) e lipofetamina/siRNA contendo o
equivalente a 5 ug de siRNA-SSB incubados com células HeLa. A expressao do gene SSB ¢
medida por meio de RT-PCR em tempo real e comparada as células ndo tratadas, considerada

como 100%. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,005.
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Figura 45. Eficiéncia de transfeccdo in vitro. 5 pg de siRNA-SSB livre e complexos
de CH-DEAE;s/siRNA (a) e DEAE;s-CH-PEG-FA/siRNA (b) e lipofetamina/siRNA
contendo o equivalente a 5 pg de siRNA-SSB incubados com células HeLa. A expressdo do
gene SSB ¢ medida por meio de RT-PCR em tempo real e comparada as células ndo tratadas,

considerada como 100%. *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,005.
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Conclusoes

Nesse trabalho, foram preparados derivados de quitosana substituidos com grupos
fosforilcolina e dietilaminoetila para a transferéncia génica. O processo de sintese permitiu
variar de forma controlada o grau de substituicdo e a maioria dos polimeros preparados foram
eficazes na formacao de nanoparticulas com pDNA ou siRNA nos pHs estudados. O tamanho
das particulas obtidas variou de 100 a 700 nm e os potenciais zeta de +5 a +22 mV. Os
estudos conduzidos para avaliacdo do tamanho e estabilidade das particulas mostraram que o
pH tem um papel importante na estabilidade dessas particulas. Na preparacdo das
nanoparticulas em baixo pH, 5,0 e 6,3, a protonacdo dos grupos amino dos derivados aumenta
a forca de interacdo, a estabilidade e o potencial zeta das NPs. Entretanto, a transfec¢do pode
ser afetada de forma negativa, dificultando a liberagdo intracelular do pDNA. O aumento do
potencial zeta ndo afeta significativamente a efici€ncia da transfeccao, e valores positivos da
ordem de +5 a +10 mV sao suficientes para promover uma captacdo eficiente. Os resultados
mostraram ainda que a eficiéncia pode ser fortalecida pelo aumento da capacidade de

tamponamento dos derivados, que ¢ determinante para o sucesso da liberacdo intracelular.

Os estudos de transfec¢do realizados com as particulas preparadas em pH 7,4
confirmaram que o controle da interagcdo polication-DNA ¢ outro parametro determinante
para liberagdo e transfeccdo eficientes. Nesse pH, os polimeros apresentam graus de
ionizacao variaves e suas composicoes podem ser controladas para obtengdo de particulas
estaveis em pH fisioldgico. Os derivados mais substituidos, com graus de substituicdo de
80% e 100%, apresentaram eficiéncia de transfeccdo similar a do lipideo comercial
lipofectamina. O controle da razdo de grupos amina do polication e de grupos fosfato do
pDNA ou siRNA (N/P) utilizado na preparagdo das NPs controla tanto a captacdo celular
quanto a liberacdo e a efici€éncia do processo de transfecc¢ao/liberagdo. De forma geral, a
preparagdo de nanoparticulas com os polimeros mais substituidos requer, em pH fisiologico,
menor razdo N/P para maximizar a eficiéncia. Ademais, 0os poliplexos mostraram proteger o
pDNA contra degradacdo por DNase | e a integridade do pDNA foi comprovada apoés

digestdo dos polimeros com lisozima e quitosanase. No entanto, a degradabilidade dos
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polimeros contendo alto GSdeae foi prejudicada, possivelmente devido a modificacdo do sitio
de ligacdo (grupos amino da quitosana), que ndo pode ser reconhecido pelo sitio ativo das

enzimas mencionadas.

Um fator importante no preparo de vetores ndo virais € a citotoxicidade. Os estudos
mostraram que o aumento do grau de substitui¢do por DEAE aumenta a citotoxicidade, mas
que pode ser controlada, sendo ainda muito inferior a exibida pelo lipideo comercial
lipofetamina2000. Os ensaios de transfeccdo demonstraram que a eficiéncia ¢ fortemente
dependente da massa molecular do polication e que o GSdeae pode ser controlado para
promover uma liberagdo eficiente do siRNA. Além disso, pode-se inferir que a interagdo
entre os derivados de quitosana e siRNA viabiliza a otimizacdo para atingir uma alta

eficiéncia no processo de silenciamento.

Das séries sintetizadas, quatro derivados CH-PC,3 PCy-CH-DEAE o, CH-DEAE s,
CH-DEAE)( apresentaram eficiéncias compardveis ao lipideo comercial lipofectamina, com
citotoxicidade muito mais baixa. Portanto, a otimizacdo das caracteristicas do polimero,
massa molecular, grau de substitui¢do, bem como a introducdo de ligagdes bioredutiveis,

podem aumentar ainda mais a eficiéncia destes tipos de derivados.
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Os espectros de RMN de 'H dos derivados da série I estdo apresentados nas Figuras

46, 47, 48,49, 50, 51 e 52.
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Figura 46. Espectros de RMN de 'H, 400 MHz, dos polimeros CH, PC;s-CH e PC-
CH em D20/DCI (100/1, v/v) a 70 °C.
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Figura 47. Espectros de RMN de 'H, 400 MHz, dos polimeros CH, PC3-CH e PC g-
CH-DEAE7y em D20/DCI (100/1, v/v) a 70 °C.
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Figura 48. Espectros de RMN de 'H, 400 MHz, dos polimeros PCy-CH e PC,o-CH-
DEAE;, o em D20/DCI (100/1, v/v) a 70 °C.
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Figura 49. Espectros de RMN de 1H, 400 MHz, dos polimeros PC;3-CH, PC,3-CH-
DEAEQQ, Pclg-CH-DEAE44 € Pclg-CH-DEAEm em D20/DCl (100/1, V/V) a70 OC.
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Figura 50. Espectro de RMN de 1H, 400 MHz, do polimero CH em D20/DCI (100/1,
v/v)a 70 °C.
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H, 400 MHz, do polimero PC,-CH em D20/DCI
(100/1, v/v) a 70 °C.
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Figura 52. Espectro de RMN de 'H, 400 MHz, do polimero PCy-CH-DEAE;p em
D20/DCI (100/1, v/v) a 70 °C.
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A seguir estdo expostas as curvas de titulacdo potenciométrica e condutométrica dos

derivados da série I (Figuras 53, 54, 55 ¢ 56).
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Figura 53. Titulagdo potenciométrica da quitosana desacetilada CH.
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Figura 54. Titulacdo condutométrica do derivado PC;3-CH-DEAE;,.
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Figura 55. Titulacdo condutométrica do derivado PC;3-CH-DEAE;s.
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Figura 56. Titulacdo condutométrica do derivado PCyy-CH-DEAE .
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As titulagdes potenciométricas dos derivados da série I, realizadas para os calculos de

capacidade de tamponamento, estdo apresentadas nas Figuras 57, 58 e 59.
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Figura 57. Titulagdes potenciométricas dos derivados CH,,, PC;s-CH, PC,3-CH-
DEAEy,, PC3s-CH-DEAE44 € PC3-CH-DEAE-q,.
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Figura 58. Titulacdes potenciométricas dos derivados PC)-CH e PCyo-CH-DEAE .
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Figura 59. Titulagdes potenciométricas de todos os derivados da série I.

Curva de calibragdo com o padrao Pullulan para os experiementos de GPC, os

cromatogramas de GPC dos derivados da série I e os resultados de Mw, Mn e Mw/Mn estio

expostas a seguir nas Figuras 60, 61, 62, 63 e na Tabela 7.

N T T T T
604~ ™ B LogMw
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55 L3N
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Figura 60. Curva de calibracdo com ajuste polinomial do padrdao Pullulan dos

cromatogramas de GPC.
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Figura 61. Cromatogramas da GPC das quitosanas, CH;,, CHy9, CH e da quitosana
de partida para obtencdo da CH (CHwako, GD 85%).
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Figura 62. Cromatogramas da GPC dos polimeros CHj;, PC;3-CH, PC,s-CH-
DEAE,,, PC3-CH-DEAE;3 € PC3-CH-DEAE.s4.
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Figura 63. Cromatogramas da GPC dos polimeros CHjy, PCy-CH e PCy-CH-
DEAE .

Tabela 7. Resultados de Mw, Mn e Mw/Mn dos polimeros da série [, em g.mol-1.

Amostra Duplicata Mw Duplicata Mn Duplicata
Mw/Mn

A B A B A B
CHay 76208 74290 25242 24810 3 2,9
PC3-CH 42785 39591 12377 12154 34 3,2
CHj, 12046 12117 6130 6181 1,9 1,9
PC,s-CH-DEAE, 29245 29309 13149 13016 2,2 2,3

PCy-CH 241732 - 13149 - 6,5 -

CH-WAKO-GD 0.85 352344 - 62764 - 5,6 -
PC,3-CH-DEAE33 32363 33306 14351 14409 23 23
PC,3-CH-DEAE44 31705 32771 13764 13886 23 2,4
PCyo-CH-DEAE o9 135890 132182 36974 35624 3,7 3,7

CH 133884 - - 31946 4,2 -
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Abstract

Chitosan has been indicated as a safe and promising polycation vector for gene delivery. However its low
transfection efficiency has been a challenging obstacle for its application. To address this limitation, we
synthesized chitosan derivatives which had increasing amounts of diethylethylamine groups (DEAE) attached
to the chitosan main chain. The plasmid DNA VR1412 (pDNA), encoding the B-galactosidase (B-gal) reporter
gene was used to prepare nanoparticles with the chitosan derivatives, and the transfection studies were
performed with HeLa cells. By means of dynamic light scattering and zeta potential measurements, it was
shown that diethylethylamine—chitosan derivatives (DEAE,—CH) were able to condense DNA into small
particles having a surface charge depending on the polymer/DNA ratio (N /P ratio). Nanoparticles prepared
with derivatives containing 15 and 25% of DEAE groups (DEAE|5—CH and DEAE;5—CH) exhibited
transfection efficiencies ten times higher than that observed with deacetylated chitosan (CH). For derivatives
with higher degrees of substitution (DS), transfection efficiency decreased. The most effective carriers showed
low cytotoxicity and good transfection activities at low charge ratios (N/P). Vectors with low DS were easily
degraded in the presence of lysozyme at physiological conditions in vitro and the nontoxicity displayed by
these vectors opens up new opportunities in the design of DEAE—chitosan-based nanoparticles for gene
delivery.

Online supplementary data available from stacks.iop.org/Nano/24/055101/mmedia

(Some figures may appear in colour only in the online journal)

1. Introduction focused on the improvement of the transfection efficiency [1].
In this respect the use of polycations as carriers for gene
therapy has also been greatly limited by the low transfection
efficiency, and the design of new polycations to overcome
the deficiencies is an active field of research [2]. Chitosan,
4 These two authors contributed equally to this work. a natural polysaccharide, has been recognized for a long

Non-viral gene therapy has been a subject of intense research
over the past twenty years and most of the recent studies have

0957-4484/13/0551014+11$33.00 1 © 2013 IOP Publishing Ltd Printed in the UK & the USA
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time as being a safe carrier due to its biocompatibility,
biodegradability and low cytotoxicity [3]. Besides its strong
interaction with nucleic acids, chitosan provides the needed
protection against nucleases in the intracellular environment.
However, chitosan has a limited solubility at neutral pH
that leads to formation of a hydrophobic coat on the
chitosan—-DNA nanoparticles, which may lead to lower zeta
potentials and to nanoparticle aggregation, which in turn may
affect the cellular uptake and the transfection efficiency [4,
18]. After internalization, nanoparticles must be able to
deliver the DNA inside the cytosol through an efficient
endosomal escape that is a key parameter to the progress
of the therapy [5, 6]. The plasmid DNA (pDNA) delivery
requires overcoming the electrostatic attraction between the
polycation and the nucleic acid as well as the breaking
of secondary forces such as hydrophobic interactions and
hydrogen bondings [7].

The transfection efficiencies of chitosan-based nanopar-
ticles have been improved by varying some parameters of
the chitosan’s structure, such as charge density, molecular
weight and buffering capacity. Several approaches have
been used to improve the chitosan’s buffering capacity,
aiming to increase the endosomal escape of chitosan-DNA
nanoparticles [8—11]. Sun et al have attached short peptides
to chitosan to facilitate the intracellular DNA unpacking to
optimize the transfection efficiency of the CH/DNA complex.
However, although the conjugation of peptides has improved
the transfection efficiency of chitosan to a large extent, it
remains not comparable to lipofectamine [8]. Grafting of
polyethyleneimine (PEI) on chitosan has been used by several
authors, and most of the studies show that PEI-g-chitosan
exhibits higher transfection efficiencies than those of PEI (25
K) itself, both in vitro and in vivo [12-14].

Other approaches that can be employed to improve the
transfection efficiency are the adjustment of molecular weight
and/or charge density to control the strength of interaction
between chitosan and DNA [15, 16]. Lavertu et al showed
that by controlling the degree of deacetylation (DDA) and
the molecular weight (Mw) of chitosan, it was possible to
maximize the gene expression. Their study showed that high
gene expression was obtained for high MW/ DDA chitosans
at low N/P ratios, while a low MW/DDA was more effective
at higher N/P charge ratios [17]. However, a higher cell
uptake is observed when pH is lower than 7.0 and the
complexes are positively charged with sizes below 1 pm [4].
A positively charged surface is particularly important to
promote an efficient cellular uptake as well as to maintain the
colloidal stability of the chitosan/DNA nanoparticles. Strand
et al showed that pH can have a high impact on the gene
transfer efficacy of chitosans. The authors showed that the
ionization degree (o) of chitosan is sensitive to pH and this
affected the luciferase gene expression in HEK293 mediated
by linear chitosan oligomers, which decreased drastically
at pH > 7.2. However, colloidally stable complexes formed
by the interaction of DNA with self-branched glycosylated
chitosan oligomers showed a higher transfection efficiency
at pH values higher than 7.2 [18]. The attachment of
additional cationic groups on the chitosan backbone may

increase the ability of chitosan to interact with DNA by
increasing cellular uptake and transfection efficiency [19].
Higher transfection efficiencies have also been reported for
nanoparticles prepared with trimethylated chitosans [20].
However, since the interaction between chitosan and DNA
is mainly electrostatic, and accordingly strong, it might
prevent the unpacking of DNA from its carrier. Bhise
et al synthesized an acrylate-terminated poly(1,4-butanediol
diacrylate-co-5-amino-1-pentanol), which was subsequently
end-capped with amine-containing small molecules with
primary and tertiary amine groups, aiming to increase the
intracellular delivery. The synthesized polymers were more
effective for gene delivery than FuGENE®-HD. The most
effective polymers were those end-capped with tertiary amine
groups, indicating that the presence of tertiary amines could
potentially aid in buffering the endosomal pH and thereby
enhance the transfection efficiency [21].

We have previously shown that phosphorylcholine groups
grafted onto the chitosan framework increased the colloidal
stability of nanoparticles prepared by the interaction of
these derivatives with DNA [22]. Moreover, the strength
of interaction between DNA and the chitosan derivatives
decreased and secondary amino groups generated on the
chitosan structure had a pKa around 7.0, which allowed
positively charged nanoparticles to be obtained near the
physiological pH.

The main goal of this work was to attach diethy-
laminoethyl groups (DEAE) to the chitosan structure to
provide higher colloidal stability and improved buffering
capacity to nanoparticles. The attaching of these groups
may provide higher zeta potentials and colloidal stability to
the nanoparticles, i.e., these groups are highly hydrophilic
and remain partially protonated at the physiological pH.
The increasing colloidal stability and higher buffering
capacities may favor the uptake process and the nucleic acid
delivery in the cytosol, increasing the transfection efficiency.
Transfection studies were comparatively carried out and
discussed, taking into account the composition of derivatives
and their buffering capacities and degrees of ionization ().

2. Materials and methods
2.1. Materials

Chitosan (CH, degree of deacetylation (DDA) 85%) was pur-
chased from Polymar Co., Brazil. Sodium hydroxide, sodium
acetate, acetic acid and 2-Chloro-N,N-diethylethylamine hy-
drochloride (DEAE) were purchased from Aldrich Chemical
Co. Spectra/Pore membranes (Spectrum) were employed for
dialysis. Water was deionized using a Milli-Q water purifica-
tion system (Millipore). Dulbecco’s modified Eagle Medium
(DMEM), fetal bovine serum (FBS), 0.25% trypsin—-EDTA
solution, penicillin—streptomycin (PS) mixture, agarose,
ethidium bromide and lipofectamine reagent were purchased
from Invitrogen Canada Inc. (Burlington, ON, Canada).
Other chemicals, if not otherwise stated, were acquired from
Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, MO, USA). All
solvents were of reagent grade and used as received.
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Figure 1. Scheme of synthesis for DEAE-CH derivatives; pK;, pK, and pKj; indicate the three available amino groups.

Table 1. Properties of chitosan and its derivatives used for pPDNA condensation and transfection studies.

Derivative DEAE/NH, ratio () (ml g~1) M, (g mol™") x10° DS (%)* DSq (%) Quaternary units
CHP — 190 17.7 —

DEAEs—CH 0.5 220 21.4 14.9 —

DEAE,s—CH 1.0 218 21.2 24.5 —

DEAEg,—-CH 1.5 206 19.7 62.5 15.5

DEAE,¢—-CH 2.0 163 14.5 97.6 16.9

a Determined by H!-NMR measurements using equation (1).

b Degree of deacetylation (DDA) = 95.2% by 'H-NMR and 94.6% by potentiometric titration.

2.2. Deacetylation of chitosan (DDA)

Deacetylated chitosan was utilized as starting material and
the deacetylation process was carried out as previously
described [23]. The degree of deacetylation (DDA) was
determined by '"H-NMR and potentiometric titration and the
obtained results are collected in table 1.

2.3. Preparation of DEAE-substituted chitosans

Chitosan derivatives (DEAE-CH) were prepared from the
previously deacetylated chitosan sample. Chitosan was
grafted with varied amounts of N,N-diethylethylamine
hydrochloride DEAE (figure 1). The procedure is described
as follows for the synthesis of DEAE>s—CH. A solution of
2-chloro-N,N-diethylethylamine hydrochloride (DEAE, 0.5 g,
2.90 mmol) in water (10 ml) was mixed with a solution
of deacetylated chitosan (0.5 g, 3.1 mmol monosaccharide
residue) in aqueous chloridric acid (20 ml, 0.1 mol I-!). The
pH of the reaction mixture was adjusted to 8.0 by adding
aqueous NaOH (1.0 M). The reaction mixture was stirred for
2 h at 65 °C and the pH was controlled throughout the course
of the reaction by adding 1.0 mol 17! NaoH from a funnel
which was fitted to the reaction flask. The reaction mixture
was dialyzed (membrane of MWCO 12-14000 g mol™!),
first against water for 2 days, then against aqueous NaOH
(0.05 M) for 1 day, and finally against water for 2 days.
The polymer DEAE—CH was isolated by lyophilization. Other
DEAE-substituted chitosans were prepared under identical
conditions, except for the initial NH,/DEAE molar ratio
(table 1).

2.4. Potentiometric and conductimetric titrations

Solutions of the polymers for titration were prepared by
adding HCI (15.0 ml, 0.10 M) to a solution of polymer (CH

or DEAE-CH, ~40 mg). Titration curves for all polymers
were obtained by monitoring the pH and conductivity changes
upon addition of aqueous NaOH (0.10 M, increments of
50-250 pl). Titration curves were recorded in the pH range
of 2-12.

2.5. Determination of the degree of substitution (DS) by 'H
NMR spectroscopy

Polymer solutions (20 mg ml~") were prepared in D,O/DCl
(100/1, v/v). Their 'H NMR spectra were recorded at 70 °C.
The degree of substitution (DS) was determined from the
areas (ICHj3) of the signal at § 1.74 ppm attributed to the
resonance of the methyl group NH-CH2-CHj3 (figure 2) and
of the signals due to the anomeric protons of substituted and
unsubstituted glucosamine residues, His and Hy, (signals at
5.4 and 5.32 ppm) respectively (figure 2) using equation (1) :

Ich, /6

_— 1
(I, + Inyg) )

2.6. Determination of buffering capacity and ionization
degree of derivatives

The buffering capacities of chitosan and their DEAE-CH
derivatives were determined by acid—base titration assay over
a pH range of 10-2, as described by Lu et al [8]. Briefly,
0.2 mg ml~! of each sample solution was prepared in 10 ml
of 150 mM NaCl solution. The sample solution was first
titrated with 0.1 M NaOH to pH 10, and then 0.1 M HCI
solution was progressively added to the DEAE—CH solutions
to obtain mixtures with different pH values, which were
measured using a Digimed microprocessor pH meter. The
degrees of ionization («) as a function of pH were estimated,
taking into account the mass of the polymer sample and the
volumes of NaOH needed to neutralize the protonated amino
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Figure 2. 'H-NMR spectra of deacetylated chitosan (CH, bottom)
and its DEAE-substituted derivative DEAE;0p—CH (top).

groups. These volumes were determined from conductimetric
titrations described in the section 2.4. The values for o were
estimated as described earlier [23] using the equation (2):

a=1-V/V) 2)

where V is the volume of NaOH added and V; is the total
volume required to neutralize the protonated amino groups
determined from potentiometric titrations.

2.7. Instrumentation

'"H NMR spectra were recorded on a Bruker ARX-500
500 MHz spectrometer. Fluorescence measurements were
performed in a Hitashi 4500 spectrofluorimeter in a
thermostated cell holder at 25°C. UV/vis spectra were
measured with a Cary 100 spectrophotometer equipped with
a Peltier system.

2.8. Viscosity measurements

Viscosity measurements were carried out in a water
thermostated bath with a capillary calibrated viscosimeter for
dilution Cannon-Ubbelohde 9722M-50 (Cannon Instr. Co.) at
pH 4.5 acetic acid (0.3 M)/sodium acetate (0.2 M) buffer.
The viscosimeter was immersed in a thermostatic bath at
298.15 £ 0.05 °C and the samples were allowed to equilibrate
for 10 min in the bath before measuring. Measurements at
each concentration were repeated and the reproducibility was
better than £0.01 s. The results of the viscosity measurements
were expressed as reduced viscosity values calculated from
equation 3:

_ ([_ to)/to
= f

3)

T

where ¢ is the measured efflux time of the polymer solution, 7,
is the efflux time of the pure solvent, and c is the polymer
concentration (g/L). The viscosimetric molecular weight
(M,) was estimated by using the Mark—Houwink—Sakurada
equation [n] = Ky M2, with Ky, = 0.079 and a = 0.796 [24].

2.9. Amplification and purification of plasmid DNA

The plasmid DNA VR1412, encoding the B-galactosidase
(B-gal) reporter gene with a CMV promoter and a backbone
size of 8100 kbp, was obtained from VICAL Inc. (San
Diego, CA, USA). The plasmid DNA was multiplied with
Escherichia Coli bacteria then isolated and purified using the
QIAGEN Plasmid Mega Kit according to the manufacturer’s
instruction (Qiagen, Mississauga, Ontanio, Canada). The
purified plasmid was then suspended in water. Purity was
confirmed with 0.8% agarose gel electrophoresis. The DNA
concentration was measured by UV absorption at 260 nm with
a Cary 100 spectrophotometer equipped with a Peltier system.
All bacteria were grown in GIBCO Invitrogen Corporation
Lennox L Broth Base (Invitrogen Canada Inc., Burlington,
ON, Canada).

2.10. Chitosan and DEAE—Chitosan/plasmid nanoparticle
formation

DEAE-CH samples were dissolved in the appropriate buffer
(acetic acid/sodium acetate, pH = 5.0 or phosphate pH =
7.4, ionic strength 150 mM) at room temperature. A stock
solution of plasmid DNA VR1412 (pDNA) was added to
test tubes containing 0.8 ml of the buffer. The phosphate
groups of the pDNA was adjusted to 9.0 x 107> M as
determined by the UV absorption at 260 nm, using a molar
extinction coefficient, 6600 M1 ¢m~!. Chitosan and its
derivative solutions were then injected into the tubes to
obtain nanoparticles with different N/P ratios. Stock solutions
(1.0-1.5 mg ml~!) of the DEAE-CH samples were used to
titrate plasmid DNA solutions, which were briefly vortexed,
kept at room temperature for 30 min and analyzed by dynamic
light scattering without further treatment. The N/P ratios were
calculated using average molecular weights for the chitosan
derivatives, which were estimated by taking into account the
degrees of substitution of the derivatives.

2.11. Ethidium bromide displacement assay

A stock solution of ethidium bromide (EtBr, 2.5 x 1073 M)
was prepared in water and this solution (2.5 ul) was added
to the cuvettes containing the appropriate buffers (2 ml of
150 mM, pHs 5.0 and 7.4) and mixed by gentle agitation.
A stock solution of DNA was added to the solution to
obtain a concentration of 1.5 x 107> moles of phosphate.
The EtBr—-DNA solution was left to rest for 15 min. Then,
using microsyringes, solutions containing the DNA—ethidium
Bromide (DNA-EtBr) complex were titrated into the cuvette
to reach a predetermined monomer:nucleotide molar ratio
(N/P ratio). The experiment for deacetylated chitosan (CH)
at pH 7.4 was carried out by preparing a stock solution at
pH 6.3, which was used to titrate the complex EtBr—pDNA
in a phosphate buffer at pH 7.4. After each addition, the
solution was briefly stirred prior to measurement of the
fluorescence (five readings). The excitation wavelength (lex)
was set at 560 nm and the emission wavelength (Aep) at
605 nm. Steady-state fluorescence spectra were recorded on
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a Hitashi 4500 spectrofluorimeter. The temperature control
of the samples was achieved using a water-jacketed cell
holder connected to a Fisher circulating water bath. All
measurements were carried out at 25.0 £ 0.1°C unless
otherwise stated and the slit settings were 5 nm for both
excitation and emission. The total CH and DEAE-CH
solutions added to the DNA solution did not exceed 5% of
the total volume of the solution, and hence no correction was
made for sample dilution.

2.12. Gel electrophoresis of the nanoparticles

Gel electrophoresis was performed with a 0.8% agarose gel
in 40 mM Tris-boric acid-EDTA (TBE) buffer at pH 7.4.
The DNA—chitosan nanoparticles of N/P ratios of 1-10 were
prepared at a constant DNA concentration and incubated
for 30 min at room temperature. Next, the nanoparticle
solution (20 wl) was loaded into the agarose gel wells.
After electrophoresis (80 V, 1.5 h), the gel was stained with
ethidium bromide (0.5 g ml~') and photographed in a
Multilmage™ Light Cabinet (Alpha Innotech Corporation,
San Leandro, CA, USA).

2.13. Integrity of DNA after nanoparticle synthesis and
nuclease protection assay

25 pul of nanoparticles was incubated for 4 h at 37°C
with 20 ul of chitosanase (5 U ml™!) and 5 ml of
lysozyme (1000 U ml~") in a 50 mM NaAc-HOAc buffer
at pH 5.0. Samples of naked DNA, undigested and digested
nanoparticles were loaded onto a 0.8% agarose gel in
Tris-borate EDTA buffer (4.45 mM Tris-base, 1 mM sodium
EDTA, 4.45 mM boric acid) at pH 8.0. Chitosan-DNA
complexes were loaded (20 ul of sample containing 0.2 ng
of DNA) on the gel, and electrophoresis was carried out at
55 V for 120 min. The gel was stained with ethidium bromide
(0.5 g ml~!) and photographed in a Multilmage™ Light
Cabinet (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA,
USA) (figure S5 available at stacks.iop.org/Nano/24/055101/
mmedia).

The protection against nuclease attack was assessed
electrophoretically on a 0.8% gel agarose, following the
procedure described by Douglas et al [34]. Naked DNA
(2.0 ng) and DEAE 5—CH /DNA nanoparticles at N/P ratio
2.0 (containing 2.0 ng of DNA in 40 ul of acetate buffer,
pH 5) were treated with 2.5 U and 5 U of DNasel and
incubated for 30 min at 37 °C. The reactions were stopped
inactivating the DNasel by heating the samples at 60 °C for
15 min in the presence of 25 mM EDTA. Half of the samples
(20 pl) were digested with 16 ul of chitosanase (5 U ml~ 1)
and 4 pl of lysozyme (1000 U ml~!) for 4 h at 37°C. After
treatments the samples were analyzed by electrophoresis at
170 V for 30 min (figure S6 available at stacks.iop.org/Nano/
24/055101/mmedia).

2.14. Zeta potential and light scattering of the chitosan—DNA
polyplexes

The zeta potential of nanoparticles and the light scattering
measurements were determined by photon correlation
spectroscopy (PCS) using the dynamic light scattering
technique, on a Zetasizer nano-Z590, a He-Ne laser (A =
633 nm) and a 90° scattering angle. The temperature was
25°C unless otherwise stated. The measurements were
prepared in triplicate and average sizes were used. The
polyplexes were prepared at different N/P ratios and a final
plasmid DNA concentration of 6.6 ug ml~! at pH 5.0 and
7.4 and 150 mM of ionic strength. The measurements were
carried out at 25 °C and the obtained values correspond to the
average of three independent preparations.

2.15. Cell culture, transfection protocol and determination of
the transfection efficiencies

HeLa cells were obtained from the American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA). The cells were grown in
DMEM supplemented with 10% FBS and 1% PS. The cells
were cultured in a 5-95% CO,-0, atmosphere at 37 °C.
They were seeded, 24 h prior to transfection, on 24-well
plates at a density of 50000 cells/well in 1 ml of their
usual culture medium supplemented with 10% FBS and
1% PS. On the day of transfection, the culture medium
was replaced by 500 wl of complete medium containing
either free DNA or nanoparticles having an amount of
DNA equivalent to 5 pug. After 6 h incubation, the cells
received 1 ml of complete medium and were incubated until
60 h post-transfection. For quantitative analysis of the B-gal
expression, the B-gal ELISA kit (Roche) was used according
to the manufacturer’s instruction. Briefly, the cells were
washed with cold PBS and lysed 60 h after transfection with
the lysis buffer included in the kit and the cell extracts were
centrifuged at maximum speed for 15 min at 4 °C to remove
any debris. The supernatant was then used for the ELISA.
B-galactosidase expression was determined as picograms of
B-gal per milligram of cellular protein. Total protein content
of the samples was measured using the BCA protein assay
(Pierce, Rockford, Illinois, USA).

2.16. Cell proliferation assay

The cells in the wells were seeded with free plasmid DNA VR
1412, or chitosan—-DNA complexes or DEAE-CH-DNA com-
plexes followed by an incubation period of 24 h. Cell viability
was then evaluated by CellTiter96® aqueous non-radioactive
cell proliferation Assay (Promega Corporation) composed of
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt (MTS) and
phenazine methosulfate (PMS). MTS is bioreducted by
viable cells to formazan soluble in tissue culture medium.
Absorbance was measured at 490 nm with an EL800 universal
microplate reader (Molecular Devices Corp., Menlo Park, CA,
USA).
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2.17. Statistical analysis

All measurements were collected in triplicate and experiments
repeated three times. Values are expressed as mean =+ standard
error of mean (SEM). Statistical testing was carried out using
the one way ANOVA test, with P < 0.05 considered as a
statistically significant difference.

3. Results and discussion
3.1. Synthesis and structure analysis

To achieve chitosan derivatives with a higher « at neutral
pH, we selected to introduce the DEAE groups via chemical
modification of the C-2 amine groups, thus, by controlling the
pH of the reaction we may avoid the reaction at the hydroxyl
groups which play an important part in the biological activity
of chitosan derivatives. The reaction path, besides introducing
tertiary amino groups to the main chain, converts primary
amines of chitosan into secondary amines, a transformation
that will affect the protonation state of the native chitosan
(figure 1). The DDA, expressed in —NH» mol%, determined
from the '"H NMR spectra of the deacetylated sample, was
95.2 mol%. These values were obtained from the areas
of the peaks at 3.6 ppm, due to the resonance of the
proton (Hz) and of the singlet at 2.5 ppm attributed to the
acetamido methyl protons. Potentiometric and conductimetric
titrations conducted on solutions of CH confirmed that the
deacetylation occurred efficiently, yielding DDA values of
94.6 mol% (figure S1 available at stacks.iop.org/Nano/24/
055101/mmedia).

The deacetylated chitosan was treated with DEAE,
and the degree of substitution was varied by setting
the initial molar ratio of DEAE to glucosamine units
to values ranging from 0.5 to 2.0. The 'H NMR
spectra of the chitosan derivatives exhibited a singlet
at 1.74 ppm, attributed to the resonance of the methyl
protons of the diethylethylamine moieties, and signals at
8 3.74 and 3.96 ppm correspond to the resonance of the
methylene protons of NH-CH,CH,N(CH,CH3), and NH-
CH,>CH;N(CH,CH3), respectively (figure 2). The reaction
also leads to the formation of small fractions of quaternary
diethylethylamine groups for the more substituted derivatives,
which were estimated from the signal at 1.84 ppm, using the
same relationship presented in section 2.5, and the values are
presented in table 1. The attachment of DEAE groups to the
chitosan framework brings further changes in the 'H NMR
spectrum of chitosan, most notably in the anomeric proton
H-1, whose signal undergoes shifts, from 6 5.32 ppm to §
5.4 ppm. The degree of substitution, DS, of the DEAE-CH
derivatives as determined by using equation (1) ranged from
15 to 117 mol% of DEAE-substituted glucosamine residues
(table 1). All derivatives were soluble at neutral pH and
the viscosimetric molecular weights (M,) of the samples are
reported in table 1. The M, of the derivatives varied from
14.5 to 22 kDa and tend to decrease upon DEAE-substitution,
especially in the case of the more substituted derivatives, an
indication that main chain degradation took place during the
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Figure 3. (a) Buffering capacity and (b) degree of ionization of CH
and DEAE—-CH derivatives as a function of pH. Determined from
potentiometric and conductimetric titrations.

reaction of CH (figure S4 available at stacks.iop.org/Nano/
24/055101/mmedia). However, as can be seen from table 1,
the intrinsic viscosities were not greatly affected in view of
the increase in the average molecular weight of the monomer
units upon DEAE-substitution.

3.2. Buffer capacity and ionization degree (o) of the chitosan
derivatives

It has been proposed that the intracellular release of DNA
from nanoparticles may be increased by providing higher
buffering capacities to the polycations, which in turn may
improve the escape from endosomes by the mechanism known
as proton sponge [25, 26]. The buffering capacities of the
DEAE-CH derivatives were determined by the acid-base
titration method [12]. By this method the derivatives having
high buffering capacities would undergo small changes in pH
when the same amount of HCI was added into the derivative
solutions. From the figure 3(a), it can be seen that the buffering
capacity increased from CH to DEAE;s—CH and the latter
one exhibited the higher buffering capacity. Figure 3(a) allows
estimating the amount of acid needed to decrease the pH from
7.4 to 5.0. These calculations show that CH, DEAE5—CH,
DEAE,s—CH, DEAEgy—CH and DEAE;p0—-CH can bind
respectively 0.61, 2.81, 4.50, 2.27 and 1.41 mMol of H
per gram of polycation. For DEAEgy—CH and DEAE;y—CH,
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the buffering capacity decreased when compared to both
DEAE|5—CH and DEAE;5—CH, and this behavior might be
due to the partial quaternization of the tertiary amino groups.
Therefore the buffering capacity for the more substituted
derivatives (DEAEgyg—CH and DEAEy—CH) decreased due
to the higher number of protonated amino groups at
physiological pH 7.4.

The increasing DS provides more amino groups on the
polymer chain, which in turn increases «. The ionization
degrees for CH and the DEAE-CH derivatives were
estimated by taking into account the results obtained from
conductimetric and potentiometric titrations, which were
carried out to monitor the pH and the onset and ending of
the deprotonation during the titration of the amino groups. As
can be seen from figure 3(b), at low pH (4-5) the ionization
degree («) for CH is near to 1.0 and decreases in a sigmoid
pattern as pH increases; at pH 7.0 the ionization degree is near
to zero. For the DEAE-CH derivatives, the sigmoid curves
were gradually displaced to higher pH ranges as the degree
of substitution (DS) was increased. At pH 7.4 the degrees
of ionization for CH, DEAE|5—CH and DEAEo—CH are,
respectively, zero, 0.3 and to 0.7 for the more substituted
derivative. The increasing ionization degrees reinforce the
interaction between the pDNA and the DEAE-CH derivatives
affecting the pDNA-DEAE-CH interaction. The effect of
pH, and accordingly «, bring insights about the strength of
interaction, the sizes and zeta potential of the nanoparticles
and their colloidal stability. These parameters affect the
transfection efficiencies and are evaluated and discussed in the
following sections.

3.3. Interaction of CH and DEAE—-CH with pDNA

3.3.1. Ethidium bromide assay. — The interaction of CH and
DEAE-CH derivatives with the pDNA was monitored by
a fluorescence quenching technique using the cationic dye
ethidium bromide (EtBr). Titrations of pDNA-EtBr complex
with solutions of chitosan and its DEAE derivatives were
conducted at pH 5.0 and 7.4. The result of this assay is
shown in figure 4, where it can be seen that the addition
of CH and DEAE-CH to aqueous solutions of pDNA-EtBr
complexes resulted in a pronounced decrease of fluorescence
intensity due to the competitive displacement of EtBr by
the polycations. All titration curves are presented as a
function of the overall N content of the DEAE-substituted and
unsubstituted amino groups. A decrease of EtBr fluorescence
was observed for all mixtures, indicating that DNA—chitosan
complexes form at both pH values.

The quenching was more pronounced for solutions of
lower pH and at pH = 5.0 the addition of CH had the
higher efficiency. The leveling off of the EtBr fluorescence
occurred for 30% of the initial fluorescence, when the
charge ratio was close to 2 (figure 4). It is worth
noting that DEAE|5—CH at pH 5.0 had almost the same
quenching efficiency as was observed for CH, however, the
higher substituted chitosans DEAEgg—CH and DEAE|o0—CH
exhibited, respectively, quenching efficiencies 2.0 and 2.5
times lower than that obtained with CH. This behavior could
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Figure 4. Titration of pPDNA-EtBr solution by deacetylated
chitosan and DEAE-CH with different fractions of
diethylethylamine units (DEAE) at different pH values ((a), (b)).
The fluorescence intensity relative to the fluorescence of
pDNA-EtBr in the absence of polycation is plotted as a function of
nitrogen/phosphate (N/P) ratio. Data points represent the mean (SD
(n) 3). The following buffers were used: (a) HAc/NaAc pH 5.0,

(b) phosphate pH 7.4.

indicate a weaker interaction between these derivatives and
the pDNA. However, a possible explanation for these results
is that as the quenching efficiency is due to displacement of
EtBr to the aqueous media, more branched chains may hinder
the closer interaction with pDNA and EtBr may eventually be
retained inside the complexes.

Increasing the pH from 5.0 to 7.4 resulted in minor
changes in EtBr fluorescence. For CH at pH 7.4 a level of
85% was reached only at N/P ratio 8.0, which reflects the
low degree of ionization of chitosan at this pH. All substituted
chitosans shift towards lower fluorescence levels, however,
at pH 7.4 the ionization degrees («) for DEAEgy—CH and
DEAEpy—CH are respectively 0.46 and 0.70, which leads to
stronger interactions of the pDNA with these two polymers
compared to CH, whose « is near to zero (figure 4(b)). These
results were confirmed by electrophoresis results discussed in
section 3.3.2.

3.3.2. Gel electrophoresis. ~ The stability of the complexes
formed between the pDNA and CH and its DEAE derivatives
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Figure 5. Electrophoresis of chitosan—-pDNA nanoparticles to
determine physical stability of chitosan-based polyplexes in gel
retardation assay at pH 5.0. The N/P ratios are indicated on top of
the lanes.

was assessed by gel electrophoresis (figure 5). Uncomplexed
pDNA (VR 1412) was loaded in the first lane on the left, while
pDNA-CH and pDNA-DEAE,—CH nanoparticles prepared at
pH 5.0 with CH and DEAE,—CH derivatives using increasing
N/P ratios were loaded in the other lanes. Nanoparticles
formed at pH 5.0 with non-modified CH exhibited no DNA
release when the N/P ratios were higher than 2.0. However,
nanoparticles prepared with all derivatives showed no pDNA
release at N/P ratio 1.0. The tendency to release DNA
by DEAE,CH is lower than that observed for CH and
decreased for nanoparticles prepared with the most substituted
derivatives. For DEAEgy—CH and DEAE y—CH, no pDNA
release was observed at N/P ratios higher than 0.5, indicating
a strong attachment of the pDNA to these derivatives.
Following digestion with chitosanase and lysozyme, the
plasmid DNA was released from the chitosan derivatives,
the plasmid remained intact and did not show any signs of
degradation (figure S5 available at stacks.iop.org/Nano/24/
055101/mmedia). This suggests that the synthesis conditions
utilized did not affect the integrity of the condensed DNA.

3.3.3. Light scattering and zeta potential measurements.

Size and zeta potential of nanoparticles are recognized
as being very important parameters for the success of
transfection processes. Measurements were taken at two
pH values, pH 5.0 and 7.4, aiming to evaluate if particles
sizes and zeta potentials when subjected to pH 7.4 would
significantly change the properties of the nanoparticles, i.e., to
evaluate how physiological pH would affect the sizes and
zeta potentials. As can be seen from figure 6, at pH 5.0

and N/P ratios higher than 2.0, all derivatives were able
to compact the pDNA into nanoparticles whose sizes were
around 150-200 nm. As indicated in figure 6(b), the surface
charge of the nanoparticles increased, reaching a plateau
around + 20 mV for N/P ratios higher than 2.0. At this pH
all amino groups are charged and it would be expected that
zeta potentials be positive for all derivatives. As can be seen
in figure 3 the ionization degree for CH and their DEAE
derivatives is near 1.0, therefore the colloidal stability of these
nanoparticles is provided by the excess of polycations.

At pH 7.4 the sizes for nanoparticles prepared with
deacetylated chitosan (CH) remained around 400 nm, and
decreased to around 200 nm only at N/P ratio 10. In
general, it has been shown that, near to pH 7.0, the
interaction of deacetylated chitosans with pDNA leads to
formation of nanoparticles whose sizes can vary from
200 to 1000 nm, depending on the medium and ionic
strength [4, 27, 28]. However, nanoparticle sizes around
200-400 nm have been obtained using chitosans with varied
molecular weights, and if Mw is higher than 10 kDa then
no significant size dependence was observed regarding the
Mw, pH and N/P ratio utilized [17]. The increase of pH
or ionic strength of the medium may result in nanoparticles
having low zeta potentials, which may aggregate without
affecting the transfection efficiencies [29]. Interestingly, the
sizes of the nanoparticles prepared with DEAE derivatives
decreased to around 200 nm at lower N/P ratios, for
instance, at N/P 2.0 nanoparticle sizes for the DEAE,5—CH
derivative were around 170 nm (figure 6(b)). Moreover,
nanoparticle sizes remained constant during the period of
30 min after their preparation. These smaller nanoparticles
obtained with DEAE-CH derivatives can be attributed to the
higher charge density on the polymer chain, which provides
a stronger interaction with pDNA, leading to formation
of nanoparticles exhibiting more positive zeta potentials.
At pH 7.4, the polymer chains remain partially charged
and, for nanoparticles prepared with deacetylated chitosan
(CH), the charge surface stabilizes at N/P ratio 5.0 at a
value of +3.0 mV, while for DEAE|5—CH, DEAE,s—CH,
DEAEg)—CH and DEAE;p—CH the zeta potential values
reached the leveling off respectively at +5, +9, +12 and
415 mV. This can be explained on the basis of the degrees of
ionization at pH 7.4, which increase with DS due to the higher
pKa values for secondary and tertiary amino groups. Zeta
potential is an important parameter and, although transfection
efficiency cannot be always correlated with the size and
surface charge of the nanoparticles [29], it has been reported
that charge density and molecular weight play an important
rule in compaction and transfection efficiency [30-32].
Therefore, at pH 7.4 the nanoparticles using the DEAE-CH
derivatives retain positive zeta potentials, which contribute
towards increasing the interaction with the cell surface,
favoring the uptake process.

3.3.4. In vitro transfection efficiency. The in vitro
transfection was performed on HeLa cells aimed at evaluating
the effect of DEAE groups on transfection efficiency. As
shown in figure 4, the increasing degrees of substitution (DS)
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Figure 6. Zeta potential and nanoparticle sizes of DEAE,_CH/pDNA complexes at ((a), (b)) pH 5.0 and ((c), (d)) pH 7.4. (mean + SD,

n=>3).

provided higher ionization degrees at neutral pH and enhanced
buffering capacities of the derivatives, which may affect
the nanoparticle interactions with the cell surface and their
uptake and delivery of the pDNA inside the cytosol. Hella
cells were subjected to transfection protocol at N/P ratios
varying from 1.0 to 10 and the results are shown in figure 7.
The gene expression strongly depends on the structure of
the polymers. The nanoparticles prepared with deacetylated
chitosan CH, increased greatly (100x) from N/P ratio 1.0 to
2.0-3.0, then decreased again to higher N/P ratios. This result
correlates well with both the agarose gel retardation assay
and the zeta potential measurements. As shown in figure 7,
the transfection efficiency of nanoparticles prepared with CH
reached a maximum at N/P ratio 2-3, when zeta potentials
were slightly positive (+4 mV). As can be seen from figure 5,
at these ratios the pDNA was completely retained in the
electrophoresis experiment. However, at higher N/P ratios
(N/P = 5, 10), nanoparticle sizes were smaller in the range
studied, and the transfection efficiency suddenly decreased,
which indicates that, although interaction with cells may be
favored in the presence of an excess of polycation, the delivery
of pDNA inside the cytosol is decreased. Recent studies
showed that the excess of chitosan is fundamental to increase
the transfection efficiency [33] and that the gene delivery
is controlled by the binding strength between chitosan and
pDNA [29]. It is believed that above the optimum levels, the

expression of transgene reduces, indicating that the polyplexes
are excessively stable [29]. This could explain the decreased
transfection efficiency mediated by chitosan for N/P ratios
higher than 3.0.

The same pattern was also observed for DEAE-CH
derivatives, however, transfection efficiency for DEAE|5—CH
and DEAE,;;—CH were about ten times higher than that
observed for deacetylated chitosan (CH). This result can
be attributed to the higher buffering capacities at pH range
7.4-5.0 and higher ionization degrees at pH 7.4, which
in turn provide an improved cellular uptake and delivery.
Nanoparticles prepared with the most substituted derivatives,
DEAEgy—-CH and DEAE;g—CH, exhibited transfection
efficiencies lower than those obtained with DEAE{;—CH
and DEAE;s—CH and were similar to that obtained with
deacetylated chitosan (CH). This result can be rationalized
by taking into account «, the strength of interaction, and the
cytotoxicity of derivatives. Derivatives having high degrees
of substitution (DEAEgy—CH and DEAE;p—CH) possess
at pH 7.4 higher « values (0.4-0.7), their smaller sized
nanoparticles and more positive zeta potentials (+10-15 mV)
are properties that would favor a higher cellular uptake, but
this step is not considered a bottleneck in the process [33]. The
transfection efficiencies for nanoparticles prepared with these
two derivatives remained comparable to that of deacetylated
chitosan in the studied N/P range. Therefore, it must
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Figure 7. Transfection efficiency of chitosan-DNA nanoparticles
incubated with Hela cells, in the presence of 10% serum. Cells
received either 5.0 g of naked DNA or nanoparticles of chitosan
and its DEAE derivatives containing 5.0 ug of DNA. The results
were normalized compared to the control (100%). * Bars sharing
symbols are not significantly different (p < 0.05).

be considered that the decreased transfection efficiencies
observed for DEAEgy—CH and DEAE ¢p—CH might be due
to both the high strength of interaction with the pDNA
and the lower buffering capacities of these two derivatives
(figure 3(a)). This interpretation is partially supported by EtBr
assay at pH 7.4 (figure 5), where it can be seen that the pDNA
binds to DEAEgy—CH and DEAEp—CH more efficiently
than to both CH and the less substituted derivatives.

3.3.5. Cytotoxicity of the nanoparticles.  The cytotoxicities
of the nanoparticles are shown in figure 8 for increasing
N/P ratios, and the results follow the same pattern as the
transfection efficiency, since for the N /P ratios >4.0 the cells
viability decreases abruptly, particularly for DEAEgy—CH and
DEAE¢o—CH. Moreover, the cytotoxicity increased with DS
and, as can be seen from figure 8, even at N/P ratio 2.0,
nanoparticles prepared with DEAE90—CH decreased the cell
viability to around 60%. Therefore, the lower transfection
efficiency for these derivatives is also related to low cell
viability, since the excess of polycation and the binding of
the nonbound polycation to the cell surface may increase
the cytotoxicity, contributing to decrease the number of
transfected cells.

4. Conclusions

Chitosans grafted with tertiary and secondary amino groups
can be synthesized through reaction with diethylethylamine
chloride. The resulting polymers have varied ionization
degrees at physiological pH. The control of the degree of
grafting provides amino groups with higher pKa values,
which affect the buffering capacities of chitosan, the
nanoparticles properties and consequently the transfection
efficiencies. Derivatives having lower DS (15-25%) lead

N/P ratio

40

Cell Viability
(% of control)

N
o

Figure 8. Cellular toxicity on HeLa cells incubated with either

5.0 g of naked DNA, or with nanoparticles composed with CH and
DEAE,—CH derivatives containing an equivalent amount of 5.0 ug
of DNA. Lipofect AMINETM 2000 reagent was used for
comparison. Cell viability is measured with the MTS assay and
compared to nontreated cells, which are considered as 100%.

to formation of nanoparticles with slightly positive zeta
potentials at physiological pH and mediated transfection
efficiencies ten times higher than deacetylated chitosan. For
the most grafted derivatives, the needed charge ratio to
accomplish the pDNA binding decreased, but cytotoxicity
increases due to an excess of highly charged chains. The
derivatives having the higher DS interact more strongly with
pDNA at physiological pH, the control of DS together the
molecular weight opens up new possibilities to maximize
the efficiency of the systems. Therefore this study reveals
how buffering capacity and charge density affect the in vitro
gene expression and establishes, as an important variable,
the ionization degree of polycations at physiological pH, to
optimize future nanoparticle formulations. Moreover, these
cationic DEAE—chitosan nanoparticles could enhance gene
transfection in vitro and have the potential to be a promising
non-viral delivery system.
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