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RESUMO 

O desenvolvimento tecnológico na síntese de ácidos nucleicos, possibilitou a obtenção de siRNAs 

com alta especificidade, aumentando o potencial de aplicação dessas moléculas na terapia gênica 

não viral. Contudo, a preparação de carreadores seguros e eficientes para entrega de siRNA é, 

ainda, um desafio que tem limitado suas aplicações terapêuticas. Neste estudo, foram sintetizados 

policátions multifuncionais baseados em quitosana para serem aplicados como carreadores na 

terapia gênica não viral. Policátions com diferentes massas moleculares e proporções crescentes de 

diisopropiletilamina (DIPEA), dietilaminoetil (DEAE) e polietilenoglicol (PEG) foram 

sintetizados e caracterizados. Os graus de substituição por DIPEA (5 – 55%), DEAE (15 – 57%) e 

PEG (1,8 – 2,5%) foram determinados por RMN 1H e RMN 13C. Modificações regiosseletivas na 

hidroxila (C-6) da quitosana foram realizadas por meio da proteção dos grupos amina com anidrido 

ftálico, seguida pela substituição (DIPEA) e desbloqueio com hidróxido de sódio. O grau de 

ionização dos diferentes policátions foi estudado em função do pH e os resultados mostraram que 

a carga superficial pode ser controlada por alterações na composição dos polímeros. Os derivados 

apresentaram capacidade de tamponamento superiores às quitosanas não modificadas. As 

nanopartículas foram preparadas por simples complexação e apresentaram diâmetro hidrodinâmico 

entre 100 e 200 nm, com potencial zeta positivo a partir da razão de amino/fosfato (N/P) 3. O 

potencial zeta mostrou-se dependente do conteúdo de DIPEA e PEG nos polímeros, bem como da 

razão N/P. O estudo de eletroforese indicou que os derivados de quitosana interagem fortemente 

com o siRNA, sob baixas razões N/P. A estabilidade coloidal e biológica das nanopartículas sob 

condições fisiológicas (pH 7,4 e força iônica de 150 mmol L-1) foi melhorada por meio do ajuste 

do grau de substituição (DIPEA e PEG), e nanopartículas com 200 nm permaneceram estáveis até 

24 horas após sua preparação, e em até 7 horas na presença da albumina sérica bovina (BSA). A 

microscopia eletrônica de varredura mostrou nanopartículas com morfologia esférica. Estudos de 

citotoxicidade mostraram viabilidade celular superior a 70% para todos os polímeros e superior a 

75% para os todos os poliplexos até a razão N/P 10. A microscopia confocal e os estudos de 

transfecção in vitro por meio do silenciamento de TNF- em macrófagos RAW 264.7, mostraram 

internalização eficiente do siRNA e um bloqueio de até 60% na expressão de TNF-. Em geral os 

resultados apresentados, indicam que esses derivados são vetores promissores para transfecção in 

vivo. 

Palavras-chave: Quitosana, siRNA, poliplexos, terapia gênica, vetor não viral. 



 

 

ABSTRACT 

The technological development of synthetic nucleic acids has allowed to obtain siRNAs with high 

specificity, increasing the potential of these molecules for applications in the field of the non-viral 

gene therapy. However, the preparation of safe and efficient carriers for the siRNA delivery 

remains as a challenge that has limited the therapeutic applications. In this study, multifunctional 

polycations based on chitosan were synthesized for application as carriers for non-viral gene 

therapy. Polycations with different molecular weights and grafted with increasing proportions of 

diisopropylethylamine (DIPEA), diethylaminoethyl (DEAE) and polyethylene glycol (PEG) 

groups were synthesized and characterized. The degrees of substitution by DIPEA (5 - 55%), 

DEAE (16 - 57%) and PEG (1.8 - 2.5%) were determined by 1H NMR and 13C NMR. The 

regioselective modification on the hydroxyl groups (C-6) of chitosan, was accomplished by the 

protection of the amino groups with phthalic anhydride, followed of substitution (DIPEA) and 

unlocking with sodium hydroxide. The ionization degrees of the different polycations were studied 

as a function of pH and the results showed the surface charge can be adjusted by varying the 

polymer composition. Derivatives demonstrated improved buffering capacity compared to 

unmodified chitosan. Nanoparticles were prepared by the simple complexation and showed 

hydrodynamic diameters in the range of 100-200 nm, with positive zeta potentials for 

amine/phosphate (N/P) ratios higher than 3. The results from zeta potential measurments showed 

that this parameter depends on the contents of DIPEA and PEG content and on the N/P ratio used. 

The electrophoretic studies pointed out that, at low N/P ratios siRNA interacted strongly with the 

polymers. Dynamic Light Scattering (DLS) measurements showed that the colloidal stability of the 

nanoparticles under physiological conditions (pH 7.4 and ionic strength of 150 mmol L-1) was 

improved by adjusting the degrees of substitution (DIPEA e PEG), and nanoparticles with 200 nm 

remained stable up to 24 hours after their preparation and up to 7 hours in the presence of bovine 

serum albumin (BSA). The scanning electron microscopy displayed nanoparticles with a spherical 

morphology. The cytotoxicity studies showed that cell viabilities were higher than 70% for all 

polymers and higher than 75% for all nanoparticles up to the N/P 10. Confocal microscopy and 

transfection study by mean of the TNF- knockdown in RAW 264.7 macrophages presented a 

good efficiency for internalization of siRNA and reduction up to 60% in TNF- expression. 

Overall, the results showed that these derivatives are promising vectors for in vivo application.  

Keywords: Chitosan, siRNA, polyplexes, gene therapy, non-viral vector. 
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CX    Carbono número X 

D2O   Óxido de deutério 

DAPI   4',6-diamidino-2-fenilindol 



 

 

DCl   Cloreto de deutério 

DEAE   Dietilaminoetil 

DEAE-Cl  Cloridrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina 

Dh    Diâmetro hidrodinâmico 

DIPEA  Diisopropiletilamina 

DIPEA-Cl   Cloridrato de 2-cloroetil-di-isopropilamina 

DMSO   Dimetilsulfóxido 

DMSO-d6  Dimetilsulfóxido deuterado 

DPA    2-(diisopropilamino)etil metacrilato 

dsRNA   RNA dupla fita (do inglês, double stranded RNA) 

ELISA Ensaio imunosorvente ligado à enzima (do inglês, enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

FBS   Soro fetal bovino (do inglês, fetal bovine sérum) 

GA   Grau de acetilação 

GB   Grau de bloqueio 

GD   Grau de desacetilação 

GF   Grau de ftalação 

GI   Grau de ionização 

GlcN   Mero (β1→4)2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose 

GlcNAc   Mero (β1→4)2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose 

GPC Cromatografia de permeação em gel (do inglês, Gel Permeation 

Chromatography) 

GSDEAE   Grau de substituição por DEAE 

GSDIPEA   Grau de substituição por DIPEA 

GSDIPEA-C   Grau de substituição por DIPEA determinado por RMN 13C 

GSH    Glutationa reduzida 

GSOH-DIPEA  Grau de substituição estimado de DIPEA na hidroxila 

GSPEG   Grau de substituição por PEG 

GSRITC  Grau de substituição por RITC 

GST    Grau de substituição por DIPEA determinado por titulação 

HAc    Hidrogênio metila do grupo acetila 



 

 

HAR    Hidrogênios aromáticos do grupo ftaloíla 

HDEAE    Hidrogênios metila do DEAE 

HDIPEA   Hidrogênios metila do DIPEA 

HGlc    Hidrogênios glicopiranosídeos 

H-Peg   Hidrogênios metileno do PEG 

HQ-DEAE   Hidrogênios metila ligado à amina quaternária do DEAE 

HX   Hidrogênio ligado ao carbono X 

Ld   Ladder Plus DNA 1 Kb 

LPS   Lipopolissacarídeo 

MEV   Microscopia Eletrônica de Varredura 

MEV-FEG  Microscopia eletrônica de varredura com canhão de emissão de campo 

MM   Massa molecular 

mRNA   RNA mensageiro 

MTS  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetóxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazólio 

MWCO  Massa molecular de corte (do inglês, Molecular Weight Cut-Off) 

N/P   Amina/fosfato  

N/Pnano   Razão N/P mínima para formação nanopartículas 

N/Pzeta   Razão N/P mínima necessária para um potencial zeta positivo 

NHS    N-hidroxisiccinimida 

O-CD52   B-CD52 após a reação de desbloqueio com NaOH  

O-CD68   B-CD68 após a reação de desbloqueio com NaOH  

PBS    Tampão fosfato salino (do inglês, Phosphate Buffered Saline) 

PDI    Polidispersividade dos poliplexos 

PEG    Polietilenoglicol 

PEG-SH  O-(2-mercaptoetil)-O’-metil-polietilenoglicol  

PEI    Polietilenimina 

PES    Etossulfato de fenazina (do inglês, Phenazine Ethosulfate) 

PFA    P-formaldeído 

Pfi    Ponto final instrumental 



 

 

RISC  Complexo silenciador induzido por RNA (do inglês, RNA-Induced 

Silencing Complex 

RITC    Isotiocianato de rodamina B 

RMN 13C   Ressonância magnética nuclear de carbono 13 

RMN 1H   Ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

RMN    Ressonância magnética nuclear 

RNA    Ácido ribonucleico (do inglês, ribonucleic acid) 

RNAi    Interferência do RNA 

SDS   Dodecil sulfato de sódio (do inglês, Sodium Dodecyl Sulfate) 

siRNA anti-TNF-  siRNA para o bloqueio da expressão de TNF 

siRNA   Pequeno RNA de interferência (do inglês, small interfering RNA) 

siRNA-FAM   Controle negativo de siRNA marcado com 6-carboxifluoresceína amidita 

SPDP    N-Succinimidil 3-(2-piridilditiol) propionato 

TAE    Tampão tris-amino-EDTA 

TNF-α   Fator de necrose tumoral alfa (do inglês, Tumor Necrosis Factor alpha) 

ζ    Zeta (potencial) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

 

Símbolo  Unidade 

g 
Unidade de medida de aceleração para força centrífuga 

relativa 

1 g = 9,806 m s-2 


Escala delta de deslocamento químico no espectro de 

ressonância magnética nuclear 

ppm 

 Força iônica 
mol L-1 

M̅𝑛 Massa molecular média numérica 
Da 

M̅𝑤 Massa molecular média ponderal 
Da 

M̅𝑤/M̅𝑛 Índice de polisdipersão das massas moleculares 
- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ......................................................................................................................... 19 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ................................................................................................. 22 

2.1 RNA de interferência aplicado à terapia gênica .................................................................. 22 

2.2 Carreadores de ácidos nucleicos: vetores ............................................................................. 23 

2.3 Policátions no desenvolvimento de vetores multifuncionais ............................................... 24 

2.3.1 Quitosana ............................................................................................................................... 24 

2.3.2 Grupos amina: o estado da arte na síntese de vetores nanoestruturados ............................... 25 

2.3.3 Polietilenoglicol (PEG): um agente interfacial para evitar interações indesejadas ............... 28 

2.3.4 Ligações dissulfeto: tornando reversível a ligação do PEG nos policátions  ........................ 29 

2.3.5 Desenvolvimento polímeros anfifílicos ................................................................................. 30 

3 OBJETIVOS .............................................................................................................................. 34 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ..................................................................................................... 35 

4.1 Materiais .................................................................................................................................. 35 

4.2 Instrumentos ........................................................................................................................... 36 

4.3 Rota sintética para obtenção dos polímeros das séries I, II e III  ...................................... 36 

4.3.1 Desacetilação da quitosana .................................................................................................... 38 

4.3.2 Modificação com DIPEA/DEAE em meio aquoso: séries I, II e III  .................................... 38 

4.3.3 Modificação com PEG........................................................................................................... 39 

4.3.4 Marcação fluorescente com isotiocianato de rodamina B (RITC) ........................................ 40 

4.4 Rota sintética para obtenção dos polímeros da série IV  .................................................... 41 

4.4.1 Bloqueio dos grupos amina com anidrido ftálico  ................................................................. 42 

4.4.2 Modificação com DIPEA em solvente orgânico: série IV .................................................... 42 

4.4.3 Desbloqueio dos grupos amina .............................................................................................. 43 

4.5 Caracterização dos polímeros................................................................................................ 43 

4.5.1 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) ....................... 43 

4.5.2 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de carbono 13 (RMN 13C)...................... 45 

4.5.3 Determinação do grau de substituição por rodamina (GSRITC) via espectroscopia de absorção 

na região do UV-Visível  ................................................................................................................ 46 

4.5.4 Cromatografia de permeação em gel (GPC): estimativa da massa molecular dos polímeros  .... 47 



 

 

4.5.5 Capacidade de tamponamento e grau de ionização ............................................................... 47 

4.6 Preparação e caracterização dos poliplexos ......................................................................... 48 

4.6.1 Formação das nanopartículas ................................................................................................ 48 

4.6.2 Ensaio de liberação do siRNA em gel de agarose ................................................................. 49 

4.6.3 Espalhamento de luz: determinação do diâmetro hidrodinâmico (Dh) e potencial zeta das 

nanopartículas ................................................................................................................................. 49 

4.6.4 Estabilidade coloidal das nanopartículas em condições fisiológicas de pH e força iônica na 

presença e ausência de albumina .................................................................................................... 50 

4.6.5 Microscopia eletrônica de varredura com canhão de emissão de campo (MEV-FEG)......... 50 

4.7 Ensaio de proliferação celular com MTS: citotoxicidade dos polímeros e das 

nanopartículas ............................................................................................................................... 51 

4.8 Estudo de internalização celular por meio da microscopia confocal ................................. 52 

4.9 Estudo de transfecção in vitro ................................................................................................ 53 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO .............................................................................................. 55 

5.1 Caracterização dos polímeros................................................................................................ 55 

5.1.1 RMN 1H dos polímeros das séries I, II e III  ......................................................................... 55 

5.1.1.1 Grau de desacetilação (GD) das quitosanas de partida (séries I, II, III) ............................. 55 

5.1.1.2 Grau de substituição de DIPEA (GSDIPEA) na quitosana (séries I e II) .............................. 57 

5.1.1.3 Grau de substituição de DEAE (GSDEAE) na quitosana (série III) ...................................... 60 

5.1.1.4 Grau de substituição por PEG (GSPEG) nos derivados (séries I, II e III)  ........................... 62 

5.1.2 RMN 13C: estimativa do grau de substituição de DIPEA na hidroxila (GSOH-DIPEA) nos 

polímeros (séries I e II) ................................................................................................................... 66 

5.1.3 Determinação do grau de substituição por rodamina (GSRITC) via espectroscopia da absorção 

na região do UV-visível  ................................................................................................................. 69 

5.1.4 RMN 1H: polímeros da série IV ............................................................................................ 71 

5.1.4.1 Grau de desacetilação (GD) e bloqueio (GB) da quitosana (série IV) ............................... 71 

5.1.4.2 Grau de bloqueio (GB) e substituição por DIPEA (GSDIPEA) dos polímeros (série IV) ..... 73 

5.1.5 GPC: massa molecular dos polímeros ................................................................................... 77 

5.1.6 Capacidade de tamponamento (CT) ...................................................................................... 79 

5.1.7 Grau de ionização (GI) dos polímeros em função do pH ...................................................... 82 

5.2 Caracterização das nanopartículas ....................................................................................... 84 



 

 

5.2.1 Ensaio de liberação do siRNA em gel de agarose ................................................................. 84 

5.2.2 Potencial Zeta (ζ), diâmetro hidrodinâmico (Dh) e polidispersividade (PDI) das 

nanopartículas por meio do espalhamento de luz ........................................................................... 88 

5.2.3 Estabilidade coloidal das nanopartículas em condições fisiológicas de pH e força iônica na 

presença e ausência de albumina .................................................................................................... 92 

5.2.4 MEV-FEG das nanopartículas  .............................................................................................. 95 

5.3 Ensaio de proliferação celular com MTS: citotoxicidade dos polímeros e das 

nanopartículas  .............................................................................................................................. 96 

5.4 Estudo de internalização celular por meio da microscopia confocal  .............................. 100 

5.5 Avaliação da eficiência de transfecção via monitoramento da expressão de TNF- ..... 102 

6 CONCLUSÕES ........................................................................................................................ 105 

REFERÊNCIAS ......................................................................................................................... 107 

APÊNDICE A – Razão molar e N/P: valores de  𝒎𝒎̅̅ ̅̅ ̅̅ 𝒎𝒆𝒓𝒐 e de 𝜷  ........................................ 114 

APÊNDICE B – Equação para determinar o hidrogênio de referência dos derivados da série 

IV e lógica envolta na determinação da quantidade de hidrogênios  .................................... 116 

APÊNDICE C – Polímeros com PEG: RMN 1H e sínteses adicionais  .................................. 118 

APÊNDICE D – Curvas analíticas e cromatogramas de GPC  .............................................. 121 

APÊNDICE E – Titulações potenciométricas: derivadas e uma nova forma de estimar o grau 

de substituição ............................................................................................................................. 123 

APÊNDICE F – Caracterizações adicionais para alguns polímeros das séries III e IV ...... 129 

APÊNDICE G – Efeito do pH e da força iônica na formação dos poliplexos ....................... 130 

 



19 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A terapia gênica consiste no tratamento de doenças por meio da inserção de material 

genético em células específicas de um paciente (JAYAKUMAR et al., 2010), e tem se mostrado 

uma alternativa promissora para tratar várias doenças humanas (HAN, 2007; LINDEN, 2008). Uma 

de suas aplicações envolve silenciamento de genes, via introdução de RNAs de interferência nas 

células, com o intuito de evitar a síntese de proteínas que resultam na manifestação clínica de uma 

doença (ALBERTS et al., 2011).  

Os ácidos nucleicos sem transportador dificilmente conseguem adentrar nas células e assim, 

não conseguem manifestar seu efeito terapêutico (DOWDY, 2017; TIERA et al, 2013). Isso ocorre 

porque eles são macromoléculas carregadas negativamente (em pH fisiológico, grupos fosfato dos 

nucleotídeos apresentam carga negativa) e, portanto, apresentam uma repulsão eletrostática contra 

membrana plasmática, que também possui uma densidade de carga negativa (SALCHER; 

WAGNER, 2010). Deste modo, torna-se necessário o uso de agentes que possibilitem a introdução 

dos ácidos nucleicos na célula-alvo. Na terapia gênica, esses agentes são chamados de vetores.  

Os vetores podem ser classificados em dois grandes grupos: virais e não virais (HAN, 

2007). Atualmente, os vetores virais são os mais aplicados em ensaios clínicos (GENE..., 2018) e 

constituem um número expressivo de medicamentos (GINN et al., 2018). Porém, a maior facilidade 

de produção (AIRES, 2008), a maior segurança na aplicação (CHEN et al., 2016) e a obtenção de 

níveis de transfecção cada vez mais elevados (HAN, 2007) são algumas vantagens dos vetores não 

virais que os tornam uma alternativa promissora em relação aos vetores virais. 

O desenvolvimento de vetores não virais eficientes continua sendo um desafio, devido aos 

vários obstáculos que devem ser superados para que os ácidos nucleicos possam atingir o seu local 

de ação, no interior das células alvo. O primeiro grande obstáculo é a distribuição pelo organismo 

(Figura 1a), devido à possibilidade de ocorrer interações destrutivas com células e proteínas 

presentes no plasma sanguíneo (TIERA et al., 2013), depuração renal (GIACOMELLI et al., 2011) 

e clivagem do material genético por nucleases séricas (CHEN et al., 2016). Além de distribuírem-

se pelo plasma sanguíneo, os vetores, que neste caso são nanoestruturados (nanopartículas), 

também precisam difundir pelos tecidos e interagir com as células-alvo (Figura 1b, i), para serem 

internalizados em estruturas vesiculares que posteriormente são transportadas pelo citosol 

(ALBERTS et al., 2010). 
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O principal mecanismo de internalização de vetores não virais (pelas células) é a endocitose 

(KHALIL et al., 2006; DOWDY, 2017). Essa via (Figura 1b, ii) apresenta diferentes destinos para 

os compartimentos intracelulares formados (KHALIL et al., 2006) e depende do tipo de célula-

alvo e das características físico-químicas das substâncias endocitadas (AGIRRE et al., 2014; 

DOWDY, 2017). Porém sabe-se que em geral, há um aumento progressivo da acidez no interior 

desses compartimentos (via ação da enzima v-ATPase), que levam a degradação das substâncias 

(Figura 1b, iii) (KHALIL et al., 2006) por meio da ativação de hidrolases lisossomais (ALBERTS 

et al., 2010). Portanto, os vetores devem possuir a habilidade de escapar desses ambientes antes de 

serem degradados. Para nanopartículas sensíveis ao pH, sintetizadas a partir de policátions, o 

mecanismo conhecido como “esponja de prótons” é comumente referido como o processo 

responsável por promover essa fuga. Tal mecanismo, sugere que a protonação das cadeias 

poliméricas promove aumentos tanto na carga superficial das nanopartículas, como na pressão 

osmótica no interior do compartimento. Combinadas, essas mudanças contribuem para a 

desestabilização da membrana do compartimento (Figura 1b, iv) e ocasiona na liberação do ácido 

nucleico no citosol (AGIRRE et al., 2014; BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015; KHALIL et al., 

2006).  

Deste modo, conclui-se que os sistemas de entrega devem possuir múltiplas características 

que satisfaçam as necessidades de todos os estágios de transporte dos ácidos nucleicos, desde sua 

encapsulação até a liberação no interior das células-alvo (ZHOU et al., 2016). Visando atender 

essas necessidades, neste estudo, foram sintetizados policátions bioresponsivos baseados em 

quitosana para formação de vetores multifuncionais. Estes vetores foram aplicados no 

silenciamento genético (Figura 1b vi), via ação de um pequeno RNA de interferência (siRNA) 

(Figura 1b, v), com o intuito de reduzir a expressão (Figura 1b, vii) de uma citocina pró-

inflamatória (TNF-) em macrófagos RAW 264.7. 
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Figura 1 – Principais estágios da entrega de ácidos nucleicos usando vetores nanoestruturados, desde (a) a distribuição (vaso 

sanguíneo) e permeação pelos tecidos até (b) a captação, escape endossomal e silenciamento genético via RNA de interferência 

(siRNA). As setas vermelhas indicam vias indesejadas 

 
Fonte: Elaborado pelo autor com base em Alberts et al., 2010; Blanco; Shen; Ferrari, 2015; Casey; Grinstein; Orlowski, 2010; Elsabahy; Wooley, 2012; Layek; 

Singh, 2016; Tiera et al., 2013 



105 

 

6 CONCLUSÕES 

 

 A preparação dos derivados foi realizada com êxito e permitiu a obtenção de polímeros com 

diferentes composições e MM. O sucesso das sínteses foi confirmado por meio de caracterizações 

realizadas pelas espectroscopias de RMN 1H. A CM e CH apresentaram altos níveis de 

desacetilação, e seus derivados apresentaram GS proporcionais à quantidade de substituinte 

utilizado nas sínteses. O GSPEG se manteve entre 1-2% nos polímeros da série I e III e foi variado 

nos derivados da série II. Nos polímeros da série III foram obtidos derivados com DEAE que 

apresentaram elevados graus de quaternização. A reação de bloqueio da quitosana para iniciar os 

derivados da série IV, também se mostrou eficiente, com o bloqueio de todos os grupos amina do 

polímero. A adição de DIPEA na hidroxila da quitosana bloqueada foi realizada com êxito, 

evidenciado pelo elevado GS após a reação de desbloqueio, que originou polímeros anfifílicos com 

um potencial de aplicação na terapia gênica. 

Nos derivados das séries I e II, foi possível estimar o grau de substituição na hidroxila por 

meio do RMN 13C. Essa técnica, também apresentou porcentagens de substituição muito próximas 

às baseadas na RMN 1H, confirmando os valores obtidos. 

 A CPG permitiu estimar as massas moleculares e os resultados mostram que as reações em 

meio alcalino promoveram a degradação das cadeias poliméricas.  

A inserção do DIPEA e DEAE ampliaram a CT e o GI dos polímeros em relação as 

quitosanas, entretanto, na CT essa ampliação não foi proporcional ao GS dos derivados. A elevação 

do GI indicou uma maior proteção do siRNA em pH fisiológico, o que foi corroborado pelos 

ensaios de liberação em gel de agarose. Os padrões na liberação do siRNA dos poliplexos nas 

eletroforeses indicaram que a elevação do GS promove uma complexação mais eficiente com o 

siRNA, enquanto que GSPEG maiores podem diminuir a intensidade desta interação.  

Neste trabalho, foi indicado o potencial de aplicação dos derivados das séries III e IV na 

formação de vetores não virais. Estudos mais aprofundados relacionados ao tamanho, potencial 

zeta, citotoxicidade e eficiência no silenciamento genético foram restritos aos derivados das séries 

I e II. 

 Nanopartículas com Dh entre 100-200 nm e potencial zeta positivo foram obtidas a partir 

da razão N/P 3 em condições fisiológicas de pH (7,4) e força iônica (0,15 mol L-1). No 

monitoramento do Dh com o tempo, observou-se a presença de nanopartículas com Dh entre 100-
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200 nm, mesmo após 24 horas de estudo na ausência de albumina e até 7 horas na presença de 

BSA. Derivados com GSDIPEA e MM maiores, formaram nanopartículas (com potencial zeta 

positivo) em razões N/P menores e apresentaram maior estabilidade coloidal. Em geral, a 

peguilação aumentou a estabilidade biológica dos poliplexos, porém seus efeitos mostraram-se 

dependentes do GSDIPEA (série I). Nanopartículas com morfologia esférica foram obtidas na razão 

N/P 10. 

 Estudos de citotoxicidade com MTS em macrófagos (RAW 264.7) e fibroblastos 

(3T3/NIH), comprovam a aplicabilidade in vitro dos sistemas propostos, indicando uma viabilidade 

celular superior a 70% para todos os polímeros e superior a 75% para os todos os poliplexos até a 

razão N/P 10. 

 A microscopia confocal, indicou uma alta eficiência na liberação de siRNA na célula-alvo. 

Nos estudos de transfecção foi inserido siRNA anti-TNF- em macrófagos RAW 264.7 via 

poliplexos, e o resultados comprovaram a eficiência dos nanocarreadores desenvolvidos, pela 

diminuição de até 60% na expressão de TNF-. Esses resultados também indicaram uma 

concordância com as características físico-quimicas dos poliplexos, uma vez que foi possível 

estabelecer relações entre a razão N/P, Dh, potencial zeta e estabilidade biológica das 

nanopartículas com a eficiência de transfecção.  

Diante dos resultados apresentados, tem-se como perspectivas futuras a realização de 

estudos de transfecção in vivo (para o bloqueio da expressão TNF-α) dos polímeros (na forma de 

poliplexos) que apresentaram os melhores resultados de transfecção in vitro (CMD34-P1,3, CMD55 

e CHD32 mais suas versões peguiladas), além de estudos de silenciamento genético utilizando 

esses derivados visando o tratamento de outras patologias.  
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