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PROCESSO DE OBTENÇÃO DE DERIVADOS DE DIETIL(AMINO)ETIL 

QUITOSANA (CH-DEAE), DERIVADOS OBTIDOS, SEU USO, PROCESSO 

DE OBTENÇÃO DE NANOPARTÍCULAS MULTIFUNCIONAIS À BASE DESTES 

DERIVADOS, NANOPARTÍCULAS MULTIFUNCIONAIS OBTIDAS E USOS 

DAS MESMAS 

Campo de aplicação: 

[001] A presente invenção se aplica no campo da 

ciência médica, de forma mais específica na área de 

preparações medicinais para terapia gênica não viral, e faz 

referência a um processo de obtenção de derivados de 

dietil(amino)etil quitosana ligados a um LIGANTE via 

cadeias de poli(etileno-glicol) (PEG), assim como aos 

referidos derivados obtidos e seus usos. Além disso, a 

presente invenção refere-se a um processo de obtenção de 

nanopartículas multifuncionais à base destes derivados, bem 

como às nanopartículas obtidas e seus usos para a 

transferência gênica não viral. 

Fundamentos da invenção: 

[002] A artrite reumatoide (AR) é uma doença 

autoimune, crônica, sistêmica e inflamatória caracterizada 

por dores, rigidez, inchaço e destruição nas articulações, 

evidenciada nas estruturas óssea e na cartilagem. Os 

pacientes são mais propensos a sofrer fraturas devido à 

fragilidade decorrente da osteoporose secundária e perda 

óssea, o que frequentemente resulta na incapacidade 

funcional com grande impacto econômico no sistema de saúde.  

[003] O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) é 

considerado um dos principais responsáveis pela 

fisiopatologia na AR, especialmente na inflamação das 

articulações, na cartilagem e na reabsorção óssea. Por esta 
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razão, TNF-α tem sido escolhido como alvo, já que o 

bloqueio de sua produção melhora as condições de inflamação 

da artrite, como documentado por tratamentos que tem como 

alvo essa mesma citocina, e que utilizam anticorpos 

monoclonais anti-TNF-α.  

[004] Outros alvos são também investigados para 

controlar a inflamação artrítica, tal como o receptor EP4, 

componentes C5 e C5aR1 do sistema complementar, phosphatase 

2 de especificidade dupla, entre outras.  

[005] O RNA de interferência é uma molécula 

pequena (19-21 nucleotídeos) considerada um procedimento 

terapêutico inovador para o tratamento de várias doenças. 

Entretanto, além de ser carregada, sua dimensão é elevada 

considerando-se a captação por células, além disso, possui 

uma alta homologia para alvos não específicos, sendo também 

altamente susceptível à degradação por RNases.  

[006] Portanto, um sistema de liberação eficiente 

é necessário para a encapsulação, transporte e proteção 

contra a degradação por nucleases, para que as células de 

interesse sejam alcançadas. Nesse sentido, para a liberação 

de siRNA dentro do citoplasma das células alvo, vários 

vetores virais e não-virais vem sendo estudados.  

[007] Nos últimos anos uma grande variedade de 

vetores não-virais vem sendo propostos, incluindo 

modificações estruturais de siRNAs, de lipossomos 

catiônicos, polímeros, peptídeos e sistemas sítio-

dirigidos.  

[008] A quitosana e seus derivados têm sido 

utilizados como sistemas de liberação em estudos in vitro e 

in vivo, sobretudo devido às suas propriedades como 
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sistemas para a liberação de DNA plasmidial. A quitosana é 

amplamente utilizada como um biomaterial biodegradável com 

baixa toxicidade e imunogenicidade.  

[009] Devido a isso, tendo como objetivo melhorar 

sua eficiência como carreador gênico e agente de 

transfecção, a quitosana foi modificada com ácido fólico 

visando sua utilização como carreador sítio dirigido. A 

transfecção in vitro e in vivo tendo como alvo os 

receptores de ácido fólico tem proporcionado uma aumento na 

captação de carreadores de DNA.  

[010] Entretanto, uma das limitações da quitosana 

é sua baixa solubilidade em pH fisiológico. Neste sentido 

foram sintetizados derivados de quitosana contendo grupos 

dietilaminoetil (DEAE) ligados à cadeia principal para 

sobrepor este obstáculo.  

[011] Na presente invenção, ácido fólico foi 

ligado à quitosana-DEAE (CH-DEAE) via cadeias de 

poli(etileno-glicol) (PEG) visando aumentar a estabilidade 

do nanocarreador.  

[012] Tendo como objetivo comprovar a atividade do 

sistema carreador in vivo, foi utilizada a artrite induzida 

em cobaias por colágeno (CAIA), um modelo experimental 

amplamente aceito, pois apresenta características muito 

similares à artrite reumatoide em humanos.  

[013] Neste estudo, CAIA foi induzida em 

camundongos fêmeas DBA/1, os quais foram tratados com CH-

DEAE-siRNA-TNFα, com os carreadores marcados com ácido 

fólico via PEG (CH-DEAE PEG-folato-siRNA-TNFα) e com o 

siRNA-TNF-α livre. 
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[014] A inflamação sistêmica foi avaliada pela 

medida de scores clínicos de artrite e pela concentração de 

TNFα nas articulações. O exame histológico das 

articulações e a medida da formação óssea e determinação de 

marcadores da destruição da cartilagem foram também 

avaliados. Mudanças na massa óssea, estrutura e erosão 

focal óssea foram medidas utilizando a microtomografia 

computadorizada.  

[015] Portanto, além do processo de obtenção de 

derivados de dietil(amino)etil quitosana ligados a um 

LIGANTE via cadeias de poli(etileno-glicol) (PEG), assim 

como os derivados obtidos e seus usos, a presente invenção 

apresenta a construção de nanopartículas multifuncionais 

baseadas em dietilaminoetil- quitosana (CH-DEAE), 

modificados com ácido fólico ou aptameros sítio seletivos e 

contendo RNA de interferência (siRNA) conjugados.  

[016] Desse modo, a inserção de grupos DEAE na 

estrutura de quitosana gera grupos aminas secundárias, na 

cadeia polimérica, aumentando a solubilidade e a capacidade 

de tamponamento. O controle do grau de substituição e da 

massa molecular permite otimizar a eficiência de 

transfecção, e confere grande potencial de utilização como 

agente para transferência/terapia gênica não viral.  

Estado da técnica: 

[017] Alguns documentos do estado da técnica 

descrevem a utilização de quitosana sem modificações 

adicionais para o transporte e liberação de siRNA. 

[018] Em HK1199215(A1) é descrito uma composição e 

um método para o transporte e liberação de RNA de 

interferência às células in vitro e in vivo por meio de 
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formulações específicas de um sistema de entrega não viral 

utilizando quitosana, em que a mesma não possui 

modificações adicionais. 

[019] Diferentemente, para a obtenção das 

nanopartículas da presente invenção são utilizados menores 

razões N/P (1 a 3) (proporção do derivado para siRNA) de 

quitosana, ao contrário do HK1199215(A1)que emprega razões 

que variam de 5 a 20. 

[020] Os documentos CN103893757(A), 

CN103893756(A), CN103893755(A), CN103893754(A), 

CN103893753(A) e CN103893752(A) descrevem a utilização de 

quitosana como dispositivo para liberação de plasmídeo 

recombinante.  

[021] Já os documentos CN103109800(A), 

CN103109799(A), CN103109798(A), CN103109797(A) e 

CN103081928(A) descrevem a preparação de um biopesticida a 

base de quitosana para o controle de fungos no repolho e 

outras aplicações. 

[022] O documento CN102908315(A) refere-se à 

utilização de quitosana, sem modificações adicionais, para 

o transporte e liberação de RNA de interferência.  

[023] Os documentos CN102671243(A) e 

CN102657880(A) referem-se à utilização de quitosana 

quaternizada, portanto um derivado quaternário, para o 

transporte e liberação de RNA de interferência.  

[024] Já o documento KR20110068033(A) refere-se à 

utilização de um derivado de quitosana, enxertado com 

poli(etilenimina) e ácido fólico, para o transporte e 

liberação de RNA de interferência. 

[025] O documento CA2729923(A1) refere-se à 
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utilização de nanopartículas desidratadas de quitosana, sem 

modificações adicionais, para o transporte e liberação de 

RNA de interferência.  

[026] Os documentos CN101747451(A) e 

CN101747450(A) referem-se à utilização de material adesivo 

baseado em quitosana, modificado com hidroxisucnimida e 

azida, e decorados com polipeptídeos para o transporte e 

liberação de RNA de interferência.  

[027] Em KR100825519(B1) é descrito a utilização 

de quitosana modificada com poliaminas, como 

poli(histidina) poli(lisina) ou poli(arginina), para o 

transporte e liberação de DNA ou RNA de interferência. 

[028] O documento CN101780282 (A) refere-se à 

utilização de quitosana modificada com Poli(etileno)glicol 

e acido fólico para transporte e liberação de mitomicina. 

[029] E o documento US2009324726 (A1) refere-se à 

preparação de quitosana modificada com acido fólico. 

[030] Diferentemente dos documentos anteriormente 

citados, o método de preparação do derivado de quitosana 

proposto pela presente invenção inclui grupos 

dietilaminoetil, é mais simples e permite um controle 

preciso da composição.  

[031] Outro ponto adicional é o fato das 

nanopartículas aqui propostas possuírem poli(etileno 

glicol) nas suas estruturas proporcionando, assim, maior 

estabilidade às mesmas. 

[032] Ainda, a marcação com ácido fólico ou 

aptâmeros pode proporcionar direcionamento, aumento da 

eficiência diminuindo os efeitos colaterais. 

[033] Portanto, nenhum dos documentos do estado da 

Petição 870160078102, de 22/12/2016, pág. 20/63



7/31 

técnica descrevem derivados contendo dietil(amino)etil 

quitosana, poli(etileno glicol), ácido fólico ou aptâmeros, 

tal como proposto pela presente invenção, para um processo 

de obtenção de nanopartículas multifuncionais à base destes 

derivados, bem como seus usos para a transferência gênica 

não viral, com o objetivo de tratar doenças de origem 

genética que tenham sido herdadas ou adquiridas, em 

particular os tratamentos via terapia gênica. 

Breve descrição da invenção: 

[034] Esta invenção faz referência aos derivados 

de dietil(amino)etil quitosana ligados a um LIGANTE via 

cadeias de poli(etileno-glicol) (PEG), assim como aos 

referidos derivados obtidos e seus usos. 

[035] Adicionalmente, a presente invenção se 

refere a um processo de obtenção de nanopartículas 

multifuncionais à base destes derivados, bem como o seu uso 

para a transferência gênica não viral, com o objetivo de 

tratar doenças de origem genética que tenham sido herdadas 

ou adquiridas, em particular os tratamentos via terapia 

gênica. 

[036] Em uma modalidade preferida, a presente 

invenção se refere às nanopartículas de dietilaminoetil-

quitosana-PEG-folato-siRNA TNF-alfa (CH-DEAE-PEG-folato-

siRNA-TNFα), obtidas conforme processo descrito, para o 

tratamento de artrite reumatoide, psoríase, doença de CROHN 

e outras doenças inflamatórias.  

[037] Ainda, a utilização de outros ligantes tais 

como aptâmeros ou diferentes siRNA terapêuticos poderá 

permitir a utilização para tratamento de vários tipos de 

neoplasias como câncer de ovário, de mama ou de pulmão. 
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Breve descrição das figuras: 

[038] Para obter uma total e completa visualização 

do objeto desta invenção, são apresentadas as figuras as 

quais se fazem referências, conforme segue. 

[039] A Figura 1 representa os espectros de 

ressonância magnética nuclear de próton (RMN-H) da 

quitosana e seus derivados contendo proporções crescentes 

de dietilamonoetil-quitosana. 

[040] A Figura 2 representa uma ilustração da 

montagem das nanopartículas obtidas a partir dos derivados 

de CH-DEAE-PEG-LIGANTE com o siRNA.  

[041] A Figura 3 representa graficamente a 

viabilidade celular de células HeLa em função da 

concentração dos CH-DEAE15, CH-DEAE25 e da lipofetamina. 

[042] A Figura 4 representa graficamente a 

viabilidade celular de células HeLa em função das razões 

N/P, 0,5, 1, 3, 5, 10, 15 e 20 das nanopartículas 

preparadas com os derivados CH-DEAEx e o DNA plasmidial VR 

1412 em pH 7,4. 

[043] A Figura 5 representa graficamente a 

viabilidade celular de células HeLa em função de N/P de 

nanopartículas preparadas de siRNA-SSB com o polímero CH-

DEAE15 em pH 6,3. 

[044] A Figura 6 representa graficamente a 

viabilidade de células HeLa em função da razão N/P para as 

nanopartículas preparadas com o derivado CH-DEAE15-PEG-FA e 

siRNA-SSB (dietil(amino)etil quitosana-PEG-LIGANTE-siRNA), 

em pH 6,3. 

[045] As Figuras 7A-B representam graficamente a 

eficiência de transfecção in vitro por DNA plasmidial (VR 
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1412) dos derivados de dietil(amino)etil-quitosana (CH-

DEAEx). 

[046] As Figuras 8A-B representam graficamente a 

eficiência de transfecção por RNA de interferência (SSB-

siRNA) do derivado de dietil(amino)etil-quitosana (CH-

DEAE15), em que “a” representa CH-DEAE15 siRNA-TNFα e “b” 

representa CH-DEAE15-PEG-FA-siRNA-TNFα. 

[047] As Figuras 9A-E representam graficamente o 

monitoramento dos efeitos terapêuticos no modelo in vivo de 

artrite induzidos em camundongos (CAIA) por anticorpos ao 

colágeno, após administração intraperitoneal (i.p.) de 

nanopartículas dietil(amino)etil quitosana-siRNA-TNFα ou 

dietil(amino)etil quitosana-PEG-FOLATO-siRNA-TNFα ou 

nanopartículas vazias. 

[048] As Figuras 10A-B representam a melhora nos 

níveis de TNF-α determinados em sobrenadante de 

homogeneização do tecido da articulação do tornozelo por 

ELISA, em que representa graficamente o decréscimo de TNF-α 

no joelho dos animais (A), nos condrócitos (B).  

[049] A Figura 10C é um conjunto de imagens 

representando o decréscimo de TNF-α na cartilagem. 

[050] A Figura 11A é um conjunto de imagens 

representativas de um exame histológico da articulação do 

tornozelo traseira de camundongos de cinco diferentes 

grupos. 

[051] As Figuras 11B-E representam graficamente o 

exame histológico da articulação do tornozelo traseiro de 

camundongos de cinco diferentes grupos, em que (B) é a 

severidade de sinovite, (C) é a erosão óssea, (D) é a 

destruição da cartilagem e (E) são as cartilagens de 
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colágeno do tipo II (CTX-II). 

Descrição detalhada da invenção: 

[052] A presente invenção refere-se à obtenção de 

novos derivados de dietil(amino)etil quitosana (CH-DEAE) 

que compreendem o grupo dietiletilamina (DEAE) e 

poli(etileno glicol) (PEG) em suas estruturas. 

[053] Primeiramente, vale ressaltar que o processo 

de obtenção dos derivados CH-DEAE que compreendem somente 

grupos DEAE em suas estruturas está descrito no documento 

de patente solicitado de número BR 10 2012 023859. 

[054] Desse modo, para a obtenção do CH-DEAE, os 

graus de substituição (GS) foram ajustados entre 7 e 25%. 

Vale ressaltar que os graus de substituição (GS) por grupos 

DEAE são determinados utilizando-se RMN-H (conforme 

mostrado na Figura 1) e os valores obtidos variaram de 5 a 

100%, respectivamente.  

[055] Portanto, a proporção de grupos amino 

terciários (DEAE) foi variada e permitiu determinar uma 

composição específica, que se encontra entre 5 e 25%, e 

cujo conteúdo mais apropriado até o momento é de 15% (CH-

DEAE15).  

[056] Assim, em uma modalidade preferida, foram 

utilizados 5,0x10-3 mols de quitosana desacetilada (CH) com 

8,4x10-3 mols de cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina 

(DEAE) para a obtenção de CH-DEAE com 15% de grupos 

dietil(amino)etil, aqui chamados de CH DEAE15.  

[057] Os derivados são sintetizados a partir de 

quitosana desacetilada com alto grau de desacetilação que 

varia de 80 a 99%. As massas moleculares das quitosanas 
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desacetiladas de partida podem variar de 800 Da até 1000 

kDa. 

[058] As estruturas da quitosana desacetilada, 

quitina e dos derivados CH-DEAE-com substituições nos 

grupos amino e grupos hidroxila estão representadas 

respectivamente pelas Estruturas 1, 2, 3, 4 e 5 abaixo:  
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em que os valores de “x” e “y” podem variar de “0” a 

“1” (de zero a um) e correspondem ao número de mols de 

unidades repetitivas que estão unidas sequencialmente ou 

aleatoriamente.  

[059] Ainda, vale ressaltar que o derivado CH-

DEAE15 foi obtido e testado buscando-se avaliar a 

eficiência de transfecção. 

[060] Desse modo, para a obtenção dos derivados da 

presente invenção foram utilizados os seguintes reagentes: 

- dietil(amino)etil quitosana (CH-DEAE) com graus de 

substituição ajustados entre 7 e 25% (CH-DEAE7 à CH-DEAE25); 

- poli(etileo glicol) (PEG); e 

- um ligante. 

[061] Ainda, o PEG utilizado é selecionado dos 

grupos que consistem em PEG monofuncional com grupo tiol ou 

grupos bifuncionais compreendendo um grupo amino (-NH2) 

numa extremidade e grupo carboxílico (-COOH) noutra. 

[062] O ligante utilizado pode ser selecionado, 

dependendo do alvo, do grupo que consiste em ácido fólico 

(FA), aptâmeros, proteínas, peptídeos, anticorpos 

monoclonais, preferencialmente o ácido fólico (FA). 

[063] Dessa forma, a obtenção dos novos derivados 

de dietil(amino)etil quitosana (CH-DEAE) que compreendem o 

grupo dietiletilamina (DEAE) e poli(etileno glicol) (PEG) 

em suas estruturas, aqui chamados como CH-DEAE-PEG-LIGANTE 

está mais bem detalhada abaixo. 

- Obtenção dos derivados CH-DEAE-PEG-LIGANTE: 

[064] O processo de obtenção dos derivados CH-

DEAE-PEG-LIGANTE compreendem as etapas de: 

a) Preparação e purificação dos derivados CH-DEAE; 
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b) Modificação do LIGANTE-PEG-COOH; 

c) Incorporação do PEG-LIGANTE na CH-DEAE; e 

d) Purificação e isolação do produto formado. 

[065] Na etapa “a” é realizada a preparação e 

purificação dos derivados CH-DEAE, preferencialmente o CH-

DEAE15, por meio da proteção ou não dos grupos amina da 

quitosana, seguido da reação com cloreto de 2-cloro-N,N-

dietiletilamina. 

[066] Na etapa “b”, ativou-se 1,2 x10-5 mols de 

LIGANTE-PEG-COOH em 7,0 x10-2 mols de DMSO com 1,3 x10-5 

mols de hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N-

etilcarbodiimida (EDC) e 5,0 x10-5 mols de NHS em uma 

proporção de 1:1,1:4, mantido em temperatura ambiente por 

pelo menos quatro horas, sob agitação de pelo menos 300 

rpm. 

[067] Para o preparo de quitosana contendo PEG e 

um ligante, preferencialmente o ácido fólico, na etapa “c”, 

cerca de 1,13x10-3 mols de CH-DEAE, preferencialmente o CH-

DEAE15 foi dissolvida em 0,33 mol.L
-1 de ácido acético e o 

LIGANTE-PEG-COOH ativado foi adicionado à solução de CH-

DEAE15. A reação foi realizada no escuro por pelo menos 20 

horas. 

[068] Na etapa “d” o produto final foi purificado 

por diálise (10-15 kDa de exclusão) em água deionizada por 

pelo menos 3 dias. Assim, o CH-DEAE-PEG-LIGANTE foi isolado 

por liofilização. 

[069] Vale ressaltar que a análise da incorporação 

de PEG-LIGANTE na CH-DEAE15 foi realizada por meio de 

medidas de absorvância do ligante, preferencialmente o 

ácido fólico, com espectrofotômetro UV-visível, utilizando 
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quitosana não modificada como padrão. Ainda, o coeficiente 

de extinção do ácido fólico é 6165 M−1 cm−1, em 363 nm. 

[070] Dessa forma, adicionalmente, a presente 

invenção refere-se aos derivados CH-DEAE-PEG-LIGANTE 

obtidos, conforme processo aqui descrito, representados 

pela Estrutura 6.  
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em que S1 corresponde a: 

 

 

em que: 

os valores de w, x, y e z podem variar respectivamente 

de 0,1 a 2%, 7 a 25%, de 68 a 90,9% e de 2 a 5%; e 

S-S corresponde à ponte de sulfeto redutível. 

[071] Complementarmente, a presente invenção faz 

referência ao uso dos referidos derivados em formulações 

variadas, tais como filmes, biodispositivos, nanopartículas 

multifuncionais e géis. 

[072] Deste modo, a presente invenção também se 

refere a um processo de obtenção de nanopartículas 

multifuncionais. 
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[073] As referidas nanopartículas multifuncionais 

obtidas são selecionadas do grupo que consiste em 

nanopartículas poliméricas compreendendo ligantes, fármacos 

ou ácidos nucléicos; ou nanopartículas híbridas 

compreendendo núcleo de material metálico ou poroso. 

- Processo de obtenção das nanopartículas: 

[074] O processo de obtenção de nanopartículas 

multifuncionais desta invenção compreende as etapas de:  

a) Preparação da solução de CH-DEAE-PEG-LIGANTE em 

tampão fosfato pH 6,3; e 

b) Adição da solução obtida na etapa “a” às soluções 

de pDNA ou siRNA diluídos no tampão fosfatos pH 6,3. 

[075] Na etapa “a” soluções estoque de CH-DEAE-

PEG-LIGANTE na concentração de 9,3 x10-3 mol/L de grupos 

amina foram preparadas em tampão fosfato pH 6,3, filtradas 

em ambiente esterilizado com filtro esterilizado com 

membrana de polietersulfona com poros de 0,45 μm. 

[076] Para a formação das nanopartículas, na etapa 

“b” adicionou-se lentamente, sob agitação de 300 rpm, 

alíquotas de 3,1x10-3 mol/L da solução estoque de CH-DEAE-

PEG-LIGANTE obtida na etapa “a” às soluções de pDNA (3,8 x 

10-5 mol/L em grupos fosfato) ou siRNA (7,6x10-5 mol/L em 

grupos fosfato) diluídos no tampão fosfato pH 6,3. 

[077] Vale ressaltar que para cada experimento 

realizado, utilizou-se uma concentração de grupos fosfato 

fixa e variou-se a concentração de grupos amina, obtendo-se 

razões N/P que variam de 0 a 10, em que N corresponde aos 

grupos amina do policátion e, P corresponde aos grupos 

fosfato do DNA ou siRNA.  
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[078] Para as medidas de tamanho e potencial zeta 

a concentração de grupos fosfatos foi de 0,02 mM, e para os 

demais experimentos foi de 3,8 x 10-5 mol/L com pDNA e 

7,6x10-5 mol/L com siRNA. 

[079] Os tampões utilizados são selecionados do 

grupo que consiste em acetato 50 mM pH 5,0 e força iônica 

150 mM; tampão fosfato 25 mM pH 6,3 e força iônica 50 mM; e 

tampão fosfato 50 mM pH 7,4 e força iônica 150 mM. 

[080] Desse modo, a presente invenção também se 

refere às nanopartículas obtidas conforme processo aqui 

descrito, em que as mesmas compreendem em sua estrutura o 

derivado CH-DEAE-PEG-LIGANTE e RNA de interferência (siRNA) 

ou DNA plasmidial (pDNA), em que se varia a concentração de 

grupos amina (N) de CH-DEAE-PEG-LIGANTE em relação aos 

grupos fosfato do DNA ou siRNA (P) na razão N/P que varia 

de 0 (zero) a 10.  

[081] Ainda, alternativamente, as nanopartículas 

podem ser nanopartículas poliméricas compreendendo fármacos 

ou ácidos nucléicos e ligantes; ou nanopartículas híbridas 

compreendendo núcleo de material metálico ou poroso. 

[082] Vale ressaltar que as nanopartículas podem 

ser modificadas ou decoradas com moléculas ligantes, tais 

como anticorpos monoclonais, aptâmeros e outras moléculas; 

ou com diferentes siRNA terapêuticos, tendo como alvo 

receptores celulares para tratamento de vários tipos de 

neoplasias como câncer de ovário, de mama ou de pulmão. 

[083] Em uma modalidade preferida, a presente 

invenção se refere às nanopartículas de dietilaminoetil-

quitosana-PEG-folato-siRNA-TNF-alfa (CH-DEAE-PEG-folato-

siRNA-TNFα), em que o referido siRNA é específico para 
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silenciar o TNF-alfa. 

[084] A Figura 2 representa uma ilustração da 

montagem das nanopartículas obtidas conforme processo 

anteriormente descrito, em que “A” representa o CH-DEAE, 

“B” representa o RNA de interferência (siRNA) ou DNA 

plasmidial (pDNA), “A.1” representa os ligantes, “A.2” são 

as camadas hidrofílicas, “D” é a representação gráfica da 

condensação dos ácidos nucleicos com as cadeias de CH-DEAE 

e “n” o número de cadeias CH-DEAE-PEG-ligante para a 

formação da nanopartícula. 

[085] Alternativamente, as nanopartículas podem 

ser preparadas pelo processo de coacervação, gelação iônica 

ou qualquer outro intercruzamento químico ou iônico. 

[086] Ainda, vale ressaltar que as referidas 

nanopartículas, alternativamente, podem ser 

nanodispositivos híbridos compreendendo os derivados CH-

DEAE-PEG-LIGANTE, metais, sílica e outros materiais porosos 

de naturezas orgânicas, tais como polímeros; ou 

inorgânicas, tais como óxidos, zeólitas ou outros. 

[087] Adicionalmente, a invenção proposta se 

refere aos usos das nanopartículas aqui mencionadas para a 

transferência gênica não viral, bem como para a terapia 

gênica não viral e para liberação controlada de fármacos de 

qualquer natureza, tendo como objetivo o tratamento de 

doenças de origem genética que tenham sido herdadas ou 

adquiridas, em particular os tratamentos via terapia gênica 

tais como as doenças inflamatórias crônicas mediadas pelo 

TNF-α, Doença de Crohn, Colite ulcerosa, Psoriase e 

Espondilite ankylosante. 

[088] Em uma modalidade preferida, a presente 
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invenção se refere ao uso das nanopartículas CH-DEAE-PEG-

folato-siRNA-TNFα obtidas conforme processo descrito, para 

o tratamento de artrite. 

- Testes Realizados: 

- Avaliação da Citotoxicidade dos Derivados e das 

Nanopartículas: 

[089] A citotoxicidade dos derivados e das 

nanopartículas foram avaliadas por meio da determinação da 

viabilidade celular com ensaio de CellTiter96® aquoso não 

radioativo de proliferação celular. 

[090] Para isso, os polímeros foram preparados em 

ácido acético (60 mM) em uma concentração de 10 mg/mL, 

dissolvidos sob agitação e aquecimento a 55 oC. 

[091] Células de carcinoma cervical HeLa (FR-

positivo) foram cultivadas em placa de 96 poços a uma 

densidade de 10.000 células/poço em meio DMEM suplementado 

com 10% de FBS e 1% de PS e incubadas por 24 horas a 37 oC, 

5% de CO2 e 95% de O2. 

[092] No dia seguinte, trocou-se o meio por novo 

meio DMEM suplementado e adicionaram-se diferentes 

quantidades das soluções de quitosanas e seus derivados, 

para concentrações finais de 0,1; 0,2; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 

e 2 mg/mL e 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,5 mg/mL, para 

lipofetamina.  

[093] Cada concentração foi repetida em 3 poços, 

incubando-se por 24 horas. No último dia, o meio de cultura 

da placa foi trocado por meio DMEM contendo MTS e PMS, 

incubando-se por 30 minutos a 37 oC.  

[094] O MTS é biorreduzido pelas células viáveis 

para formazana solúvel em meio de cultura. A absorvância 
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foi medida em 490 nm com um leitor de microplacas EL800 

universal. A percentagem de viabilidade celular foi 

calculada ajustando as células de controle sem tratamento 

como 100%.  

[095] Para as nanopartículas, a citotoxicidade foi 

avaliada como descrito acima e, após o cultivo das células 

HeLa por 24 horas, o meio de cultura foi removido e 50 μL 

de DNA livre ou poliplexos (equivalente a 0,025 μg de DNA 

do plasmídeo), em diferentes razões N/P, foram adicionados 

às células com 100 μL de meio completo e incubou-se durante 

24 horas. 

[096] A viabilidade celular foi avaliada por 

ensaio com CellTiter96
® aquoso não radioativo de 

proliferação celular, assim como para os polímeros. A 

percentagem de viabilidade celular foi calculada ajustando 

as células de controle sem tratamento como 100%. 

[097] A citotoxicidade de polímeros catiônicos é 

dependente de vários fatores, e, de forma geral, moléculas 

rígidas têm mais dificuldades para se ligar a membranas que 

as moléculas flexíveis. Portanto, altas densidades de carga 

positiva e polímeros altamente flexíveis devem causar 

efeitos citotóxicos mais elevados do que aqueles com baixa 

densidade de carga positiva. 

[098] Na presença de quitosana desacetilada, CH, a 

viabilidade se mantém em 100% até a concentração 1 mg/ml, 

atingindo 95% em 1,5 mg/ml. O derivado CH-DEAE15 não 

diminuiu a viabilidade celular abaixo de 80% até a 

concentração de 1,5 mg/ml.  

[099] No entanto, todos os derivados apresentaram 

citotoxicidade inferior ao lipídeo comercial lipofetamina, 
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e para os menos substituídos, a viabilidade permaneceu 

próximo de 90% até a concentração de 1,0 mg/mL (Figura 3). 

Os valores de CI50 (concentração na qual ocorre inibição de 

50% da viabilidade celular) são apresentados na Tabela 2. 

Tabela 2 - Valores de CI50 dos derivados de 

dietil(amino)etil quitosana e do lipídeo comercial 

lipofetamina em células HeLa. 

Derivado CH CH-

DEAE15 

CH-

DEAE25 

CH-

DEAE80 

CH-

DEAE100 

Lipofectamina 

Cl50 

(mg/mL) 

 

 

233 

 

6,78 

 

2,74 

 

0,72 

 

0,3 

 

0,053 

[0100] A citotoxicidade do polissacarídeo quitosana 

e de suas nanopartículas originam valores de CI50 

similares, entretanto podem ser atenuadas pela diminuição 

do grau de desacetilação, mas são pouco afetadas pela 

redução na Mw.  

[0101] A formação das nanopartículas neutraliza 

cargas positivas dos policátions e, em baixas razões N/P, 

são esperadas viabilidades celulares maiores. 

[0102] Para as nanopartículas a viabilidade celular 

em pH 7,4 se manteve acima de 80% em todas as razões N/P 

estudadas (Figura 4). 

[0103] Para os derivados CH-DEAE15 e CH-DEAE25, a 

viabilidade celular se mantém acima de 90% similar a 

observada para as nanopartículas preparadas com quitosana 

desacetilada. A citotoxicidade das nanopartículas contendo 

o RNA de interferência (siRNA-SSB) em pH 6,3, também foi 

analisada por meio de experimentos de viabilidade celular 

de células HeLa em função de N/P. 
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[0104] As Figuras 5 e 6 mostram a viabilidade 

celular dos poliplexos formados, respectivamente, com CH-

DEAE15 e CH-DEAE15-PEG-FA. Essas partículas não se mostraram 

citotóxicas para razões N/P até 10. Verifica-se que a 

substituição com PEG-FA no polímero CH-DEAE15 não 

influenciou na viabilidade celular das células HeLa nas 

razões N/P avaliadas (Figura 6). 

- Avaliação da eficiência de transfecção in vitro: 

- Estudo de Transfecção pelo plasmídeo VR1412: 

[0105] As células HeLa foram semeadas 24 horas 

antes da transfecção em placas de 24 poços a uma densidade 

de 50.000 células/poço em meio DMEM com 10% de FBS e 1% de 

PS. No dia da transfecção, as células foram lavadas com o 

meio de cultura, sem FBS e PS, e adicionou-se 200 μL de DNA 

livre ou 200 μL de poliplexos (5 μg de DNA/poço) e 

adicionou-se 200 μL de meio DMEM, sem FBS e PS. 

[0106]  Após 4 horas de incubação a 37 ºC, as 

células receberam 1 mL de meio completo com 10% de FBS e 1% 

de PS e foram incubadas por 24 horas. Após esse período, o 

meio foi removido e adicionado um novo meio completo. 

[0107] Depois de 72 horas, o meio foi removido e as 

células foram lavadas com tampão fosfato salino (PBS) frio. 

Determinou-se a concentração da proteína β-gal expressa nas 

células utilizando-se o kit Elisa para β-gal. Para a 

determinação da concentração de proteínas totais aplicou-se 

o kit BCA baseado no ácido bicinconínico (BCA), utilizando-

se albumina de soro bovino como padrão, de acordo com as 

instruções do fabricante. 
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[0108] A eficiência de transfecção é dada a partir 

da razão entre a concentração de β-gal, em pg, e das 

proteínas totais, em mg. 

[0109] Os derivados foram utilizados para o preparo 

de nanopartículas com pDNA nas razões N/P 0,5 a 10, em pH 

5,0 e 7,4 e sua eficiência de transfecção foi analisada em 

função da expressão da proteína β-gal (Figuras 7A e 7B). A 

transfecção foi realizada com o objetivo de avaliar o 

efeito dos grupos DEAE sobre a eficiência da transfecção. 

[0110] Os crescentes graus de substituição por DEAE 

conferiram aos derivados maiores graus de ionização em pH 

fisiológico, bem como maiores capacidades de tamponamento. 

Esses parâmetros podem afetar a interação das 

nanopartículas com a superfície das células e a captação e 

entrega do pDNA no citoplasma. 

[0111] A expressão do gene mostrou-se muito 

dependente da estrutura dos polímeros e do pH do meio. Em 

pH 5,0, verificou-se que a eficiência aumenta 

consideravelmente (100 x) a partir de N/P 1,0, atingindo o 

máximo em N/P 2-3, e diminuiu novamente para N/P maiores 

(Figura 7B). 

[0112] Os resultados relacionam-se bem com os 

valores de potencial zeta, e as maiores eficiências foram 

obtidas para as NPs que apresentaram potenciais 

ligeiramente positivos (+ 4 mV). Verificou-se também que os 

resultados tem boa correlação com os experimentos de 

eletroforese onde, para N/P 2,0, o pDNA foi completamente 

retido no ensaio de eletroforese.  

[0113] Por outro lado, as NPs preparadas com os 

derivados mais substituídos, CH-DEAE80 e CH-DEAE100, exibiram 
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eficiências de transfecção inferiores às obtidas com a CH-

DEAE15 e CH-DEAE25 e foram semelhantes àquelas obtidas com a 

quitosana desacetilada (CH).  

[0114] Esses resultados podem ser explicados 

comparando-se os graus de ionização (α), as forças da 

interação e as citotoxicidades dos derivados. Pode-se 

atribuir os decréscimos nas eficiências de transfecção por 

CH-DEAE80 e CH-DEAE100 à elevada força de interação desses 

com o pDNA, bem como as menores capacidades de 

tamponamento. Portanto, em pH 5,0 o derivado mais eficiente 

foi o CH-DEAE15 de menor GS e que atingiu eficiência 

comparável ao lipídeo comercial lipofetamina. 

[0115] Em pH 7,4, parte dos grupos amina dos 

derivados são desprotonados e a densidade de cargas dos 

polímeros, bem como o potencial zeta e estabilidade das 

NPs, diminui. Nesse pH, somente os poliplexos preparados 

com os derivados CH-DEAE80 e CH-DEAE100 foram eficientes no 

processo de transfecção (Figura 7A).  

[0116] Comparando-se as eficiências de transfecção 

entre os polímeros CH-DEAE80 e CH-DEAE100, observa-se que a 

expressão de β-gal foi 2 vezes maior para o derivado com 

maior GS e muito próximo daquela exibida por lipofectamina. 

A maior eficiência pode ser atribuída ao maior grau de 

ionização desses polímeros, maior potencial zeta das 

partículas e à maior estabilidade das NPs em função do 

tempo. 

- Estudo de Transfecção pelo RNA de interferência 

siRNA-SSB: 

[0117] No estudo de transfecção com siRNA-SSB, 

cultivaram-se 105 células por poço em placas de 6 poços com 
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3 mL de meio de cultura DMEM com 10% de FBS e 1% de PS a 

37oC, 5% de CO2 e 95% de O2. Após 24 horas, os poços foram 

lavados 3 vezes com meio DMEM novo, sem FBS e PS.  

[0118] Logo após, adicionaram-se 500 μL de 

nanopartículas, contendo 5 μg de siRNA-SSB, e 500 μL de 

meio DMEM. Incubou-se por 4 horas a 37 oC, aplicaram-se 

mais 2 mL de meio DMEM suplementado com 10% de FBS e 1% de 

PS e incubou-se novamente por 24 horas.  

[0119] No dia seguinte, o meio contendo 

nanopartículas foi trocado por meio DMEM novo com 

suplementos. Após 48 horas, os poços foram lavados 3 vezes 

com PBS e as células foram tratadas com o reagente TRIzol® 

para purificação de RNA, seguindo as instruções do 

fabricante. As amostras de RNA finais foram transcritas 

para cDNA com o kit de transcriptase reversa.  

[0120] A partir do cDNA de cada amostra, um quinto 

foi utilizado para PCR em tempo real. Os primers aplicados 

foram: SSB, sequência senso e sequência antisenso, GAPDH, 

sequência senso e sequência antisenso. GAPDH é o cDNA do 

RNAm que codifica a proteína gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase e foi usado como padrão relativo, gene de 

referência, para os valores de SSB.  

[0121] O kit para PCR em tempo real utilizado foi o 

Quantitect SYBR Green PCR e o método para análise foi o 

Mx3000P. Esse método aplica a molécula SYBR Green que se 

liga a fita dupla de DNA, ligação não específica, e 

fluoresce. Dessa forma, pode-se monitorar o processo da 

reação de amplificação do cDNA, pois a intensidade de 

fluorescência aumenta proporcionalmente com o ciclo de 

amplificação.  
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[0122] A fluorescência gerada no primeiro ciclo é 

chamada de Ct, e esse valor pode ser diretamente 

correlacionado com a concentração de partida da amostra. 

Com isso, os valores de expressão do RNAm SSB podem ser 

calculados a partir das mudanças relativas a células 

controle, sem tratamento com siRNA-SSB.  

[0123] A Equação 1 é utilizada para avaliar a 

porcentagem da expressão de RNAm SSB que foi bloqueada pelo 

siRNA-SSB, normalizada pelo GAPDH, em que ΔCt(SSB) é a 

diferença entre os valores de Ct entre a amostra controle e 

a amostra tratada com siRNA para o cDNA do SSB, e 

ΔCt(GAPDH) é a diferença entre os valores de Ct entre a 

amostra controle e para o cDNA do GAPDH. 

Equação 1 –   

[0124] O derivado que se mostrou mais eficiente na 

transfecção com o plasmídeo VR1412 foi selecionado e 

modificado com o ácido fólico (ligante FA) para o estudo 

com siRNA em células HeLa.  

[0125] O CH-DEAE15 foi utilizado para o preparo de 

nanopartículas com siRNA no mesmo pH em que apresentou a 

melhor eficiência com o plasmídeo, pH 6,3 para CH-DEAE15. 

[0126] Para as nanopartículas formadas com o 

derivado CH-DEAE15 e CH-DEAE15-PEG-FA-siRNA-TNF-α, houve 

bloqueio significativo na expressão do mRNA SSB em todas as 

razões estudadas, 1 à 5 N/P. Além disso, não houve variação 

significativa entre os valores de expressão observados com 

o derivado contendo ou não PEG-FA (Figuras 8A e 8B).  

[0127] As Figuras 8A-B representam graficamente a 

eficiência de transfecção in vitro, em que foram utilizados 

5 μg de siRNA-SSB livre e complexos de CH-DEAE15/siRNA (A) 
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e CH-DEAE15-PEG-FA/siRNA (b) e lipofetamina/siRNA contendo 

o equivalente a 5 μg de siRNA-SSB incubados com células 

HeLa. A expressão do gene SSB é medida por meio de RT-PCR 

em tempo real e comparada às células não tratadas, 

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

[0128] Os bloqueios na expressão do mRNA SSB 

observados foram de 80% para razão N/P 1 e 2, 72% para 

razão N/P 3 e 75% em N/P 5. As baixas razões N/P foram mais 

efetivas chegando próximo ao valor de bloqueio observado 

para o lipídeo comercial lipofetamina, cuja eficiência para 

o bloqueio foi de 88%.  

[0129] Esses resultados mostram que o derivado CH-

DEAE15, com ou sem folato, é mais eficiente no bloqueio de 

mRNA que outras quitosanas utilizadas na literatura. 

[0130] Portanto, podemos concluir que, comparando-

se com a quitosana não modificada, além de oferecer 

proteção aos ácidos nucléicos, os polímeros obtidos 

melhoraram a captação celular e a liberação do siRNA das 

NPs, duas propriedades importantes para entrega eficiente 

in vivo. Essas abordagens envolveram a modificação 

estrutural da quitosana pela inserção de grupos químicos 

que respondem às condições fisiológicas da via intracelular 

e acreditamos que podem ser otimizadas para permitir obter 

um carreador ainda mais eficiente para estudos in vivo. 

- Avaliação da eficiência de transfecção in vivo: 

- Eficácia terapêutica de Nanopartículas de 

Dietilaminoetil-quitosana-PEG-folato-siRNA-TNF-α para o 

silenciamento In Vivo de TNF-α em modelos de artrite 

induzida em cobaias contra colágeno de tipo II: 
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[0131] Estudos mostram que o fator de necrose 

tumoral-α (TNF-alfa) é uma das citocinas pró-inflamatórias 

que desempenham um papel importante na progressão da 

artrite reumatóide (AR).  

[0132] Uma estratégia terapêutica promissora no 

tratamento da AR está baseada em silenciar a expressão de 

TNF-α com siRNAs. Neste sentido, um sistema de entrega 

eficaz deve ter como função além do transporte do siRNA , a 

sua proteção contra a destruição por nucleases e a 

liberação no citoplasma das células-alvo.  

[0133] A principal desvantagem de nanopartículas de 

quitosana transportadores de genes é a sua baixa eficiência 

de transfecção e baixa solubilidade. A transfecção mediada 

por PEG-folato tem sido empregada para aumentar a 

biodisponibilidade e facilitar a internalização de siRNA em 

células através de receptores de membrana. 

[0134] Os derivados de quitosana modificados com 

dietilaminoetilo (DEAE) e ácido fólico foram utilizados 

para preparar nanopartículas com siRNA-TNF-α pelo método de 

coacervação.  

[0135] O tamanho e o potencial zeta das 

nanopartículas foram verificados por espalhamento de luz 

dinâmica. Os efeitos do bloqueio de TNF-α (TNF-alfa- 

knockdown) foram testados em um modelo de artrite induzida 

por anticorpos monoclonais contra colágeno de tipo II em 

cobaias. 

[0136] Os marcadores de inflamação (TNF-alfa) e 

vários marcadores de cartilagem (CTX-II) e remodelação 

óssea (TRAP, osteocalcina e fosfatase alcalina) foram 

analisados, bem como o exame histológico e análise por 
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microtomografia computadorizada. Demonstrou-se que 

nanopartículas de dietilaminoetil-quitosana-folato-siRNA 

TNF-alfa exerceram uma inibição significativa da 

inflamação, tal como avaliado pela pontuação clínica 

(Figuras 9A-E) ou a expressão da proteína TNF-α no tecido 

das articulações (Figuras 10A e 10C).  

[0137] Estas nanopartículas podem inibir a 

destruição da cartilagem articular e a perda de massa óssea 

induzida por inflamação (Figuras 11A-E). Estes resultados 

confirmam o efeito combinado do biodispositivo sobre as 

duas variáveis clinicas mais importantes da AR. Estes 

resultados indicam que o dietilaminoetil-quitosana-PEG-

folato-siRNA-TNF-α é um candidato seguro e eficaz para a 

entrega de genes não virais de siRNA, e as nanopartículas 

apresentam potencial terapêutico para aplicação in vivo.  

- Detalhamento das Figuras 9A-E:  

[0138] As Figuras 9A-E representam o monitoramento 

da progressão e dos efeitos terapêuticos no modelo de 

artrite induzidos em camundongos (CAIA) induzida por 

anticorpos ao colágeno, após administração intraperitoneal 

(i.p.) de nanopartículas CH-DEAE-/siRNA-TNF-α ou CH-DEAE-

PEG-folato-siRNA-TNFα ou nanopartículas vazias.  

[0139] Em que (A) os animais foram avaliados por 

sintomas clínicos, através de um método de pontuação de 

artrite para o nível de inflamação das articulações na 

escala de 0-16 (0-4 para cada pata, somando as pontuações 

de todas as 4 patas. Escala: 0 = normal, 1 =. inchaço leve, 

2 = inchaço moderado, 3 = grave inchaço de toda a pata, 4 = 

inflamação máxima).  
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[0140] Dia 1 corresponde ao início da artrite e 

designações para os grupos de tratamento (n = 8). Os 

animais foram administrados por via i.p. nos dias 1, 3, 5 e 

7, com 100 µl de nanopartículas contendo um equivalente a 

50 µg de siRNA. (B) a pontuação artrítica no dia 10. (C) a 

gravidade da artrite avaliada por medição da espessura da 

pata posterior ao longo do tempo. (D) espessura da pata 

traseira no dia 10. (E) Pata traseira dos animais dos 

diferentes grupos A significância estatística foi avaliada 

pelo teste t de Student não pareado, * p <0,05, ** p <0,01, 

*** p <0,001. Os animais foram divididos em cinco grupos, 

cada um consistindo de oito animais (grupo 5 consistiu em 

cinco animais). Grupo 1: controles normais. Grupo 2: 

controle CAIA. Grupo 3: Animais com CAIA tratados por 

nanopartículas de CH-DEAE-siRNA-TNF-α. Grupo 4: animais 

tratados CAIA por nanopartículas de CH-DEAE-PEG-folato - 

siRNA-TNF-α-. Grupo 5: Animais com CAIA tratados somente 

com siRNA-TNF-α. 

- Detalhamento das figuras 10 A-C: 

[0141] O gráfico da Figura 10A representa os níveis 

de TNF-α determinados em sobrenadante de homogeneização do 

tecido da articulação do tornozelo por ELISA.  

[0142] Já o gráfico da Figura 10B representa a 

porcentagem de TNF – α em condrócitos. Os valores são a 

média ± SEM de oito animais. A significância estatística 

foi avaliada pelo teste t de Student não pareado, * p 

<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 versus o controle CAIA. 

[0143] Já as imagens da Figura 10C representa a 

identificação positiva de TNF – α em condrócitos 

(representada por setas) reveladas por imunomarcação. 
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[0144] Grupo 1: controles normais. Grupo 2: 

controle de CAIA. Grupo 3: Animais com CAIA tratados com 

nanopartículas de CH-DEAE-siRNA-TNFa. Grupo 4: Animais com 

CAIA tratados por nanopartículas de  CH—DEAE-PEG-folato 

siRNA TNF-α. Grupo 5: animais com CAIA tratados somente com 

siRNA-TNF-α. 

- Detalhamento das Figuras 11A-E: 

[0145] A Figura 11A é um conjunto de imagens 

representativas da articulação do tornozelo traseira de 

camundongos de diferentes grupos reveladas com hematoxilina 

& eosina, safranina O e azul de toluidina. Magnificação: 

Tamanho original x20.  

[0146] As pontuações de severidade de sinovite (b), 

a destruição da cartilagem (c), erosão óssea (d), e 

cartilagens (níveis séricos de produtos de degradação de C-

terminal de telopeptídeos de colágeno do tipo II (CTX-II)) 

(e) avaliados no dia 10.  

[0147] Os valores são a média ± SEM de oito 

ratinhos. A significância estatística foi avaliada pelo 

teste t de Student não pareado, * p <0,05, ** p <0,01, *** 

p <0,001 versus controle CAIA.  

[0148] Grupo 1: controles normais. Grupo 2: 

controle CAIA. Grupo 3: Camundongos com CAIA tratados por 

nanopartículas de CH-DEAE-siRNA TNFα. Grupo 4: Camundongos 

com CAIA tratados com nanopartículas de CH-DEAE-PEG-folato-

siRNA TNFα. Grupo 5: Camundongos com CAIA tratados somente 

com siRNA-TNF-α (siRNA Nú). 

[0149] Portanto, embora a modalidade preferida da 

presente invenção tenha sido ilustrada e descrita por meio 

dos exemplos, os versados na arte valorizarão os 
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conhecimentos aqui apresentados e poderão reproduzir a 

invenção nas modalidades apresentadas e em outras 

variantes, abrangidas no escopo das reivindicações anexas. 
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REIVINDICAÇÕES 

1. Processo de obtenção de derivados de 

dietil(amino)etil quitosana (CH-DEAE) caracterizado pelo 

fato de compreender as etapas de: 

a) Preparação e purificação dos derivados CH-DEAE; 

b) Ativação do LIGANTE-PEG-COOH; 

c) Incorporação do PEG-LIGANTE na CH-DEAE; e 

d) Purificação e isolação do produto formado. 

2. Processo, de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de os referidos derivados CH-DEAE 

possuírem graus de substituição ajustados entre 7 e 25% 

(CH-DEAE7 à CH-DEAE25), preferencialmente 15% (CH-DEAE15), em 

que as substituições são nos grupos amino, grupos hidroxila 

e/ou em ambos respectivamente conforme estruturas: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

em que: 

R1 corresponde a  

 

 

em que os valores de “x” e “y” variam de 0 a 1, e 
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correspondem ao número de mols de unidades repetitivas que 

estão unidas sequencialmente ou aleatoriamente. 

3. Processo, de acordo com a reivindicação 2, 

caracterizado pelo fato de ser utilizado preferencialmente, 

5,0x10-3 mols de quitosana desacetilada (CH) com 8,4x10-3 

mols de cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina (DEAE) para 

a obtenção de CH-DEAE15. 

4. Processo, de acordo com a reivindicação 3, 

caracterizado pelo fato de a referida quitosana 

desacetilada possuir grau de desacetilação que varia de 80 

a 99%, em que sua massa molecular de partida varia de 800 

Da a 1000 kDa e apresenta estrutura: 

 

 

 

em que o valor de y varia de 0 a 1, e corresponde ao 

número de mols de unidades repetitivas que estão unidas 

sequencialmente ou aleatoriamente. 

5. Processo, de acordo com a reivindicação 4, 

caracterizado pelo fato de a referida quitina apresentar 

estrutura: 

 

 

 

em que o valor de y varia de 0 a 1, e corresponde ao 

número de mols de unidades repetitivas que estão unidas 

sequencialmente ou aleatoriamente. 

6. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 5, caracterizado pelo fato de, na etapa 

“a”, ser realizada a preparação e purificação dos derivados 
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CH-DEAE, preferencialmente o CH-DEAE15, por meio da proteção 

ou não dos grupos amina da quitosana, seguido da reação com 

cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina. 

7. Processo, de acordo com a reivindicação 1 ou 6, 

caracterizado pelo fato de, na etapa “b”, ativarem-se 

1,2x10-5 mols de LIGANTE-PEG-COOH em 7,0 x10-2 mols de DMSO 

com 1,3 x10-5 mols de hidrocloreto de N-(3-

dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida (EDC) e 5.0 x10-5 

mols de NHS em uma proporção de 1:1,1:4, mantido em 

temperatura ambiente por pelo menos quatro horas, sob 

agitação de pelo menos 300 rpm. 

8. Processo, de acordo com a reivindicação 7, 

caracterizado pelo fato de o referido poli(etileno 

glicol)(PEG) ser selecionado dos grupos que consistem em 

PEG monofuncional com grupo tiol ou grupos bifuncionais 

compreendendo um grupo amino (-NH2) numa extremidade e 

grupo carboxílico (-COOH) noutra. 

9. Processo, de acordo com a reivindicação 7, 

caracterizado pelo fato de o referido ligante ser 

selecionado do grupo que consiste em ácido fólico (FA), 

aptâmeros, proteínas, peptídeos, anticorpos monoclonais, 

preferencialmente o ácido fólico (FA). 

10. Processo, de acordo com a reivindicação 1, 9 ou 

8, caracterizado pelo fato de, na etapa “c”, ser dissolvido 

1,13x10-3 mols de CH-DEAE, preferencialmente o CH-DEAE15 em 

0,33 mol.L-1 de ácido acético para o preparo de quitosana 

contendo PEG e um ligante, preferencialmente o ácido 

fólico. 

11. Processo, de acordo com a reivindicação 10, 

caracterizado pelo fato de, ainda na etapa “c”, o LIGANTE-
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PEG-COOH ativado ser adicionado à solução de CH-DEAE15, em 

que a reação é realizada no escuro por pelo menos 20 horas. 

12. Processo, de acordo com a reivindicação 1 ou 11, 

caracterizado pelo fato de, na etapa “d”, o produto final 

ser purificado por diálise (10-15 kDa de exclusão) em água 

deionizada por pelo menos 3 dias, em que o CH-DEAE-PEG-

LIGANTE é isolado por liofilização. 

13. Derivados de dietil(amino)etil quitosana (CH-

DEAE) obtidos conforme processo definido em qualquer uma 

das reivindicações 1 a 13, caracterizados pelo fato de 

apresentarem a estrutura: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

em que: 

S1 corresponde a:  

 

 

e; S-S corresponde a ponte de sulfeto redutível. 

em que os valores de w, x, y e z variam 

respectivamente de 0,1 a 2% , 7 a 25%, de 68 a 90,9% e de 2 

a 5%  
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14. Derivados, de acordo com a reivindicação 13, 

caracterizados pelo fato de o dietil(amino)etil quitosana 

(CH-DEAE) apresentar graus de substituição ajustados entre 

7 e 25% (CH-DEAE7 à CH-DEAE25). 

15. Derivados, de acordo com a reivindicação 13, 

caracterizados pelo fato de o referido PEG ser selecionado 

dos grupos que consistem em PEG monofuncional com grupo 

tiol ou grupos bifuncionais compreendendo um grupo amino (-

NH2) numa extremidade e grupo carboxílico (-COOH) noutra. 

16. Derivados, de acordo com a reivindicação 13, 

caracterizados pelo fato de o referido ligante ser 

selecionado, de acordo com o alvo, do grupo que consiste em 

ácido fólico (FA), aptâmeros, proteínas, peptídeos, 

anticorpos monoclonais, preferencialmente o ácido fólico 

(FA). 

17. Uso dos derivados dietil(amino)etil quitosana 

(CH-DEAE) conforme definido em qualquer uma das 

reivindicações 13 a 16, caracterizado pelo fato de ser no 

preparo de formulações variadas, tais como filmes, 

biodispositivos híbridos, nanopartículas multifuncionais e 

géis. 

18. Processo de obtenção de nanopartículas 

multifuncionais caracterizado pelo fato de compreender as 

etapas de: 

a) Preparação da solução de CH-DEAE-PEG-LIGANTE 

conforme definido em qualquer uma das reivindicações 13 a 

16, em tampão fosfato pH 6,3; e 

b) Adição da solução obtida na etapa “a” às soluções 

de pDNA ou siRNA diluídos no tampão fosfatos pH 6,3. 
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19. Processo, de acordo com a reivindicação 18, 

caracterizado pelo fato de, na etapa “a”, soluções estoque 

de CH-DEAE-PEG-LIGANTE na concentração de 9,3x10-3 mol/L de 

grupos amina serem preparadas em tampão fosfato pH 6,3, 

filtradas em ambiente esterilizado com filtro esterilizado 

com membrana de polietersulfona com poros de 0,45 μm. 

20. Processo, de acordo com a reivindicação 18 ou 19, 

caracterizado pelo fato de, na etapa “b”, adicionar sob 

agitação de 300 rpm, alíquotas de 3,1x10-3 mol/L da solução 

estoque de CH-DEAE-PEG-LIGANTE obtida na etapa “a” às 

soluções de pDNA (3,8x10-5 mol/L em grupos fosfato) ou siRNA 

(7,6x10-5 mol/L em grupos fosfato) diluídos no tampão 

fosfato pH 6,3. 

21. Processo, de acordo com a reivindicação 20, 

caracterizado pelo fato de utilizar-se uma concentração de 

grupos fosfato fixa e variar-se a concentração de grupos 

amina, o qual se obtém razões N/P que variam de 0 a 10, em 

que N corresponde aos grupos amina do policátion e, P 

corresponde aos grupos fosfato do DNA ou siRNA. 

22. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 18 a 21, caracterizado pelo fato de os 

tampões utilizados serem selecionados do grupo que consiste 

em acetato 50 mM pH 5,0 e força iônica 150 mM; tampão 

fosfato 25 mM pH 6,3 e força iônica 50 mM; e tampão fosfato 

50 mM pH 7,4 e força iônica 150 mM. 

23. Nanopartículas multifuncionais obtidas conforme 

processo definido em qualquer uma das reivindicações 18 a 

22, caracterizadas pelo fato de compreenderem em sua 

estrutura o derivado CH-DEAE-PEG-LIGANTE e RNA de 

interferência (siRNA) ou DNA plasmidial (pDNA), em que 
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varia-se a concentração de grupos amina (N) de CH-DEAE-PEG-

LIGANTE em relação aos grupos fosfato do DNA ou siRNA (P) 

na razão N/P que varia de 0 a 10. 

24. Nanopartículas multifuncionais, de acordo com a 

reivindicação 23, caracterizadas pelo fato de serem 

nanopartículas poliméricas compreendendo ligantes, fármacos 

ou ácidos nucléicos; ou nanopartículas híbridas 

compreendendo núcleo de material metálico ou poroso. 

25. Nanopartículas multifuncionais, de acordo com a 

reivindicação 24, caracterizadas pelo fato de serem ainda 

modificadas ou decoradas com moléculas ligantes, tais como 

anticorpos monoclonais, aptâmeros e outras moléculas; ou 

diferentes siRNA terapêuticos, tendo como alvo receptores 

celulares.  

26. Nanopartículas multifuncionais, de acordo com 

qualquer uma das reivindicações 23 a 25, caracterizadas 

pelo fato de, em uma modalidade preferida, serem de 

dietilaminoetil-quitosana-PEG-folato-siRNA-TNF-alfa (CH-

DEAE-PEG-folato-siRNA-TNFα), em que o referido siRNA 

utilizado é específico para TNF-alfa. 

27. Nanopartículas multifuncionais, de acordo com a 

reivindicação 23, caracterizadas pelo fato de, 

alternativamente, serem obtidas pelo processo de 

coacervação, gelação iônica ou outro intercruzamento 

químico ou iônico. 

28. Nanopartículas multifuncionais, de acordo com 

qualquer uma das reivindicações 22 a 27, caracterizadas 

pelo fato de, alternativamente, serem nanodispositivos 

híbridos compreendendo os derivados CH-DEAE-PEG-LIGANTE, 

metais, sílica e materiais porosos de naturezas orgânicas, 
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tais como polímeros; ou inorgânicas, tais como óxidos, 

zeólitas ou outros. 

29. Uso das nanopartículas multifuncionais conforme 

definidas em qualquer uma das reivindicações 22 a 28, 

caracterizado pelo fato de serem para a transferência 

gênica não viral, bem como para a terapia gênica não viral 

e para liberação controlada de fármacos de qualquer 

natureza. 

30. Uso, de acordo com a reivindicação 29, 

caracterizado pelo fato de serem no preparo de medicamentos 

para o tratamento de doenças de origem genética que tenham 

sido herdadas ou adquiridas, preferencialmente os 

tratamentos via terapia gênica tais como as doenças 

inflamatórias crônicas mediadas pelo TNF-α, Doença de 

Crohn, Colite ulcerosa, Psoriase e Espondilite ankylosante. 

31. Uso, de acordo com a reivindicação 29 ou 30, 

caracterizado pelo fato de, preferencialmente serem no 

preparo de um medicamento para tratar a doença de artrite.  
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Figura 4 
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Resumo 

PROCESSO DE OBTENÇÃO DE DERIVADOS DE DIETIL(AMINO)ETIL 

QUITOSANA (CH-DEAE), DERIVADOS OBTIDOS, SEU USO, PROCESSO 

DE OBTENÇÃO DE NANOPARTÍCULAS MULTIFUNCIONAIS À BASE DESTES 

DERIVADOS, NANOPARTÍCULAS MULTIFUNCIONAIS OBTIDAS E USOS 

DAS MESMAS  

A presente invenção faz referência a um processo de 

obtenção de derivados de dietil(amino)etil quitosana 

ligados a um LIGANTE via cadeias de poli(etileno-glicol) 

(PEG), assim como aos referidos derivados obtidos e seus 

usos. Além disso, a presente invenção refere-se a um 

processo de obtenção de nanopartículas multifuncionais à 

base desses derivados, bem como às nanopartículas obtidas e 

seus usos para a transferência gênica não viral, com o 

objetivo de tratar doenças de origem genética que tenham 

sido herdadas ou adquiridas, em particular os tratamentos 

via terapia gênica. Em uma modalidade preferida, a presente 

invenção se refere às nanopartículas de dietilaminoetil-

quitosana-PEG-folato-siRNA-TNF-alfa (CH-DEAE-PEG-folato-

siRNA-TNFα) obtidas conforme processo descrito, para o 

tratamento de artrite reumatoide, psoríase, doença de CROHN 

e outras doenças inflamatórias. 
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