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RESUMO

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

carreadores de RNA de interferéncia.

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

génica.



ABSTRACT

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

properties for application as small interfering RNA carriers.

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

1.1 Quitosana: Propriedades e Potencial como carreador de siRNA

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

polissacarideo ¢ denominado quitosana.

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

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

Fonte: Elaborado pelo autor

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

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

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

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

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

derivados sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Exemplos de aplicagdes para a quitosana e derivados

Aplicacgio

Exemplos

Medicina, e materiais biomédicos e

farmacéuticos

Cosméticos

Agricultura

Tratamento de Agua

Industria de Alimentos

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

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

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

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

(CHANTARASATAPORN et al., 2014).

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

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

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

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

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

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

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

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

1.2 Terapia Génica

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

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

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

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

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

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

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

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

alvo (KASAHARA; DOZY; KAN, 1995).

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

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

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

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

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

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

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

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

virais.
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1.3 Vetores: viral e nao-viral

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

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

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

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

+ 07— &8
Quitosana siRNA Poliplexo

Polimero Catidnico

Fonte: autoria propria

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

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

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

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

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

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

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

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

eficiente.

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

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

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

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

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

de pH mais préximos da neutralidade.
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5. CONCLUSOES

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

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

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

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

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