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RESUMO

O desenvolvimento tecnoldgico na sintese de &cidos nucleicos, possibilitou a obtencéo de siRNAs
com alta especificidade, aumentando o potencial de aplicacdo dessas moléculas na terapia génica
ndo viral. Contudo, a preparacdo de carreadores seguros e eficientes para entrega de SiRNA ¢,
ainda, um desafio que tem limitado suas aplicagdes terapéuticas. Neste estudo, foram sintetizados
polications multifuncionais baseados em quitosana para serem aplicados como carreadores na
terapia génica ndo viral. Polications com diferentes massas moleculares e propor¢des crescentes de
diisopropiletilamina (DIPEA), dietilaminoetil (DEAE) e polietilenoglicol (PEG) foram
sintetizados e caracterizados. Os graus de substituicdo por DIPEA (5 — 55%), DEAE (15 —57%) e
PEG (1,8 — 2,5%) foram determinados por RMN *H e RMN 3C. Modificages regiosseletivas na
hidroxila (C-6) da quitosana foram realizadas por meio da protecao dos grupos amina com anidrido
ftalico, seguida pela substituicdo (DIPEA) e desblogqueio com hidroxido de sédio. O grau de
ionizacdo dos diferentes policétions foi estudado em funcéo do pH e os resultados mostraram que
a carga superficial pode ser controlada por alteracdes na composicao dos polimeros. Os derivados
apresentaram capacidade de tamponamento superiores as quitosanas ndo modificadas. As
nanoparticulas foram preparadas por simples complexacao e apresentaram didmetro hidrodindmico
entre 100 e 200 nm, com potencial zeta positivo a partir da razdo de amino/fosfato (N/P) 3. O
potencial zeta mostrou-se dependente do contetido de DIPEA e PEG nos polimeros, bem como da
razdo N/P. O estudo de eletroforese indicou que os derivados de quitosana interagem fortemente
com o siRNA, sob baixas razdes N/P. A estabilidade coloidal e bioldgica das nanoparticulas sob
condicdes fisiologicas (pH 7,4 e forca ionica de 150 mmol L) foi melhorada por meio do ajuste
do grau de substituicdo (DIPEA e PEG), e nanoparticulas com 200 nm permaneceram estaveis até
24 horas ap0s sua preparagdo, e em até 7 horas na presenca da albumina sérica bovina (BSA). A
microscopia eletronica de varredura mostrou nanoparticulas com morfologia esférica. Estudos de
citotoxicidade mostraram viabilidade celular superior a 70% para todos os polimeros e superior a
75% para os todos os poliplexos até a razdo N/P 10. A microscopia confocal e os estudos de
transfeccdo in vitro por meio do silenciamento de TNF-o em macréfagos RAW 264.7, mostraram
internalizacdo eficiente do siRNA e um bloqueio de até 60% na expressdo de TNF-o.. Em geral os
resultados apresentados, indicam que esses derivados sao vetores promissores para transfeccédo in

vivo.

Palavras-chave: Quitosana, SiRNA, poliplexos, terapia génica, vetor ndo viral.



ABSTRACT

The technological development of synthetic nucleic acids has allowed to obtain sSiRNAs 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 'H NMR and *C 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) 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-o knockdown in RAW 264.7 macrophages presented a
good efficiency for internalization of siRNA and reduction up to 60% in TNF-o 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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1 INTRODUCAO

A terapia génica consiste no tratamento de doencas por meio da inser¢do de material
genético em células especificas de um paciente (JAYAKUMAR et al., 2010), e tem se mostrado
uma alternativa promissora para tratar varias doencas humanas (HAN, 2007; LINDEN, 2008). Uma
de suas aplicacGes envolve silenciamento de genes, via introducdo de RNAs de interferéncia nas
células, com o intuito de evitar a sintese de proteinas que resultam na manifestacao clinica de uma
doenca (ALBERTS et al., 2011).

Os &cidos nucleicos sem transportador dificilmente conseguem adentrar nas células e assim,
ndo conseguem manifestar seu efeito terapéutico (DOWDY, 2017; TIERA et al, 2013). Isso ocorre
porque eles sdo macromoléculas carregadas negativamente (em pH fisiologico, grupos fosfato dos
nucleotideos apresentam carga negativa) e, portanto, apresentam uma repulsao eletrostatica contra
membrana plasmatica, que também possui uma densidade de carga negativa (SALCHER;
WAGNER, 2010). Deste modo, torna-se necessario o uso de agentes que possibilitem a introducao
dos acidos nucleicos na célula-alvo. Na terapia génica, esses agentes sdo chamados de vetores.

Os vetores podem ser classificados em dois grandes grupos: virais e ndo virais (HAN,
2007). Atualmente, os vetores virais sdo 0s mais aplicados em ensaios clinicos (GENE..., 2018) e
constituem um numero expressivo de medicamentos (GINN et al., 2018). Porém, a maior facilidade
de producédo (AIRES, 2008), a maior seguranca na aplicacdo (CHEN et al., 2016) e a obtencdo de
niveis de transfeccdo cada vez mais elevados (HAN, 2007) sdo algumas vantagens dos vetores ndo
virais que os tornam uma alternativa promissora em relacdo aos vetores virais.

O desenvolvimento de vetores néo virais eficientes continua sendo um desafio, devido aos
varios obstaculos que devem ser superados para que os acidos nucleicos possam atingir o seu local
de acdo, no interior das células alvo. O primeiro grande obstaculo é a distribuicdo pelo organismo
(Figura 1a), devido a possibilidade de ocorrer interagdes destrutivas com ceélulas e proteinas
presentes no plasma sanguineo (TIERA et al., 2013), depuracéo renal (GIACOMELLI et al., 2011)
e clivagem do material genético por nucleases séricas (CHEN et al., 2016). Além de distribuirem-
se pelo plasma sanguineo, os vetores, que neste caso sdo nanoestruturados (nanoparticulas),
também precisam difundir pelos tecidos e interagir com as células-alvo (Figura 1b, i), para serem
internalizados em estruturas vesiculares que posteriormente sdo transportadas pelo citosol
(ALBERTS et al., 2010).
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O principal mecanismo de internalizacdo de vetores ndo virais (pelas células) € a endocitose
(KHALIL et al., 2006; DOWDY, 2017). Essa via (Figura 1b, ii) apresenta diferentes destinos para
0s compartimentos intracelulares formados (KHALIL et al., 2006) e depende do tipo de célula-
alvo e das caracteristicas fisico-quimicas das substancias endocitadas (AGIRRE et al., 2014;
DOWDY, 2017). Porém sabe-se que em geral, h& um aumento progressivo da acidez no interior
desses compartimentos (via agdo da enzima v-ATPase), que levam a degradacéo das substancias
(Figura 1b, iii) (KHALIL et al., 2006) por meio da ativacdo de hidrolases lisossomais (ALBERTS
et al., 2010). Portanto, os vetores devem possuir a habilidade de escapar desses ambientes antes de
serem degradados. Para nanoparticulas sensiveis ao pH, sintetizadas a partir de polications, o
mecanismo conhecido como “esponja de prétons” é comumente referido como o processo
responsavel por promover essa fuga. Tal mecanismo, sugere que a protonacdo das cadeias
poliméricas promove aumentos tanto na carga superficial das nanoparticulas, como na pressao
osmética no interior do compartimento. Combinadas, essas mudangas contribuem para a
desestabilizacdo da membrana do compartimento (Figura 1b, iv) e ocasiona na liberacdo do acido
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 multiplas caracteristicas
que satisfacam as necessidades de todos os estagios de transporte dos acidos nucleicos, desde sua
encapsulacdo até a liberacdo no interior das células-alvo (ZHOU et al., 2016). Visando atender
essas necessidades, neste estudo, foram sintetizados polications bioresponsivos baseados em
quitosana para formacdo de vetores multifuncionais. Estes vetores foram aplicados no
silenciamento genético (Figura 1b vi), via acdo de um pequeno RNA de interferéncia (SIRNA)
(Figura 1b, v), com o intuito de reduzir a expressdo (Figura 1b, vii) de uma citocina pro-
inflamatoria (TNF-a) em macrofagos RAW 264.7.
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Figura 1 — Principais estagios da entrega de &cidos nucleicos usando vetores nanoestruturados, desde (a) a distribuigao (vaso
sanguineo) e permeacdo pelos tecidos até (b) a captacao, escape endossomal e silenciamento genético via RNA de interferéncia

(SIRNA). As setas vermelhas indicam vias indesejadas
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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
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RNA de interferéncia aplicado a terapia génica

Hoje, quase 30 anos depois do primeiro ensaio clinico associado a terapia génica que obteve
relativo sucesso (LINDEN, 2010), varios medicamentos baseados em &cidos nulceicos ja estdo
disponiveis comercialmente, como: Gendicine, Glybera®, Strimvelis™, entre outros (GINN et a.,
2018). O Glybera® é um exemplo do potencial terapéutico destes medicamentos, uma vez que, com
apenas uma aplicacdo, promete restaurar a funcdo normal do corpo de pessoas com deficiéncia na
producdo da lipoproteina lipase (SCOTT, 2015), ao contrario do tratamento convencional, que é
apenas paliativo (NEELAMEKAM, 2017). Esse potencial € mais uma vez posto em evidéncia ao
considerar que s6 nos ultimos sete anos houve um aumento de quase 60% no namero de ensaios
clinicos envolvendo a terapia génica. A maior parte desses ensaios (65%) estdo relacionados ao
cancer, contudo estudos envolvendo a aplicacdo de acidos nucleicos no tratamento de doencas
infecciosas, inflamatdrias e neuroldgicas também tém sido observados (LINDEN, 2010; GENE...,
2018).

O mecanismo de destruicdo do RNA de dupla fita (dsSRNA) nas células é conhecido como
interferéncia do RNA (RNAI), e foi observado pela primeira vez em 1998. Ele é um importante
mecanismo de defesa das células contra os virus, e tém se tornado alvo de intenso estudo devido
ao alto potencial de se tornar uma importante plataforma terapéutica. Dentre os RNAs regulatérios
(ou de interferéncia) existentes, o SiRNA tem papel de destaque por atuar, na maioria das vezes
(BEREZHNA et al., 2006), no citosol e ndo precisar (com frequéncia) superar mais um obstaculo
na celula, isto é, o envoltorio nuclear. O siRNA é um dsRNA com 19 a 23 pares de bases
nitrogenadas, no qual a fita antisenso serve como guia para o complexo silenciador induzido por
RNA (RISC) na destruicdo de RNAs mensageiros (MRNA) complementares a mesma (Figura 1b,
v). Assim que o0 mRNA ¢ clivado, o RISC fica disponivel para destruir novos acidos nucleicos
complementares a fita molde, deste modo, um Unico siRNA pode promover a destrui¢do de varias
moléculas de MRNA (ALBERTS et al., 2011; BRAMSEN; KJEMS, 2012; TORRECILLA et al.,
2014). Portanto, o uso de siRNA na terapia génica ¢ voltado para o blogueio da sintese de proteinas

que tenham efeito indesejado no organismo.
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Dentre as possiveis doencas alvo, a liberacdo de siRNA para o bloqueio da expressdo de
citocinas pro-inflamatérias tém demonstrado potencial para tratar doencgas relacionadas com o
sistema imunoldgico, como a artrite reumatoide (JAIN S. et al., 2013; PANDI et al., 2017). Nestas
doencas os macrofagos desempenham papel central, pois sdo fonte de producédo de citocinas que
disparam o processo inflamatorio (WYNN et al., 2013). Dentre elas, o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-o)) desempenha um papel fundamental, pois além de seu préprio efeito pré-inflamatorio
(ADRIAANSEN; VERVOORDELDONK; TAK, 2006), ele também induz a liberagcdo de outras
citocinas que podem potencializar o quadro inflamatério, como as interleucinas (IL) 1 e 6
(ADRIAANSEN; VERVOORDELDONK; TAK, 2006; OLIVEIRA et al., 2011). Devido a
importancia do TNF-a. na progressdo de vérias doengas, o seu blogueio tem sido amplamente
estudado e varios medicamentos baseados em anticorpos monoclonais e receptores de TNF-a
foram desenvolvidos para este fim, como infliximabe (Remicade®), adalimumabe (Humira®) e
etanercepte (Enbrel®), por exemplo. Entretanto, esses medicamentos apresentam varios aspectos
negativos, como: alto custo, predisposicdo a infeccOes, propensdo a desordens de cunho
neurolégico e inflamatorio, auto-imunogenicidade, entre outros (ATZENI et al., 2015; PANDI et
al., 2017)

Portanto, neste estudo, buscou-se o bloqueio da expressdo de TNF-o via silenciamento
genético ao utilizar um siRNA anti-TNF-a. como agente terapéutico. Para tal, foram empregados
nanocarreadores baseados em quitosana, com o objetivo de promover sua entrega no interior das

células-alvo (isto €, macréfagos RAW 264.7).

2.2 Carreadores de acidos nucleicos: vetores

Os virus sdo organismos acelulares especializados em invadir e liberar seu material
genéticos em células hospedeiras. Diante disso, ndo é surpresa que mais de 60% dos ensaios
clinicos catalogados na base de dados do The Journal of Gene Medicine (GENE..., 2018) sejam
atribuidos aos vetores virais. Entretanto, estes vetores apresentam um alto custo de producgdo
(MORALES; LINDEN; HAN, 2008), podem ativar respostas imunoldgicas e inflamatorias no
organismo, além de estarem limitados ao transporte de pequenas sequéncias de nucleotideos
(JAYAKUMAR et al., 2010).
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Os vetores ndo virais podem ser classificados em dois subgrupos: plasmideos e vetores
nanoestruturados (LINDEN, 2010). Ambos, também contribuem com um ndmero expressivo
(21%) de ensaios clinicos (GENE..., 2018). Os vetores nanoestruturados abrangem basicamente
lipideos e polimeros catidnicos capazes de interagir eletrostaticamente com o material genético,
formando complexos. Os complexos formados pelos polimeros (poliplexos) sdo mais estaveis que
os formados pelos lipideos (lipoplexos), aléem de serem capazes de condensar uma maior
quantidade de material genético JAYAKUMAR et al., 2010).

Para serem captados pela maioria das células, os poliplexos devem apresentar dimensdes
apropriadas. O didmetro adequando é imposto pelas caracteristicas bioldgicas do organismo e do
alvo terapéutico. Por exemplo, particulas inferiores a 8 nm tendem a serem excretadas pelos rins,
ja estruturas maiores que 200 nm podem ser capturadas pelo figado (NEL et al., 2009). O diametro
dos poliplexos pode inclusive determinar a via endocitica adotada para sua internalizacédo
(AGIRRE et al., 2014). Em geral, os poliplexos com dimens@es inferiores & 500 nm podem ser
internalizados pelas células (NEL, et al., 2009). Sob essa condicdo, os poliplexos podem ser
chamados de nanoparticulas, ndo s6 por apresentarem dimensdes entre 1 a 1000 nm, mas porque
suas propriedades bioldgicas passam a ser atribuidas as suas dimensfes nanométricas (SMITH;
SIMON; BAKER JR, 2013).

2.3 Polications no desenvolvimento de vetores multifuncionais

2.3.1 Quitosana

A quitina é um dos polissacarideos mais abundantes na biosfera, e a quitosana é o seu mais
importante derivado. Ambas sdo copolimeros aleatérios de unidades 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose (GIcN) e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) unidas por ligagdes B1—4,
se diferenciando apenas pela predominancia da primeira unidade (GIcN) na quitosana (GOY;
ASSIS; CAMPANA-FILHO, 2004).

A quitosana foi usada pela primeira vez na terapia génica em 1995 (DRAGICEVIC;
MAIBACH, 2016) e, devido a sua biodegradabilidade e biocompatibilidade (JAYAKUMAR et al.,
2010), tem recebido grande atencdo na preparagdo de nanoparticulas para entrega segura de genes

(CHEN et al., 2016). Parte do destaque também advém da moldabilidade fisico-quimica do



25

polimero, capaz de originar derivados com propriedades bioldgicas diferenciadas (KEAN;
THANOU, 2010; GONSALVES, 2011).

Dentre as propriedades dos poliplexos constituidos de quitosana, a massa molecular e o
grau de desacetilacdo (GD) sao alguns dos fatores de maior influéncia na transfeccdo (AGIRRE et
al., 2014; DRAGICEVIC; MAIBACH, 2016). Em geral, graus de desacetilagdo mais elevados
favorecem maiores taxas de captura das nanoparticulas pelas células (HUANG; KHOR; LIM,
2004; DRAGICEVIC; MAIBACH, 2016), enquanto que massas moleculares (MM) maiores
promovem interacdes mais fortes entre a quitosana e os acidos nucleicos (LAYEK; SINGH, 2016).
A literatura indica que quitosanas com MM entre 40 e 150 kDa permitem a preparacdo de
nanoparticulas com tamanhos suficientes (aproximadamente 200 nm) para um alto potencial de
aplicacdo in vivo (ELSABAHY; WOOLEY, 2012; LAVERTU et al., 2006). Essa faixa de MM
também foi indicada por Layek e Singh (2016), que reportaram que quitosanas com MM entre 20
a 200 kDa apresentaram bons niveis de transfeccdo, enquanto massas moleculares maiores (460
kDa) promoveram niveis de transfeccdo tdo baixos, que sé foram superiores ao dos acidos
nucleicos ndo encapsulados.

Diante disso, neste trabalho, foram sintetizados polimeros com um alto grau de
desacetilacdo (GD > 95%) e massa molecular variando entre 80 e 200 kDa, ap6s a realizacdo das
modificacbes quimicas propostas. Tais modificacdes buscaram melhorar a estabilidade e a
eficiéncia dos poliplexos e sdo revisadas nos itens subsequentes.

2.3.2 Grupos amina: o estado da arte na sintese de vetores nanoestruturados

Na busca por vetores cada vez mais eficientes, varios pesquisadores tém utilizado como
estratégia a producdo de carreadores que contenham grupos amina em sua estrutura (DOWDY,
2017; ELSABAHY; WOOLEY, 2012), principalmente quando esses vetores sao nanoparticulas
baseadas em polimeros cationicos (CHEN et al., 2016; TIERA et al., 2011). Essa estratégia é
parcialmente inspirada na cloroquina (Figura 2), o principal modelo de molécula endossomolitica
(especializada em promover a fuga do endossomo, por meio da lise da membrana endossomal),
que apresenta trés diferentes grupos amina em sua estrutura (DOWDY, 2017). Diante disso, a
incorporacdo de diferentes proporcdes de grupos amina distintos (primario, secundario, terciario e

quaternario) tem sido amplamente explorada, sendo considerado o estado da arte na sintese de
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nanocarreadores (JONES et al., 2013; ELSABAHY; WOOLEY, 2012). Devido aos distintos
valores de pKa que esses grupos apresentam (OLIVEIRA et al., 2013), enquanto alguns atuam na
interacdo eletrostatica com os acidos nucleicos, os outros podem atuar na capacidade do polimero
em absorver protons na via endocitica (JONES et al., 2013), o que confere ao polimero
caracteristicas multifuncionais. A capacidade do polimero em receber prétons é associada, pela
literatura, com a capacidade de tamponamento, e estd intimamente ligada ao mecanismo que
promove a fuga endossomal (esponja de protons), como ja foi mencionado. Alguns exemplos de

polications aplicados a terapia génica sdo mostrados na Figura 2.

Figura 2 — Estrutura quimica da cloroquina e de alguns importantes polimeros aplicados na

terapia génica
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Fonte: Elaborado pelo autor com base em Amiji, 2004; Chen et al., 2015; Dowdy, 2017 e Tiera et al., 2011

A dextrana (polissacarideo de unidades de D-glicose com ligacdes oi—s € ramificacdes
a1-3 (NELSON; COX, 2014)) modificada com grupos dietilaminoetil (DEAE) (Figura 2) foi um
dos primeiros polications aplicados na terapia génica e apresentaram bons niveis de transfeccdo em

macrofagos humanos, porém, quando aplicado a uma gama maior de linhagens celulares,
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apresentaram eficiéncias de transfeccéo inferiores a de outros policétions, como a polietilenimina
(PEI) (AMUJI, 2004). Em um estudo recente, mostrou que a incorporagdo do grupo DEAE a
quitosana ampliou sua capacidade de complexar o siRNA, além de promover niveis elevados de
silenciamento genético (em diferentes linhagens celulares), que foram superiores aos niveis
fornecidos pela PEI (SOUZA et al., 2018). Entretanto um controle adequado no grau de
substituicdo deve ser realizado, pois quitosanas com altas proporcoes de DEAE (80% e 100%)
apresentaram elevada citotoxicidade, o que pode estar relacionado a maior densidade de cargas
positivas (NEL et al., 2009; PICOLA et al., 2016). Outro aspecto importante relacionado a adicao
de DEAE ¢ a formacdo de unidades (meros) com aminas quaternarias (OLIVEIRA et al., 2013;
SIEWERT et al., 2019). Nas dextranas modicadas com DEAE, as aminas terciarias desses meros
apresentam pKa proximo a 6, enquanto que nas aminas terciarias das unidades ndo quaternizadas
o valor de pKa é 9,5 (AMIJI, 2004). Se a presenca/quantidade de todas essas unidades no polimero
puder ser controlada (isto é, controlar a presenca/auséncia de aminas quaternarias), é possivel
moldar sua atuacao nos sistemas bioldgicos, favorecendo o escape endossomal e promovendo uma
melhor interacdo com os acidos nucleicos e as membranas celulares, por exemplo (JONES et al.,
2013).

Ainda destacando a presenca dos grupos amina, polications que possuem em sua estrutura
unidades de 2-(diisopropilamino)etil metacrilato (DPA) (Figura 2), tém sido amplamente
investigados devido a alta sensibilidade ao pH (GIACOMELLI et al., 2011; ZHOU et al., 2012).
Recentemente, a formulacdo de um polimero constituido pelo DPA e por outros meros contendo
amina primaria e polietilenoglicol (PEG), resultou em um promissor sistema de entrega de SiRNA
(ZHOU et al., 2016). Diferentemente das modificagdes envolvendo DEAE, néo é observada a
formacéo de aminas quaternarias no grupo diisopropiletilamina (DIPEA), o0 que pode permitir um
maior controle da carga superficial dos vetores, importante para evitar interagdes indesejadas com
constituintes biologicos (TIERA et al., 2013). Diante dessas observaces, a incorporacdo de DIPEA
na quitosana pode ser uma alternativa promissora para favorecer sua capacidade de carrear material
genetico.

Deste modo, neste estudo, foram avaliados os efeitos da adi¢cdo de grupos amina, na forma
de DIPEA e DEAE, nas propriedades fisico-quimicas dos polimeros e das nanoparticulas formadas

pela interagdo com siRNA.

2.3.3 Polietilenoglicol (PEG): um agente interfacial para evitar interacfes indesejadas
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Em geral, para formacdo das nanoparticulas, € necessario um excesso de polications em
relacdo aos acidos nucleicos, criando um potencial zeta positivo nas mesmas. Embora seja
necessaria para a captagéo celular, a carga superficial positiva também contribui para o surgimento
de interagdes com constituintes dos fluidos bioldgicos, que podem acarretar na destruicao
(BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015) ou na alteracdo de propriedades fisico-quimicas e biologicas
dos nanocarreadores (GIACOMELLLI et al., 2011). Visando a criacdo de nanoparticulas furtivas
(isto é, que se distribuam pelo organismo com o minimo possivel de interacGes indesejadas) ao
sistema bioldgico, polimeros hidrofilicos neutros tém sido utilizados para revestirem as
nanoparticulas, sendo o PEG o polimero mais utilizado para esse fim (ELSABAHY; WOOLEY,
2012). O PEG interage com agua formando uma camada de hidratacdo na superficie das
nanoparticulas, que é fundamental para promover sua furtividade (BLANCO; SHEN; FERRARI,
2015). Além disso, as cadeias desse polimero podem ser modificadas por meio da insercéo de novas
moléculas que podem tornar os vetores mais seletivos a certos tipos de células, por exemplo
(ELSABAHY; WOOLEY, 2012).

A polietilenimina (PEI) é um dos polimeros mais estudados como carreador, devido seu
carter catiénico (TIERA et al., 2011). A adicdo de PEG (2 kDa) na PEI (25 kDa) aumentou sua
eficiéncia de transfeccdo, contudo, a adi¢do de mais de 5 macromoléculas de PEG por PEI ndo
resultaram em melhorias significativas na eficiéncia de transfeccdo (TANG et al., 2003). Em um
outro estudo com o carreador PEI-PEG para liberacdo de siRNA, foi mostrado que uma baixa
densidade (1-5%) de PEG (0,55 e 2 kDa) proporciona um efeito positivo na transfeccdo e que o
aumento da densidade ou do tamanho do PEG reduz a interagdo do polimero com o siRNA
(RHEINER; BAE, 2016).

Recentemente, mostrou-se que a adi¢cdo de uma pequena fracdo (3,8%) de PEG (2 kDa) a
quitosana possibilitou a formacdo de nanoparticulas (com siRNA) que apresentaram uma eficiéncia
no silenciamento genético proximo a 80%, entretanto essas nanoparticulas foram preparadas com
grande excesso de polication (em relacdo ao siRNA). Neste mesmo estudo, foi indicado que a
macropinocitose é a principal via (endocitica) adotada para internalizagdo (em células de carcinoma
cervical (HeLa)) de nanoparticulas feitas a partir de quitosanas peguiladas (YANG et al., 2017).
Em outro estudo, foi observado que nanoparticulas (aproximadamente 250 nm) constituidas

somente com quitosana séo internalizadas, principalmente, via endocitose mediada por clatrina
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(proteina que auxilia a formacdo de vesiculas membranares) em macréfagos de camundongo
(JIANG et al., 2017). Isso confirma a necessidade de vetores que promovam o escape endossomal,
uma vez que estas vias podem levar os genes terapéuticos ao lisossomo, onde possivelmente serdo
degradados (KHALIL et al., 2006).

Assim, neste estudo, além da adi¢éo de novos grupos amina na cadeia de quitosana, também
foram incorporadas cadeias de PEG visando a obtencdo de nanoparticulas coloidal e

biologicamente mais estaveis.

2.3.4 Ligac0es dissulfeto: tornando reversivel a ligacdo do PEG nos policétions

Devido as diferencas existentes entre os ambientes intracelulares, extracelulares e até
mesmo entre os diferentes compartimentos dentro das células, é possivel incorporar aos polications
estruturas que sao sensiveis a estas variacbes ambientais, visando uma liberagdo bioestimulada de
farmacos. Uma das estratégias mais utilizadas € a incorporacao de ligacGes sensiveis ao pH que
sdo clivadas durante a endocitose (LEE; KATAOKA, 2012; TIERA et al., 2011). Em exemplo
elegante dessa estratégia foi o uso de ligacdes tioester (sensiveis aos pH) para promover a liberacéo
de ciclodextrina (molécula altamente desestabilizadora de membrana celulares) durante a
endocitose, que culminou no escape endossomal e liberacdo de siRNA (anteriormente na forma de
poliplexos) no citoplasma das células alvo (TAMURA; YUI, 2013).

Como mencionado anteriormente, a peguilacdo auxilia na manutencdo da integridade dos
vetores durante a biodistribui¢do. Entretanto, a presenca de PEG pode prejudicar a fuga endossomal
(TIERA et al., 2013) por promover uma menor carga superficial, dificultando a interagdo do
poliplexo com a membrana endossomal (AGIRRE et al., 2014). Esse problema pode ser resolvido
pela incorporacéo de ligacdes labeis que permitam que as particulas liberem o PEG ap0s a captacdo
pela célula-alvo (ZHANG; SATTERLEE; HUANG, 2012). A alta concentragdo de glutationa
reduzida (GSH) no interior das células, em relacdo ao meio extracelular, oferece subsidio a
utilizacdo de ligagdes dissulfeto como uma forma de ligacdo labil (TIERA et al., 2013). Diante
disso, 0 PEG pode ser incorporado aos polications por meio de ligagdes dissulfeto que, ao
interagirem com a GSH presente no endossomo (TAMURA,; YUI, 2014; WANG et al., 2013),
serdo clivadas, liberando o PEG e propiciando uma interacdo mais efetiva entre os poliplexos e a

membrana endossomal.



30

Portanto, neste estudo, o PEG (funcionalizado com um grupo tiol) foi incorporado nos
derivados de quitosana (previamente modificados com DIPEA/DEAE) por meio de ligagédo
dissulfeto, visando sua liberacdo bioestimulada (por GSH) no interior das células alvo. Essas
modificagdes visam proporcionar a quitosana as propriedades necessarias para o transporte e

liberacéo eficiente do siRNA, conforme esquematizado na Figura 3.

2.3.5 Desenvolvimento de polimeros anfifilicos

Os nanocarreadores ndo séo estruturas com uma composi¢do completamente homogénea,
uma vez que séo formados pela interacéo (ou ligacao) de diferentes moléculas. Consequentemente
eles podem apresentar dominios (regides) com diferentes caracteristicas. A presenca de regides
com caracteristicas mais hidrofébicas pode auxiliar a interacdo com as membranas celulares (NEL
et al., 2009). Deste modo, o enxerto (nos polications) de grupos com caracteristicas hidrofébicas
pode alavancar a eficiéncia dos nanocarreadores na entrega do material genético.

Derivados anfifilicos de quitosana também tém se mostrado uma alternativa promissora
para favorecer a eficiéncia de transfeccdo (DRAGICEVIC; MAIBACH, 2016). Em geral, porc6es
hidrofébicas auxiliam na captacdo celular e na protecdo dos genes contra o ataque enzimatico,
porém tendem a diminuir a interacdo com o acido nucleico (DRAGICEVIC; MAIBACH, 2016;
LAYEK; SINGH, 2016).

A incorporacdo de diferentes propor¢des de acido hexandico na quitosana, mostrou que
uma substituicdo de 15% promove um grande aumento na taxa transfeccéo do polimero (LAYEK;
SINGH, 2013). Quando esse substituinte (19%) foi associado com o PEG (3,9%; 0,75 kDa)
observou-se um aumento, de quase 4 vezes, na eficiéncia de transfeccdo, se comparada com a
quitosana ndo modificada (LAYEK et al., 2014). Quitosanas modificadas com poliamidoamina e
naftalamida, também apresentaram resultados promissores, além de demostrarem uma baixa
citotoxicidade e uma boa hemocompatibilidade (SARKAR; KUNDU, 2013). Derivados contendo
ftalimida e PEG apresentaram uma alta capacidade de incorporar lidocaina, formando
nanoparticulas de  aproximadamente 200 nm (CHOOCHOTTIROS; YOKSAN;
CHIRACHANCHAI, 2009).

Diante disso, neste trabalho, alguns polimeros apresentaram uma fracdo (18-27%) de

ftalimida (grupo ftaloila), visando a formacéo de derivados anfifilicos.



31

Todas as mudancas estruturais propostas, e as propriedades esperadas para as unidades
constituintes dos derivados biorresponsivos estudados neste trabalho, s&o descritas na Figura 4.
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Figura 3 — (a) Representacdo esquematica da preparagdo das nanoparticulas via método de simples complexacéo e (b) os mecanismos
envolvidos na distribuicdo e na liberagdo bioestimulada (via acdo da glutationa intracelular) das nanoparticulas
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Figura 4 — Componentes estruturais das principais unidades dos polications em estudo, com

indicativo das principais fungdes
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3 OBJETIVOS

O objetivo principal € a sintese de nanoparticulas baseadas em polications bioresponsivos
para a liberagdo eficiente de RNA de interferéncia, visando o bloqueio da expressao do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o)) em macrofagos da linhagem RAW 264.7, via silenciamento genético.
A realizacdo do objetivo proposto compreende as seguintes etapas:

a) Sintese e caracterizacéo de derivados de quitosana com avaliagdo do efeito da massa molecular
e da composi¢do dos polimeros nas suas propriedades fisico-quimicas.

b) Preparacdo e caracterizagdo das nanoparticulas com siRNA anti-TNF-a, correlacionado as
propriedades dos polications com os resultados obtidos para o tamanho, potencial zeta e
estabilidade coloidal das nanoparticulas em condic¢des fisiologicas.

C) Avaliacdo da citotoxicidade dos polimeros e nanoparticulas e estudos de transfecgéo in vitro em
macréfagos RAW 264.7, para avaliacdo da eficiéncia dos nanovetores. E correlagdo das eficiéncias
de transfeccdo com os resultados de caracterizacao, visando a selecdo de sistemas para estudos in

vivo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI); &cido acético glacial (Synth); &cido cloridrico
(Dindmica Ldta); agarose (Sigma-Aldrich); agua deionizada (purificada por sistema GEHAKA);
anidrido ftalico (Sigma-Aldrich); brometo de etideo 10 g L™ (Sigma-Aldrich); cloreto de deutério
(Sigma-Aldrich); cloreto de sédio (Synth); cloridrato de 2-cloroetil-diisoproprilamina (Sigma-
Aldrich); dimetilacetamida (Din&mica); dimetilsulfoxido (Synth); dimetilsulfoxido deuterado
(Sigma-Aldrich); etanol; fibroblastos da linhagem 3T3/NIH; gés nitrogénio; hidroxido de sodio
(Synth); isotiocianato de rodamina B (RITC) (Sigma-Aldrich); kit comercial Murine TNF-«
Standard TMB ELISA Development (PEPROTECH®); kit de proliferacdo celular CellTiter96®
AQueous One Solution (Promega Corporation); ladder plus DNA 1kb (invitrogen); macrofagos da
linhagem RAW 264.7 (BCRJ); meio completo (Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
de alta glicose, suplementado com 10-20 % (v/v) de soro fetal bovino (FBS) e 1% (v/v) de
penicilina-spreptomicina); membrana com massa molecular de corte (MWCO) de 14 kDa (Sigma-
Aldrich); membrana de MWCO de 3,5 kDa (Thermo scientific); metanol (Synth); N-Succinimidil
3-(2-piridilditio) propionato  (Sigma-Aldrich); O-(2-mercaptoetil)-O’-metil-polietilenoglicol
(Sigma-Aldrich); éxido de deutério (Sigma-Aldrich); p-formaldeido (PFA) 4% (m/v); quitosana de
alta massa molecular (Sigma-Aldrich); quitosana de média massa molecular (Polymar); siRNA
anti-TNF-a (sequencia senso 5’-CGUCGUAGCAAACCACCAAIdT][dT]-3" e anti-senso 3’-
UUGGUGGUUUGCUACGAC G[dT][dG]-5" (Sigma-Aldrich)); siRNA marcado com 6-
carboxifluoresceina amidita (Sigma-Aldrich); solucdo corante de carreamento para eletroforese
(0,25% (m/v) azul de bromofenol; 0,25% (m/v) xileno cianol; 25% (m/v) Ficoll 400); tampéao
fosfato pH 7,4 (concentracéo de 0,05 mol L e forca i6nica ajustada em 0,15 mol L com cloreto
de s6dio); tampéo fosfato salino (PBS) 1X (cloreto de potassio 0,0027 mol L*; cloreto de sddio
0,1370 mol L*; fosfato de potassio monobasico 0,0018 mol L™; fosfato de sddio dibasico 0,0100
mol L) pH 7,4; tampéo tris-amino-EDTA (TAE) 1X (tris base 0,04 mol L; 4cido acético 0,02
mol L; EDTA 0,002 mol L. Todos os solventes e reagentes foram utilizados tal como recebidos.
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4.2 Instrumentos

Cromatdgrafo Shimadzu (LC-20) com deteccdo por indice de refracdo modelo RID-10?
(Departamento de Fisico-Quimica do 1QSC); espectrobmetro de ressonancia magneética nuclear
Agilent Technologies de 400 MHz modelo 400/54 Premium Shielded (Central de Anélises
Quimicas Instrumentais (CAQI) do Instituto de Quimica de Séo Carlos (IQSC)); espectrémetro de
ressonancia magnetica nuclear Bruker Avance Il de 400 MHz (Centro Multiusuério de Inovacao
Biomolecular (CMIB) do IBILCE/UNESP); leitor de placas EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc.);
medidor de pH Analion; microscépio confocal da Zeiss modelo LSM 710 (software ZEN 2010;
Laboratdrio de Microscopia e Microanalise (LMM) do IBILCE/UNESP); microscopio eletrénico
de varredura com canhdo de emissao de campo JSM-6701F (JEOL, Embrapa Instrumentacdo de
Sédo Carlos); Zetasizer NanoZS (Malvern Instrument, Laboratorio de Estudos em Peptideos (LEPE)
do IBILCE/UNESP).

4.3 Rota sintética para obtencéo dos polimeros das séries I, 1 e 111

Foram sintetizadas duas séries de derivados modificados com DIPEA: a série | foi derivada
de uma quitosana de média massa molecular (CM) e a série 1l teve como partida uma quitosana de
alta massa molecular (CH), conforme mostra a Figura 5. Na série I, variou-se a quantidade de
DIPEA (5-55%) e fixou-se a quantidade de PEG no polimero (1-2%). Ja na série Il, além de variar
a quantidade de DIPEA (16 e 32%) também se variou a quantidade de PEG incorporado ao
derivado (1-2 e 2-3%).

Além das duas series j& mencionadas, baseadas na incorporacdo de DIPEA a quitosana,
também foi sintetizada uma terceira série que tem como substituinte grupos DEAE, incorporado
em sua forma simples (isto €, somente DEAE) ou sob a forma DEAE-DEAE, sendo que esta Gltima
resulta na formacdo de uma amina quaternaria e, portanto, confere carga positiva permanente ao
polimero. Essa série, denominada série 111, teve como quitosana de partida a CM, assim como a
série 1. Foram sintetizados dois derivados com quantidades distintas de DEAE (16 e 57%), e foi
incorporado PEG (1-2%) no derivado mais substituido. A rota sintética para obtencdo dos
polimeros da série 111 e a l6gica adotada para nomenclatura dos derivados séo ilustradas na Figura

6. A designacdo de média (190-310 kDa) e alta (>310 kDa) massa molecular foi atribuida com base
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na MM das quitosanas comerciais de partida (isto €, sem passar pelo processo de desacetilacdo) da
Sigma-Aldrich (208 kDa) e da Fluka Biochemika (400 kDa; SOUZA et al., 2018), seguindo as

faixas descritas por Shuain et al., 2013.

Figura 5 — Organograma da rota sintética para obtencdo dos derivados das series | e 11 com
indicacdo da logica adotada em suas nomenclaturas

Série I Série 11
Derivados com DIPEA de média massa molecular Derivados com DIPEA de alta massa molecular

CM* CH“|

Sintese com
DIPEA

Desacetilagdo

@@ (cupie) (crp32)

Sintese com
DIPEA

| | | |
(cmps)  (cmpis) (cmp34) (cmpss) @mls-g_J CHD32-R, ‘

Peguilagdo Peguilagdo

**Obtida por SOUZA et al., 2018
Peguilagdo Peguilagio Peguilagio)
Legenda:
“C”: Quitosana (chitosan)
{CMDIS-P,_, [CMD34-P|}](CMD34-RIT‘% [CMDSS-P,{, n DIPEA
“P”: PEG
) . “KI T'C”: Isotiocianato de rodamina B
*Quitosana comercial (Polymar)
D—>Valor do GSpy
Va]or aproximado do GSon
“H”: Alta (high) massa molecular

“M”: Média (medium) massa molecular

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 6 — Organograma da rota sintética para obtencdo dos derivados da série 11l com indicacdo

da légica adotada em sua nomenclatura

Série 111

Derivados com DEAE e amina quaternéria

| Peguilagdo

Sintese com
DEAE

Legenda:

“C™: Quitosana (chitosan)
D : DEAE
”: PEG
Vslor do GSpg

Valor aproximado do GSoy

*Quitosana desacetilada (Polymar)
(mesma da série I)

\1" Média (medium) massa molecular

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3.1 Desacetilacdo da quitosana

Para a desacetilacao, solubilizou-se 50 g de quitosana comercial de média massa molecular
em 2,5 L de &cido acético 0,35 mol L. Em seguida, adicionou-se 0,63 L de hidréxido de sodio
(NaOH) 23,5 mol L e aqueceu-se a mistura formada a 100 °C, em sistema de refluxo com
atmosfera de nitrogénio, por 1 hora e 30 minutos. Ap0s esse processo, separou-se a quitosana por
decantagdo, com sucessivas trocas da solucdo sobrenadante por dgua deionizada, até que o pH da
mistura atingisse a neutralidade. A quitosana foi filtrada e os processos de desacetilacdo e
decantagdo foram novamente realizados. Por fim, o produto foi filtrado, seco por liofilizagdo e
nomeado quitosana desacetilada de média massa molecular (CM). Este produto foi utilizado para
producdo dos derivados das séries | (DIPEA de média massa molecular) e Il (DEAE e amina
quaternaria).

A quitosana desacetilada de alta massa molecular (CH) foi obtida, utilizando-se 0 mesmo
procedimento (SOUZA et al., 2018). A CH foi utilizada na producdo dos derivados da série Il

(derivados com DIPEA de alta massa molecular).

4.3.2 Modificagdo com DIPEA/DEAE em meio aquoso: series I, I1 e 11l

As reacOes foram conduzidas utilizando-se cloridrato de 2-cloroetil-diisopropilamina
(DIPEA-CI) e cloridrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina (DEAE-CI) em procedimento adaptado ao
descrito por Oliveira et al., 2013. Para a reacdo, a quitosana (CM ou CH) foi inicialmente
solubilizada com quantidade estequiométrica acido cloridrico (HCI) 0,1 mol L. A solugio
resultante foi aquecida a 70 °C e, sob agitacéo constante, teve o pH elevado para 12, por meio da
adicdo de uma solucdo de NaOH 5 mol L. A massa correspondente de DIPEA-CI ou DEAE-CI
foi adicionada e o pH novamente ajustado em 12. O pH da solucdo foi monitorado ao longo da
reacao, adicionando-se NaOH sempre que necessario para manter o valor inicial de pH. Apés 1
hora e 30 minutos, o aquecimento e a agitacdo foram interrompidos e a solugéo foi resfriada a
temperatura ambiente. A mistura foi transferida para uma membrana de didlise com massa
molecular de corte (MWCO) igual a 3,5 kDa e dialisada por 1 dia contra uma solu¢do de NaOH
0,05 mol L* e posteriormente contra dgua deionizada, com sucessivas trocas do solvente até que o

pH atingisse a neutralidade. Por fim, o produto (retido no interior da membrana) foi liofilizado.
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Os derivados sintetizados e a razdo molar do DIPEA-CI ou DEAE-CI em relagéo aos meros
constituintes da quitosana (GIcN e GIcNAc) encontram-se listados na Tabela 1.

4.3.3 Modificacdo com PEG

O O-(2-mercaptoetil)-O’-metil-polietilenoglicol (PEG-SH) de massa molecular igual a 2
kDa foi inserido nos polimeros por meio da ativacdo com N-Succinimidil 3-(2-piridilditio)
propionato (SPDP).

O procedimento foi adaptado de Kim et al.,, 2008, que utilizou PEG-SH para
funcionalizacdo de um siRNA modificado com uma amina priméria. Solubilizou-se 0,2 g do
derivado em 10 mL de &cido acético 0,03 mol L e adicionou-se tampdo PBS 1X (pH 7,4), de
modo que a concentracéo final do polimero fosse 10 g L. O pH da solugao foi ajustado para 7,4,
com NaOH 5 mol L*. Sequencialmente, SPDP (solubilizado em 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSOQ)) foi adicionado a solucdo polimérica, a qual foi mantida sob agitacdo. Ap6s 3 horas,
adicionou-se PEG-SH (solubilizado em 1 mL de PBS 1X) e manteve-se mistura reacional sob
agitacdo a 40 °C por 16 horas. Apo6s esse periodo, o produto foi mantido (sob agitacdo) em sistema
de dialise (membrana com MWCO igual a 14 kDa) contra PBS 1X por 3 dias e depois contra uma
solucdo de NaOH com pH entre 8-9, também por 3 dias. Durante a dialise, o PBS foi trocado uma
vez ao dia e a solucdo de NaOH foi trocada duas vezes ao dia. Por fim, o produto (impermeavel a
membrana) foi recuperado por liofilizac&o.

Os derivados modificados com PEG, assim como a quantidade (mols) de PEG-SH em
relacdo a totalidade dos meros constituintes dos derivados (razdo molar), encontram-se listados na
Tabela 1. As raz6es molares foram determinadas com base no nimero de mols médio dos meros
presentes no polimero. Este (nmero de mols), por sua vez, foi terminado com base na massa molar
média dos meros (mm,,,.,os), Cujo valor (para cada polimero) é apresentado no Apéndice A. A

razdo molar entre 0 PEG-SH e o SPDP é sempre 1.



40

Tabela 1 — Reagentes e composi¢do para sintese dos polimeros das séries I, 11 e 111

Polimero Razédo molar?
DIPEA-CI/Mero DEAE-CI/Mero PEG-SH"/Mero (x107?)

CMD5¢ 0,13

CMD15°¢ 0,42

CMD34¢ 0,73

CMD55°¢ 0,93

CMD15-P; 7 1,6

CMD34-P 3¢ 1,3

CMD55-P; 3¢ 11

CHD16® 0,49

CHD32¢ 0,93

CHD16-P1¢° 1,6

CHD16-P, ¢ 3,2

CHD32-P, 3¢ 1,3

CHD32-Py¢! 2,3

CMDg16° 0,74

CMDeg57°¢ 1,77

CMDg57-P3 ¢ 2,0

2 Raz&o molar entre a unidade de repeticdo (mero) do polimero de partida e o substituinte para sintese dos derivados.
DIPEA-CI: cloridrato de 2-cloroetil-diisopropilamina; DEAE-CI: cloridrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina; PEG-SH:
O-(2-mercaptoetil)-O’-metil-polietilenoglicol.
b A razdo molar entre 0 PEG-SH e 0 SPDP, na sintese dos derivados peguilados, é sempre 1. SPDP: N-Succinimidil
3-(2-piridilditio) propionato
¢ Quitosana de partida de média massa molecular (CM).
d Os derivados substituidos por PEG tém como polimero de partida os derivados ja substituidos com DIPEA/DEAE.
¢ Quitosana de partida de alta massa molecular (CH) (SOUZA et al., 2018).

Fonte: Dados da pesquisa

4.3.4 Marcacdo fluorescente com isotiocianato de rodamina B (RITC)

A marcagdo do CMD34 com isotiocianato de rodamina B (RITC) foi realizado conforme
descrito por Picola et al., 2013. A presenca do fluoréforo no polimero permite a observagédo da
internalizacdo e distribuicdo das nanoparticulas nas células, por meio da microscopia confocal
(Picola et al., 2013; item 4.8). Para reacdo, 0,12 g do derivado foram previamente dissolvidos em
um a solucéo de acido acetico 0,1% (v/v), em seguida, o pH foi ajustado em 6,2 com uma solugéo
de NaOH 0,1 mol L. A solucio resultante foi mantida sob agitacdo em atmosfera de nitrogénio
por 30 minutos e entdo, adicionou-se (lentamente) 3,5 mL de uma solugdo metandlica de RITC
0,2% (m/v). A reacdo foi mantida sob atmosfera de nitrogénio e agitacdo constante por 18 horas,
em temperatura ambiente. Apds esse periodo, a mistura foi transferida para uma membrana de

dialise com MWCO igual a 3,5 kDa e dialisada por 1 dia contra uma solu¢do de NaOH 0,05 mol
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L e posteriormente contra dgua deionizada, por aproximadamente 10 dias com troca diéria do
solvente. Por fim, o produto foi recuperado por liofilizagéo, purificado por lavagem a exaustéo
(soxhlet) com acetona e seco. O polimero resultante foi nomeado CMD34-RITC. Todos os

procedimentos foram realizados ao abrigo da luz.
4.4 Rota sintética para obtenc¢do dos polimeros da série 1V

Diferentemente das series tradadas até 0 momento, na série IV buscou-se a obtencdo de
derivados com grupos DIPEA inseridos majoritariamente na hidroxila ligada ao carbono 6 (C6).
Devido a reatividade de ambos os grupos (amina e alcool) frente a reacdo de substituicdo, a etapa
inicial envolveu o bloqueio dos grupos amina da quitosana. Assim, partindo-se da quitosana
bloqueada (B-C) p6de-se obter derivados com distintas proporc@es de DIPEA (52 e 68%). A rota
sintética para obtencdo dos polimeros da série IV e a l6gica adotada para nomenclatura dos
derivados séo apresentadas na Figura 7.

Figura 7 — Organograma da rota sintética para obtencdo dos derivados da série IV com indicacao

da logica adotada em sua nomenclatura

Série IV

Derivados com grupos amina bloqueados e substituidos com DIPEA

Bloqueio Sintese com

*Quitosana comercial (Sigma-Aldrich) B-CD68 0O-CD68

Legenda:

“B”: Bloqueio
“0”: Desbloqueio

= D—)Valor do GS apés o desbloqueio

“D”: DIPEA
“C”: Quitosana (chitosan)

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.4.1 Bloqueio dos grupos amina com anidrido ftalico

O procedimento adotado para realizacdo do blogueio foi adaptado do descrito por Ifuku et
al., 2011. Para a reacdo, 39,5 g de anidrido ftalico foram adicionados em 20 g de quitosana
comercial da Sigma-Aldrich (C*), previamente solubilizada em 2 L de acido acético 10% (v/v). A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo e em sistema de refluxo & 120°C. Apds 24 horas, cessou-
se 0 aquecimento e, assim que resfriada, a mistura reacional foi centrifugada por 30 minutos (900
g). O precipitado foi ressuspendido com &gua deionizada e novamente centrifugado. Por fim, o
produto (precipitado) foi ressupendido em etanol, centrifugado, purificado por lavagem a exaustéo
(soxhlet) com etanol e seco a temperatura ambiente. O produto obtido foi designado como
quitosana comercial blogueada com anidrido ftalico (B-C). As solucdes etandlicas de anidrido

ftalico foram armazenadas para descarte adequado.

4.4.2 Modificagdo com DIPEA em solvente organico: serie IV

Para insercdo do DIPEA na B-C utilizou-se o DIPEA-CI, porém com procedimento distinto
ao descrito anteriormente (item 4.3.2.1). Inicialmente, dispersou-se 0,75 g da quitosana bloqueada
(B-C) em 40 mL de dimetilacetamida e manteve-se sob agitacdo por 24 horas. A temperatura da
mistura foi elevada para 70 °C e entfo, adicionado o volume correspondente de NaOH 10 mol L*
seguido da adi¢do do DIPEA-CI. Apos 2 horas e 30 minutos cessou-se 0 aguecimento e a agitacao.
A mistura foi transferida para uma membrana de dialise (MWCO de 14 kDa) e mantida por 1 dia
contra uma solucio de NaOH 0,05 mol L™ e posteriormente contra adgua deionizada, com
sucessivas trocas do solvente. O produto foi mantido em dialise contra agua deionizada por um
periodo de 3 dias somado ao tempo necessario para o pH atingir a neutralidade. Por fim, o produto
foi liofilizado. As primeiras solugdes de dialise foram concentradas e armazenadas para o descarte
apropriado.

Os derivados sintetizados, assim como a razdo molar do DIPEA-CI e do NaOH em relagéo
aos meros constituintes da B-C, encontram-se listados na Tabela 2. A quantidade adicionada de
NaOH foi calculada considerando um excesso de 3 mol, além do necessario para reagir com o
préton acido do DIPEA-CI.
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Tabela 2 — Reagentes e composi¢do para sintese dos polimeros da série 1V

Polimero NaOH/Mero? DIPEA-CI/Mero?
B-CD52 4.1 1,0
B-CD68 51 2,0

@ Razdo molar entre a unidade de repeticdo (mero) da quitosana bloqueada (B-C) e 0
NaOH ou DIPEA-CI para sintese dos derivados. DIPEA-CI: cloridrato de 2-cloroetil-
diisopropilamina.

Fonte: Dados da pesquisa

4.4.3 Desblogueio dos grupos amina

Para a reacdo, 0,7 g do derivado bloqueado ja substituido com DIPEA (B-CD52 ou B-
CD68) foi disperso em 0,3 L de NaOH 10 mol L™ e mantido em um reator vedado a 120°C por 48
horas. Assim que a mistura foi resfriada, adicionou-se acido acético glacial até o pH atingir
aproximadamente 5. A solucéo resultante foi filtrada em papel de filtro quantitativo (porosidade de
11 um) e teve seu pH elevado para 14, por meio da adicdo de uma solugdo de NaOH 10 mol L.
A mistura formada foi centrifugada por 30 minutos (900 g) e o precipitado (produto) ressuspendido
com agua deionizada. O mesmo, foi fracionado e mantido em diéalise (membrana com MWCO
igual a 14 kDa) contra uma solucdo de NaOH 0,05 mol L por 1 dia e posteriormente contra agua
deionizada, por aproximadamente 10 dias com troca diaria do solvente. Por fim, o produto foi
liofilizado e renomeado (O-CD52 ou O-CD68).

4.5 Caracterizagdo dos polimeros

4.5.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H)

O grau de desacetilacdo (GD), substituicdo por DIPEA (GSpipea), DEAE (GSpeae), PEG
(GSpec) € 0 grau de bloqueio (GB) dos polimeros foram determinados por RMN H. As analises
foram realizadas a 70 °C em um espectrometro Agilent Technologies de 400 MHz (modelo 400/54
Premium Shielded), com um tempo de aquisicdo entre 4 a 5 s e de relaxamento de 1 s. Entre 64 a
160 varreduras foram acumuladas. Para caracterizacdo dos polimeros das series I, 1l e Ill, as
amostras foram dissolvidas em uma solucgéo de cloreto de deutério (DCI)/6xido de deutério (D20)
2,8% (v/v), de modo que a concentragdo final do polimero fosse 10 g L. Na analise dos polimeros
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da série 1V, o DO foi substituido por DMSO deuterado (DMSO-dg), sendo que a concentracdo
final de polimero foi mantida em 10 g L. O sinal de referéncia utilizado para as amostras em
DCI/D,0 foi o da &gua (4,7 ppm (GUNN; PARANJI; ZHANG, 2009)) e o para as amostras em
DCI/DMSO-ds foi 0 do DMSO (2,5 ppm).

Para se determinar a fracdo de cada constituinte da amostra por RMN, inicialmente é
necessario definir uma regido do espectro, composta por um ou mais sinais, para atuar como
referéncia e, portanto, representa uma fracdo conhecida do todo. Assim, a area sob essa regido do
espectro, quando comparada a um sinal caracteristico de um constituinte da amostra, fornece sua
composicdo percentual na mesma. Neste estudo, tomou-se como valor de referéncia a area que
corresponde a um hidrogénio presente no anel glicopiranosideo (I) constituinte dos polimeros.
Para as andlises realizadas em D>O/DCI (séries I, Il e 111), este hidrogénio é o ligado ao carbono
anomérico. Ja para as andlises realizadas em DMSO-ds/DCI (série IV), este valor corresponde a
uma média dos hidrogénios presente no anel glicopiranosideo que podem ser observados no
espectro de RMN (isto €, que ndo coalescem com o sinal do solvente) e é determinado pela Equacéo
1. Onde, Iy, € a area que abrange todos os hidrogénios glicopiranosideos analisados e, quando
presente, também os hidrogénios metilicos e metilénicos do DIPEA. Ip;pg4 € a area sob o sinal
referente aos hidrogénios metila (CHs) do DIPEA, vale ressaltar que na quitosana blogueada (C-
B) sem substituinte o seu valor é nulo. N é o numero de hidrogénios glicopiranosideos analisados,
sendo que neste estudo foram atribuidos 6 hidrogénios glicopiranosideos ao valor de N (isto é, N =
6), conforme indicado no item 5.1.4. O desenvolvimento dessa Equacéo é mostrado no Apéndice
B.

Equacédo 1

Para determinacdo do GD (relagéo entre a quantidade de meros néo acetilados e o total de
meros do polimero), comparou-se a area sob o sinal referente aos hidrogénios metila do grupo
acetila (I4.) com a Iy, como é mostrado na Equagdo 2. Por essa definigdo, subentende-se o
conceito do grau de acetilacdo (GA), dado pela fracdo dos meros remanescentes (isto é, GA =
100 — GD)

GD = [1- 3*| x 100 Equagao 2
31y

O GS representa a relacdo entre a quantidade do substituinte (DIPEA ou DEAE) e a
totalidade de meros do polimero. Para sua determinagdo, comparou-se a area sob o sinal referente
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aos hidrogénios metila (CHs) do substituinte (I5) com I, como € mostrado na Equagdo 3. Onde,
M ¢ o numero de hidrogénios metila do substituinte, ou seja, M = 6 parao DEAEe M = 12 para
o DIPEA. Quando o substituinte é o DIPEA, o grau de substituicdo é denominado GSpipea. Ja Nos
polimeros em que a substituicdo foi feita por grupos DEAE, o GS passa a ser nomeado como
GSpeae e engloba tanto os grupos DEAE nédo quaternizados quanto os grupos quaternizados
(DEAE-DEAE). Quando o GS de DEAE refere-se somente aos grupos quaternizados, ele é
denominado GSq.oeae € 0 Ig passa a se referir somente aos hidrogénios metila das unidades

quaternizadas do substituinte.
GS = -5 x 100 Equacdo 3
My
O GSpec € calculado pela Equagdo 4, onde Ipgq € a area sob o sinal referente aos

hidrogénios metileno da unidade de repeticdo (-OCH>CH>-) do PEG. O GSeec é a relacdo entre a
quantidade de PEG (macromolécula) e a totalidade de meros do derivado de quitosana.

GSprc = 1’7"25; x 100 Equaco 4

O GB ¢ a somatdria de todos os meros constituidos com pelo menos um grupo amida (ou
imida) em relacéo a totalidade de meros do polimero. Ou seja, € a fracdo percentual dos meros que
ndo possui grupo amina para rea¢do com DIPEA-CI. O GB ¢ calculado por meio da Equacéo 5,

onde I 4R € a area sob o sinal referente aos hidrogénios aromaticos do anidrido falico.

_ [Mar | lac 5
GB = [41H + 31H] x 100 Equacéo 5

4.5.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN 3C)

As analises de RMN 3C foram realizadas a 20 °C (Série 1) ou a 30 °C (Série 11) com uma
frequéncia de 150,9 MHz e largura de pulso de 12°, em um espectrometro Bruker Avance Il de 400
MHz. O tempo de aquisicdo foi de 0,4 s e o de relaxamento de 2 s, com acumulagdo de 20 000
varreduras. As amostras foram dissolvidas em DCI/D,0 5,0% (v/v) de modo que a concentracdo
final de cada polimero da série | fosse 70 g L™ e da série Il fosse 22 g L.

O grau de substituicdo estimado de DIPEA na hidroxila (GSon-pipea) foi calculado
conforme a Equacdo 6. Onde I -4 é o valor de referéncia e representa a &rea sob o sinal do carbono

anomérico (C1) e I 4, € a area sob o sinal do C6 do mero que possui o substituinte na hidroxila.
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GSon_pipEa = IIC; x 100 Equacio 6

O grau de substituicdo de DIPEA nos derivados, também foi determinado pela anélise de
RMN BC (GSpirea-c), conforme indicado na Equacéo 7. Onde I¢_ppga € @ area sob os sinais dos

carbonos metileno do DIPEA.

GSDIPEA—C == IC_ZLI)% X 100 Equa(;éo 7

4.5.3 Determinacéo do grau de substituicdo por rodamina (GSritc) via espectroscopia de absorcéo
na regido do UV-Visivel

A determinacdo do GSritc foi realizada conforme descrito por Picola et al., 2013.
Inicialmente, preparou-se uma curva analitica com solucfes de rodamina de concentragdo entre
0,5%x107% e 3,0x10 > mol L, utilizando uma solugéo estoque de rodamina 7,99x10* mol L. Como
solvente, empregou-se uma solucio de metanol/tamp&o acetato (4cido acético 0,3 mol LY/ acetato
de potassio 0,2 mol L) 50% (v/v). A absorbancia méaxima foi medida no comprimento de onda de
554 nm.

Para determinacg&o da absorbancia do CMD34-RITC, solubilizou-se 2,5 mg do polimero em
3 mL de solvente (metanol/tampéo acetato). Como branco, empregou-se uma solu¢cdo do CMD34
(sem rodamina) nas mesmas condicdes (concentracdo e mesmo solvente) em que 0 CMD34-RITC
foi preparado. O conhecimento da concentracdo de rodamina (via lei de Lamber-Beer) na solugéo
polimérica, permite a determinacdo da quantidade de rodamina incorporada ao polimero e
consequentemente, 0 GSritc, conforme indicado pela Equacédo 8. Onde, ngyrc € 0 nimero de mol
de rodamina na amostra polimérica, my,; € a massa (g) do polimero (CMD34-RITC) & MM peros
é a massa molar média (g mol™) dos meros presentes no derivado antes da marcagio com RITC
(para 0 CMD34 é 206 g mol™* (Apéndice A)). A massa molar do isotiocianato de rodamina é 538,1

g mol, conforme informagéo do fabricante.

GSgirc = CRITC x 100 Equacéo 8

(mpol —NRITC x538,1)

mmmeros
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4.5.4 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC): estimativa da massa molecular dos polimeros

Por meio da GPC estimou-se a massa molecular média numérica (M,,) e a ponderal (M,,)
dos polimeros, em procedimento adaptado ao descrito por Kasaai et al., 1999. As medidas foram
realizadas em um cromatografo Shimadzu (LC-20%) com deteccdo por indice de refragdo modelo
RID-10% Duas colunas em série: SB-803 HQ e SB-805-HQ (Shodex), com tamanhos de 0,8 cm x
30 cm, foram utilizadas para separacdo das cadeias poliméricas. Como eluente, empregou-se
tampéo acetato (4cido acético 0,3 mol LY/ acetato de sddio 0,2 mol L ") com pH 4,5, em uma vazéo
de 0,8 mL mint a uma temperatura de 40 °C. A concentragdo de cada amostra foi de 5 g L™,
preparada na mesma solugdo tamponante empregada como eluente. Os padrdes utilizados para
fazer a curva analitica foram solu¢des monodispersas (indice de polidispersdo menor que 1,1) de
pululana com massa molecular variando entre 6,2 a 805,0 kDa. As medidas foram realizadas no

Grupo de Fotoguimica, do Instituto de Quimica de Sdo Carlos-USP.

4.5.5 Capacidade de tamponamento e grau de ionizacao

A capacidade de tamponamento (CT) e do grau de ionizacdo (GI) foram determinados
seguindo o mesmo procedimento. Para o estudo das séries I, 11 e 111, a massa correspondente de
polimero (previamente seco) foi solubilizada em 40 mL de HCI 0,01 mol L™ com a forca i6nica (1)
ajustada em 0,15 mol L por meio da adi¢do de 0,35 g de cloreto de s6dio. Em seguida, a solucéo
teve o pH monitorado durante a titulagcdo com uma solugdo padronizada de NaOH 0,1 mol L. Na
analise dos polimeros da série 1V seguiu-se 0 mesmo procedimento, porém também foi adicionado
DMSO a solugdo, em uma concentracao final de 1% (v/v). Deste modo, nesta série, foi realizada a
titulagdo de um controle de DMSO 1% (v/v) em HCI 0,01 mol L com | = 0,15 mol L (NaCl)
para verificar sua influéncia na titulacéo.

A massa (g) de polimero (m,,;) empregada na titulagao foi determinada de modo a se obter
2,36x10™* mol de aminas totais para os polimeros das séries I, 1l e 11l e 1,18x10™* mol de aminas
totais para os polimeros das séries IV. A m,,,; foi determinada conforme indicado na Equagdo 9,
onde, Ngminas € 0 NUMero de mol de aminas totais desejado, MmM,,,.,-,s € @ Massa molar média (g
mol™?) dos meros do polimero e B é a quantidade relativa de grupos aminas (totais) por mero do

mesmo (vide Apéndice A).
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MMperos

Myo1 = Ngminas X 8 Equagdo 9

A capacidade de tamponamento é representada por uma curva de titulacao, apos os dados
serem normalizados para que todas as curvas de titulacdo se iniciem em pH 2,6.

A partir dos pontos de méximos e/ou de inflexdo desta mesma curva sem a normalizacéo
(visualizados pela primeira e segunda derivadas (Apéndice E)), obteve-se o volume de NaOH em
cada ponto final instrumental (PFi) para determinacdo do Gl (%) em funcdo do pH. O volume no
primeiro PFi (V;) se refere ao volume necessario para neutralizar o excesso de HCI, e portanto,
onde se inicia a desprotonacdo (GI = 100%, grupos amina estdo protonados). O volume no ultimo

PFi (V) trata-se do volume necessario para desprotonar os grupos amina (Gl = 0%). O Gl para os

volumes (V,,) entre o primeiro e o segundo PFi é calculado por meio da Equacéo 10.

GI=[1- % 1x 100 Equagéio 10

4.6 Preparacao e caracterizacao das nanoparticulas
4.6.1 Formacdao das nanoparticulas

As nanoparticulas foram preparadas pelo método de complexacao simples (DRAGICEVIC;
MAIBACH, 2016; YANG et al., 2017). Para tal, preparou-se (inicialmente) uma solugédo estoque
de polimero por meio da solubilizacdo de 2 a 4 mg do mesmo em 0,2 mL de HCI 0,07 mol L%,
seguido da adicdo de 1,8 mL de tampao fosfato pH 7,4. Em seguida, fixou-se a quantidade de
siRNA dependendo do tipo de caracterizacdo realizada e adicionou-se ao mesmo, diferentes
volumes da solucdo estoque de polimero de modo a formar poliplexos em diferentes razdes N/P
(N= grupos amina; P= grupos fosfato). Agitou-se a mistura vigorosamente e depois deixou-a 30
minutos em baixa rotacao orbital, para estabilizacdo dos poliplexos que foram formados.

A razdo N/P é a razdo entre o total de grupos aminas presentes na amostra polimérica e o
total de grupos fosfato no montante de acido nucleico (neste caso, o sSiRNA) empregado na analise.

Uma vez fixada a quantidade de siRNA, o volume (mL) da solugdo polimérica (V,,;) que deve ser
adicionado para originar as distintas razdes N/P € determinado pela Equagdo 11. Onde, my,,; € a

massa (g) do polimero e Vg, € 0 volume (mL) total de solvente que foi empregado em sua

solubilizacdo (soma dos volumes de HCI, tampéo e outros, quando presentes), mg;gya € @ Massa
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(g) de siRNA empregada na analise € T, .05 € @ Massa molar média (g mol™?) das unidades
constituintes do polimero (ou seja, dos meros). B € a quantidade relativa de grupos aminas (totais)
por mero do polimero e R é a razdo N/P. A massa molar do siRNA e o nimero de grupos fosfato
por macromolécula (de siRNA) sdo 13400 g mol™ e 42, respectivamente. Os valores de mm,,.0y0s
e de B dependem da composi¢do do polimero e portanto, sdo determinados com base nos resultados
da espectroscopia de RMN H, conforme é detalhado no Apéndice A.

V lx(mSiRNAX4_2) 5
Vo1 = ——mrsi0o X R Equagcdo 11

mn
pol x

MmMmmeros

4.6.2 Ensaio de liberagdo do siRNA em gel de agarose

Neste estudo, para preparar a solucdo dos poliplexos, fixou-se a quantidade de SiRNA em
0,5 pg e o volume da solucdo dos poliplexos em 10 ulL, sendo que destes, 1,6 uL sdo da solucédo
corante de carregamento (do inglés Loading Dye Solution, usada para facilitar o rastreamento visual
da migracdo do siRNA durante a eletroforese), que foi adicionado aos poliplexos imediatamente
antes de sua aplicacdo no gel de agarose. As razdes N/P estudadas foram 0,1,2,3,5,7,10, 15 e 20
(dependendo da série analisada), e como padrdo comparativo utilizou-se o Ladder DNA 1 Kb (Ld).

O gel de agarose foi preparado por meio da dissolucéo de 0,2 g de agarose em 25 mL de
TAE 1X, seguido da adicdo de 10 pL de brometo de etideo (10 g L™). Assim que resfriado
(solidificado), aplicou-se as solugdes dos poliplexos no gel, que foi deixado em corrida por 1 hora
e 15 minutos sob um potencial de 80 volts. O tampdo TAE 1X foi empregado como condutor
elétrico durante a corrida.

O experimento foi realizado em uma cuba com dimensdes: 8,5 cm x 6 cm x 0,5 cm

(comprimento x largura x altura), e o gel revelado em um transiluminador UV.

4.6.3 Espalhamento de luz: determinacdo do didmetro hidrodindmico (Dh) e potencial zeta das

nanoparticulas

Neste estudo, a quantidade de siRNA foi fixada em 5 ug e o volume da solucdo dos
poliplexos em 1 mL. Analisou-se o didmetro hidrodinamico e a polidispersividade dos poliplexos

nas razdes N/P 1,3,5,7 e 10. Cada razdo N/P foi realizada em triplicata e cada uma mensurada 3



50

vezes em um Zetasizer NanoZS (Malvern Instrument). Os resultados de diametro hidrodindmico
(Dh) foram expressos com base na média-Z. As nanoparticulas foram preparadas em triplicata e

cada uma analisada 3 vezes, sendo os resultados expressos como (média £ desvio padréo).

4.6.4 Estabilidade coloidal das nanoparticulas em condicdes fisioldgicas de pH e forga idnica na

presenca e auséncia de albumina

As nanoparticulas obtidas na razdo N/P 10 tiveram seu Dh e polidispersividade (PDI)
monitorados em funcdo do tempo, na presenca e na auséncia de albumina sérica bovina (BSA). A
quantidade de siRNA e volume dos poliplexos para as amostras na auséncia de BSA sdo 0s mesmos
descritos no item 4.6.3. Os tempos estudados foram: 0; 0,5; 2; 4; 7 e 24 horas, sendo que entre as
analises as nanoparticulas foram mantidas sob baixa agitacdo orbital a 37 °C. As nanoparticulas
foram preparadas em duplicata e cada uma analisada 3 vezes. Os resultados foram expressos como
(média £ desvio padrdo).

Para avaliar o efeito das proteinas na estabilidade, ap6s o periodo de estabilizacdo dos
poliplexos (30 minutos sob agitacéo orbital) adicionou-se 0,2 mL de uma solucgéo estoque de BSA
220 mg mL™* (filtrada duas vezes em um filtro de 0,22 pm) e agitou-se vagarosamente. Assim, a
concentracdo BSA na solucéo analisada foi de 40 mg mL* (GIACOMELLI et al., 2011). Neste
estudo, a quantidade de siRNA foi fixada em 5 ug e o volume da solucdo dos poliplexos/BSA em
1,1 mL. Os tempos estudados foram: 0; 1; 2; 4 e 7 horas e entre as andlises, as nanoparticulas foram
mantidas sob baixa agitacdo orbital a 37 °C. As nanoparticulas foram preparadas em duplicata e
cada uma analisada 3 vezes, porém apenas um dos dois conjuntos de analises foram representados

na forma de uma curva de distribuigéo para promover a comparagao entre os resultados obtidos.

4.6.5 Microscopia eletronica de varredura com canh&o de emisséo de campo (MEV-FEG)

As nanoparticulas foram previamente preparadas e analisadas conforme descrito no item
4.6.3. Sequencialmente foram fixadas, por evaporacdo do solvente, em uma placa de silicio e
analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) com canhao de emisséo de elétrons do
tipo FEG (Field Emission Gun) em um microscopio JSM-6701F (JEOL). As amostras foram

examinadas sob uma tens&o de aceleragédo de 2,0 kV.
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4.7 Ensaio de proliferacdo celular com MTS: citotoxicidade dos polimeros e das

nanoparticulas

A viabilidade celular na presenca dos polimeros foi determinada com o kit comercial de
proliferacdo celular CellTiter96® AQueous One Solution (Promega Corporation), composto de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio (MTS) e
etossulfato de fenazina (PES).

As células utilizadas nos ensaios foram fibroblastos da linhagem 3T3/NIH e macréfagos da
linhagem RAW 264.7. Para tal, as células foram inicialmente cultivadas em placas de 96 pogos a
uma densidade de 2x10* células/poco (em 200 uL de meio completo) e mantidas em incubagéo
umidificada (37°C com atmosfera de 5% de CO>) por 24 horas. Apos esse periodo, retirou-se o
meio e adicionou-se 200 uL das solugdes poliméricas (em meio completo) nas concentragdes 0,02;
0,05; 0,1; 0,2 e 0,5 g L. Como controles positivo e negativo para citotoxicidade empregou-se,
respectivamente, dodecil sulfato de sédio (SDS) 3% (m/v) (INACIO et al., 2011) e células no
tratadas. Novamente, as células foram mantidas em incubacéo por 24 horas e, entdo, o0 meio sobre
elas foi retirado e adicionado 100 uL de meio incompleto (somente DMEM) seguido da adigdo de
20 uL de MTS/PES. Apds um periodo de incubacdo de 3 horas, mediu-se a absorbancia dos po¢os
em um leitor de placas (Biotek Elx 808) no comprimento de onda de 490 nm. A porcentagem de
viabilidade celular foi determinada conforme mostrado na Equacdo 12. Onde, A.,; é a absorbancia
do controle negativo de citotoxicidade (isto €, somente células ndo tratadas), Agps € a absorbancia
do controle positivo (de citotoxicidade) € Agmostra € @ absorbancia do po¢co com a amostra. Os
estudos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como (média + desvio
padréo).

A -4 ~
Viabilidade ceular = emostra” 4sps) o 9 Equacao 12
(Acet— Asps)

Para o preparo das solugcdes poliméricas aplicadas as células, inicialmente fez-se um
estoque de polimero com concentragdo 2,5 g L. Para tal, 50 mg dos polimeros foram
solubilizados em 0,2 mL de HCI 0,1 mol L™ seguido da adig&o de 1,8 mL de meio completo. Desde
modo, um controle acido (contendo somente HCI e meio completo) também foi empregado para

averiguar possiveis efeitos sobre as células.
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A viabilidade celular na presenca das nanoparticulas foi realizada modo anélogo a
viabilidade na presenca dos polimeros. Para preparacdo dos poliplexos, a quantidade de siRNA foi
fixada em 0,55 ug e o volume da solucéo dos poliplexos em 50 uL. Assim que estabilizadas (isto
é, apos 30 minutos em agitacdo orbital), a solu¢do de nanoparticulas (50 uL) e 150 uL de meio
completo foram aplicados sobre as células. As razées N/P estudadas foram: 1, 5, 10 e 20 para 0s
polimeros da série | e para os polimeros da serie 11, também foi estudada a razdo N/P 50. Controles
de siRNA livre e tampéo fosfato pH 7,4, preparados e aplicados sob as mesmas condicdes dos
poliplexos, também foram empregados.

Os dados foram analisados por teste-T ndo pareado seguindo o método de Holm-Sidak, com

uma significancia estatistica (o) de 0,05, usando o software Prism (GraphPad software Inc.).

4.8 Estudo de internalizacéo celular por meio da microscopia confocal

No estudo de internalizacdo, utilizou-se nanoparticulas formadas pelo polimero CMD34-
RITC com um controle negativo (universal) de siRNA (isto €, ndo complementar as sequéncias de
MRNA conhecidas) marcado com 6-carboxifluoresceina amidita (SIRNA-FAM).

O procedimento utilizado foi adaptado do descrito por Martins et al., 2019. As células
utilizadas no ensaio foram macréfagos da linhagem RAW 264.7, plaqueadas sobre laminulas de
vidro que foram previamente dispostas nos pocos de uma placa de 6 pogos. As células foram
semeadas em uma densidade de 3,8x10° células/pogo (em 4 mL de meio completo), e mantidas em
incubacdo umidificada (37°C com atmosfera de 5% de CO3) por cerda de 20 horas. Apos esse
periodo, retirou-se 0 meio e adicionou-se 1 mL da solucdo de nanoparticulas e 3 mL de meio
incompleto (sem antibioticos e FBS) sobre as células, que foram mantidas em incubacdo por 4
horas. Apds esse periodo, o meio foi retirado e as células lavadas com PBS para serem fixadas com
(1 mL) p-formaldeido (PFA) 4% por 15 minutos e coradas com (1 mL) 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) 1 mg L* por 10 minutos. A fixagdo com PFA e a coloragdo do ndcleo com DAPI foram
realizadas em temperatura ambiente. Realizou-se a lavagem das células com PBS 1x ap0s a adi¢ao
de PFA e DAPI. Em seguida, as laminulas foram dispostas sobre laminas de vidro e as imagens
capturadas usando um microscopio confocal da Zeiss modelo LSM 710 (software ZEN 2010) no
Laboratorio de Microscopia e Microanalise (IBILCE/UNESP).



53

Neste estudo, as nanoparticulas (1 mL) foram preparadas na razdo N/P 10 e a quantidade
de siRNA-FAM foi fixada em 5 pg. Para os calculos (Equacdo 11, item 4.6.1), tem-se que a massa
molar do siRNA-FAM ¢é 13853 g mol™? e assumiu-se que o nimero de grupos fosfato por

macromolécula (de siRNA) é 40.

4.9 Estudo de transfeccdo in vitro

A eficiéncia de transfeccdo foi determinada por meio da quatificacdo do TNF-a (proteina)
produzido pelos macréfagos RAW 264.7, usando o kit comercial Murine TNF-o Standard TMB
ELISA Development (PEPROTECH®).

As células foram inicialmente cultivadas em placas de 24 pocos a uma densidade de 1,8x10°
células/pogo (em 1 mL de meio completo) e mantidas em incubacdo umidificada (37°C com
atmosfera de 5% de CO3) por cerca de 20 horas. Apés esse periodo, o meio foi retirado e as células
foram lavadas (duas vezes) com 1 mL de meio incompleto. Em seguida, adicionou-se sobre as
células 0,45 mL da solugdo de nanoparticulas (equivalente a 5 ug de siRNA anti-TNF-a) e 1,35
mL de meio (com ou sem FBS, mas sempre sem antibidticos). Novamente, as células foram
mantidas em incubacado por 5 horas e depois 0 meio que estava sobre elas foi trocado por 1 mL de
meio completo. Apds 24 horas do inicio da transfeccdo (isto é, da aplicacdo das nanoparticulas
sobre as células), o meio foi trocado por 0,3 mL de meio completo contendo Lipopolissacarideo
(LPS) de Escherichia coli em uma concentragdo de 100 ng mL™, para estimular a producgdo de
TNF-a (ROUSSELET, 2018). As células foram mantidas em incubacao por um periodo de 4 horas
(YANG et al., 2017) e em sequéncia o sobrenadante foi removido, centrifugado (12000 g) e
estocado (-20 °C) para a posterior quantificacdo do TNF-a via ensaio imunoabsorvente ligado a
enzima (ELISA), conforme as instrucgdes do fabricante.

Neste estudo, a quantidade de siRNA anti-TNF-a foi fixada em 5 pg e o volume da solugéo
dos poliplexos em 0,45 mL. As razdes N/P estudadas foram: 1, 5 e 10. Controles de siRNA livre,
celulas tratadas somente com LPS (Cels+LPS) e células sem nenhum tipo de tratamento (Cels)
também foram avaliados.

O ensaio de ELISA envolve vérias etapas, cujo o procedimento final € uma avaliacdo
colorimétrica que, neste caso, indica a quantidade de TNF-a presente na amostra. Para a analise,

as amostras (sobrenadante das células) foram previamente diluidas (1:40) em PBS e a quantidade
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de TNF-a foi expressa em relacdo a absorbancia (em 450 nm) das células tratadas somente com

LPS (Aceis+Lps), conforme mostra a Equacéao 13.

Expressio TNFa (%) = ;“"’ﬂ x 100 Equacéo 13

Cels+LPS

Vale ressaltar, que no estudo de transfeccéo trabalhou-se com as mesmas concentracdes do
ensaio de citotoxicidade das nanoparticulas (item 4.7), para que pudessem serem aplicadas, no
estudo de transfeccdo, as condigfes com uma alta taxa de viabilidade celular.

Os estudos foram realizados em triplicata e os resultados de foram expressos como (média
+ desvio padrdo). Os dados foram analisados por teste-T ndo pareado seguindo o método de Holm-
Sidak, com uma significancia estatistica (o) de 0,05, usando o software Prism (GraphPad software

Inc.).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacgdo dos polimeros

5.1.1 RMN H dos polimeros das séries I, 11 e 11

5.1.1.1 Grau de desacetilacdo (GD) das quitosanas de partida (séries I, II, I11)

Dada a importancia dos grupos amina para a entrega efetiva dos genes nas células-alvo, a
quitosana obtida comercialmente foi submetida a uma reacéo de hidrélise basica para remocao dos
grupos acetila (GIcNAc), conhecida como reacao de desacetilacdo, para aumentar a quantidade de
grupos amina (GIcN) na cadeia polimérica.

A reacdo de desacetilagdo é uma substituicdo nucleofilica acilica, na qual o ion acetato é

eliminado ao fim da reacéo, conforme ilustra o esquema apresentado na Figura 8.

Figura 8 — Esquema para reacdo de desacetilacdo
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0 o1 Tho o1 HO o1~ + NaOH » {HO o1t Tho o1 THO oT + /8\ - e
NH NH A NH 0 Na
o=_ y X o=_ y b3 X o= y

y = GlcNAc Quitosana desacetilada
x = Glc: X >>y

Quitosana comercial
X>y

Fonte: Elaborado pelo autor baseado em Carey, 2011.

Os espectros de RMN H da CM comercial e da CM (desacetilada) sdo apresentados na
Figura 9 e o espectro da CH é mostrado na Figura 10. Analisando-se simultaneamente ambas as
figuras, tem-se que os sinais na escala delta (8) na faixa de 2,3 a 2,4 ppm referem-se aos hidrogénios
metila (CHs) do grupo acetil (HAC), os sinais 6 de 3,5 a 4,4 ppm referem-se aos hidrogénios ligados
nos carbonos 2 a 6 (H2-H6), sendo que na unidade GIcN o sinal do H2 aparece isolado em & 3,5-
3,6 ppm. De 5,2 a 5,3 ppm tem-se o0s sinais & do hidrogénio ligado ao C1 da GIcN (H1) e de 6 4,9
a 5,0 ppm os da GIcNAc (H1s) (FIAMINGO; CAMPANA-FILHO, 2016).
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Figura 9 — Espectros de RMN *H da CM comercial e CM (em DCI/D20)
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Figura 10 — Espectro de RMN 'H da CH
OH
4 6
.—O
HO a0
3 NHz * 3 NH Hs y
H2 - HB
| HiC™ N0
H1
1
H1s
CH 1 A
& & X
5.8 56 5.4 5.‘2 SIU 4:8 4‘.6 4.‘4 4‘.2 4.0 3{8 316 3.‘4 3‘.2 E.IEI Z{S 2j6 2{4 2.2 2‘.U 1‘.8 1:6
& (ppm)

Fonte: Dados da pesquisa

Com base nas integrais e na Equacéo 2, determinou-se o GD das quitosanas (Tabela 4, pag.

78), com 0s quais comprovou-se a eficiéncia da reacédo de desacetilacdo da CM comercial (aumento
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do GD). A CM e a CH apresentaram 0 mesmo GD, o que favorece a anélise de estudos posteriores

envolvendo a variagdo da massa molecular dos polimeros.
5.1.1.2 Grau de substituicdo de DIPEA (GSpirea) na quitosana (séries 1 e I1)

A influéncia das condicdes reacionais na regiosseletividade dos substituintes incorporados
a quitosana é observada na literatura. Dentre essas condicGes, a acidez/basicidade é um fator de
grande destaque. Em geral, substituicdes nas hidroxilas (carbonos 3 e 6) requerem meios com
elevada alcalinidade, enquanto substituicbes na amina ocorrem em condi¢Oes neutras ou
moderadamente &cidas (JAIN A. et al., 2013).

Na sintese dos derivados das séries I e 1l, como o sistema reacional apresenta basicidade
elevada (pH 12), pode haver a insercao de fracdes de DIPEA na hidroxila ligada ao carbono 6 (C6),
através da formacgdo de um éter. Contudo, espera-se que o principal sitio para substituicao seja a
amina primaria ligada ao carbono 2 (C2), uma vez que ela é o sitio reativo onde ocorre a maioria
das reacdes quimicas envolvendo a quitosana (GROSSMAN; NWABUNMA, 2013), resultando na
formacdo de uma amina secundaria. Ambas as reacdes sdo de substituicdo nucleofilica bimolecular

(Sn2), cujo esquema geral € mostrado na Figura 11.

Figura 11 — Esquema da reacéo de substituicdo com DIPEA e indicacao das principais estruturas
obtidas
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Um dos principais objetivos da sintese dos polimeros das séries | e 11 foi avaliar o efeito do
grau de substituicdo nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos derivados. Deste modo,

foram sintetizados derivados com proporgdes crescentes de DIPEA, que posteriormente foram
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caracterizados por espectroscopia de RMN H. Os espectros de RMN H dos derivados de média
e alta massa molecular sdo mostrados nas Figuras 12 e 13, respectivamente. De forma semelhante
as unidades GIcN e GIcNAc, nas quais os hidrogénios ligados ao C1 (H1 e H1s) apresentam
deslocamentos quimicos diferentes, as unidades substituidas com DIPEA também apresentam
deslocamento distinto para esses hidrogénios (H1s’). Sendo assim, o deslocamento quimico dos
hidrogénios anomericos nos derivados encontra-se na regido 6 de 4,9 a 5,5 ppm. Os sinais é de 1,6
a 1,9 ppm sdo atribuidos aos hidrogénios metila do DIPEA (Hpirea), € de & 3,5 a 4,5 ppm sédo
encontrados os sinais dos hidrogénios H2-H6 e dos hidrogénios metileno (CH2) e metina (CH) do
substituinte. Nos espectros, também pode-se observar que o efeito estérico das metilas do DIPEA
impede o ataque nucleofilico da amina terciaria, ou seja, impede a formacdo de amina quaternaria
(OLIVEIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2018), 0 que possibilita um melhor controle da densidade
de cargas nos polications e, consequentemente, nas nanoparticulas.

O GSpoirea, apresentado na Tabela 3, mostrou-se proporcional a quantidade de DIPEA-CI
adicionada ao meio reacional (Tabela 1). Neste ponto surge a primeira diferenca entre os derivados
das séries | e 11: os polimeros de alta massa molecular (CHD16 e CHD32) necessitaram de maiores
quantidades de DIPEA-CI para obtenc¢&o de valores de GSpirea proximos aqueles obtidos com os
polimeros de média massa (CMD15 e CMD34). Deve-se destacar que 0s GSpirea obtidos séo
inferiores aos tedricos, dado pela razdo molar DIPEA-CI/Mero (Tabela 1), o que pode ser explicado
pela competicdo com o ion hidroxido no ataque ao substituinte, que consome DIPEA para formacao
do 2-(diisopropilamino)etanol. Entretanto, os graus de substituicdo puderam ser bem controlados,
e menores razdes DIPEA-CI/Mero foram necessarias comparadas as utilizadas para obtencéo de

dietiletilamino-quitosanas por Oliveira et al., 2013.



Figura 12 — Espectros de RMN H dos derivados de média massa molecular (em DCI/D,0)
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Figura 13 — Espectros de RMN H dos derivados de alta massa molecular (em DCI/D20)
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5.1.1.3 Grau de substituicdo de DEAE (GSpeag) na quitosana (serie I11)

A reacdo de substituicdo por DEAE ¢é andloga a reacdo de substituicdo por DIPEA,

conforme mostra a Figura 14. Porém nessa reagdo, um novo sitio compete com a amina primaria

da quitosana no ataque nucleofilico: a amina terciaria do proprio DEAE. Com isso, € observada a

formacéo de aminas quaternarias (OLIVEIRA et al., 2013; SIEWERT et al., 2019).
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Figura 14 — Esquema da reacéo de substituicdo com DEAE e indicagdo das principais estruturas

obtidas
OH OH OH OH
0 A o) 0 0
HO 9] . —— » |[HO o HO o HO o) +
H, NaOH NH, H H
X X w z
x = GlcN DEAE-CI w = GIcN-N-DEAE

z = GIcN-N,N-DEAE

Fonte: Elaborado pelo autor

Os derivados substituidos com DEAE também foram caracterizados por espectroscopia de
RMN !H, cujos espectros sdo apresentados na Figura 15. A andlise e o deslocamento quimico
desses espectros sdo analogos aos apresentados para os polimeros substituindo com DIPEA.
Contudo os sinais & de 1,6 a 1,9 ppm, atribuidos aos hidrogénios metila do DEAE (Hpeag), passam
a corresponder a um total de 6 hidrogénios metila. Além disso, é possivel observar a presenca de 2
sinais bem resolvidos nessa regido: (i) o sinal em campo mais alto (direita do espectro) refere-se
aos Hpeae das unidades ndo quaternizadas e (ii) o sinal que estd em campo mais baixo refere-se
aos hidrogénios metila (do DEAE) ligados a amina quaternaria (Ho-oeae) (OLIVEIRA et al., 2013).

Os valores de GSpeae dos derivados séo apresentados no conjunto de dados da Tabela 4
(pag. 78). A literatura (OLIVEIRA et al., 2013; PICOLA et al., 2016) e os resultados apresentados
indicam que h& uma proporcionalidade direta entre a quantidade de DEAE-CI adicionado na reacdo
e 0 GSpeae dos derivados. Assim como nos polimeros das séries | e 11, o grau de substitui¢do obtido
por RMN H ¢ inferior aos valores tedricos, indicando perda de DEAE-CI durante a sintese devido
a reacdo paralela com NaOH. Isso é evidenciado ao considerar que os derivados deste estudo,
sintetizados em pH 12, necessitaram de maiores quantidades de DEAE-CI para promover graus de
substituicdo préximos ao dos derivados encontrados na literatura, que foram sintetizados sob as
mesmas condi¢cdes, porem com o pH ajustado em 8 (OLIVEIRA et al., 2013). Outro aspecto
importante relacionado ao pH da sintese é o seu efeito em favorecer o surgimento de unidades
quaternizadas: enquanto nos derivados de Oliveira et al. (2013) nédo foi observada a ocorréncia
quaterniza¢do com um enxerto de até 25% de DEAE na quitosana, aqui foi apresentado um GSqo-

peae igual a 3,3% para o derivado com apenas 16% de DEAE.
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Figura 15 — Espectros de RMN H dos derivados da série 111 (em DCI/D20)
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5.1.1.4 Grau de substituicdo por PEG (GSpec) nos derivados (séries I, 11 e 111)

Quitosanas previamente substituidas com DIPEA ou DEAE (item 4.3.3.1) foram
selecionadas para serem modificadas com PEG-SH, de massa molecular igual a 2 kDa, via ligagéo
dissulfeto (Figura 16). A adicdo de PEG nos polimeros envolve basicamente duas reacGes
sequenciais: (i) a reacdo da amina primaria (da quitosana) com o SPDP (uma substituicdo
nucleofilica acilica) promovendo a liberagdo de N-hidroxisuccinimida (NHS) e (ii) a substituicdo

do grupo piriditiol do SPDP pelo PEG-SH, sendo liberada a 2-mercaptopiridina (em equilibrio com
o0 tautbmero piridina 2-tiona).
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Figura 16 — Esquema da reacédo de peguilacdo com ativagdo por SPDP
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Fonte: Elaborado pelo autor com base em Kim et al., 2008.

A incorporacdo do PEG via dissulfeto € uma das estratégias para promover a multipla
funcionalidade das nanoparticulas. Os derivados peguilados foram caracterizados por
espectroscopia de RMN H, e os espectros sdo apresentados nas Figuras 17, 18 e 19. O sinal intenso
na regido & entre 3,9-4,0 ppm ¢é atribuido aos hidrogénios do grupo metileno (H-Peg) da unidade
de repeticdo (-CH2CH20-) do PEG, enquanto que os hidrogénios do grupo metila (-OCHz3)
encontram-se entre 3 3,6-3,7 ppm (YANG et al., 2017).

O GSpec dos derivados é apresentado nas Tabelas 3 e 4 (pag. 78), com o0s quais pode-se
comprovar a eficiéncia das reacdes de peguilacdo, uma vez que os valores obtidos sdo iguais ou
muito préximos aos valores de peguilacao tedricos, dado pela razdo estequiométrica PEG-SH/Mero
(Tabela 1). O GSpeg dos polimeros permaneceu entre 1 e 3%, portanto encontra-se dentro do
intervalo que a literatura indica como promissor para a entrega de genes (RHEINER; BAE, 2016;
JIANG et al., 2017). Essas porcentagens permitem estimar que os derivados das séries | e I11 tém,
em média, de 2 a 4 macromoléculas de PEG por cadeia de quitosana (modificada com DIPEA ou
DEAE), enquanto que os derivados de alta massa molecular (série Il) apresentam de 4 a 10 PEGs
por cadeia de quitosana.

Com esses resultados, outro objetivo nas sinteses dos derivados foi cumprido: a insercéo de

PEG nos derivados, com variacdo do GSpeg nos polimeros de alta massa molecular (série 11).
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Figura 17 — Espectros de RMN H dos derivados da série | (DIPEA de média massa molecular)
substituidos com PEG via ligacdo dissulfeto (em DCI/D-0)
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Figura 18 — Espectros de RMN H dos derivados da série 11 (DIPEA de alta massa molecular)
substituidos com PEG via ligacéao dissulfeto (em DCI/D-0)
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Figura 19 — Espectro de RMN 'H do derivado da série 11l (DEAE e amina quaternaria)
substituidos com PEG via ligacéo dissulfeto (em DCI/D-0)
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5.1.2 RMN 3C: estimativa do grau de substituicdo de DIPEA na hidroxila (GSown-piea) NOS

polimeros (séries I e I1)

A substituicdo nos diferentes grupos funcionais da quitosana (isto €, amina ou hidroxila)
pode resultar em polimeros com propriedades e aplicacGes distintas (JAIN A. et al., 2013; ZHANG
et al., 2010). Deste modo, torna-se necessario determinar a quantidade do substituinte presente nos
diferentes grupos funcionais. Uma forma de estimar o GS na hidroxila ligada ao carbono 6 (C6) é
por meio da espectroscopia de RMN *3C (ZHANG et al., 2010). Essa analise foi realizada para os
polimeros de média e alta massa molecular substituidos com DIPEA (séries | e 11).

Os espectros de RMN 3C das quitosanas e dos derivados s3o apresentados nas Figuras 20
e 21. Os sinais da CM e CH foram atribuidos de acordo com Fujita e Sakairi (2016): 6 97,5 ppm
(C1), 877 ppm (C4), 575 ppm (C5), 670 ppm (C3), 660 ppm (C6) e & 56 ppm (C2). Nos
derivados, os carbonos metilicos (C12-C15) do DIPEA encontram-se na regido 6 de 16 a 18 ppm,
os carbonos metilénicos (C8 e C9) de 42 a 44 ppm e os carbonos metinicos (C10 e C11) de 55,5 a

57 ppm. Como observado, o sinal dos carbonos metinicos coalesceram com o sinal do C2 do anel
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glicopiranosideo e, de forma semelhante ao H1 nos espectros de RMN H, nos espectros de RMN
13C a substituicdo causa desdobramento no sinal do C1. A substituicdo também causa um
desdobramento no sinal do C6, e quando a substituicdo ocorre na hidroxila, o desdobramento fica
mais evidente com o surgimento de um sinal em 65 ppm (C6s), conforme mostrado por Zhang e
colaboradores (2010) para quitosanas sulfatadas e por Fiamingo e Campana-Filho (2016) para
carboximetilquitosanas. Portanto, esse desdobramento torna-se caracteristico para substituicdes na
hidroxila do carbono 6.

Tendo como base as integrais dos sinais do C6s e a Equacdo 6, estimou-se o grau de
substituicdo de DIPEA na hidroxila (GSon-pipea) dos derivados. Como um indicativo da eficiéncia
desse método, também se determinou 0 GSpipea por meio da RMN *C (GSpipea-c), conforme é
listado na Tabela 3 (pag. 78).

Foi observada uma concordancia entre os graus de substituicdo calculados com base na
espectroscopia de RMN *H e de RMN 3C. Além disso, estima-se que apenas uma pequena fragdo
do DIPEA foi inserida na hidroxila do derivado mais substituido (CMD55), observado pelo
surgimento do sinal na regido do C6s (Figura 20), o que era esperado devido a maior reatividade
dos grupos amina primarios (GONSALVES, 2011). Para os demais derivados, ndo foi observado

o sinal correspondente a formacao do éter.



Figura 20 — Espectros de RMN 3C dos polimeros de média massa molecular (em DCI/D20)
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Figura 21 — Espectros de RMN **C dos polimeros de alta massa molecular (em DCI/D0)
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5.1.3 Determinacdo do grau de substituicdo por rodamina (GSritc) via espectroscopia da absor¢do

na regido do UV-visivel

A reacdo de marcacdo com rodamina é uma reacdo de adi¢é@o nucleofilica na qual os grupos
amina primérios do polimero (desprotonados conforme o equilibrio &cido/base) atacam o carbono
do grupo isotiocianato presente na rodamina, levando a formacdo de uma tiouréia e, portanto, a

incorporacdo da rodamina na estrutura do polimero, conforme mostra a Figura 22 (Ma et al., 2008).
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Figura 22 — Esquema da reagdo de marcagéo com isotiocianato de rodamina B

(o}
18h NH
NH —
X X >:S r
x = GlcN

y = GIcN-N-DIPEA \rNY \FNY
Isotiocianato de rodamina B

Derivado (RITC) Derivado-RITC

r = GIcN-RITC

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Ma et al., 2008

O espectro de absorbancia do CMD34-RITC (e CMD34) e a curva analitica sdo mostrados
na Figura 23, em que é possivel observar que a absorbancia da amostra (Abs gmostrq) €M 554 NM
foi igual a 1,416. Por meio da curva analitica obteve-se a Equagdo 14, com a qual determinou-se
que a concentracdo (mol L) de rodamina (Cgjrc) Na amostra polimérica é 2,294x10°8 mol L™ e
portanto, o nimero de mols de RITC (ng;rc) na amostra analisada é 6,882x10® mol. Deste modo,
com base na Equacdo 8, tem-se que GSritc do CMD34-RITC é 0,58%.

_ AbSgmostra+0,036 x
CriTc = 63309 Equacéao 14

Figura 23 — (a) Curva analitica com isotiocianato de rodamina B (RITC) e (b) espectros de
absorbancia do CMD34 e CMD34-RITC
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5.1.4 RMN 'H: polimeros da série IV

5.1.4.1 Grau de desacetilacdo (GD) e bloqueio (GB) da quitosana (série 1V)

Devido a possibilidade de despolimerizagdo ao longo das sinteses envolvendo os derivados
blogueados, nesta etapa optou-se por ter como polimero de partida uma quitosana de alta massa
molecular, na forma comercial (isto €, sem passar pelo processo de desacetilacdo). Além disso, a
maior quantidade de grupos acetamida contribui intrinsecamente com o bloqueio. O espectro de
RMN *H da quitosana de partida (C*) para o bloqueio é mostrado na Figura 24, cujas integrais

associadas a Equacéo 2, fornecem um GD de 76% (GA= 24%).

Figura 24 — Espectro de RMN *H da C (DCI/D;0)
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O blogueio dos grupos amina foi realizado com anidrido ftalico. Essa reacdo foi
inicialmente descrita por Kurita e colaboradores (KURITA et al., 2002; KURITA et al., 2007) e,
sob as condicdes reacionais utilizadas, tem-se como produto principal uma imida (IFUKU et al.,
2011), como mostrado na Figura 25. O meio acido utilizado na sintese possibilita a ativagdo do
anidrido ftalico para uma reacgéo de adicdo nucleofilica, pela protonacdo do oxigénio carbonilico.
Deste modo, tanto sua hidrélise (formando &cido ftalico) quanto a formacdo da amida (e depois,
imida) sdo favorecidas (CAREY, 2011).



Figura 25 — Esquema da reagédo de bloqueio dos grupos amina da quitosana
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Fonte: Elaborado pelo autor baseado em Carey, 2011 e Kurita et al., 2007
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A quitosana blogueada (B-C) foi analisada por espectroscopia de RMN 'H para

determinacéo do grau de bloqueio (GB), sendo o espectro mostrado na Figura 26. O sinal 6 em 1,8

ppm refere-se aos hidrogénios do grupo acetila (HAC) e os sinais de 7,3 a 8,0 ppm séo atribuidos

aos hidrogénios aromaticos (Har) do grupo ftaloila, nas formas amida ou imida. Na regido entre o

sinal do DMSO (6 2,5 ppm) e da agua (5 5,2 ppm), estdo os sinais dos sete hidrogénios (H1-H6)

glicopiranosideos, cuja integracao, fornece o valor de referéncia (I ;) necessario para determinacao

do GB (Equacdo 1). Assim, o GB da B-C foi de aproximadamente 100%, o que confirma a

eficiéncia da reacdo na obtencdo da B-C. Observa-se também, que o uso do &cido acético ndo

promoveu a hidrélise do grupo acetila (GIcNAc), uma vez que o grau de acetilagdo (GA) do

polimero se manteve em 24%.

Figura 26 — Espectro de RMN 'H da B-C (DMSO-ds/DCI)
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5.1.4.2 Grau de bloqueio (GB) e substituicdo por DIPEA (GSpirea) dos polimeros (série 1V)

Devido a presenca dos grupos ftalimida, que inviabilizam o ataque nucleofilico das aminas
da quitosana, a reacdo ocorre preferencialmente na hidroxila ligada ao carbono 6 do anel
glicopiranosideo da quitosana (Figura 27). A substituicdo (de DIPEA) foi realizada em
dimetilacetamida (DMACc) visando: (i) aumentar a solubilidade do polimero durante a sintese
(KURITA et al., 2007), (ii) favorecer a reagdo de Sn2 com DIPEA-CI e (iii) evitar a hidrolise da
imida (CAREY, 2011).

Figura 27 — Esquema da reacdo de substituicdo com DIPEA nos polimeros bloqueados
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Fonte: Elaborado pelo autor baseado em Carey, 2011 e Kurita et al., 2007

Apos a substituicdo, os derivados bloqueados substituidos com DIPEA apresentaram baixa
solubilidade em meio aquoso (neutro e acido), portanto também foram solubilizados em DMSO-
de/DCI para serem caracterizados pela espectroscopia de RMN H. Os espectros s&o apresentados
na Figura 28. O sinal que surge na regido 6 de 1,1 a 1,6 ppm € atribuido aos hidrogénios metila
(CHa) do DIPEA, sedo que esse sinal coalesce com parte dos sinais dos hidrogénios alcdolicos
(vistos com mais detalhes no espectro da B-C (Figura 26)), visiveis mesmo com a adi¢do do DCI.
A substituicdo promoveu um alargamento da regido & correspondente aos Har, que passou a ser de
d 7,3 a 8,7 ppm. A regido entre os sinais da 4gua e do DMSO sdo atribuidos aos hidrogénios
glicopiranosideos (Haic) € aos hidrogénios dos grupos metileno (CH2) e metina (CH) do DIPEA.

Os resultados apresentados até 0 momento mostram que a adi¢ao de substituintes altera o
deslocamento quimico dos hidrogénios (e carbonos) glicopiranosideos, em especial o sinal do H1,
para um campo mais baixo (esquerda do espectro). Deste modo, o leve deslocamento no sinal da

agua (em relacdo aos derivados nao bloqueados) para um campo mais alto (direita do espectro)
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quando é associada ao deslocamento do H1, pode levar uma sobreposi¢do dos dois sinais. Assim,
neste trabalho, foi considerada sobreposi¢éo total do H1 pelo sinal da 4gua (Haic corresponde a 6
hidrogénios) na determinacdo do GB. Este é o pior cenario na determinacdo do GB, ou seja, 0S
menores valores de GB para os derivados (apds a substituicdo com DIPEA) sdo obtidos quando é
considera a sobreposicao total do H1 (Apéndice B).

As condigdes bésicas da reacdo, necessaria para substituicdo na hidroxila, causou uma
diminuicdo do GB nos derivados. Entretanto ele manteve-se, pelo menos, em 79% (Apéndice B),
ou seja, valores de GSpirea superiores a 21% evidenciam o sucesso da reagdo em produzir

derivados O-substituidos.

Figura 28 — Espectros de RMN H dos derivados bloqueados substituidos com DIPEA (DMSO-

ds/DCI)
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Uma vez substituido com DIPEA, os derivados foram submetidos & uma hidrdlise béasica
de amida (ou imida) que promove a eliminacdo do ion ftalato ao final da reacdo, conforme ilustra
a Figura 29. Os produtos dessa reagdo (de desblogueio) tém seus espectros de RMN *H mostrados
na Figura 30. Apds o desblogueio, o sinal do H1 foi observado a esquerda do sinal da agua. Assim,
tem-se que os sinais o de 2,7 a 4,5 ppm referem-se aos 6 hidrogénios glicosideos e aos hidrogénios
dos grupos metileno e metina do DIPEA.

O GS estimado de DIPEA nos derivados foi, para ambos os polimeros, superior a 50%, 0
que indica éxito na sequéncia de reacdes empregada na producdo de derivados, prioritariamente,
O-substituidos.

Figura 29 — Esquema da reacéo de blogueio
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Fonte: Elaborado pelo autor

O valor do grau de acetilacdo (GA) subtraido do valor do GB, fornece o grau de ftalacéo
(GF). O grupo ftaloila confere ao polimero hidrofobicidade, que pode auxiliar na interacdo dos
poliplexos com a membrana celular. O GF obtido para 0 O-CD68 foi de 18% e para 0 O-CD52 foi
de 27%. Esses valores séo proximos as fracfes (15 e 25%) hidrofobicas (acido hexandico) dos
polimeros estudados por Layek e Singh (2013), que indicaram que o polimero mais promissor a
terapia génica foi o que continha 15% de &cido hexandico. Contudo, a composi¢do de seus
polimeros incluia apenas quitosana e &cido hexanoico, e esse resultado pode estar relacionado a
menor interacdo entre polimero com a maior densidade hidrofobica (25% de substituicdo) e o
material genético (LAYEK; SINGH, 2013).

A solubilidade dos derivados desbloqueados em meio aquoso acidificado é um pré-requisito
do préprio procedimento adotado em sua preparacao: se o derivado ndo for soltvel na solucéo de

acido acético (pH 5) de elevada forca ibnica, ele é retido no papel de filtro. Mesmo possuindo esse
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requisito inicial, depois de liofilizado os polimeros apresentaram baixa solubilidade em meio
aquoso. Isso pode ser devido a interagdes inter e intramoleculares, que promovem diferengas na
estrutura cristalina do composto em relacdo a quitosana. Na literatura, essa baixa solubilidade ¢é
atribuida ao aumento da cristalinidade do polimero devido a ftalacdo (IFUKU et al., 2013;
KURITA et al., 2002). Deste modo, visando possibilitar o estudo desses derivados, a solubilizacéo
dos polimeros, para avalia¢do individual ou sob a forma de poliplexos (com siRNA), foi realizada
sob baixas propor¢ées de DMSO. No produto a ser caracterizado (polimero ou poliplexos) a
concentracdo de DMSO sempre foi igual ou inferior a 2% (v/v), visando sua aplicacdo bioldgica
(BROWN; BOGER-BROWN, 1999).

Figura 30 — Espectros de RMN H dos derivados desbloqueados (DMSO-ds/DCI)
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5.1.5 GPC: massa molecular dos polimeros

A massa molecular (MM) dos polimeros pode influenciar as caracteristicas fisico-quimicas
e bioldgicas dos poliplexos (LAYEK; SINGH, 2016). Assim, neste trabalho, foram sintetizadas
duas séries (I e Il) de derivados de quitosanas com o mesmo substituinte (DIPEA), mas que com
diferentes MM, visando avaliar a influéncia deste parametro nas propriedades das nanoparticulas.

Uma mesma amostra polimérica pode ser constituida de cadeias com diferentes quantidades
de meros. Deste modo, a massa molecular de um dado polimero é, na verdade, um valor médio
obtido a partir de uma curva de distribuicdo de dados (nesse caso, de massas moleculares). Dentre
os diferentes tipos de massas moleculares médias abordadas pela literatura, a M,, e a M,, foram
utilizadas neste trabalho. Enquanto a M,, é a média aritmética das massas moleculares das cadeias,
M,, é a média ponderal desse valor, atribuindo maior importancia as cadeias de massa molecular
maior. Como ambas tem posicdes diferentes na curva de distribuicéo, a razéo entre elas (M,,,/M,,)
indica a heterogeneidade no tamanho das cadeias poliméricas, e é conhecida como indice de
polidispersdo (CANEVAROLO, 2002).

As massas moleculares médias e o indice de polidispersdo dos polimeros sdo listados no
conjunto de dados das Tabelas 3, 4 e 5. Observa-se que as reacGes de desacetilacdo e de substituicdo
causaram despolimerizacdo e promoveram uma maior heterogeneidade no tamanho cadeias dos
derivados, em relagdo as quitosanas de partida (CM comercial e CH). O que era esperado, uma vez
que condigdes de alcalinidade elevada frequentemente causam a degradacdo das cadeias de
quitosana (STEPHEN.; PHILLIPS, 2006) e um aumento nos valores de M,, /M,,.
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Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas dos polimeros das séries | e I1: derivados com DIPEA de

média e alta massa molecular

Polimero GD (%)* GSpipea GSpoieac  GSon-oirea  GSpec GSritc M, M, /M,"°
(%) (%)° (%)° (%) (%)°  (kDa)

CM comercial 82 208,2¢ 1,92¢

CMf 96 141,1 3,02

CMD5 4.7 1136 3,26

CMD15 15 16 NQO? 98,3 2,74

CMD34 34 35 NQO? 83,0 2,45

CMD55 55 54 7,0 90,6 2,71

CMD15-P, 7 15" 1,7

CMD34-P1 3 34N 1,3

CMD55-P; 3 55h 1,3

CMD34-RITC 0,58

CHf 96 236,70 1,70

CHD16 16 17 NQO? 1916 2,98

CHD32 32 32 NO? 186,0 2,77

CHD16-Py 16" 1,9

CHD16-P,; 16" 2,7

CHD32-P13 32" 1,3

CHD32-P,6 32" 2,6

& Determinado por RMN H. GD: Grau de desacetilagdo; GSpipea: Grau de substituicdo por DIPEA; DSpec: Grau de
substituicdo por PEG.
b Determinado por RMN *°C. GSpypea.c: Grau de substituigido por DIPEA estimado via RMN *C; DSon.pipea:
Grau de substituicdo estimado por DIPEA na hidroxila ligada ao carbono 6 do anel glicopiranosideo da quitosana.
¢ Determinado via espectroscopia UV-Visivel. GSgirc: Grau de substituicdo por RITC.
d Determinado por cromatografia de permeagdo em gel (GPC). M,,: Massa molecular média numérica; M,,: Massa
molecular média ponderal; M,,/M,,: indice de polidispersio das cadeias poliméricas.
¢ Grupo de biomateriais e nanotecnologia (IBILCE/UNESP)
f Quitosanas desacetiladas de média (CM) e alta (CH) massa molecular usada para sintese dos derivados.
9 NO: N&o Observado por RMN 3C.
h Determinado para os derivados ndo peguilados.
"Souza et al., 2018

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 4 — Propriedades fisico-quimicas dos polimeros das séries I11: derivados com DEAE e amina

quaternaria

Polimero GD (%)* GSpeae (%)*  GSqoeae (%)*  GSeec (%)* M, (kDa)® M, /M,°
Cwme 96 141,1 3,02
CMDel16 16 3,3 113,2 2,67
CMDg57 57 18 81,2 2,28
CMDg57-Py5 574 18 15

& Determinado por RMN *H. GD: Grau de desacetilagdo; GSpeae: Grau de substituicdo total por DEAE; GSg.peak:
Grau de substituicdo por DEAE na forma quaternizada (DEAE-DEAE); DSpec: Grau de substituicdo por PEG.
b Determinado por cromatografia de permeagio em gel (GPC). M,,: Massa molecular média numérica; M,,: Massa
molecular média ponderal; M,,/M,,: indice de polidispersdo das cadeias poliméricas.
¢ Quitosana desacetilada (CM) usada como polimero de partida para sintese dos derivados.
d Determinado para o derivado ndo peguilado.

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 5 — Propriedades fisico-quimicas dos polimeros das séries 1V: derivados com DIPEA inseridos
na quitosana com o0s grupos amina primaria bloqueados

Polimero GD (%)? GA (%)? GB (%)? GSbipea (%)a‘b MW (kDa)® MW/MnC
Cc*d 76 24 275,4 1,17
B-C 24 101

B-CD52 15 79

B-CD68 16 79

0O-CD52 3,1 30 52

0O-CD68 3,4 21 68

a Determinado por RMN H. GD: Grau de desacetilagdo GA: Grau de acetilagdo; GB: Grau de blogueio (engloba o
GA); GSpipea: Grau de substituicdo por DIPEA.
b Determinado ap6s a reagdo de desblogueio com NaOH.
¢ Determinado por cromatografia de permeacéo em gel (GPC). M,,: Massa molecular média numérica; M,,: Massa
molecular média ponderal; M,,/M,,: indice de polidispersdo das cadeias poliméricas.
d Quitosana comercial (C*) usada como polimero de partida para sintese dos derivados.

Fonte: Dados da pesquisa

Os polimeros da série Il apresentaram MM duas vezes maior que polimeros da série I. Como
partiram da mesma quitosana (CM), os derivados com DEAE (série I11) e os derivados com DIPEA
da série | exibiram massas moleculares e indices de polidispersividade préximos, o que permite
uma melhor comparacdo entre os diferentes substituintes. A quitosana de partida para sintese dos
derivados da série IV apresentou uma elevada massa molecular (necessaria para as sintese
subsequentes, como ja foi mencionado) com um baixo M,,/M,,. Deste modo, no que diz respeito
ao tamanho das cadeias, todos os polimeros foram obtidos com éxito. As curvas analiticas e 0s
cromatogramas de GPC sdo apresentados no Apéndice D.

A MM para CM foi proxima as obtidas em outros trabalhos recentes do grupo (DIAS et al.,
2018; SOUZA et al., 2018) que partiram da quitosana comercial fornecida pelo mesmo fabricante.
Também ¢ possivel observar que os valores de polidispersividade dos derivados com DEAE,
sintetizados nestes mesmos trabalhos, mantiveram préximas a polidispersividade dos derivados

aqui apresentados (Tabela 3 e 4).

5.1.6 Capacidade de tamponamento (CT)

A capacidade do polimero em absorver prétons mostrou-se importante para favorecer o
escape endossomal via esponja de protons, como ja mencionado. Essa capacidade é denominada
pela literatura como capacidade de tamponamento, sendo que quanto maior for seu valor, mais o

polimero sera eficiente em absorver prdétons. Sua magnitude é qualitativamente indicada pela
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quantidade de NaOH consumido por um polimero, cujos grupos acidos/basicos foram previamente
protonados, em um dado intervalo de pH (XUN et al., 2013).

Na Figura 31 € apresentada a curva de titulacdo dos polimeros. Na faixa de pH situada entre
7,4-6,8 (nos polimeros das séries I, Il e I11) ou 7,4-7,0 (nos polimeros da série 1V), observa-se que
a maioria dos derivados apresentaram uma maior ou igual capacidade de absorver prétons em
relagdo as quitosanas ndo modificadas. Essa faixa corresponde a um intervalo inicial de decaimento
do pH durante a endocitose, que comeca em pH 7,4 e pode chegar até pH 5,5 (no endossomo tardio)
e é o responsavel pela ativacdo de enzimas que causam degradacdo das substancias endocitadas
(ALBERTS et al., 2010; CASEY; GRINSTEIN; ORLOWSKI, 2010). Assim, essa ampliacdo na
capacidade do polimero em absorver prétons logo no come¢o da via endocitica pode ser
promissora, ao favorecer que o escape endossomal ocorra mais rapidamente (isto €, no inicio da
via). Contudo, essa ampliacao foi inversamente proporcional a quantidade de substituinte presente
no polimero. Deste modo, em principio, poliplexos constituidos pelo CMD15 aceitaria mais
prétons no inicio da via endocitica que poliplexos constituidos pelo CMD55, por exemplo.

O mesmo efeito do grau de substituicdo na capacidade de tamponamento dos polimeros foi
observado por Layek e Singh (2013) ao adicionar diferentes propor¢des de acido hexanoico na
quitosana. Nestes derivados, a capacidade de tamponamento é ser atribuida as aminas primarias,
uma vez que ndo ha a presenca de outros grupos ionizaveis na faixa de pH estudada.

Como foi mostrado para os derivados substituidos com DIPEA, o principal local de
substituicdo sdo 0s grupos amina primarios da quitosana (item 5.1.2). O DIPEA tem uma amina
terciaria, porém seu pKa elevado (aproximadamente 9,5 (Apéndice E)) é um indicio que ela ndo
atua absorvendo prétons nessa faixa de pH (7,4-6,8). Além disso, ndo ha evidencias que as aminas
secundarias foram protonadas/desprotonadas nesta analise (Apéndice E). Sendo assim, a
diminuicdo do tamponamento dos polimeros aqui estudados pode ser explicada de forma
semelhante a mencionada anteriormente (para os polimeros de Layek e Singh). Entretanto, essa
explicacdo ndo € valida para as quitosanas de partida, uma vez que estas apresentaram uma menor
CT em relacdo aos derivados, nessa faixa de pH, mesmo contendo uma maior taxa de aminas
priméarias. Esse fato pode ser explicado com base na repulsdo eletrostatica entre as cadeias

poliméricas, como sera explicado pelos resultados de ionizacao.
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Figura 31 — Capacidade de tamponamento dos polimeros de (a) média e (b) alta massa molecular

substituidos com DIPEA (série | e 1I), com (c) DEAE (série I11) e polimeros (d) bloqueados e

substituidos com DIPEA (série V). As areas reticuladas nos graficos indicam a faixa de pH em

que a maioria dos derivados apresentaram maior ou igual capacidade de absorver prétons em

relagdo a quitosana ndo modificada.
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CM (0,05). Todos os valores indicam o nimero de mols de NaOH elevado a quarta poténcia negativa da base 10.

Fonte: Dados da pesquisa

Os polimeros de alta massa molecular (Figura 31 b) apresentaram uma CT que tende a ser

ligeiramente menor, se comparada a dos polimeros de média MM (Figura 31 a). Esse mesmo efeito
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da MM na CT também é relatada na literatura para a PEI ramificado de diferentes MM (MADY et
al., 2011).

Além disso, os derivados com DEAE apresentaram uma CT que tende a ser maior que 0s
derivados com DIPEA com graus de substituicdo (e massas moleculares) proximos (CMD15 vs
CMDe16; CMD55 vs CDMEg57). Esse fato pode ser explicado por dois motivos: (i) como ocorre a
quaternizacdo, o grau de substituicdo total por DEAE é proximo ao do DIPEA, porém a quantidade
de substituintes inseridos nos grupos amina primarios € menor (ver GSq-peae) e/ou (ii) quando o
DEAE esta ligado a uma amina quaternaria é observada uma reducdo no pKa da amina terciaria
(do DEAE), que pode fazer com que ela absorva protons na faixa de pH estudada (AM1JI, 2004).

Os derivados blogueados ndo apresentaram uma CT eficiente quanto os derivados das
outras séries, em relacdo a uma quitosana desacetilada de média massa molecular (CM). Apenas o
derivado O-CD52 teve uma CT similar a indicada para CM, porém em uma faixa de pH mais
reduzida (7,4-7,0). Vale ressaltar que devido a pequena quantidade obtida dos derivados, foi
necessario fixar um ndmero de mols de grupos amina inferior as outras séries estudadas (item
4.5.5). Deste modo, nos resultados apresentados na Figura 31 (d), a CM também apresenta esse

mesmo numero de mols de grupos amina, possibilitando sua utilizacdo como referéncia.

5.1.7 Grau de ionizacao (GI) dos polimeros em funcéo do pH

O grau de ionizacdo dos polications tem um papel importante na formacdo e nas
propriedades dos poliplexos. Como os polimeros estudados apresentam basicamente grupos amina
em sua estrutura, o Gl refere-se a densidade de cargas positivas nos mesmos. Portanto, o Gl esta
diretamente relacionado com a intensidade de interacdo com o acido nucleico (que € carregado
negativamente, em pH fisiol6gico) e com a carga superficial dos poliplexos, parametros que estdo
intimamente relacionados a eficiéncia de transfeccao.

O efeito do pH na ionizacdo dos grupos protonaveis (na faixa de pH 2-11) dos polimeros é
mostrado na Figura 32. Proximo ao pH 6,3 as quitosanas (CM e CH) encontram-se cerca de 50%
ionizadas, em concordancia com o valor de pKa dos grupos amina primarios reportados na
literatura (GONSALVES et al., 2011). O decréscimo continuo da porcentagem de ionizagdo com
0 aumento do pH é consistente com a desprotonacao dos grupos amina (primario e terciario). A

insercdo dos substituintes (DIPEA ou DEAE) promoveu um nitido aumento no Gl dos derivados
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em valores de pH mais elevados. O Gl dos derivados mostrou-se proporcional ao GS, deste modo,
o derivado CMD55 (Gl 62%; pH 7,4), em principio, complexara mais eficientemente o0 SiIRNA em
pH fisiologico que o CMD5 (GI 15%; pH 7,4), oferecendo maio protecdo ao mesmo. Os derivados
mais substituidos também apresentaram maiores Gl em pH 6,3 (pH do endossomo precoce, isto €,
o endossomo do inicio da via endocitica), o que favorece a interacdo das nanoparticulas com a
membrana interna do endossomo, contribuindo com sua desestabilizacdo e, consequentemente,

com o escape endossomal.

Figura 32 — Grau de ionizacdo dos polimeros de (a) média e (b) alta massa molecular substituidos
com DIPEA (série | e Il), com (c) DEAE (série 111) e polimeros (d) bloqueados e substituidos
com DIPEA (série 1) em funcdo do pH. As entradas em (a) e (b) sdo fotografias dos polimeros

(2 g L) dispersos em tampao fosfato pH 7,4 (I = 0,15 mol LY)
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Os derivados de alta massa molecular (série 1) apresentaram um Gl que tende a ser
ligeiramente menor que os derivados de média massa molecular (série I) em 7,4 (Figura 32 a, b).
Contudo, a comparacao entre as duas séries mostra que o0 aumento da massa molecular proporciona
graus de ionizacdo maiores em valores de pH mais elevados (CMD15 versus CHD16 em pH 10,
por exemplo). Isso pode ser atribuido a uma maior interacdo entre essas macromoléculas, o que
dificulta a desprotonagdo dos grupos amina presentes em regides mais internas do novelo
polimérico.

Em relacdo aos diferentes substituintes, € possivel observar nos derivados mais substituidos
(CMD55 versus CMDEe57) que a quaternizagédo (do DEAE) causa um menor Gl em funcéo do pH.
O que é esperado, uma vez que aminas quaternarias nao podem se protonadas por ja possuem uma
carga positiva permanente.

Os derivados da série 1V (Figura 32 d) ndo apresentaram uma diferenca visualmente
significativa entre si, porém, ambos apresentaram um GI mais elevado que a CM em pH 6,3 e 7,4.

A repulsdo eletrostatica tende a diminuir a interacdo entre as cadeias poliméricas, o0 que
possibilita que a protonacao/desprotonacao dos grupos aminas presentes nos polimeros ocorra mais
facilmente. As quitosanas desacetiladas (CM e CH) apresentaram os menores valores de Gl na
faixa de pH de 7,4 a 6,8 e, portanto, suas cadeias tendem a interagir mais entre si do que as cadeias
dos derivados. Esse fato explica a menor capacidade da CM e CH em absorver protons (item 5.1.6)
nessa faixa de pH, embora possuam maiores quantidades de grupos amina primarios. Esse
comportamento também afeta a solubilidade dos derivados em condicdes proximas as fisioldgicas,
como é mostrado nas entradas da Figura 32 (a, b): as quitosanas sdo insoltveis em pH 7,4, contudo

a adicdo de uma pequena quantidade de DIPEA (5%) melhorou visivelmente sua solubilidade.
5.2 Caracterizacdo das nanoparticulas
5.2.1 Ensaio de liberacdo do siRNA em gel de agarose
Na terapia génica ndo viral, algumas das principais fungdes dos polications sdo: (i)
promover a neutralizacdo das cargas negativas do siRNA, evitando a repulsdo eletrostatica contra

a membrana plasmaética (SALCHER; WAGNER, 2010), e (ii) fornecer protecdo ao material
genético, evitando a degradacdo enzimatica (ALBERTS et al., 2010; CHEN et al., 2016). A
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eletroforese das nanoparticulas permite avaliar qualitativamente ambas as funcGes. Neste
experimento, quando o siRNA n&o ¢ liberado em uma determinada raz&o N/P, pode-se inferir que:
(i) ha uma forte interacdo entre o sSiRNA e o polication, o que indica uma alta capacidade de
fornecer protecdo ao material genético (AGIRRE et al., 2014) e (ii) houve a neutralizacdo
(completa ou parcial) da carga negativa do siRNA (LAYEK; SINGH, 2013).

Os resultados apresentados nas Figuras 33 e 34, mostram diferengas significativas nos
padrdes de corrida, que se correlacionam com a composicdo e MM dos polimeros. Vale ressaltar,

que este estudo foi realizado em condicdes fisioldgicas de pH (7,4) e forca idnica (0,15 mol L™).

Figura 33 — Eletroforese dos poliplexos formados pelos polimeros substituidos com DIPEA das
séries (a) | e (b) 1l em diferentes razdes N/P no pH 7,4 (1 = 0,15 mol L)
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Figura 34 — Eletroforese dos poliplexos formados pelos polimeros das séries (a) Il e (b) IV em
diferentes razées N/P no pH 7,4 (1= 0,15 mol L)
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Nota: Devido a auséncia de grupos amina livres no polimero C-B, a quantidade de matéria utilizada na preparagdo de

seus poliplexos, em distintas razGes N/P, foi a mesma empregada para originar os poliplexos da quitosana de partida
(C*) para sintese dos derivados da série 1V.

Fonte: Dados da pesquisa

Os poliplexos preparados com as quitosanas de partida (CM, CH e C*) liberaram o siRNA
em todas as razGes N/P estudadas, indicando uma baixa capacidade desses polimeros (ndo
modificados) em atuarem como vetores nas condi¢es (fisioldgicas) do estudo.

Inicialmente, nos derivados de média MM, observa-se (Figuras 33a e 34a) um aumento na
retencdo do siRNA com o aumento do GS, o que pode ser atribuido ao crescente GI (em pH 7,4)
dos polimeros. Entretanto, esse comportamento ndo é observado nos derivados mais substituidos
(CMD34 e CMD55), uma vez que o padrdo de corrida para ambos foi similar, o que indica que
eles apresentam a mesma capacidade de complexar o sSiRNA, apesar dos diferentes GSpirea.

A comparacdo dos derivados de mesma composi¢do, mas com diferentes MM (CMD15 e
CMD34 versus CHD16 e CHD32), mostram claramente que o aumento da massa molecular
promove um aumento na forca de interacdo com o siRNA. Entretanto, a comparacgéo das quitosanas

de partida mostra um resultado distinto, a CH apresentou menor interagcdo com os &cidos nucleicos
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quando comparada & CM. Devido ao baixo Gl (Figura 32), ambos os polimeros estdo agregados
(pH 7,4), porém a CH tem uma MM maior e, portanto, a interacdo entre suas cadeias tende a ser
maior que a CM, o que pode diminuir a superficie de contato para interacdo com siRNA.

Em relacdo aos diferentes substituintes (DIPEA e DEAE), nédo foi observada uma diferenca
nos padrdes de corrida.

Os derivados da série IV substituidos com DIPEA apresentaram uma forte interagdo com o
SiRNA, similar aos polimeros mais substituidos das séries | e 1ll (CMD55 e CMDg57), cuja a
porcentagem de substituinte (GS entre 52-68%) é similar a destes derivados (série 1V). A
eletroforese dos complexos formados pela C-B (com siRNA) confirma o bloqueio, pois como né&o
ha grupos amina livres (para interagdo eletrostatica com o siRNA), ocorre a liberacdo dos acidos
nucleicos em todas as razdes estudadas, com retencdo minima nos pogos (a partir da razéo 10) que
pode ser atribuida a outras interacdes intermoleculares de menor intensidade.

E conhecido que a insercio de cadeias de PEG nos polications diminui a sua capacidade de
interagir com o material genético (RHEINER; BAE, 2016). Assim, baseando-se nos estudos de
eletroforese, os derivados que apresentaram maior interacdo com o siRNA (CMD15, CMD34,
CMD55, CHD16, CHD32 e CMDeg57) foram selecionados para modificagdo com PEG. As
eletroforeses dos poliplexos peguilados mostram que nos polimeros da série |1, apenas 0 CHD16
teve sua interacdo (com o siRNA) reduzida com a adicao de PEG, sendo que quanto maior 0 GSpeg,
mais fraca foi a interacdo. Ja nos derivados da série I, ap6s a peguilacdo, apenas o derivado de
maior GSpirea (CMD55) teve uma menor interagdo com o siRNA. Este altimo efeito também foi
observado no polimero da série 111 com elevado GSpeae (CMDEg57).

Portanto, tem-se que os derivados das series I1l e IV, assim como a maioria dos derivados
das séries I e I, apresentam um bom potencial para serem aplicados como vetores na terapia génica,
sobretudo devido a alta capacidade de interagir com o SiRNA e caracteristicas que podem favorecer
0 escape endossomal, via 0 mecanismo de “esponja de protons”. Neste sentido, os derivados das
séries | e Il foram selecionados para estudar melhor a relacdo estrutura-atividade dos polications
na constituicdo dos vetores multifuncionais. Algumas caracterizagdes adicionais para alguns

polimeros das séries 111 e IV sdo apresentadas no Apéndice F.
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5.2.2 Potencial Zeta ({), diametro hidrodinamico (Dh) e polidispersividade (PDI) das

nanoparticulas por meio do espalhamento de luz

As nanoparticulas, alem de um tamanho adequado (geralmente inferiores a 500 nm),
necessitam de um potencial zeta () minimo positivo (em pH 7,4) para favorecer a captagéo celular
e, consequentemente, a eficiéncia de transfec¢do. O didmetro hidrodindmico (Dh), potencial { e a
polidispersividade (PDI) dos poliplexos formados pelos polimeros das séries | e 1l, em funcédo da
razdo N/P, sdo apresentados nas Figuras 35 e 36. Em geral, observa-se que quanto maior € 0
GSpbirea, Mmenor é a razdo N/P necessaria para formacdo de nanoparticulas (razdo N/Pnano) € maior
¢ o potencial  dos poliplexos. Nota-se também, que a formacdo de nanoparticulas (menores que
400 nm) sO ocorre nas razbes N/P em que o potencial { é positivo, 0 que indica que o
empacotamento so é eficiente quando a carga (negativa) do siRNA é completamente neutralizada.

A proporcionalidade do GSpirea com a carga superficial (positiva) dos poliplexos corrobora
com o Gl dos derivados em pH 7,4. Além disso, os resultados de potencial zeta também entram em
concordancia com os estudos de eletroforese, principalmente para os derivados da série I. Em geral,
a retencdo completa do siRNA nos poc¢os s6 ocorreu nas razdes N/P em que o potencial zeta foi
positivo.

A massa molecular (MM) também se mostrou um parametro importante na diminuicédo da
razao N/Pnao. Por exemplo, enquanto o CMD34 formou nanoparticulas com Dh de
aproximadamente 200 nm apenas na razdo N/P 10, o CHD32 formou nanoparticulas com o mesmo
Dh na razdo N/P 5. Isso reforca a presenca de outras interacdes, além da eletrostatica, na formacéo
dos poliplexos, em concordancia com a literatura (SOUZA et al., 2018). A comparagdo dos
derivados das seéries | e 11, mostra que o aumento da MM afetou a polidispers@o dos poliplexos: os
polimeros de média MM apresentam PDI inferiores (menor que 0,4) se comparados aos polimeros
de alta MM (PDI menores que 0,6).

A presenca e a densidade de PEG nos derivados afetaram tanto o Dh quanto o potencial
dos poliplexos. Com a peguilacdo, os derivados menos substituidos da série | formaram
nanoparticulas (entre 150 e 200 nm) com 50% menos polimero. Enquanto para 0 CMD55, a adi¢do
de PEG tem efeito exatamente contrario, ou seja, a razao N/Pnano aumentou em 50%. Esse efeito é
corroborado pela eletroforese, que indica um decréscimo na forca de interacdo deste polication
(CMD55-P1,3) com o siRNA.


https://en.wikipedia.org/wiki/Zeta
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Figura 35 — (a, b) Didmetro hidrodindmico, (c, d) potencial Zeta e (e, ) polidispersividade dos

poliplexos formados pelos polimeros de média massa molecular substituidos com DIPEA (série

) sob diferentes razdes N/P e em condicdes fisioldgicas de pH (7,4) e forca idnica (0,15 mol L™?)
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Figura 36 — (a, b) Diametro hidrodindmico, (c, d) potencial Zeta e (e, ) polidispersividade dos

poliplexos formados pelos polimeros de alta massa molecular substituidos com DIPEA (série 1)

sob diferentes razdes N/P e em condigdes fisioldgicas de pH (7,4) e forca idnica (0,15 mol L)
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Os resultados indicam que, nos derivados com GSpirea de 15 e 34%, a adigdo de PEG &
favoravel a formac&o de nanoparticulas, e que o aumento da massa molecular reduz a razao N/Pnano.
Assim, visando a producdo de vetores cada vez mais promissores, variou-se 0 GSpeg nos derivados
CHD16 e CHD32. A adicao de PEG nestes derivados, causou um aumento da PDI dos poliplexos
(Figuras 36e,f) em razdes N/P maiores. O aumento no GSpec do CHD32 reduziu a razdo N/Pnano
de 5 para 3. J& para 0 CHD16, o GSpec intermediario (1,9%) foi o que se mostrou mais promissor
na obtencdo das nanoparticulas.

Na maioria das razdes N/P, a peguilacdo causou uma diminui¢do no modulo dos valores de
potencial { dos poliplexos. Isso promoveu, nos polimeros da série I, um aumento na razdo N/P
minima necessaria para um potencial positivo (razdo N/Pzt.). J& nos polimeros da série 1, esse
comportamento so foi observado para 0 CHD16-P2 7, ja que nos demais derivados a adi¢éo de PEG
reduziu a raz8o N/Pzt. Esses resultados corroboram com a literatura ao indicar que o PEG
proporciona uma camuflagem (devido ao efeito estérico e a camada de hidratacdo) das
propriedades superficiais das nanoparticulas, neste caso, sua carga superficial (NEL et al., 2009).

Na literatura, boa parte das nanoparticulas (de quitosana ou de derivados de quitosana)
aplicadas para entrega de siRNA nas células sdo preparadas e analisadas em condicdes diferentes
das fisioldgicas, no que se refere ao pH (geralmente menor que 7) e/ou a forca ibnica (ALAMEH
et al., 2017; CORBET et al., 2016; MOBARAKE et al., 2019; RUDZINSKI et al., 2016; SHI et
al., 2018; SOUZA et al., 2018; YANG et al., 2017). Isso se deve, principalmente, a solubilidade
limitada e a baixa ionizacdo da quitosana pH fisiologico, o que limita sua interacdo com os acidos
nucleicos. Portanto, por meio deste estudo, fica evidente a importancia da adicdo de DIPEA e PEG
na quitosana, uma vez que foram obtidas nanoparticulas com Dh em torno de 200 nm e potencial
zeta positivo em condic¢des fisiologicas de pH e forca i6nica. Além disso, o Dh das nanoparticulas
formadas pelo polimero CMD34 com siRNA na razdo N/P 10 foram minimamente alteradas pela
diminuicdo do pH e da forga idnica, contudo, houve uma tendéncia de aumento do potencial { (em

relacdo as condicdes fisioldgicas) em cerca de 80%, em conformidade com o GI (Apéndice G).
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5.2.3 Estabilidade coloidal das nanoparticulas em condicdes fisioldgicas de pH e forga idnica na

presenca e auséncia de albumina

A estabilidade coloidal das nanoparticulas foi avaliada pelo monitoramento do Dh em
funcdo do tempo. Este estudo, além de indicar quanto tempo as nanoparticulas permanecem
estaveis (em solucdo) apOs sua preparacdo, também estima sua estabilidade nos sistemas
bioldgicos. Na razdo N/P 10, todos os derivados apresentam nanoparticulas com bons resultados
de Dh, potencial zeta e capacidade de protecdo do siRNA, assim, essa razdo N/P escolhida para os
estudos de estabilidade.

Como pode ser observado (Figuras 37), a variagdo do Dh (na auséncia de albumina) com o
tempo mostrou-se dependente do GSpirea, da presencga de PEG e da MM. O aumento do GSpipea
e da MM promoveram uma maior estabilidade nos poliplexos, com destaque para as nanoparticulas
obtidas pelo CMD55 e pelo CHD32 que, ap6s 24 horas ainda apresentaram Dh em torno de 200
nm. Nos derivados de média MM, a adi¢do de PEG ampliou a estabilidade coloidal dos poliplexos,
com destaque para os derivados com GSpirea de 15% (CMD15 versus CMD15-P1,7). Porém nos
derivados de alta MM, a presenca de PEG e 0 GSpec praticamente ndo alteraram a estabilidade
coloidal na auséncia de proteina, em relacdo aos derivados nao peguilados.

Em geral, a PDI de todos os poliplexos aumentou com o passar do tempo e, considerando
0 CMD15 e o CMD?55 (Figura 37 b), tem-se que esse aumento € inversamente proporcional ao
GSpirea. Os poliplexos formados pelos polications de média MM, com excecdo do CMD15 e
CMD15-PEG, mantiveram a PDI inferior a 0,4 até 24 horas de estudo. J& as nanoparticulas dos
derivados alta MM, com excecdo do CHD16-P1 3, mantiveram a PDI inferior a 0,6 somente ate as
primeiras 7 horas de estudo.

Em geral, a adsor¢cdo de proteinas na superficie das nanoparticulas (durante sua
biodistribuicdo pelo organismo) representam um grande obstaculo que pode diminuir a eficiéncia
do agente de transfeccdo devido, principalmente: (i) a ocorréncia de opsonizacéo, isto €, a adsor¢édo
de proteinas especificas (chamadas opsoninas) que marcam as nanoparticulas para serem
fagocitadas por células especializadas (ii) a desestabilizacdo da estrutura fisico-quimica dos
vetores, fazendo com que liberem o siRNA antes de atingirem as células alvo. A albumina é uma

das proteinas de maior concentracdo no organismo e € um exemplo de opsonina (ELSABAHY;
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WOOLEY, 2012; NEL et al., 2009). Em pH fisiolégico, a albumina apresenta um potencial zeta
negativo (LI et al., 2016), o que favorece sua interacdo com superficies carregadas positivamente.

Figura 37 — (esquerda) Didametro hidrodindmico e (direita) polidispersividade dos poliplexos
formados pelos polimeros de (a, b) média e (c, d) alta massa molecular substituidos com DIPEA
em funcdo do tempo. Todas as nanoparticulas foram preparadas na razdo N/P 10 e em condigdes

fisiologicas de pH (7,4) e forca inica (0,15 mol L)
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Fonte: Dados da pesquisa

As nanoparticulas dos derivados da série | com maior estabilidade coloidal (Figura 37),
tiveram seu Dh monitorado em fungéo do tempo na presenca de albumina sérica bovina (BSA). As
curvas de distribuicdo do Dh baseado na intensidade de luz espalhada (em funcéo do tempo) pelos
constituintes da amostra sdo apresentadas na Figura 38. A BSA apresentou um Dh em torno de 8

nm, consistente com o tamanho encontrado na literatura (LI et al., 2016). Quando as nanoparticulas
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interagem com BSA, ocorre uma nitida mudanca na distribuicdo Dh (isto é, surgem sinais
referentes a estruturas maiores), sugerindo a formacéao de agregados.

O GSpirea € a adigdo de PEG influenciaram a formagé&o de agregados poliplexo/BSA. Para
as nanoparticulas formadas pelo CMD55, ndo foi observada a presenca de agregados (com Dh
superiores a 400 nm) em até 4 horas de estudo. J& os poliplexos obtidos com CMD34, formaram
agregados com a BSA imediatamente ap6s a mistura (Figura 38). Entretanto, quando as
nanoparticulas foram preparadas com a versao peguilada desse derivado (CMD34-P1 3), observou-
se uma inibicdo na formacdo de agregados durante as 7 horas do estudo. Em relacdo ao derivado
mais substituido, a presenca de PEG também indicou uma tendéncia na diminuicdo da formacéo
de agregados no periodo de 7 horas ap6s o inicio do estudo. Em concordancia com a literatura, este
estudo evidencia o efeito positivo que o PEG tem sobre as nanoparticulas ao evitar interacGes

indesejadas com as proteinas séricas.

Figura 38 — Distribuigdes representativas do diametro hidrodinamico (baseado na intensidade de
luz espalhada) das nanoparticulas na presenca de albumina sérica bovina (BSA; 40 g L'!) em
funcédo do tempo. Todas as nanoparticulas foram preparadas na razdo N/P 10 e em condi¢bes

fisiologicas de pH (7,4) e forca i6nica (0,15 mol L1)
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5.2.4 MEV-FEG das nanoparticulas

A forma fisica dos poliplexos pode exercer influéncia na terapia génica, em especial, na
internalizacdo celular. Foi encontrado, que nanoparticulas esféricas sdo melhor internalizadas pelas
células do que nanoparticulas mais alongadas (ELSABAHY; WOOLEY, 2012), uma vez que estas
acumulam-se mais nos compartimentos endo-lisossomicos (LAYEK; SINGH, 2016), tendo
maiores chances de serem degradadas. Os poliplexos de quitosana podem assumir diferentes
morfologias, por exemplo, esférica, toroidal e bastonica (AGIRRE et al., 2014). A forma obtida
depende, principalmente, das caracteristicas do polimero e do meio em que as nanoparticulas se
encontram ou foram preparadas, e é usualmente observada pela MEV (LAYEK; SINGH, 2016).
As nanoparticulas obtidas pelo polimero CMD55-P1 3 na razdo N/P 10 e em pH 7,4, apresentaram
formato esférico (Figura 39) e tamanhos coerentes com os obtidos pelo espalhamento dinamico de
luz (100-150 nm).

Figura 39 — Imagens representativas de MEV-FEG e das nanoparticulas do CMD55-P1 3
preparadas na razdo N/P 10 em pH 7,4 e 1 = 0,15 mol L. Ampliacéo de (esquerda) 10 000 e
(direita) 30 000 vezes

SEI 20KV X10,000 WD 2.7mm Tum SEI 20kV  X30,000 WD27mm 100nm

Fonte: Dados da pesquisa
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5.3 Ensaio de proliferacdo celular com MTS: citotoxicidade dos polimeros e das

nanoparticulas

Neste trabalho, os estudos de proliferacao celular foram realizados com MTS e expressos
em termos de porcentagem de viabilidade celular. A citotoxicidade é frequentemente abordada pela
literatura para fazer referéncia ao inverso da viabilidade celular, analogia que também é adotada
neste trabalho. Uma vez dentro da célula, o MTS é presumidamente reduzido por NADH e NADPH
(sintetizados por enzimas desidrogenases em células metabolicamente ativas) a formazana, que
tem coloracgéo distinta do MTS (CELLTITER..., 2012). Deste modo, a concentra¢do de formazana
no meio é diretamente proporcional a quantidade de células metabolicamente ativas, também
chamada de viaveis.

Duas linhagens celulares foram empregadas neste estudo: fibroblastos 3T3/NIH e
macréfagos RAW 264.7. Os fibroblastos sintetizam componentes da matriz extracelular dos
tecidos e, devido a sua grande abundancia no organismo, sao células que tém grande chance de
entrarem em contato com os polications. Ja os macrofagos, sdo células de defesa do organismo que
atuam na fagocitose de corpos estranhos, assim, também apresentam uma alta probabilidade de
interagirem com os poliplexos aplicados in vivo (GORMLEY; GHANDEHARI, 2009). Além
disso, os macréfagos RAW 264.7 sdo as células utilizadas nos estudos de transfeccdo (in vitro)
para o bloqueio da expressdo do TNF-a, por meio do silenciamento genético.

A viabilidade das células foi avaliada diante a presenca de concentracdes crescentes dos
polimeros das séries | e 11, conforme € apresentado nas Figuras 40 e 41. Observa-se que para todos
os polimeros estudados, a viabilidade celular se apresentou acima de 80%, independente da
concentracéo e da linhagem celular. O controle acido demonstrou ndo causar efeito no ensaio.

Esses resultados indicam que mesmo com as modificacbes quimicas, os derivados
mantiveram as caracteristicas ndo citotoxicas da quitosana (JAYAKUMAR et al., 2010). As
viabilidades relatadas para os polimeros foram proximas as de derivados de quitosana com DEAE
(com GS similares a deste estudo) encontradas na literatura (PICOLA et al., 2016; SOUZA et al.,
2018) e neste mesmo trabalho (Apéndice F). Conforme foi indicado por Lin e Hsu (2015), que
avaliaram a citotoxicidade de quitosanas modificadas com galactose e PEG, a peguilagcdo ndo
promoveu alteragdes na viabilidade celular dos polimeros. Além disso, na concentracdo mais

elevada (0,5 g L), os derivados de quitosana (desse estudo) apresentaram viabilidades celulares
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pelo menos 8 vezes maior que a PEI (ramificada) de 25 kDa (TANG et al., 2003), um dos polimeros

mais estudados para formacao de poliplexos, devido ao seu alto carater catiénico (TIERA et al.,
2011).

Figura 40 — Viabilidade celular de (a, b) fibroblastos 3T3/NIH e (¢) macr6fagos RAW 264.7 na

presenca dos polimeros de média massa molecular com DIPEA/PEG (série I)
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Figura 41 — Viabilidade celular de fibroblastos 3T3/NIH e na presenca dos polimeros de alta
massa molecular com DIPEA/PEG (série 1)
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Os estudos de viabilidade celular na presenca das nanoparticulas sdo apresentados nas
Figuras 42 e 43. Nos fibroblastos, até a razdo N/P 10, todos os poliplexos derivados dos polimeros
da série | apresentaram viabilidade igual ou superior a 80%. Entretanto, na razao N/P 20 é possivel
observar uma diminuicdo da viabilidade celular (para 70%) quando nanoparticulas derivadas do
CMD55 foram aplicadas sobre as células. Para esse mesmo polimero (razdo N/P e linhagem
celular), é possivel observar que a adicdo de PEG (CMD55-P13) promove uma diminuicdo da
citotoxicidade dos poliplexos (a viabilidade celular é superior a 80%). Esses resultados séo
corroborados por Picola e colaboradores (2016), que demonstraram uma diferenca maior na
viabilidade celular com o aumento da razdo N/P nos derivados com um alto grau de substitui¢éo
por DEAE.

Nos macrdfagos, todos os poliplexos (originados da série 1) estudados apresentaram
viabilidade celular igual ou superior a 80%, independentemente da razdo N/P.

A viabilidade celular dos fibroblastos (3T3/NIH) na presenca de nanoparticulas derivadas
dos polimeros de alta massa molecular (Figura 43) foi superior a 85%, independentemente da razéo
N/P, do GSpirea € GSpea.
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E relatado que nanoparticulas constituidas somente de quitosana apresentam uma alta

viabilidade celular (maior que 80%), mesmo em concentragdes mais elevadas (JIANG et al., 2017).

Mais uma vez, neste estudo,

foi indicado que os derivados (desta vez, na forma de nanoparticulas)

apresentaram uma propensdo em manter as caracteristicas biocompativeis da quitosana.

Figura 42 — Viabilidade ¢

presenca de poliplexos, for

elular de (a) fibroblastos 3T3/NIH e (b) macréfagos RAW 264.7 na

mados pelos polimeros com DIPEA de média massa molecular (série

1) em diferentes razdes N/P preparados em pH 7,4 e 1 = 0,15 mol L™
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Figura 43 — Viabilidade celular dos poliplexos, formados pelos polimeros com DIPEA de alta
massa molecular (série 1) em diferentes razdes N/P, realizada em fibroblastos 3T3/NIH
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5.4 Estudo de internalizacao celular por meio da microscopia confocal

A captura dos poliplexos formados pelo CMD34-RITC e siRNA-FAM por macréfagos
RAW 264.7 foi avaliada usando a microscopia confocal. Os resultados mostram uma acumulagéo
de SiRNA na regido nuclear, como foi indicado para poliplexos formados por PEI e
oligonucleotideos (ODNs) (REHMAN; HOEKSTRA; ZUHORN, 2013). Rehman, Hoekstra e
Zuhorn (2013) mostraram que, apos uma liberacao abrupta do endossomo, os ODNSs difundiam-se
pelo citosol e, em apenas alguns minutos, comegcavam a se acumular no ndcleo. Esse
direcionamento de siRNA para regido nuclear também foi reportado para siRNAs complexados
por Lipofectamina® 2000 e mostrou-se que a localizagdo do siRNA depende de onde estd 0 RNA
complementar (isto &, que sera silenciado) (BEREZHNA et al., 2006).

Este resultado também indica uma liberacdo continua de siRNA, uma vez que ha pontos

verdes isolados (siRNA livre) e co-localizados pontos vermelhos fluorescentes (polimero) ao
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mesmo tempo. Os pontos fluorescentes de maior didmetro podem indicar a contengdo das

nanoparticulas em compartimentos endossémicos (REHMAN; HOEKSTRA; ZUHORN, 2013).
Em resumo, esse estudo de internalizagcdo indica uma boa eficiéncia do nanocarreador

(formado pelo CMD34) como agente de transfeccdo, ao mostrar (qualitativamente) a internalizacao

de uma elevada quantidade de siRNA nas células.

Figura 44 — Microscopia confocal dos macrofagos RAW 264.7 tratados com nanoparticulas de
CMD34-RITC/siRNA-FAM preparadas na razdo N/P 10 em pH 7,4 e | = 0,15 mol L

siRNA-FAM

CMD34-RITC

Fonte: Dados da pesquisa
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5.5 Avaliacao da eficiéncia de transfecgdo via monitoramento da expressédo de TNF-a

A expressdo de TNF-a por macrofagos RAW 264.7 trados com nanoparticulas formadas
pelos polimeros das series | e Il com siRNA anti-TNF-a., € apresentada nas Figuras 45 e 46. Quanto
maior a expressao relativa de TNF-o, menor € a eficiéncia de transfeccdo do poliplexo estudado.
Os resultados mostraram-se dependentes da razdo N/P, do GSpirea, da MM e da presenca/auséncia
de PEG.

Conforme h& um aumento da raz&o N/P, ocorre uma diminuic¢do na expresséo de TNF-a.. O
que era esperado, uma vez que ha o surgimento de caracteristicas favoraveis a transfec¢ao génica
com o aumento da razdo N/P, tais como: formacao de uma carga superficial positiva e a diminuicéo
do Dh nas nanoparticulas, além de aumentar a capacidade do polication em oferecer protecao ao
siRNA. Assim, a razdo N/P 10 apresentou as maiores taxas de transfeccdo sendo, portanto, a razéo
estabelecida para avaliacéo do efeito das outras varidveis (GSpirea, MM e peguilacéo).

Para os polimeros de mesma MM, observa-se uma proporcionalidade entre 0 GSpipea € a
eficiéncia de transfeccdo. Por exemplo, nos polimeros da série 11 (CHD16 versus CHD32), o dobro
da quantidade de DIPEA na quitosana fez com que o nivel de expressdo do TNF-a. fosse reduzido
pela metade. Um efeito similar foi observado nos polimeros de mesma composi¢cdo, mas com
diferentes MM (CMD34 versus CHD32). Dobrando-se a MM do derivado, dobrou-se a eficiéncia
de transfeccdo das nanoparticulas. Mais uma vez, esses resultados concordam com as
caracteristicas das nanoparticulas obtidas até o momento. O aumento do GSpirea €/ou da MM
levaram a formacdo de nanoparticulas mais compactas, estaveis e com potenciais zeta positivos,
atributos que sdo desejaveis aos nanocarreadores baseados em polimeros catidnicos.

Com excec¢do do CMD55, a adi¢do de PEG aumentou (CMD34 e CHD16) ou nao alterou
(CHD32) a eficiéncia de transfeccdo dos poliplexos. Vale ressaltar que a peguilacdo do CMD34
dobrou sua eficiéncia como agente de transfec¢do. Nos polimeros de alta MM, a varia¢do do GSpec
praticamente ndo causou alteracdes entre os derivados peguilados.

Também e possivel observar que, mesmo na presenca de FBS, os derivados CMD34-P13 e
CMD55 constituiram nanoparticulas que reduziram entre 50 e 60% a expressdo de TNF-a.,, quando
comparada as células com LPS. O que confirma os resultados de estabilidade na presenca da BSA
(item 5.2.3).
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Embora os macréfagos sejam células dificeis de serem transfectadas, uma vez que séo
especializados em reconhecer e neutralizar acidos nucleicos exdgenos as células (ROUSSELET,
2018), neste estudo foram apresentados polication que atuaram na formacéo de nanoparticulas com
uma alta capacidade de promover a transfeccdo génica em macréfagos. Com isso, o principal
objetivo deste estudo (silenciamento de TNF-a. em macréfagos RAW 264.7) foi cumprido com
éxito. Portanto, os resultados obtidos demonstram potencial promissor dos vetores e embasam
futuros estudos de transfec¢do in vivo com os polimeros que que apresentaram os melhores

resultados in vitro, sendo eles: CMD34-P; 3, CMD55 e CHD32 mais suas versdes peguiladas.

Figura 45 — Estudo de transfec¢do via monitoramento da expressdo de TNF-a por macréfagos

RAW 264.7 tratados com nanoparticulas formadas pelos derivados da série | com siRNA anti-

TNF-o em diferentes razdes N/P, na auséncia e na presenca de FBS. As nanoparticulas foram
preparadas em condicdes fisiologicas de pH (7,4) e forga idnica (0,15 mol L™).
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Figura 46 — Estudo de transfeccdo via monitoramento da expressdo de TNF-a por macrofagos

RAW 264.7 tratados com nanoparticulas formadas pelos derivados da série 11 com siRNA anti-

TNF-a em diferentes razdes N/P. As nanoparticulas foram preparadas em condicdes fisioldgicas
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6 CONCLUSOES

A preparacao dos derivados foi realizada com éxito e permitiu a obtencao de polimeros com
diferentes composicGes e MM. O sucesso das sinteses foi confirmado por meio de caracterizacdes
realizadas pelas espectroscopias de RMN 'H. A CM e CH apresentaram altos niveis de
desacetilacdo, e seus derivados apresentaram GS proporcionais a quantidade de substituinte
utilizado nas sinteses. O GSpec Se manteve entre 1-2% nos polimeros da série | e 111 e foi variado
nos derivados da série 1. Nos polimeros da série 11l foram obtidos derivados com DEAE que
apresentaram elevados graus de quaternizacdo. A reacdo de bloqueio da quitosana para iniciar 0s
derivados da série 1V, também se mostrou eficiente, com o bloqueio de todos 0s grupos amina do
polimero. A adicdo de DIPEA na hidroxila da quitosana blogueada foi realizada com éxito,
evidenciado pelo elevado GS apds a reacdo de desbloqueio, que originou polimeros anfifilicos com
um potencial de aplicacdo na terapia génica.

Nos derivados das séries | e Il, foi possivel estimar o grau de substituicdo na hidroxila por
meio do RMN 3C. Essa técnica, também apresentou porcentagens de substituicdo muito proximas
as baseadas na RMN H, confirmando os valores obtidos.

A CPG permitiu estimar as massas moleculares e os resultados mostram que as reacdes em
meio alcalino promoveram a degradacdo das cadeias poliméricas.

A inser¢do do DIPEA e DEAE ampliaram a CT e o GI dos polimeros em relacdo as
quitosanas, entretanto, na CT essa ampliacdo ndo foi proporcional ao GS dos derivados. A elevacéo
do Gl indicou uma maior protecdo do siRNA em pH fisiolégico, o que foi corroborado pelos
ensaios de liberacdo em gel de agarose. Os padrbes na liberacdo do siRNA dos poliplexos nas
eletroforeses indicaram que a elevacdo do GS promove uma complexacdo mais eficiente com o
siRNA, enquanto que GSpec maiores podem diminuir a intensidade desta interagéo.

Neste trabalho, foi indicado o potencial de aplicacdo dos derivados das séries 11l e 1V na
formacéo de vetores ndo virais. Estudos mais aprofundados relacionados ao tamanho, potencial
zeta, citotoxicidade e eficiéncia no silenciamento genético foram restritos aos derivados das séries
lell.

Nanoparticulas com Dh entre 100-200 nm e potencial zeta positivo foram obtidas a partir
da razdo N/P 3 em condicdes fisioldgicas de pH (7,4) e forca idnica (0,15 mol L™?). No

monitoramento do Dh com o tempo, observou-se a presenca de nanoparticulas com Dh entre 100-
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200 nm, mesmo apds 24 horas de estudo na auséncia de albumina e até 7 horas na presenca de
BSA. Derivados com GSpirea € MM maiores, formaram nanoparticulas (com potencial zeta
positivo) em razdes N/P menores e apresentaram maior estabilidade coloidal. Em geral, a
peguilacdo aumentou a estabilidade biologica dos poliplexos, porém seus efeitos mostraram-se
dependentes do GSpirea (série 1). Nanoparticulas com morfologia esférica foram obtidas na razéo
N/P 10.

Estudos de citotoxicidade com MTS em macrofagos (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 polimeros e superior a 75% para 0s todos os poliplexos até a
razdo N/P 10.

A microscopia confocal, indicou uma alta eficiéncia na liberacao de siRNA na célula-alvo.
Nos estudos de transfeccdo foi inserido siRNA anti-TNF-a em macréfagos RAW 264.7 via
poliplexos, e o resultados comprovaram a eficiéncia dos nanocarreadores desenvolvidos, pela
diminuicdo de até 60% na expressdo de TNF-o. Esses resultados também indicaram uma
concordancia com as caracteristicas fisico-quimicas dos poliplexos, uma vez que foi possivel
estabelecer relacbes entre a razdo N/P, Dh, potencial zeta e estabilidade bioldgica das
nanoparticulas com a eficiéncia de transfeccéo.

Diante dos resultados apresentados, tem-se como perspectivas futuras a realizacdo de
estudos de transfeccdo in vivo (para o blogueio da expressdo TNF-a) dos polimeros (na forma de
poliplexos) que apresentaram os melhores resultados de transfeccdo in vitro (CMD34-P1 3, CMD55
e CHD32 mais suas versdes peguiladas), alem de estudos de silenciamento genético utilizando

esses derivados visando o tratamento de outras patologias.
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APENDICE A — Razdo molar e N/P: valores de M .,, € de 8

Na sintese dos derivados, para determinar as razdes molares (itens 4.3 e 4.4) entre 0s meros
dos polimeros e os substituintes (DIPEA-CI, DEAE-CI e PEG-SH) € necessario 0 conhecimento
da massa molar média dos meros (mm,,,.,os) pPresentes no polimero para sua expressao em nimero
de mols. A mm,,,.,.,s € dada pela combinagdo da massa molar de todas as unidades formadoras do
polimero considerando sua porcentagem no mesmo, conforme mostra a Equacdo Al. Onde P; é a

porcentagem do mero i (determinada pelo espectro de RMN H) e mm; é a sua massa molar.
- P; ~
MiMeros = Nigeq X MMy Equacdo Al

A massa molar e a estrutura dos principais meros deste estudo sdo mostradas na Figura Al.

Figura Al — Estrutura e massa molar (mm) dos principais meros em estudo

e N N
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Fonte: Elaborado pelo autor

Quando é necessario a expressao do resultado em termos de grupos aminas totais, seja para
iguala-los nos diferentes polimeros (item 4.5.5) ou para formacdo dos poliplexos em diferentes
razdes N/P (item 4.6), faz-se necessario a aplicacdo de um fator de correcdo sobre o numero de
mols de meros para converte-los em nimero de mols de grupos aminas. Neste estudo, esse fator de

correcédo foi denominado B e representa a quantidade relativa de grupos aminas (totais) por mero
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do polimero, conforme mostra a Equacdo A2. Onde, GS é o grau de substituicdo por DIPEA ou
DEAE (GS é igual a zero se ndo houver substituinte) e Pg.x € a porcentagem de unidades
desacetiladas (GIcN) ndo modificadas. Para exemplificar, um polimero hipotético com GSpipea =
30%, GSpec = 2% e GA = 10%, tem Py igual a 58% e portanto, g = 1,18.

GSX2+PgicN

B = ST Equacao A2
Os valores de mm,,,.,,s € de B para os polimeros estudados, encontram-se listados na
Tabela Al.

Tabela Al — Valores de mm,,,..,s € de B para os polimeros estudados

Séries l e 1l Séries Il e IV

PO"merO Wmeros (g mOI-l) B POII’merO Wmeros (g mOI-l) ﬂ
CM 163 0,964 CM 163 0,964
CMD5 168 1,016 CMDel6 182 1,139
CMD15 181 1,131 CMDegb7 237 1,548
CMD34 206 1,308 CMDg57-P1 5 268 1,533
CMD55 232 1,516 Cc* 171 0,760
CMD15-P17 216 1,114 B-C 273 0,000
CMD34-P1 3 233 1,295 O-CD52 264 1,220
CMD55-P; 3 259 1,503 0O-CD68 272 1,470
CMD34-RITC 209 1,302

CH 163 0,964

CHD16 183 1,118

CHD32 203 1,282

CHD16-P1 222 1,099

CHD16-P, 238 1,091

CHD32-Py 3 230 1,269

CHD32-P, ¢ 257 1,256

Fonte: Elaborado pelo autor
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APENDICE B - Equagcéo para determinar o hidrogénio de referéncia dos derivados da

série IV e logica envolta na determinacao da quantidade de hidrogénios

Para exemplificar do desenvolvimento da Equacdo 1, é apresentado um espectro de RMN
'H de um derivado da série 111 (Figura B1).

Figura B1 — Espectro de RMN *H de um derivado da série 111, com indicagdo das areas consideradas para o

desenvolvimento da Equagéo 1

H,C CH,
[
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Fonte: Elaborado pelo autor

A regido entre o sinal do DMSO e o sinal da agua, tem a area (Ir,;) composta por N
hidrogénios glicopiranosideo (H) e por 6 hidrogénios do substituinte (H-DIPEA), sendo 4
hidrogénios metileno (CH>) e 2 hidrogénios metina (CH), portanto:

Itot = NXIy+ 6 XIy_pipea Equacdo B1
Onde, Iy corresponde a area de um hidrogénio glicopiranosideo e Iy_pipga @ area de um
hidrogénio do DIPEA.

A éarea indicada como Ip;pg4 CoOrresponde a area de 12 H-DIPEA, logo:

IpipEa .
Iy prpea = T Equacéo B2

Substituindo-se A2 em Al, tem-se a Equagéo 1:

IT,,t:NxIH+6><"’;%

1
ITOt = N X IH +—DI;EA

_ IpipEA
NXIH_ITot__Z
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I _IpipEa
Tot 2

Iy = Equagéo 1

N

Como foi explicado (item 5.1.4.2), nos derivados bloqueados substituidos com DIPEA, o
valor de N pode representar 6 ou 7 hidrogénios glicopiranosideos. Quando € considerado que todos
0s 7 hidrogénios glicopiranosideos estdo entre o sinal da agua e do DMSO (isto é, N = 7), 0 GB
dos derivados apés a substituicdo de DIPEA na C-B fica em torno de 92%. Ja quando N assume o
valor de apenas 6 hidrogénios o GB desses mesmos derivados é tido como 79%. Esse ultimo caso,
representa o pior cendrio para a série IV e é o mais justificavel pelos resultados das outras séries
de derivados, como também é explicado no item 5.1.4.2. Visando resultados que indique certeza
na porcentagem de DIPEA incorporado na hidroxila desses derivados (principal objetivo da série
IV), assumiu-se que N = 6, deste modo, porcentagens de substituicdo por DIPEA acima de 21%

indicam com seguranca que ocorreu a substituicdo de DIPEA na hidroxila.
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APENDICE C - Polimeros com PEG: RMN !H e sinteses adicionais

O GSpipea € 0 GSpec S840 obtidos a partir de espectros de RMN *H separados pois, de alguma
forma, a incorporacdo de PEG promoveu um aumento na intensidade dos sinais dos hidrogénios
metila (CHs) do DIPEA. Para exemplificar, a integral dos Hpirea nos espectros dos derivados
peguilados da série Il € mostrada na Figura C1. Se esses valores forem aplicados na Equacao 3, €
observado um aumento entre 1 a 4% no GSpirea em relacdo ao valor obtido por meio dos espectros
dos polimeros ndo peguilados. Em adicional, para os polimeros de alta massa, tem-se que esse
aumento € proporcional ao GSpec.

Diante das observac0es feitas, verificou-se a presenca de possiveis sinais oriundos da adi¢éo
do PEG na regido do espectro correspondente aos Hpirea. Para tal, incorporou-se PEG na CM
seguindo o mesmo procedimento descrito para os derivados (item 4.3.2.2), com a razdo
estequiométrica SPDP/mero igual a 1,9x102. O derivado foi denominado CM-P1¢ e analisado por
espectroscopia de RMN H, cujo espectro ¢ mostrado na Figura C2. N&o é observado nenhum novo
sinal que possa ser atribuido a adicdo de PEG, sendo visualizado apenas um sinal em & 1,6 ppm
que pode ser atribuido ao(s) alcool(is) da cadeia polimérica. Vale ressaltar, que a intensidade desse
sinal (5 1,6 ppm) na CM-Py¢ € inferior a sua intensidade na CM. O GSpeg obtido foi de 1,6%.

O derivado CM-P1 também avaliado, por meio do ensaio de liberagdo de siRNA em gel
de agarose (item 4.4.2). Para os célculos, tem-se que para esse polimero, a MM y,er0s € 195,8 g
molte B vale 0,948. Como pode-se observar (Figura C4), a CM-P16 tem uma capacidade de
complexar o siRNA inferior a da CM, evidenciado pelo aumento da intensidade de fluorescéncia

das bandas nas razdes estudadas.
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Figura C1 — Espectros de RMN *H dos derivados de alta massa molecular com PEG com integragdo dos carbonos

metilicos do DIPEA (H-DIPEA)
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Figura C2 — Espectros de RMN 'H da CM e CM-P3 6
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Figura C4 — Eletroforese dos poliplexos formados pela CM e CM-P1 ¢ (em tampdo fosfato pH 7,4)
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APENDICE D - Curvas analiticas e cromatogramas de GPC

As curvas analiticas e os cromatograms de GPC sdo mostrados nas Figuras D1, D2 e D3.

Cada Figura representa a analise de um conjunto aleatério de amostras poliméricas mais as
respectivas curvas analiticas.

Figura D1 — Curva analitica com a pululana e cromatogramas CM, DMD15, CMD55, CMDg16 e CMDg57
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Figura D2 — Curva analitica com a pululana e cromatogramas da (esquerda) CMD5 e CMD34 e (direita) CHD16,
CHD32 e C*(Sigma-Aldrich)
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APENDICE E - Titulagdes potenciométricas: derivadas e uma nova forma de estimar o

grau de substituicéo

As derivadas de primeira e segunda ordem das titulacdes potenciométricas, utilizadas para

determinar o Gl, s&o mostradas nas Figuras E1, E2, E3 e E4. Paraa CM e CH sdo observados dois

pontos de méxima inclinacdo que representam o inicio (Vi) e o fim (Vf) da titulacdo dos grupos

amina primarios (GIcN). Nos polimeros com DIPEA ou DEAE, além desses dois valores, é

observado um terceiro sinal (Vf), que representa o fim da desprotonacdo das aminas terciarias ou

secundérias dos meros com DIPEA/DEAE. Neste ultimo caso, a jungdo das derivadas de primeira

e segunda ordem possibilitam uma melhor determinacéo do terceiro sinal.

Figura E1 — Primeira e segunda derivadas das titulagdes dos polimeros de média massa molecular (série I)
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Figura E1 — Primeira e segunda derivadas das titulagdes dos polimeros de média massa molecular (série I)
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Figura E2 — Primeira e segunda derivadas das titulagdes dos polimeros de alta massa molecular (série I1)
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Figura E3 — Primeira e segunda derivadas das titulagGes dos polimeros com DEAE (série I11)
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura E4 — Primeira e segunda derivadas das titulacdes dos polimeros da série IV (bloqueio e DIPEA)
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O terceiro PFi € visto com menor intensidade devido a proximidade do pH do ponto de

inflexdo com pH méaximo alcan¢ado na titulacdo, dado pela adicdo de NaOH. Assim, ndo é possivel

uma variacdo tdo evidente de pH, o que implica em uma derivada com sinal menos intenso.
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Como um indicativo de eficiéncia na determinacéo do Vf, para os polimeros com DIPEA,
é possivel estimar o valor do GS pela titulacdo (GSt) baseando-se nos volumes das derivadas,
conforme mostra a Equacdo E1. Onde, Vi, Vy e Vf séo os volumes do primeiro, segundo e terceiro
sinais, respectivamente. Nesta Equacdo, assume-se que o grau de desacetilacdo da quitosana de
partida é 100%, ou seja, que o valor de Vf — Vi representa todos os meros do polimero (ndo é
considerada a presenca de grupos acetil (GlcNac), que ndo possuem grupos ionizaveis).Os valores

do GSrt sdo listados na Tabela E1.

_ Wf-Vw) 5
GSt = TS Equacdo E1
Tabela E1 — Grau de substituicdo por titulacdo potenciométrica (GSt) dos derivados das séries | e 11
Polimero GSt (%) GSpirea (%)?
CMD15 16 15
CMD34 37 34
CMD55 57 55
CHD16 18 16
CHD32 32 32

2 Determinado via espectroscopia de RMN H

Fonte: Dados da pesquisa

Em geral, houve uma concordancia nos valores de GS e GSt, uma vez que 0s polimeros
apresentam uma baixa quantidade de meros acetilados (GA < 4%, por RMN !H) e, portanto, torna-
se vidvel a aproximagdo ao assumir valor nulo para o GA. Esses valores indicam acuréacia na
titulagdo, considerando que os valores de GS obtidos pelo RMN *H s&o os tidos como verdadeiros.

Com base nas derivadas, também é possivel obter-se informacdes sobre o pKa dos grupos
ionizaveis. O pKa desses grupos pode ser definido como o valor do pH na metade do volume de
equivaléncia. Deste modo, observou-se que tanto o grau de substituicdo quanto a massa molecular
ndo influenciaram o valor do pKa dos grupos amina primarios (GIcN) dos polimeros, que se
manteve entre 6,3 e 6,4, valor de acordo ao encontrado pela literatura (KUMIRSKA et al., 2011).
O pKa dos grupos amina terciarios ou secundarios pode ser estimado ente 9-10, valor distante ao
encontrado na literatura para polimeros com o grupo DIPEA na forma do mero 2-
(diisopropilamino)etil metacrilato (DPA), com pKa 6,80 (GIACOMELLI et al., 2011), mas
préximo ao encontrado para as unidades ndo quaternizadas de DEAE-Dextranas, com pKa 9,5
(AMIJI, 2004).



APENDICE F — Caracterizagdes adicionais para alguns polimeros das séries 111 e 1V
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A citotoxicidade dos derivados CMDg16 e CMDg57 foram realizadas conforme descrito no

item 4.7 e séo apresentados na Figura F1. O Dh, potencial zeta e polidispersividade dos poliplexos

formadas pelo O-CD68, em funcédo da razdo N/P, sdo apresentados na Figura F2

Figura F1 — Viabilidade celular de fibroblastos 3T3/NIH e na presenca dos polimeros com DEAE (série I11)
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Fonte: Dados da pesquisa
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Figura F2 — (a) Diametro hidrodindmico (b) potencial Zeta e (c) polidispersividade dos poliplexos formados pelo O-

CD68 (com siRNA anti-TNFa) em diferentes razées N/P no 7,4 (1 = 0,15 mol L%, Conc. fosfato = 0,05 mol L)
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APENDICE G - Efeito do pH e da forca iénica na formac&o dos poliplexos

Nanoparticulas formadas pelo CMD34 com siRNA também foram preparadas em pH 6,3
(com forga ibnica ajustada em 0,05 mol L) e tiveram seu diametro hidrodinamico (Dh) e potencial
zeta avaliados em diferentes razdes N/P (Figura F1), seguindo o mesmo procedimento j& descrito
nesse trabalho (item 4.6.3). Observa-se que razdo N/P 10 (razdo de referéncia deste trabalho) o Dh
ndo foi alterado pela diminuicao do pH e da for¢a i6nica, contudo, houve uma tendéncia de aumento

do potencial { (em relagdo as condigdes fisioldgicas) em cerca de 80%.

Figura G1 — (a) Didmetro hidrodindmico (b) potencial Zeta e (c) polidispersividade dos poliplexos formados pelo
CMD34 (com siRNA anti-TNFa) em diferentes razées N/P no pH 6,3 (I = 0,05 mol L, Conc. fosfato = 0,025 mol
LY e7,4 (1=0,15mol L%, Conc. fosfato = 0,05 mol L?).n=6 (pH 6,3) en=9 (pH 7,4)
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