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Introducao

A utilizagdo de nanoparticulas para a transferéncia
de genes é uma das estratégias mais promissoras
dentro da terapia génica ndo viral, sobretudo devido
as multiplas estratégias empregadas na preparacao
dos sistemas'. Neste tema polications podem ser
modificados por meio da insergcdo de grupos
sensiveis ao pH, a fim de aumentar a liberacao
intracelular do DNA e ou RNA de interferéncia.
Neste estudo, os derivados de quitosana contendo
proporcoes crescentes de dietilaminoetil ( DEAE ) e
grupos fosforilcolina ( PC ) foram sintetizados com o
intuito de melhorar a eficiéncia de transfecgédo de
quitosana . Os derivados foram caracterizados por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
cromatografia de permeagcdo em gel (GPC). O
principal objetivo foi o de estudar o efeito da
composicdo do derivado na eficiéncia de
transfeccdo in vitro , utlizando células Hela.
Quitosana desacetilada ( Mw 12 kDa ) e seus
derivados (Tabela 1) contendo 18 % de grupos PC
(PCig-CH)e 22 %, 38 %, 44 % e 58% de grupos
dietilaminoetil ( PC18 - CH - DEAEx ) foram
utilizados para preparar nanoparticulas com o
plasmideo VR -1412 , que codifica o gene da B -
galactosidase ( B - gal ) . As nanoparticulas foram
preparados em pH 6,3 em diferentes razdes N / P (
N = grupos amina do derivado , P = grupo de fosfato
de pDNA ). A técnica de espalhamento de luz
dindmico foi utilizada para determinar os tamanhos e
potenciais zeta dos poliplexos e suas estabilidades
foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose. A eficiéncia de transfecgédo foi avaliada
utilizando-se o kit Elisa para 8 - gal ( ROCHE ) .

Resultados e Discussao

As particulas formadas com PC,s-CH apresentaram
tamanhos variando de 50 a 100 nm . Para razdes
N/P superiores a 2 todos os derivados PCis-CH-
DEAEx formaram poliplexos com potenciais zeta
positivos e raios hidrodinamicos em torno de 100
nm. A citotoxicidade dos derivados substituidos
aumentou significativamente para as razbes N/P
superiores a 15 . Nanoparticulas preparadas para
razdes N/P =10 com PC,3-CH e PC,s- CH -DEAE,,
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permitiram obter eficiéncias de transfecgao cerca de
seis vezes maior do que aquela obtida com a
quitosana desacetilada ( CH ) e comparaveis a
eficiéncia de transfecgdo mediada pelo lipideo
comercial Lipofectamina® (Figura 1).

Tabela 1. Propriedades dos derivados de quitosana
preparados.

Notagdo Mw (kDa) Mw/M, %PC  %DEAE

PC43-CH® 41.0 3.3 18 -
PC4s-CH-DEAE;; 29.3 2.3 18 22
PC4s-CH-DEAE33 32.8 2.3 18 38
PC1g-CH-DEAE 44 32 24 18 44
PC4s-CH-DEAE7¢ - - 18 58
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Eficiéncia de

Figura 1. transfecgdo dos
poliplexos preparados com CHi;, PC4s-CH, PCqs-CH-
DEAEz; e PCqs-CH-DEAE4 em pH 6,3. Valores de
expressdo de B-gal/proteina total. * p<0.05; ** p<0.01;
***p<0.005.

Conclusoes

Os resultados mostraram que a insergao de grupos
amino secundarios e terciarios permitem aumentar a
eficiéncia de transfecgdo e podem ser uma
alternativa para a terapia génica nao-viral.
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