Sociedade Brasileira de Quimica ( SBQ)

Sintese e Estudos de Transfeccao Mediados por Amino-Derivados de

Quitosana.

Franciele de P. P. Oliveira'(PG), Isadora Pfeifer Dalla Picola (PG)?, Qin Shi *, Julio C. Fernandes®
(PQ), Vera Aparecida de Oliveira Tiera' (PQ), Marcio José Tiera'* (PQ)

. L a A . i L. A . . .2
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, "Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais, “Departamento

de Fisica, Unesp, Sdo José do Rio Preto,
Université de Montréal, Canada *mjt@ibilce.unesp.br

Palavras Chave: quitosana, terapia génica,derivados

Introducao

Nanoparticulas preparadas a partir de polimeros
sensiveis a estimulos internos ou externos, tem sido
propostos como possiveis carreadores para a
terapia génica bem como para liberagao de drogas
anticancerigenas. Compostos com  grupos
funcionais sensiveis ao pH podem ser incorporados
na estrutura dos nanocarreadores para se obter uma
liberacédo intracelular eficiente e a localizagdo sub-
celular das macromoléculas.? No presente trabalho
sdo apresentados os resultados da sintese,
caracterizacdo e estudos de transfeccdo de
derivados de quitosana contendo grupos amino
secundarios e terciarios.

Resultados e Discussao

A quitosana utilizada na sintese foi obtida da
desacetilagdo de quitosana comercial (Mv = 42
kDa). Os derivados foram obtidos pela reagdo com
cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina (DEAE-CI). O
grau de substituicdo (GS) dos derivados foi
determinado por Ressonancia Magnética Nuclear de
prétons (RMN). Na Tabela 1 sdo apresentados os
resultados da caracterizagdo de quitosana e seus
derivados. A capacidade tamponante foi
determinada utilizando-se o método de Benns e
colaboradores® e mostrou que a substituicdo por
DEAE aumenta significativamente a capacidade
tamponante quando comparado a quitosana.

Tabela 1. Propriedades da quitosana e dos
derivados  utilizados na preparagdo das
nanoparticulas.
Polimero Razdo mi Ds(%)  Dsq(%) Mw
DN (mi/g) ¢/Mol
(kDa)
CH* - 190 - 17,7
DEAE,5-CH 05 220 14,9 - 21,4
DEAE,s-CH 10 218 24,5 - 21,2
DEAEg-CH 1.5 206 62,5 15,5 19,7
DEAEio-CH | 2.0 163 97,6 16,9 14,5

*Grau de desacetilagdo (DDA) = 95,2 % por 'H-NMR
e 94.6 % por potenciometria Ds = Grau de substituigdo;
DSq = Grau de subtituicdo por grupos quaternarios.

Células Hela de carcinoma cervical (FR-
positivas) foram utilizadas nos estudos de
citotoxicidade e os estudos de transfeccao foram
conduzidos utilizando-se o plasmideo DNA VR1412
codificado com o gene da galactosidase. Os estudos
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de citotoxicidade mostram que a citoxidade aumenta
com o grau de substituicdo de DEAE. Entretanto
para valores de Ds 15 e 25% a viabilidade celular
permaneceu por volta de 80% decrescendo
ligeiramente com o aumento da razdo de cargas.
Os resultados mostram que a eficiencia para a
transfeccdo aumenta com a razdo Qrupos
amino/grupos fosfato (+/-) até o valor 2 e diminui
para razbes maiores. A eficiéncia na transfecgao
mostrou um aumento significativo para os polimeros
com 15 e 25%, de DEAE, quando comparado a
quitosana nao modificada.
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Figura 1. Eficiéncia para o processo de transfecgao
utilizando-se as nanoparticulas preparadas com
quitosana e seus derivados.

Conclusoes

As sinteses dos derivados de quitosana foram bem
sucedidas e o0 grau de substituicdo pode ser
controlado variando-se a razao DEAE/quitosana no
meio reacional. Os resultados mostram que os
derivados aumentam a eficiéncia de transfecgao em
até dez vezes quando comparada a quitosana, e
apresentam um grande potencial para estudos in
vivo.
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