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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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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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