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RESUMO

Ao longo da Gltima década, os avan¢os na engenharia do RNA possibilitaram a geracdo de pequenos RNAs
de interferéncia (siRNA) com atividade farmacolédgica melhorada, o que tem impulsionado um crescente
namero de estudos que visam utiliza-las para o desenvolvimento de plataformas terapéuticas para variadas
doencas, como a psoriase. Contudo, a eficacia do tratamento terapéutico ainda esta condicionada a utilizacdo
de nanocarreadores capazes de entregar de forma eficiente o siRNA no citosol das células-alvo, mediante a
superacdo dos varios obstaculos que se iniciam no momento de sua aplicac¢do nos sistemas biolégicos. Neste
estudo, foram sintetizados polications multifuncionais baseados em quitosana para serem aplicados no
desenvolvimento de duas séries de nanocarreadores de sSiRNAs. Na Série |, a quitosana foi substituida com
grupos diisopropiletilamina (DIPEA) e tiol (-SH) e foram utilizadas para revestir nanoparticulas de ouro
(AuNPs), as quais foram aplicadas no transporte do siRNA. Ja na Série Il, as DIPEA-quitosanas foram
enxertadas com polietilenoglicol tiolado (PEG-SH) para geracdo dos nanocarreadores de siRNA através da
simples complexacdo dos acidos nucleicos. A composi¢do dos policétions foi determinada por diferentes
técnicas espectrométricas (RMN *H, FTIR e UV-Vis) e confirmadas via andlise elementar (CHNS). Os
derivados de quitosana apresentaram conteudo de DIPEA variados (14-59%), tiolacdo entre 1-2% (Série I)
e PEGuilagdo proxima a 1% (Série 11). Em ambas as séries, os nanocarreadores de siRNA apresentaram
tamanhos entre 100-200 nm e carga superficial positiva (8 a 12 mV), as quais puderam ser precisamente
controladas por meio de ajustes na composicao dos derivados de quitosana e pelo pH das formulacdes. As
nanoplataformas complexaram eficientemente o siRNA, minimizando a degradagdo dos acidos nucleicos
pela acdo dos radicais hidroxila e pelo ataque da RNAse, além de apresentarem elevada estabilidade
estrutural e coloidal na presenca de proteinas séricas. Adicionalmente, observou-se que os policétions
liberaram o PEG-SH em ambiente redutor e apresentaram biodegradabilidade similar a da quitosana frente
ao ataque da lisozima, o que embasou uma possivel via de liberacdo intracelular do siRNA. Os vetores
apresentaram baixa citotoxicidade em diferentes linhagens celulares e mediaram niveis de silenciamento de
proteina verde fluorescente (GFP) em células HeLa (< 50%) e do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) em
macréfagos RAW (< 60%) similares aos alcancados pela Lipofectamina™. FormulagGes para uso tépico
contendo os vetores da Série Il aumentaram em até 4 vezes a retencdo do siRNA em modelos de pele
artificial (Strat-M®) e de origem animal (orelha de porco). Esses resultados foram corroborados pelos
estudos in vivo em gerbilos da Mongolia (Meriones unguiculatus), que revelaram a presenca de
nanoparticulas em diferentes camadas da epiderme/derme e indicaram que os foliculos capilares s&o uma
importante via para penetracdo dos nanocarreadores na pele. O uso topico destas formulacdes carregadas
com siRNA anti-TNFa melhoraram o aspecto geral da pele de modelos animais com psoriase induzida via
Imiquimod, diminuindo a infiltracdo de células, a densidade de vasos sanguineos e a concentracdo de TNFa
no local da inflamagéo. Os resultados obtidos destacam o potencial dos vetores no desenvolvimento de

formulacGes de uso topico, em especial, aquelas voltadas para o tratamento da psoriase.

Palavras-chave: Acido nucleico. Silenciamento. Terapia génica. Nanocarreadores. Quitosana.



ABSTRACT

Over the last decade, advances in RNA engineering have enabled the generation of small interfering RNAs
(siRNA) with improved pharmacological activity, which has driven a growing number of studies that aim
to use them for the development of therapeutic platforms for various diseases such as psoriasis. However,
the success of the therapeutic treatment still depends on the use of nanocarriers able to deliver siRNA
efficiently into the cytosol of the target cells, by overcoming the various obstacles that start at the moment
of its biological application. In this study, multifunctional chitosan-based polycations were synthesized and
applied for the development of two series of siRNA nanocarriers. In Series I, chitosan was modified with
diisopropylethylamine (DIPEA) and thiol (-SH) groups and used to coat gold nanoparticles (AuNPs), which
were used to transport the siRNA. In Series 11, DIPEA-chitosans were grafted with thiolated polyethylene
glycol (PEG-SH) to formulate sSiRNA nanocarriers by a simple complexation process of nucleic acids. The
composition of the polycations was determined by different spectrometric techniques (*H NMR, FTIR and
UV-Vis) and confirmed by elemental analysis (CHNS). The chitosan derivatives presented varied DIPEA
content (14-59%), thiolation degree between 1-2% (Series I) and PEGylation close to 1% (Series I1). In both
series, the sSiRNA nanocarriers presented 100-200 nm size ranging and positive surface charge (8 a 12 mV),
which were precisely controlled by adjusting the composition of polymers and the pH of the formulations.
The nanoplatforms efficiently load the siRNA molecules, reducing their degradation by hydroxyl radicals
action and by RNAse attack, and formulated nanopolyplexes with high structural and colloidal stability in
presence of serum proteins. In addition, the derivatives were able to release the PEG-SH coat in reducing
environments and also presented a biodegradability similar to the unmodified chitosan face of lysozyme
attack, which supported a possible pathway for the intracellular release of siRNA. The formulation of
vectors displayed very low cytotoxicities in different cell lines and mediated knockdown levels of green
fluorescent protein (GFP) in HelLa cells (up to 50%) and tumor necrosis factor alpha (TNFa) in RAW
macrophages (up to 60%) similar to those achieved by Lipofectamina™. The topical formulations of the
vectors from Series Il increased up to 4-fold the amount of siRNA retained in artificial (Strat-M®) and
animal (pig ear) skin models. These results were corroborated in vivo studies in Mongolian gerbils (Meriones
unguiculatus), which revealed the presence of the nanoparticles in different layers of the epidermis/dermis
and indicated that the hair follicles are an important route for the penetration of nanocarriers into the skin.
The topical use of these formulations loaded with anti-TNFa siRNA improved the overall appearance of the
skin of animal models with Imiquimod-induced psoriasis, decreasing the infiltration of cells, the density of
blood vessels and the concentration of TNFa cytokine at the inflamed tissue. The results obtained highlight
the potential of the vectors in the development of formulations for topical use, especially those aimed at the

treatment of psoriasis.

Keywords: Nucleic acid. Knockdown. Gene therapy. Nanocarriers. Chitosan.
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ndo pareado com um nivel de significancia de 0,05 e foram utilizadas como referéncia (a) as amostras
contendo o SiNT e (b) a amostra Cell-LPS. ***p<0,001 e NS= ndo houve diferencas significativas entre as
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Figura 36 - Estudo da interacdo dos vetores poliméricos com modelo epidermal sintético (Strat M®). (a)
Esquema ilustrativa da célula de difusdo de Franz empregada nos estudos. Concentragdo de (b) oligo-FAM
e de (c) RITC/ChD59-Peg (razdo N/P = 20) nos extratos da Strat M® acessadas via espectroscopia de
fluorescéncia. Imagens de CLSM representativas de cortes (10 wm) das membranas tratadas com (d) oligo-
FAM livre e com (e) RITC/ChD59-Peg/oligo-FAM. Barra de escala: 50 ptm..........ccocvviveneniininninnnns 127
Figura 37 - Estudo da interacdo dos vetores poliméricos com pele de orelha de porco. Imagens de CLSM
representativas das amostras de pele tratadas com o (a) excipiente das formulagdes, (b) oligo-FAM livre e
(c) vetores RITC/ChD59-Peg/oligo-FAM (N/P = 20; pH 7,4). (d-f) Imagens de microscopia de campo claro
representativas das amostras de pele coradas com H&E. As amostras em (d-f) foram tratadas pelas mesmas
formulagBes descritas em (a-c), respectivamente. Barra de escala: (a-c) 100 um e (d-f) 200 um........... 128
Figura 38 - Estudo da interacdo dos vetores com a pele do dorso de gerbilos da Mongolia sadios. Imagens

de (a-d; f-1) CLSM representativas das amostras de pele tratadas pelos vetores fluorescentes (RITC/ChD59-



Peg/oligo-FAM). Imagens de (e, J) microscopia de campo claro representativas das amostras em (a-d) e (f-
i) coradas com H&E, respectivamente. Sdo apresentadas amostras de pele dos animais (a-e) 01 e (f-j) 02.
Barra de escala: (a-d; f-i) 200 um € (€, ) 200 LML c..oveivieiiiiieie sttt s 130
Figura 39 - Imagens de microscopia de campo claro representativas das amostras de pele dos animais dos
grupos (a) 01 (vaselina), (b) 02 (IMQ/excipiente) e (c) 03 (IMQ/vetores) coradas com H&E. As imagens a
direita sdo ampliacBes das regides destacadas nas imagens a esquerda. Barra de escala: (esquerda) 1 mm e
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Figura 40 - Imagens de microscopia de campo claro representativas das amostras de pele dos animais dos
grupos (a) 01 (vaselina), (b) 02 (IMQ/excipiente) e (c) 03 (IMQ/vetores) coradas com tricrdmico de
Gomori. As imagens a direita sdo ampliagdes das regides destacadas nas imagens a esquerda. Barra de
escala: (esquerda) 500 pm € (direita) 100 LML ..cciiieieieieieese e 134
Figura 41 - Imagens de microscopia de campo claro representativas das amostras de pele dos animais dos
grupos (a) 01, (b) 02 e (c) 03 empregadas no ensaio imuno-histoquimico para deteccdo de TNFa. As
imagens a direita sdo ampliagdes das regides destacadas nas imagens a esquerda. Barra de escala: (esquerda)
500 pm € (QIreita) 100 LU ©o.viiviieiteieieeeiet ettt bbbttt b bbb e 135
Figura 42 — Fotografias representativas dos animais dos grupos (a) 01, (b) 02 e (c) 03 no dia 08, antes da
eutandsia. (d) Expressdo de TNFa na pele dos animais dos diferentes grupos em relagdo a area total do
corte do tecido avaliado (valores obtidos via software ImageJ 1.54f). A analise estatistica foi realizada via
teste de Kruskall-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn (nivel de confianga de 0,1). *p <0,05, **p<0,1, ns
= sem diferenca estatistica entre as MEAIAS. ........ccvieriiiriieiee s 136
Figura 43 - Imagens de microscopia de campo claro representativas das amostras de pele dos animais dos
grupos (a) 01, (b) 02 e (c) 03 empregadas no ensaio imuno-histoquimico para deteccdo de F4/80. As
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500 M € (Ireita) 100 LU .o.eiiueiieieieieietee ettt ettt sttt et e b e et e s e s e b e e neebesrenbenee s e e eneeneene e 137



LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIACOES

M,, = massa molar numérica média (unidade: Da)

M,, = massa molar ponderal média (unidade: Da)

M,,/M,, = indice de polidispersdo das massas moleculares

ABTS = 4acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
ABTS*" = radical de ABTS

AUNP = nanopartucula de ouro

AUNP@ChD14-SH = AuNP recoberta com o polimero ChD14-SH
AUNP@ChD33-SH = AuNP recoberta com o polimero ChD33-SH
AUNP@ChD56-SH = AuNP recoberta com o polimero ChD56-SH
AUNP@Ch-SH = AuNP recoberta com o polimero Ch-SH

BCA = 4cido bicinconinico

BSA = albumina sérica bovina

Ch = quitosana (ndo modificada)

ChD14 = quitosana substituida com 14% de DIPEA

ChD14-Peg = ChD14 modificada com PEG

ChD14-SH = ChD14 modificada com grupo tiol

ChD33 = quitosana substituida com 33% de DIPEA

ChD33-Peg = ChD33 modificada com PEG

ChD33-SH = ChD33 modificada com grupo tiol

ChD56 = quitosana substituida com 33% de DIPEA

ChD56-Peg = ChD56 modificada com PEG

ChD56-SH = ChD56 modificada com grupo tiol

Ch-Peg = quitosana modificada com PEG

Ch-SH = quitosana modificada com grupo tiol

Cy5 =cianina 5

D0 = 6xido de deutério

DAB = 3,3'-diaminobenzidina

DAPI = 4’ 6-diamidino-2-fenilindol

DCI = cloreto de deutério

Dh = didmetro hidrodindmico (unidade: nm)

DIPEA = diisopropiletilamina



DIPEA-CI = cloridrato de 2-Cloro-N,N-diisopropiletilamina
DMEM = meio de Eagle modificado por Dulbecco

DTNB = acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)

EDS = espectroscopia de raios X por energia dispersiva
EDTA = etilenodiamino tetra-acético

ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EtBr = brometo de etidio

FAM = amidita de fluoresceina

FBS = soro fetal bovino

FTIR = espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier
GA = grau de acetilacio obtido via RMN H

GFP = proteina verde fluorescente

GIcN = 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose

GIcNAC = 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose

GPC = cromatografia de permeacao em gel

GSpirea = grau de substituicdo por DIPEA

GSpec = grau de substituicdo por PEG

GSritc = grau de substituicdo por RITC

GSsH = grau de substituicdo por grupos tiol

H&E = hematoxilina e eosina

| = forga idnica (unidade: mol L™)

IMQ = Imiquimod

LPS = lipopolissacarideo bacteriano

MEV = microscopia eletronica de varredura

MM = massa molecular

MMmer = massa molar média dos meros

MTS = 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio
MWCO = corte de peso molecular

NADH = dinucleotideo de nicotinamida-adenina protonado
NADPH = dinucleotideo de nicotinamida-adenina-fosfato protonado
NEAA = amino&cidos ndo essenciais

Oligo-FAM = oligonucleotideo de DNA marcado com FAM
PBS = tampéo fosfato salino pH 7,4

PDI = polidispersividade (em relacéo ao tamanho das nanoparticulas)



pDNA = DNA de plasmideo

PEG = polietilenoglicol

PEG-SH = O-(2-mercaptoetil)-O-metil-polietileno glicol
PEI = polietilenimina

PES = etossulfato de fenazina

RCF = forca centrifuga relativa

RFU = unidade relativa de fluorescéncia

RISC = complexo de silenciamento induzido por RNA
RITC = isotiocianato de rodamina B

RMN 13C = ressonancia magnética nuclear de carbono 13
RMN *H = ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
ROS = espécies reativas de oxigénio

SATP = N-succinimidil S-acetiltioproprionato

SD = desvio padrdo

SiGFP = siRNA anti-GFP

SiTNFa = siRNA anti-TNFa.

siNT = siRNA negativo

siRNA = pequeno RNA interferente

siRNA-Cy5 = siRNA marcado com cianina 5
siRNA-FAM = siRNA marcado com amidita de fluoresceina
SPDP = N-Succinimidil 3-(2-piriditio)proprionato

TNB = 2-nitro-5-tiobenzdico

TNFo = fator de necrose tumoral alfa

o = grau de ionizacdo (unidade: %)

& = escala delta para deslocamento quimico no espectro de RMN (unidade: ppm)

¢ = potencial Zeta (unidade: mV)
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1. INTRODUCAO

1.1. TERAPIA GENICA, INTERFERENCIA DO RNA E A PSORIASE

O tratamento de doengas por meio da insercdo de acidos nucleicos (DNA ou RNA) em
células especificas de um paciente € uma das modalidades da terapia génica (STAFF, 2001), nas
qual, geralmente, utilizam-se veiculos denominados vetores para inserir o material genético nas
células alvo (Figura 1a). Em 1989, foi realizado o primeiro ensaio clinico envolvendo a terapia
génica que apresentou um relativo sucesso e, no inicio dos anos 2000, comegaram a ser aprovados
para comercializacdo os primeiros medicamentos baseados em &cidos nucleicos, com perspectiva
de aprovacao de 10 novos produtos do género até 2025 (ARABI; MANSOURI; AHMADBEIGI,
2022). Até marco de 2022, somente no Brasil, trés produtos associados a terapia génica
encontravam-se aprovados para uso comercial (Zolgensma, Luxturna e Kymriah) e mais sete
estavam sendo estudados em ensaios clinicos (CORNETTA et al., 2022). O potencial desta terapia
também é destacado pelo aumento de mais de 300% no nimero de ensaios clinicos envolvidos no
tema, de 2010 a 2020. Esse impulso foi ainda mais proeminente nos dois Gltimos anos, com 0 uso
dessa tecnologia terapéutica para producdo de vacinas de RNA mensageiro (RNAmM) no combate
a pandemia de COVID-19 (ARABI; MANSOURI; AHMADBEIGI, 2022).

Tendo sempre uma finalidade terapéutica, a terapia génica procura modificar/manipular a
expressdo de um gene para alterar as propriedades biolégicas de células vivas (SHERKOW;
ZETTLER; GREELY, 2018). Uma das formas de se fazer isso é utilizando o mecanismo
conhecido como interferéncia do RNA (RNAI), no qual RNAs de fita dupla (dSRNA) levam a
degradacdo do RNAm transcrito por um gene especifico (MIRZAEI et al., 2021) e, assim, 0
produto da expressao desse gene ndo é obtido (Figura 1b). Dentre os dsRNAs, o pequeno RNA
de interferéncia (SIRNA) tem um papel de destaque por apresentar 19-23 pares de bases (com mais
2 nucleotideos salientes na terminagdo 3’), o que possibilita sua pronta associacdo com o complexo
silenciador induzido por RNA (RISC) para clivagem do RNAm (DEVI, 2006). Neste processo, as
fitas duplas do siRNA sdo separadas e a fita antisenso serve como guia para o RISC localizar e
clivar RNAm alvo (complementar a fita), que é descartado, deixando o RISC livre. Assim, uma
unica molécula de siRNA pode direcionar a destruicao de varias moléculas de RNAm (PREALL;
SONTHEIMER, 2005).

Nos ultimos anos, a exploracdo do potencial dos acidos nucleicos para o tratamento de

diferentes doencas resultou no surgimento de varios medicamentos do género (GINN et al., 2018)
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e, em particular, na primeira droga baseada em RNAI aprovada pela FDA (Food and Drug
Administration), conhecida comercialmente como Onpattro™ (patisiran). O patisiran,
desenvolvido pela Alnylam Pharmaceuticals, consiste em um siRNA encapsulado em uma
nanoparticula lipidica (direcionada aos hepatdcitos) que tem como alvo o RNAm para sintese da
transtirretina, visando o tratamento da amiloidose hereditaria (HOY, 2018; RIZK; TUZMEN,
2019). Neste cenério, o crescente numero de tecnologias promissoras baseadas em vetores ndo
virais e no principio RNAI tem atraido cada vez mais a aten¢do da industria farmacéutica, que tem
atuado continuamente no desenvolvimento de nanoplataformas direcionadas para o tratamento de
diversas desordens, como carcinomas, infecgdes, doencas hepéticas e cardiovasculares
(HERRERA et al., 2018). Em particular, destacam-se as doengas inflamatorias, nas quais a
administracdo de siRNAs direcionados a citocinas associadas a progressao do quadro infamatdrio
tem demonstrado grande potencial terapéutico (PANDI et al., 2017; TRAN; AMIJI, 2015).

A psoriase € uma doenca inflamatdria crénica que se manifesta na pele e/ou articulagdes
dos pacientes e afeta até 3% da populacdo mundial, envolvendo custos anuais na ordem de 25 mil
ddlares por paciente (BREZINSKI; DHILLON; ARMSTRONG, 2015). Acredita-se que a
imunopatogénese da psoriase resulta de uma interacdo complexa entre células T, células
dendriticas e queratindcitos, gerando o processo inflamatério na pele, que é caracterizado pela
hiperproliferacdo acentuada de queratindcitos, infiltracdo de células imunes e remodelacdo
vascular na pele (BOEHNCKE; SCHON, 2015). Em casos graves, essa doenca pode ser tratada
por meio de anticorpos monoclonais (Adalimumabe, Secuquinumabe, Ustekinumab, entre outros)
que tém como alvo citocinas que desempenham um papel central no seu desenvolvimento, tais
como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e as interleucinas (17 e 23). Além do alto custo, a
predisposicdo para o surgimento de infeccBes e desordens de natureza neuroldgicas também sdo
alguns dos aspectos negativos associados ao uso desses agentes terapéuticos (PANDI et al., 2017).
Nesse sentido, terapias baseadas em RNAI tém demonstrado potencial para tratar a psoriase tendo
como alvo o TNFa (MAREPALLY et al., 2014) e outras citocinas/proteinas pro-psoriaticas
(DEPIERI et al., 2016; DESMET et al., 2018; MAREPALLY et al., 2014).

Além de seus efeitos pro-inflamatérios, 0 TNFa induz a liberagdo de outras citocinas que
podem potencializar o quadro psoriatico (BOEHNCKE; SCHON, 2015). Devido ao seu papel
central na inflamacgdo, neste estudo, buscou-se desenvolver vetores néo virais que possibilitassem
a reducdo da expressdo do TNFa em modelos in vitro e in vivo de psoriase induzida, por meio da

entrega eficiente de siRNA nos tecidos e células-alvo.
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1.2. VETORES E AS BARREIRAS BIOLOGICAS

Ao longo da ultima década, os avangos na engenharia do RNA tém possibilitado a obtencéo
de siRNAs com atividade farmacoldgica melhorada, fato que impulsionou o interesse da
comunidade cientifica sobre estas moléculas, visando o estabelecimento de plataformas
terapéuticas para o tratamento de diversas doengas (HU et al., 2020). Apesar das melhorias, a
eficiéncia terapéutica do siRNA ainda é limitada pelo uso de vetores capazes de direciona-los até
o0 seu local de acdo, no interior das células alvo (DE BRITO E CUNHA et al., 2022). Quando 0s
acidos nucleicos sdo aplicados diretamente sobre as células (in vitro), dificilmente eles séo
internalizados, devido as suas dimens@es, carga negativa (repulsdo com a membrana plasmaética)
e hidrofilicidade, sem considerar a alta possibilidade de degradacéo pelas nucleases presente no
meio. Ainda, quando se emprega o SiRNA livre em sistemas mais complexos (in vivo), existem
outros fatores (dependentes da via de aplicacdo empregada) que limitam sua eficiéncia terapéutica,
como a depuracdo renal, a permeacdo através dos tecidos e a ativacao do sistema imune (SAJID
et al., 2020). Nesse sentido, os vetores emergem como agentes voltados para a superacao destas

barreiras, maximizando a eficiéncia das terapias baseadas na RNAI (Figura 1c).

De forma abrangente, os vetores podem ser classificados em virais e ndo virais, sendo que 0s
vetores baseados em virus foram os mais amplamente estudados e, consequentemente, originaram
0s primeiros medicamentos voltados para terapia génica (ARABI; MANSOURI; AHMADBEIGI,
2022). Porém, os menores custos de producao, a maior seguranca e a consideravel escalabilidade
atrairam a atencdo do setor farmacéutico para os vetores ndo virais, sobretudo ap6s a aplicacao de
vetores lipossomais (n&do virais) na constituicdo de algumas das principais vacinas contra COVID-
19. Aqui, vale mencionar que os vetores ndo virais ainda podem ser classificados quanto a sua
composicgdo (poliplexos, lipoplexos, nanoparticulas inorganicas e outros), porém, neste estudo o
foco sera dado aos poliplexos, vetores formados a partir da complexacgdo dos acidos nucleicos por
polimeros cationicos (GANTENBEIN et al., 2020).

A partir do apresentado até o momento, pode-se inferir que a construcao de vetores para terapia
génica é uma tarefa complexa. De fato, somente vetores multifuncionais serdo capazes de superar
a maioria as barreias associadas a administracdo terapéutica do siRNA, que se iniciam na
encapsulagdo do &cido nucleico pelo transportador e seguem até a sua libera¢do no citosol das
células alvo (ZHOU et al., 2016).

A complexacdo dos &cidos pelos polications, alem de oferecer certa prote¢do contra o ataque
de nucleases, também criam (sob as condicGes e proporg¢des adequadas) nanoestruturas com carga
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superficial positiva, 0 que praticamente extingue a repulsao eletrostatica entre 0 DNA/RNA e as
membranas celulares, carregadas negativamente (ZU; GAO, 2021). Uma vez em contato com a
células, estas nanoparticulas podem ser internalizadas. A endocitose € uma das principais vias de
internalizacdo dos poliplexos, cujo destino no interior da célula depende do tipo de célula alvo e
das caracteristicas fisico-quimicas do nanocarreador, porém, na maioria dos casos, os poliplexos
seguem vias acidas que culminam na degradacdo lisossomal do material endocitado (AGIRRE et
al., 2014; DOWDY, 2017). Neste ponto, os vetores ndo virais formados por polimeros sensiveis
ao pH ganham destaque, pois podem escapar da degradacao por meio de um mecanismo chamado
de esponja de protons (Figura 1d), que é baseado no aumento combinado da carga superficial dos
vetores, devidos a protonacdo das cadeias poliméricas, e da pressdo osmética no interior do
endossomo (CABRAL et al., 2018). Desta forma, o SiRNA pode atingir o citosol da célula alvo.

Nas aplicac@es in vivo, as dimensdes dos vetores também exercem grande influéncia na sua
distribuicdo pelo organismo. Enquanto nanoparticulas inferiores a 5 nm sofrem uma réapida
depuracdo renal, estruturas maiores que 200 nm sdo eliminadas pelo baco e filtragdo do figado.
Embora seja complicado definir uma faixa tamanho Otima, em geral, nanocarreadores com
dimensdes entre 20 e 200 nm tém apresentado uma boa eficiéncia no transporte de acido nucleicos
(MIRZAEI et al., 2021; ZU; GAO, 2021). Ainda, a permeacdo através dos tecidos também se
mostrou dependente da dimensdo do material, de modo que nanoparticulas com diametros
préximos a 20 nm se mostraram mais eficientes em transpor a pele do que nanoparticulas com
tamanhos proximos a 200 nm, por exemplo (RAJU et al., 2018). Neste ponto, vale ressaltar que,
embora a pele seja uma barreira dificil de ser superada, a literatura aponta para bons niveis de
permeacao de farmacos ap6s a aplicacdo topica de medicamentos nanoestruturados voltado para o
tratamento da psoriase (ROSA et al., 2018). Experimentos em modelos in vivo de psoriase
utilizando tanto lipoplexos quanto dendriplexos (vetores baseados em lipideos e dendrimeros,
respectivamente) foram igualmente eficazes na administracdo topica de siRNA direcionado ao
TNFa (PANDI et al., 2018), assim como terapias de RNAI baseadas em nanoparticulas formuladas
com amido quaternizado (ZIMON et al., 2018), sistemas hibridos ouro-siRNA (NEMATI et al.,
2017) e outros carreadores/estratégias (ROSA et al., 2018).



22

Figura 1 — (a) Vetor polimérico aplicado no transporte do siRNA com (b) esquema ilustrativo do seu mecanismo de acgdo. llustracdo da capacidade dos

vetores em (c) proteger o SiRNA da degradacdo por nucleasse, facilitar sua permeacédo epidérmica e (d) favorecer seu escape endossomal. (e) Legenda.

©®

génico

produzida

Silenciamento g0,

Condigao
normal

Endossomo

e
QR

80 “knockdown”

Proteina ndo “ NN

RNAm degradado

®

Cadeia
polimérica

&P

@ Legenda:

siRNA
(Small Interfering
RNA)

Cadeia
polimérica

Vetor
polimérico

Proteina
indesejada

}
~
9
N

RISC

(RNA-Induced
Silencing Complex)

X RNAse

ROS
(Reactive Oxygen
Species)

PHJJ- RNAm alvo

A

ATPase vacuolar

Fonte: elaborado pelo autor.



23

Adicionalmente, vale mencionar que nas aplicagdes in vivo, a mesma carga superficial que
possibilita a internalizacdo dos poliplexos, também favorece a ocorréncia de interagdes indesejadas
com proteinas e outros constituintes bioldgicos, levando a destruicéo ou alteracdo das propriedades
fisico-quimicas do vetor. Visando minimizar essas interacdes, os poliplexos sdo frequentemente
revestidos com polietilenoglicol (PEG), um polimero hidrofilico ndo catiénico que, além do efeito
estérico, cria uma camada de hidratacdo ao redor do vetor, o que favorece a manutencéo de sua
integridade estrutural (BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015; SAJID et al., 2020).

1.3. NANOCARREADORES DE siRNA BASEADOS EM QUITOSANA

Em 1995, a quitosana foi utilizada pela primeira vez no transporte de acidos nucleicos e, devido
a sua baixa citotoxicidade, alta biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixo custo, ela tem sido
um dos polications mais estudados para terapia génica (CAO et al., 2019; DRAGICEVIC,;
MAIBACH, 2016). Estudos recentes mostraram que nanoparticulas de siRNA/quitosana sdo
potenciais candidatos para o tratamento de varias doencas, por exemplo: infeccdo por HIV
(MOBARAKEH et al., 2019), cancer de mama (LIANG et al., 2021), tuberculose (KOLI et al.,
2019) e doenca de Huntington (SAVA et al., 2020).

Estruturalmente, a quitosana é definida como um copolimero formado por 2-amino-2-desoxi-
D-glicopiranose (GIcN) e 2-acetoamino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) unidos por ligagdes
B1>4 e, embora a proporcdo entre ambas as unidades (GIcN e GIcNAc) seja variavel, ha a
predominancia da unidade GIcN em sua estrutura (HEJAZI; AMIJI, 2001). As aminas primarias
presentes nas unidades GIcN conferem a quitosana o seu carater catidnico e possibilitam a sua
interacdo com os &cidos nucleicos, aplicacéo que € limitada a ambientes acidos devido ao seu baixo
valor de pKa - proximo a 6,5 (CAO et al., 2019). Assim, os vetores baseados em quitosana (néo
modificada) apresentam uma baixa eficiéncia em ambientes com valores de pH neutro/basico,
como no sangue (pH 7,4), olhos (pH 7,8) e jejuno (pH 7-8), por exemplo (MORARU et al., 2020;
PATHOMTHONGTAWEECHAI; MUANPRASAT, 2021; ZAMBOULIS et al., 2020). Visando
superar essa limitacdo, a quitosana tem sido modificada com grupos quimicos que apresentam
aminas secundarias/terciarias em sua estrutura, como a poli-L-lisina (PLL), a polietilenimina (PEI)
e o dietilaminoetil (DEAE), os quais, devido aos maiores valores de pKa, tém resultado na
formacéo de nanocarreadores de siRNA mais estaveis em pH sanguineo (MARTINS et al., 2019;
NAM; NAH, 2016; ZHANG et al., 2016a). Em particular, destaca-se os grupos hidrofobicos
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ionizaveis, como o diisopropiletilamina (DIPEA), um analogo estrutural do DEAE, que tém
demostrado uma alta sensibilidade ao pH (ZHOU et al., 2012) e aprimorado a capacidade dos
polications em atuarem como agentes para terapia génica (ZHOU et al., 2016). Além disso, o0
DIPEA esta presente na estrutura de varios medicamentos disponiveis comercialmente
(disopiramida, propantelina e acotimida, por exemplo), assim, espera-se que sua associa¢do com
a quitosana gere derivados com caracteristicas biocompativeis.

Em adicdo as modificagdes quimicas, o grau de acetilacdo (GA) e a massa molecular (MM) da
quitosana séo parametros que tém demonstrado uma grande influéncia na eficiéncia de transfeccéo
dos seus vetores (DRAGICEVIC; MAIBACH, 2016). A literatura aponta que quitosanas com alta
MM séo preferiveis em relacdo as de MM menores (< 50 kDa), devido a maior estabilidade dos
vetores e a protecdo aprimorada nos compartimentos endolisossomais (CAO et al., 2019).
Contudo, a selecdo da MM deve ser cuidadosa, pois MMs muito elevadas podem restringir a
liberacdo dos &cidos nucleicos, diminuindo a eficiéncia de transfeccdo (LAYEK; SINGH, 2017).
Um baixo GA se traduz em mais grupos amina na cadeia da quitosana, 0s quais sdo essenciais para
complexacdo dos acidos nucleicos (CAO et al., 2019). Para os nanocarreadores de SiRNA
formulados em meio acido (pH < 6,5), a literatura tem apontado que, quanto menor o valor de GA
da quitosana, maior a eficiéncia de transfecgéo dos seus vetores (ALAMEH et al., 2018). Contudo,
recentemente foi demonstrado que o GA préximos a 25% tém um carater primordial na
estabilizacdo dos vetores em pH 7,4, possibilitando com que DEAE-quitosanas (MM de 200 kDa)
formem nanocarreadores de siRNA (100-200 nm de didmetro) estaveis em pH 7,4 (MARTINS et
al., 2019).

Considerando uma aplicacdo voltada ao tratamento da psoriase, vale mencionar que, nos
ultimos anos, houve um crescente interesse no uso de formulagdes baseadas em quitosana para
aplicacdes topicas. Por exemplo, nanoparticulas de quitosana associadas ao tripolifosfato (TPP)
tém sido utilizadas para geracdo de promissores sistemas para entrega transdérmica de pDNA
(OZBAS-TURAN; AKBUGA, 2011), propranolol (AL-KASSAS et al., 2016) e curcumina
(ABDEL-HAFEZ; HATHOUT; SAMMOUR, 2018). Resultados igualmente relevantes também
foram obtidos ao se utilizar a quitosana e seus derivados no transporte transdermico de melatonina
(HAFNER et al., 2011), insulina (VENUGOPAL; JAYACHANDRAN, 2012) e lidocaina
(ENGKAGUL et al., 2017). Nesse quesito, 0s grupos amina também desempenham um papel
central pois, a carga superficial da quitosana afeta sua capacidade de carrear farmacos através dos
tecidos (SCHIPPER et al., 1997) devido as interacfes de natureza eletrostatica que ocorrem entre

os policétions e as proteinas de juncdo e/ou membranas celulares (ERMAN; VERANIC, 2018).
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Desta forma, neste estudo, quitosanas parcialmente acetiladas de alta massa molecular (> 700
kDa) foram modificadas com DIPEA para geracdo de nanocarreadores de siRNA voltados para o
tratamento da psoriase, via aplicacdo topica. Para tal, foram propostas duas estratégias, as quais

originaram duas séries de nanocarreadores, descritas a seguir.

1.4. SERIE I: VETORES HIBRIDOS ESTRUTURADOS COM OURO E
QUITOSANA

Nanoparticulas hibridas ouro-siRNA também vém sendo utilizadas para transpor o estrato
cdrneo e experimentos in vivo mostraram que a aplicacdo topica de siRNAs via nanoparticulas de
ouro melhoraram significativamente as lesdes cutaneas semelhantes a psoriase (NEMATI et al.,
2017). Neste contexto, a primeira estratégia (Série 1) baseou-se na aplicacdo das DIPEA-
quitosanas para revestir nanoparticulas de ouro (AuNP), que foram aplicadas na formulacéo dos
vetores hibridos (Figura 2). Nesta série, as AUNPs atuaram como uma base para construgdo dos
nanovetores, assim, o emprego de AuNPs com dimensdes apropriados (20-30 nm) foi de

fundamental importancia para criacdo de vetores eficientes (RAJU et al., 2018)

O controle da carga superficial dos nanovetores, por meio de ajustes no conteudo de
polication/DIPEA das AuNPs, também apresentou carater primordial nesta série, uma vez que
AUNPs (15 nm) carregadas positivamente sdo mais eficientes (2-6 vezes) em penetrar as camadas
da pele e serem internalizadas pelas células em comparacdo a AuNPs negativamente carregadas
(FERNANDES et al., 2015). Nesse sentido, varios polications tém sido incorporados a
nanoparticulas de ouro, a fim de ampliar seu potencial para carrear farmacos através dos tecidos e
entrega-los no interior das células-alvo. Nanoparticulas de ouro (5-10 nm) funcionalizadas com
PEG/oleilamina foram capazes de penetrar 0 estrato corneo e se depositar nas camadas mais
internas da pele (HSIAO et al., 2019). Também foi relatado que AuNPs (20 nm) recobertas com
Poli-L-lisina formularam vetores hibridos (50 nm) aplicados no transporte de siRNA que
apresentaram alta eficiéncia de transfecgdo e capacidade de acumulagdo em tumores subcutaneos
(KIM et al., 2014). Quando revestidas com quitosana, observou-se que as AUNPs (10 nm) foram
internalizadas muito mais rapidamente (12 vezes) pelas células do que nanoestruturas com
potencial Zeta negativo (BOYLES et al.,, 2015) e, além disso, ao serem aplicadas in vivo
(oralmente), foram absorvidas em uma taxa muito maior (25 vezes) do que AuNPs revestidas

somente com PEG (ALALAIWE et al., 2019). De fato, o revestimento de nanoparticulas metalicas
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com quitosana tem despertado o interesse do setor industrial, como é o caso da NANOBRAND
(Montreal, Canada), que desde 2018 vem explorando o potencial biotecnologico destas
nanoplataformas (NANOBRAND, 2022).

Os grupos tiol sdo frequentemente utilizados para ancorar farmacos e outros compostos na
superficie de AuNPs por meio da formacgdo de ligacOes covalentes ouro-enxofre (Figura 2b).
Contudo, essas ligagdes podem ser facilmente deslocadas por outras moléculas contendo grupos
tiol livres (HERMANSON, 2013). Nesse sentido, foi demostrado que a glutationa reduzida,
presente em altas concentragdes no interior celular (TIERA et al., 2013), tem a capacidade de
promover a liberacdo dos policétions e siRNAs das AuNPs ao fornecer novos grupos -SH para
substituir suas ligacbes (KIM et al., 2014), o que contribui para tornar a liberacéo intracelular do
siRNA mais eficiente (Figura 2c). Desta forma, os polications da Série | também foram
modificados com uma baixa densidade de grupos tiol visando o ancoramento das DIPEA-
quitosanas na superficie das AuNPs.

1.5. SERIE Il: VETORES POLIMERICOS ESTRUTURADOS COM
QUITOSANA E siRNA

A segunda estratégia (Série Il) consistiu na formulacdo de vetores poliméricos (poliplexos)
por meio da simples complexacdo do siRNA pelos DIPEA-derivados de quitosana. Visando
aumentar o potencial de aplicacdo desses vetores in vivo, os polications da Série I também foram
modificados com PEG via ligagéo dissulfeto (Figura 3) com intuito de favorecer a estabilidade
estrutural dos vetores ao minimizar as interacdes destrutivas com constituintes bioldgicos
(BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015). De fato, foi relatado que o enxerto (1,5%) de PEG de 5 kDa
na quitosana ampliou sua capacidade de carrear sSiRNA para dentro das células-alvo, possibilitando
altos niveis de silenciamento genético (YANG et al., 2017a).

O PEG é um polimero nédo biodegradavel, assim sua rapida eliminacdo do organismo é
almejavel, com o intuito de efeitos de exposi¢do a longo prazo (CABRAL et al., 2018). O uso de
ligagBes dissulfeto para ancorar 0 PEG & quitosana pode ser uma boa estratégia para promover a
sua liberag&o do nanocarreador, mediante acdo da glutationa reduzida (GSH). Uma vez clivada a
ligagdo dissulfeto, o PEG ¢ liberado do polication e pode ser facilmente eliminado pelos rins, se
sua MM for inferior a 60 kDa (CABRAL et al., 2018). Além disso, a eliminacdo do revestimento

de PEG pode facilitar a interacdo do vetor com a membrana endossomal interna (Figura 3c),
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essencial para promover o escape endossomal (SAJID et al., 2020; TAMURA,; YUI, 2014). Por
fim, vale mencionar que, como o PEG é a estrutura mais externa das nanoparticulas, ele também
pode ser quimicamente modificado para tornar o vetor mais seletivo a determinados alvos
bioldgicos (ELSABAHY; WOOLEY, 2012).

Figura 2 - (a) Estrutura quimica dos policétions da Série I, com indicacdo das principais funcbes
de cada mero. (b) Formacgdo do vetor hibrido estruturado com ouro e DIPEA-quitosana e (c)
esquema da desmontagem intracelular do nanocarreador em resposta glutationa reduzida.
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Figura 3 - (a) Estrutura quimica dos polications da Série Il, com indicacdo das principais funcdes
de cada mero. (b) Formacdo do vetor polimérico pela simples complexacdo do siRNA pelo
polication e (c) escape endossomal responsivo a glutationa.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram desenvolvidos nanocarreadores de siRNA baseados em DIPEA-
quitosanas de alta massa molecular. Duas séries de nanocarreadores foram desenvolvidas. Na
Série I, os as DIPEA-quitosanas foram modificadas com grupos tiol e ancorados na superficie de
nanoparticulas de ouro (AuNPSs) e, entdo, as nanoparticulas hibridas foram empregadas no
transporte do siRNA. Na Série 11 as quitosanas foram modificadas com PEG-SH e empregadas na
formulagdo dos vetores pelo método de cross-linking iénico. Em ambas as séries, os polications
complexaram eficientemente o SiRNA em baixas razdes N/P (2 a 10) formando nanoestruturas de
carga superficial positiva (+8 a +12 mV), diametros entre 100-200 nm, boa estabilidade coloidal
e elevada resisténcia a desmontagem induzida por interacdes inespecificas com proteinas séricas
(albumina), resultados observados em uma ampla faixa de pH (pH 5,5 a 7,4) em forga idnica de
150 mmol L. Os vetores da Série I forneceram protecdo ao siRNA contra o estresse oxidativo
e o0 ataque de RNAse, além de serem passiveis de biodegradacao mediada pela lisozima e serem
capazes de liberar o PEG-SH em ambiente redutor, constituindo possiveis vias de liberacdo dos
siRNA por meio de estimulos intracelulares. As propriedades fisico-quimicas dos nanocarreadores
(estabilidade, tamanho, carga superficial e outros) e, consequentemente, suas eficiéncias de
transfeccéo apresentaram uma correlacdo direta com o grau de ionizacao dos polications, assim,
as DIPEA-quitosanas de maior grau de substituicdo (GSpipea = 33 e 59%) mediaram niveis de
silenciamento de GFP em células HeLa (knockdown de até 50%) e de TNFo em macréfagos RAW
(knockdown de até 60%) que foram similares aos alcancados pela Lipofectamina™. Estas
nanoplataformas apresentaram baixa citotoxicidade em diferentes linhagens celulares:
fibroblastos 3T3/NIH, queratindcitos HaCaT e células HeLa. Por fim, avaliou-se o potencial dos
vetores da Série 11 em formulacBes de uso topico voltadas para o tratamento da psoriase. Os
nanocarreadores apresentaram uma boa interagdo com modelos de pele artificial (Strat-M®) e de
origem animal (pele de orelha de porco), aumentando em até 4 vezes a retencdo do siRNA na pele.
Esses resultados foram corroborados pelos estudos in vivo em gerbilos da Mongolia, que indicaram
a presenca de nanoparticulas em diferentes camadas da pele, com maior acimulo no estrato corneo
(SC) e identificando os foliculos capilares como uma importante via de entrada dos vetores na
pele. FormulagBes contendo DIPEA-quitosanas (ChD59-Peg) e siRNA anti-TNFa (SiTNFa)
foram topicamente aplicadas em gerbilos da Mongolia com inflamacdao similar a psoriase induzida
por Imiquimod (IMQ) e as avaliacdes histopatologica e imuno-histoquimicas indicaram uma

melhora no aspecto geral da pele dos animais tradados pelas nanoparticulas (epiderme melhor
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estruturada, menor infiltracdo de células e menor quantidade de capilares) em relagdo aos animais
ndo tratados, além de uma diminuicéo da quantidade de TNFa. e uma menor quantidade de células
(principalmente fagociticas) no local da inflamagdo. Os resultados obtidos destacam o potencial
dos vetores desenvolvidos no tratamento tdpico da psoriase e atestam 0 éxito no cumprimento do

objetivo proposto.
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