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RESUMO
LIMA, G.N. Perspectivas nanobiotecnoldogicas no desenvolvimento de um
sistema de entrega de farmacos otimizado na terapia génica com RNA
interferente (RNAI). 2018. no. f. 25. Trabalho de Conclusdo de Curso de
Farmécia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2018.

O processo de regulacdo genética pos-transcricional mediado por
moléculas de RNA, através do qual a sintese da proteina alvo é inviabilizada por
meio de interferéncia direta na traducdo da mensagem codificada geneticamente,
€ denominado interferéncia por RNA e representa uma promissora ferramenta
terapéutica. Dificuldades como a possibilidade de ativacdo imunoldgica pelas
moléculas de RNA interferente (RNAI), se aplicadas diretamente na circulacédo
sistémica, a baixa biodisponibilidade via oral, sua rapida degradacéo, excrecao e
alta instabilidade frente as nucleases plasmaticas, levaram a um consenso
generalizado de que o gargalo principal para a eficiéncia desta técnica no uso
terapéutico é a auséncia de um sistema adequado de entrega (delivery system) do
RNAI. Diversos desafios ainda devem ser transpostos antes que siRNAs possam
ser amplamente implementados como agentes terapéuticos. Um efetivo sistema
de entrega deve ser capaz de: (a) proteger as moléculas de acido nucleico da
degradacgédo durante a entrega sistémica; (b) suportar circulacdo prolongada sem
ser eliminado através da filtracdo renal; (c) acumular-se dentro do tecido alvo; (d)
adentrar a células-alvo via um mecanismo especifico de captura; (e) ter sua
captura celular iniciada através de endocitose; (f) escapar do compartimento
endossomal para evitar a degradacao dentro do lisossomo; e (g) desmontar-se no
citoplasma para efetiva liberacdo da sua carga de siRNA. Por meio do
levantamento critico da aplicabilidade das técnicas de nanocarreamento/
nanoencapsulamento descritas na literatura cientifica, considerados os beneficios
e desvantagens, foi tragado um cenario atualizado e abrangente sobre como tais
técnicas podem ser Uteis a evolugcdo da experiéncia clinica com essa inovadora
ferramenta biotecnoldgica. De acordo com o levantamento realizado, é possivel
concluir que as estruturas quimicas mais exploradas nas pesquisas de
silenciamento génico com sSiRNA sdo os peptideos de penetracdo celular,
lipossomos e nanoparticulas poliméricas, principalmente por conta da facilidade
sintética desses materiais, sendo as nanoparticulas poliméricas as mais versateis,
considerando-se a vasta gama de possiveis materiais, modificagbes moleculares e
formas que podem ser obtidas no seu desenvolvimento.

Palavras-chave: siRNA; sistema de entrega; nanocarreadores; RNA de

interferéncia.



1. Introducéo

A interferéncia por RNA corresponde a um processo de regulacdo genética
pos-transcricional mediado por moléculas de RNA através do qual a sintese da
proteina alvo € inviabilizada por meio de interferéncia direta na traducdo da
mensagem codificada geneticamente (PARLEA et al., 2016). A descoberta deste
mecanismo em células de mamiferos em 1998 e a constatacdo da sua real
funcionalidade em 2003, angariou o Prémio Nobel em Medicina e Fisiologia aos
pesquisadores Andrew Fire e Craig Mello em 2006. A instantanea evidéncia dada
no meio cientifico a esta descoberta justifica-se, principalmente, por tratar-se de
um mecanismo de silenciamento génico bastante promissor ao desenvolvimento
terapéutico. Especialmente nos casos em que a patologia € decorrente da
superexpressao ou expressao inadequada de determinados genes, como ocorre
em diversos tipos de células cancerigenas. Desta forma, vislumbrou-se a
possibilidade de obtencdo de farmacos cujo mecanismo de acdo baseia-se na
interferéncia especifica da sintese proteica, em nivel genético, o que levou
diversos laboratérios no mundo inteiro a focarem seus esforcos na compreensao
desta nova e promissora técnica.

Foram inlUmeras as vantagens identificadas frente aos compostos classicos
da terapia disponiveis na época, e, até mesmo, se comparadas as terapias
disponiveis atualmente. O bloqueio direto da sintese proteica, permitindo doses
menores e menos frequentes, a relativa simplicidade sintética e a
complementaridade genética com o alvo terapéutico destacam-se neste sentido
(PARRAGA et al., 2015). Contudo, impasses como a possibilidade de ativacio
imunologica pelas moléculas de RNA interferente (RNAI) se aplicadas diretamente
na circulacdo sistémica, a baixa biodisponibilidade oral, sua rapida degradacéo,
excrecdo e alta instabilidade frente as nucleases plasmaticas levaram a um
consenso de que o gargalo principal para a eficiéncia desta técnica no uso
terapéutico é a auséncia de um sistema adequado de entrega (delivery system) do
RNAi (GUNTHER et al., 2011). As dificuldades em se aperfeicoar este tipo de

terapia sdo consequéncia direta da auséncia de uma compreensao mais profunda



de quais sao as caracteristicas realmente indispensaveis que devem estar
presentes para se obter um sistema de entrega completamente funcional
(PARRAGA et al., 2015). Assim, considerando um dos paradigmas vigentes que
assume o uso de carreadores nanoestruturados para driblar a barreira da entrega
ao sitio alvo, este trabalho visa abordar um panorama atualizado das principais
alternativas nanobiotecnoldgicas disponiveis que podem viabilizar o sucesso no
emprego clinico dessa promissora ferramenta terapéutica, especificamente com

as moléculas sintéticas denominadas small interfering RNA (SiRNA).

2. Objetivos

Analisar criticamente as principais alternativas nanobiotecnoldgicas
disponiveis atualmente, confirmadas e potenciais, a serem empregadas na
otimizacdo da entrega farmacoldgica sistémica na terapia génica com RNAI
(siRNA, especificamente). A partir do levantamento critico da aplicabilidade das
técnicas de nanocarreamento/nanoencapsulamento descritas na literatura
cientifica consultada, considerados os beneficios e desvantagens, tracar um
cenario atualizado e abrangente sobre como tais técnicas podem ser Uteis a
evolugcdo da experiéncia clinica com essa inovadora ferramenta biotecnologica
que é a interferéncia genética por RNAI, visando o avan¢co dos medicamentos

baseados em terapia génica.

3. Métodos

A metodologia empregada para a elaboracao desse trabalho constitui-se da
analise de artigos cientificos que descrevem a utilizacdo de nanoestruturas
carreadoras na otimizacdo da entrega farmacologica dos siRNAs empregados na
terapia génica de diversas doencas. Também foram avaliados os trabalhos
cientificos considerados relevantes concernentes exclusivamente as tecnologias
de nanoencapsulamento, nanoestruturas e nanomateriais disponiveis.

Este material foi recuperado através das principais bases de dados
cientificas: Pubmed, Web of Science, SciFinder e Scielo. As pesquisas foram



realizadas utilizando-se combinacdes das seguintes palavras-chave: “Gene
Therapy”, “RNA interference”, “small interfering RNA (siRNA)”, “Gene Silencing”,
“Nanocarriers”, “Nanostructures”, “Nanoencapsulation”, “Drug Delivery Systems”
assim como seus equivalentes em portugués (“Terapia Génica”, “Interferéncia por
RNA”, “siRNA”, “Silenciamento Genético”, “Nanocarreadores”, “Nanoestruturas”,
“Nanoencapsulamento, “Sistemas de Entrega Farmacoldgica”) Foi realizada uma
analise criteriosa dos titulos e dos resumos de todos os artigos obtidos por meio
das plataformas de busca, desconsiderando aqueles cujos critérios de incluséao
nao foram preenchidos.

Visando complementar o embasamento tedrico dos artigos recuperados
com dados quantitativos e praticos relacionados ao efetivo emprego dessas
técnicas, também foram consultados os estudos clinicos submetidos, aprovados,
conduzidos e concluidos através da ferramenta de busca do site clinicaltrial.gov.
Essa busca permitiu um panorama do estagio em que se encontram os esfor¢os
nesse ramo atualmente, das principais condi¢cdes sendo estudadas e do sucesso

ja alcancado por alguns desses estudos clinicos.

3.1Critérios de Inclusao

Foram considerados neste trabalho os artigos publicados nos ultimos
quinze anos (2002 a 2018) que abordam fundamentos tedricos relacionados a
interferéncia por RNA  (especificamente  siRNA), biotecnologia de
nanocarreadores, otimizacdo de entrega farmacolOgica e terapia génica. Foram
considerados também o0s artigos que abordavam todos esses temas
concomitantemente, assim como 0s artigos que abordavam biotecnologia de
nanocarreadores simultaneamente com pelo menos um dos seguintes campos:
interferéncia por RNA, otimizacéo de entrega farmacologica e terapia génica.

O idioma dos artigos selecionados foi o0 inglés ou o portugués.



3.2Critérios de Exclusao

Artigos que abordavam interferéncia por RNA simultaneamente a
otimizacdo de entrega farmacolégica e/ou terapia génica sem tratar de
biotecnologia de nanocarreadores foram excluidos da anélise. O mesmo foi feito
com artigos publicados anteriormente ao periodo mencionado nos critérios de
incluséo, 2002 a 2018.

4. Resultados e Discusséao

4.1RNA interferente e barreiras terapéuticas

A interferéncia por RNA resulta da acdo de pequenas sequéncias nao-
codificadoras de RNA. Estas sequéncias hibridizam-se por complementaridade
com sequéncias de RNA mensageiro (RNAm), podendo resultar ou na inibicdo da
traducao proteica ou na degradacdo da mensagem (PARLEA et al., 2016).

Os RNA interferentes consistem de pequenos RNA de fita dupla (double
stranded RNA — dsRNA) capazes de reconhecer a sequéncia especifica do seu
RNAm alvo através da agdo das proteinas Dicer, Argonauta e outras proteinas
constituintes do complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA-Induced
Silencing Complex - RISC) e, dessa forma, mediar a clivagem da molécula de
RNAmM ou reprimir sua traducao (STEVENSON, 2004).

Ao menos trés categorias sdo conhecidas para os dsRNA implicados na
interferéncia da expressédo génica e sao classificadas segundo a sua origem e
funcdo: o micro RNA (miRNA) — origem enddgena; o short hairpin RNA (shRNA) —
origem exodgena/sintética capaz de produzir um efeito mais estavel;, e o small
interfering RNA (SiRNA) — origem exdgena/sintética com acdo mais transitoria. A
presente revisao, entretanto, levara em conta somente os estudos conduzidos
com emprego de siRNA, moléculas sintéticas de dsRNA, em geral constituidas de

19-30 pares de base (pb), as quais atuam por meio de pareamento a sequéncias



complementares do RNAm alvo, causando sua degradacdo e, assim, 0
silenciamento especifico do gene (FRANCA et al., 2010).

Visto que mais de 60% dos genes humanos sao fisiologicamente regulados
por micro RNAs (miRNA) pds-transcricionalmente, e dado também que a
desregulacdo dos niveis de miRNAs esta associada a diversas doencas (ex.:
cancer), a terapia genética baseada em RNA interferente mostra-se promissora.

De fato, diversos avancos ja foram descritos e desde a descoberta da
possibilidade de emprego de RNA interferente como uma ferramenta terapéutica
até hoje, registram-se mais de 50 estudos, entre clinicos e pré-clinicos, nos quais
foram avaliados pelo menos 26 siRNA diferentes (PARLEA et al., 2016). Apenas
em estudos clinicos, ja se contabilizam mais de 35, se considerarmos os estudos
completos e em conducdo, nos quais 0 produto investigacional trata-se de um
farmaco baseado em RNAI (XU; WANG, 2015). Em sua maioria, as condi¢cdes
tratadas nos estudos realizados envolvem diversos tipos de cancer e condi¢gbes
oftalmoldgicas degenerativas [FIGURA 1-1; FIGURA 1-2], esta ultima deve-se
principalmente a facilidade de aplicacdo da terapia: auséncia de barreiras e
resposta imunolégica. Ainda, outros estudos avaliam os efeitos do emprego de
RNA interferente em hipercolesterolemia, diabetes tipo 2, cicatrizagdo hipertrofica
etc. (PARLEA et al., 2016; clinicaltrials.gov/Search Results, 27/03/2018).

Status dos Estudos Clinicos com siRNA

W Anve, Sem Fecrutamento
B Completo

m Fecrutamento nio muciado
B Fecrutande

M Interrompido

W Cancelado

Figura 1-1. Estudos clinicos com siRNA de acordo com a fase/status (Ref.: clinicaltrials.gov/Search
Results 27/03/2018)
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Alvos Terapéuticos

M Cancer

M Ocular
M Hipercolesterolemia e outras condicdes endocrinologicas
M Condigdes Renais
W Paquioniquia Congenita
M Seguranga, Tolerabilidade e Farmacocinética em Individuos Saudaveis
W Fibrose Hepatica

Cicatriz Hipertréfica

Hiperoxaluria

Infertilidade Masculina

Rejeicao de transplante renal

Figura 1-2. Distribuicéo dos estudos clinicos com siRNA de acordo com as condic¢des dos
pacientes/alvos terapéuticos (Ref.: clinicaltrials.gov/Search Results 27/03/2018)

Contudo, o que se verificou em diversas pesquisas sobre os efeitos do
siRNA em pequenos animais no inicio das investigacdes terapéuticas foi que uma
grande parcela dos efeitos terapéuticos observados deviam-se, em grande parte,
aos chamados efeitos off-target (fora do alvo) e ndo a interferéncia exclusiva de
um anico gene alvo, uma vez que a sele¢do inadequada do siRNA especifico para
o0 mRNA alvo pode permitir sua interacdo com outras sequéncias onde o
pareamento é homologo, mas n&o-idéntico (PEER; LIEBERMAN, 2011). E
importante ressaltar também que os siRNA sendo avaliados como potenciais
farmacos ndo se tratam somente de siRNAs desenvolvidos para suprimir um gene
especifico por vez, mas também estdo sendo utilizadas moléculas que mimetizam
os miIRNA ao suprimir, ainda que em menor intensidade, se consideradas
individualmente, a expressao de varios genes de forma simultanea, ocasionando

resultados sinérgicos e mais estaveis.
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Ainda sao diversos os desafios envolvidos na efetiva implementacéo desta
técnica na terapéutica, dentre estes, os mais evidentes envolvem a barreira da
entrega especifica destas moléculas ao seu sitio de acao in vivo (PARLEA et al.,
2016). Como mencionado anteriormente, a maior parte dos estudos clinicos e pré-
clinicos sendo conduzidos atualmente buscam lidar com o desafio de tratar
doencas que requerem um eficiente método para a entrega sistémica, sendo o
cancer um dos principais exemplos.

Para se atingir o sitio ativo por meio da administracdo sistémica €
necessario lidar com mais do que o desafio da internalizacédo, liberagdo (ex.:
escape endossomal) e acumulacdo de siRNAs no citoplasma. Outros desafios
também estdo presentes em diversos niveis do processo de entrega e incluem as
proprias barreiras extracelulares: as interacdées com 0s componentes sanguineos,
implicando numa baixa estabilidade e sua consequente degradagédo no plasma
sanguineo (com uma meia-vida variando de alguns minutos até uma hora);
captura inespecifica por outros orgaos e capilares, e, por conta disso, efeitos fora
do alvo; grande variabilidade no padréo de biodistribuicdo; clearance hepato-renal;
assim como o desencadeamento de respostas imunolégicas (PEER; LIEBERMAN,
2011; PARLEA et al., 2016).

Assim, os esfor¢cos para se desenvolverem estratégias de entrega de siRNA
precisam lidar com os diversos estagios mencionados: protecdo contra a
degradacdo e ativacdo imunoldgica na fase de circulagéo, entrega dirigida ao sitio
de acdo, internalizacdo através da membrana celular, escape endossomal e
silenciamento génico no citoplasma (PEER; LIEBERMAN, 2011).

Em resumo, diversos desafios ainda devem ser transpostos antes que
siRNAs possam ser implementados como agentes terapéuticos. Um efetivo
sistema de entrega deve ser capaz de: (a) proteger as moléculas de &cido
nucleico da degradacado durante a entrega sistémica; (b) suportar circulagéo
prolongada sem ser eliminado através da filtracdo renal; (c) acumular dentro do
tecido alvo; (d) adentrar a células-alvo via um mecanismo especifico de captura;
(e) ter sua captura celular iniciada através de endocitose; (f) escapar do
compartimento endossomal para evitar a degradacéo dentro do lisossomo; e (g)
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desmontar-se no citoplasma para efetiva liberacdo da sua carga de siRNA
(GUJRATI; VAIDYA,; LU, 2016).

4.2Panorama das técnicas de entrega farmacoldgica aplicadas a

terapia com siRNA

4.2.1 Evitando a degradacdo plasmatica: métodos fisicos,

modificacdes moleculares e conjugacéo

RNA exé6geno administrado sistemicamente pode desencadear resposta
imune através da ativacdo de receptores de reconhecimento de padréo (PRRs) via
mecanismos toll-like receptors dependentes (TLR7, TLR8 e TLR3) ou
independentes (PKR — proteina quinase R; RIG-I - gene induzido por &cido
retinoico-l). A proteina RIG-I medeia uma resposta imune ao reconhecer uncapped
RNA 5'-fosforilado (ASAI;, OKU, 2014; PARLEA et al.,, 2016). O naked RNA, ou
RNA “desprotegido”, pode ser administrado diretamente no sitio alvo por meio de
uma diversidade de métodos fisicos, frequentemente auxiliados por alta
concentragdo ou por uma forga mecénica, magnética ou elétrica. Microinje¢cdes
nucleares ou citoplasmaticas, mediacéo elétrica, compressao celular, sonoporacéo
(ultrassom), e transfeccéo Optica, sdo 0s meios convencionais de transfeccao que
possibilitam a entrega das moléculas de acido nucleico diretamente ao sitio alvo
(PARLEA et al., 2016)

Na entrega sistémica, dado que a estrutura de ribose-fosfato do RNA fica
altamente suscetivel a hidrélise enzimatica, uma das possibilidades para se
aumentar sua estabilidade plasmatica é justamente através de modificacdes
moleculares. A alta versatilidade quimica do RNA possibilita modificacées simples
na posicao ribose 2’, assim como na posi¢cdo 3’ no término do oligonucleotideo.
Nessa extremidade, o grupo fosfato pode ser substituido por fosfotioato ou
boranofosfato. No entanto, demonstra-se que embora essa ultima modificacdo

seja eficaz em prolongar a meia-vida do siRNA, pode resultar em reducéo da



13

atividade de interferéncia, além de toxicidade causada por metabdlitos (ASAI;
OKU, 2014; PARLEA et al., 2016).

A utilizacdo de nucleotideos modificados pode reduzir a ativacdo da
resposta imune inata. Por exemplo, a troca da 2’-hidroxila das uridinas por 2'-fluor,
2'-deoxi ou 2’-O-metil reduz drasticamente o reconhecimento de RNA exdgeno por
receptores Toll-like (ASAI; OKU, 2014; PARLEA et al., 2016).

Dentre as técnicas de modificacdo molecular mais eficazes na entrega de
siRNA, a conjugacdo com outras pequenas moléculas, como o colesterol, por
exemplo, permite que ocorra a ligacdo direta com receptores celulares e foi a
primeira demonstracdo desta técnica a obter sucesso terapéutico (PEER;
LIEBERMAN, 2011). Além disso, tal modificagdo ocasiona um aumento na
retencdo do siRNA na circulacdo por conta da ligacdo com particulas de albumina,
LDL e HDL. Uma técnica similar sdo os policonjugados dinamicos de siRNA.
Tratam-se de siRNA conjugados a polimeros penetradores de membrana (como
por exemplo um poli(viniléter) anfipatico — polibutil-aminovinil éter (PBAVE) nos
quais os grupos amino sdo modificados com anidrido malico formando ligacdes
maleato acido-labeis). Para esses conjugados, a atividade sO é iniciada apos
exposicdo ao ambiente acido do endossomo. Ainda que a potencial toxicidade ndo
tenha sido completamente compreendida, sugere-se que estes policonjugados
dindmicos causem estimulacdo imune e algum nivel de toxicidade hepatica.
Porém, em determinados quadros clinicos tais efeitos colaterais podem até ser
considerados clinicamente aceitaveis (PEER; LIEBERMAN, 2011).

Outra variacdo da técnica sado as quimeras aptamero-siRNA que fundem
um siRNA com uma outra estrutura sintética de RNA,0 aptamero, a qual pode ser
selecionada visando uma ligacdo de alta afinidade e especificidade a um ligante
de superficie celular, uma vez que apresentam propriedades de reconhecimento
molecular comparavel a anticorpos. Pelo fato de conterem apenas RNA, ndo é
esperado que essas quimeras estimulem respostas mediadas por anticorpos e
também, por ndo se tratarem de elementos citotdéxicos, que ndo estimulem a
producao de interferons e/ou citocinas inflamatorias (PEER; LIEBERMAN, 2011).
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4.2.2 Perspectivas nanotecnolégicas na entrega farmacoldgica de
SsiRNA terapéutico

Por conta do rapido clearance renal, quando ndo submetidos a modificacdes
moleculares ou conjugados a outras moléculas, siRNAs administrados
sistemicamente requerem um carreador para garantir uma meia-vida razoavel de
circulacdo, exceto, possivelmente, se o alvo se tratar do proprio tabulo renal
proximal, onde os siRNAs tendem a se acumular espontaneamente. Porém, estes
carreadores devem preferencialmente ser feitos de um material totalmente
biodegradavel para evitar acumulagéo indesejada e provavelmente toxica no corpo
(PEER; LIEBERMAN, 2011). As nanoparticulas possuem diversas vantagens com
relacdo a outros sistemas de entrega farmacoldgica: pequena dimensao, grande
area de superficie, estabilidade em meio fisiolégico, e superficies
imunologicamente inertes que lhes garantem boa retencéo in vivo (AHMADZADA,
REID; MCKENZIE, 2018).

Nanoestruturas carreadoras tém se mostrado promissoras em diversos
estudos para driblar as barreiras da entrega sistémica dirigida de siRNAs e, de
acordo com sua composi¢cado, podem ser exploradas duas modalidades distintas
de entrega: passiva ou ativa.

A entrega passiva explora a tendéncia inerente das nanoestruturas de
acumularem-se em 0Orgdos do sistema reticulo-endotelial, devido aos capilares
fenestrados e células fagociticas presentes nestes, como 0s mondcitos e
macrofagos (PEER; LIEBERMAN, 2011). Além disso, é necessario que haja uma
manipulacdo racional de suas propriedades biofisicas, como tamanho, forma e
potencial zeta (indicador de carga de superficie). No transporte ativo, por sua vez,
a superficie externa do nanotransportador pode ser decorada com grupos
direcionadores, tais como proteinas, peptideos, pequenas moléculas, anticorpos
ou aptameros, capazes de desencadear a endocitose mediada por receptores
(AHMADZADA; REID; MCKENZIE, 2018).

Em geral, quanto menor e mais hidrofébica for a molécula, mais

rapidamente ela ird se difundir através da bicamada lipidica da membrana. Dado
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gue a pinocitose ocorre virtualmente em todas as células e envolve a
internalizacdo de vesiculas com tamanhos que variam de 50nm a 5um, estas
tenderiam a ser as dimensfes limitrofes em se tratando de moléculas
desenvolvidas para a entrega de siRNA. Contudo, atualmente ha um consenso
entre diversos autores de que o sistema de entrega deve possuir menos de 200nm
para que haja uma eficiente captura tecidual e celular (AHMADZADA; REID;
MCKENZIE, 2018). A endocitose, entretanto, € a modalidade mais préospera a
exploracdo terapéutica da interferéncia por RNA e se da quando a particula de
entrega interage com receptores especificos e é seletivamente internalizada. Ha
dois subtipos principais de mediagdo por receptores: endocitose mediada por
clatrina (particula com ~120nm) e endocitose mediada por caveolina (~80nm).
(AHMADZADA; REID; MCKENZIE, 2018). O escape endossomal e a
desagregacao seletiva da nanoestrutura no citoplasma sdo outras duas barreiras a
serem superadas no desenvolvimento de sistemas de entrega celular de siRNA.

A forma das particulas finais também afeta o comportamento e captura
celular. Uma cinética de liberacdo de ordem zero, o objetivo de muitas estruturas
de liberacdo controlada, foi alcangada com uma particula semiesférica que sé
permitia a degradacdo em sua face plana. As particulas observadas, entretanto,
possuiam dimensfes milimétricas e, portanto, ndo se mostraram viaveis para
muitas aplica¢gfes in vivo. O transporte das particulas no corpo, independente da
forma de administracdo, sera afetado pela forma das particulas: particulas néo-
esféricas podem tanto se alinhar ou turbilhonar no fluxo sanguineo. Um exemplo
pratico da implicacdo das formas das particulas pode ser observado no baco,
orgao no qual as unidades filtrantes sdo descritas como fendas, pressupondo-se a
presenca de assimetrias. No baco, particulas esféricas devem ser menores que
200nm em diametro para serem filtradas, contudo hemécias (forma discal e
flexivel) com didmetros de ~10um passam comumente através do baco,
demonstrando a importancia ndo apenas da forma e tamanho, mas também da
maleabilidade das estruturas. O extravasamento das particulas através das
fenestras entre as células endoteliais, predominantes na vasculatura tumoral,

também ira depender das propriedades reolégicas das particulas, especialmente
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da orientacdo e contato com as paredes dos vasos, que devem ser
significantemente afetadas pela forma. Além disso, a forma das particulas também
ird influenciar na habilidade de direcionamento/tempo de interacdo com o alvo; em
particular, a face que se estende da célula para dentro do fluxo, determinando
assim a longevidade da interagdo com o alvo (CHAMPION; KATARE;
MITRAGOTRI, 2007). Contudo os resultados encontrados por diferentes autores
ainda sao conflitantes quanto a forma ideal das particulas carreadoras. Outro
ponto importante é que sistemas de entrega com maior carga superficial positiva,
representada pelo potencial zeta, ligam-se com maior forca a membrana celular e
apresentam maior taxa de captura celular (AHMADZADA; REID; MCKENZIE,
2018).

Uma vez driblada a barreira da captura celular, o sistema de entrega deve
ser capaz de escapar a via endocitica. A nanotecnologia pode também auxiliar na
concepcao de nanocarreadores que incorporem caracteristicas que facilitem o
escape endossomo-lisossomal, como ilustrado na Figura 2.

AVAVAY

Figura 2. Exemplo de escape endossomal por desagregacéo da nanoestrutura pH-sensivel, liberando o
siRNA (GUJRATI; VAIDYA; LU, 2016)
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A. Nanoparticulas lipidicas

Lipossomos:

Lipossomos séo vesiculas artificiais formadas por uma bicamada lipidica e
possuem um interior aquoso. S&o caracterizados por sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade e habilidade de carregar tanto farmacos
hidrofilicos quanto lipofilicos. Os lipossomos catiénicos sao 0s que apresentam a
maior eficiéncia de encapsulacdo de siRNA (AHMADZADA; REID; MCKENZIE,
2018). Entretanto, sua aplicacdo na entrega de material genético terapéutico é
limitada por variacdes na eficiéncia de transfeccdo e pela toxicidade sistémica
quando injetados. A técnica de peguilacdo, um processo atravées do qual
moléculas de polietilenoglicol (PEG) s&o ligadas covalentemente a superficie
externa do lipossomo, aumenta o tempo de circulagdo das vesiculas no
organismo, dado que as moléculas de PEG s&o “ignoradas” pelo sistema imune e
a velocidade de eliminacdo passa assim a ser muito mais lenta. Demonstrou-se
também a capacidade em proteger as cargas positivas dos lipossomos catiénicos
e 0 aumento da estabilidade in vivo.(PARRAGA et al., 2015) Outros desafios
dessas vesiculas envolvem o alto custo de producdo e escalonamento de

manufatura.

A escolha do lipidio com os dominios hidrofobico, hidrofilico e o linker
desejados ditara as interacfes resultantes com os siRNA e o design da particula
em geral. Exemplos de lipossomos empregados em estudos pré-clinicos de
entrega de siRNA sdo os SNALPs (Stable Nucleic Acid-Lipid Particles). Tratam-se
de nanoparticulas lipidicas dirigidas de aproximadamente 100nm com baixa
proporcao de lipidios catidnicos, capazes de incorporar siRNA e sdo cobertos com
um conjugado difuso do lipidio-polietilenoglicol (PEG). A cobertura por lipidio-PEG
estabiliza as particulas durante a formacdo e garante um exterior neutro e
hidrofilico que previne contra o rapido clearance sistémico (PEER; LIEBERMAN,
2011). Embora lipidios catiénicos sejam conhecidamente toxicos, 0 Unico evento
adverso reportado em estudos pré-clinicos com SNALPs foi a liberacdo transiente

de enzima hepética. Outras formula¢cdes com lipossomos catiénicos, com maior
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concentracdo de lipideos que as SNALPs, ndo induziram somente um efetivo
silenciamento genético, mas também elevaram os niveis de citocina e toxicidade
e, portanto, ndo demonstraram relevante aplicacdo clinica (PEER; LIEBERMAN,
2011).

B. Nanoparticulas Nao-Lipidicas:

Nanoparticulas poliméricas:

Tratam-se de sistemas coloidais solidos e biodegradaveis (YANG et al.,
2016; MISHRA; BALEKAR; MISHRA, 2017) que podem ocorrer em duas formas
principais: como nanoesferas, que consiste de uma minuciosa dispersdo do
farmaco em uma matriz polimérica; e na forma de nanocépsulas, nas quais o

farmaco é contido em cavidades delimitadas por uma cobertura polimérica
[FIGURA 3].

Mpmbrana polimérica
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Figura 3. Esquematizacao das estruturas de uma nanoesfera polimérica a esquerda e de uma
nanocapsula a direita, carregadas com o fArmaco em sua matriz e em seu nucleo, respectivamente.

(QADIR, 2017)

Nanoparticulas compostas por polimeros catibnicos complexados com
siRNA por meio de interacdes eletrostaticas constituem os materiais dominantes
utilizados na entrega, devido principalmente a relativa simplicidade de sintese.
Outras vantagens envolvem as propriedades quimicas passiveis a modificaces
gue aumentem sua captura, a alta estabilidade quimica e a biocompatibilidade
(PARLEA et al., 2016).



19

Polimeros polissacarideos naturais, como a quitosana, receberam grande
atencdo como nanocarreadores justamente porque apresentam alta
biocompatibilidade associada a uma baixa toxicidade. No entanto, nanoparticulas
de quitosana possuem estabilidade coloidal sub6tima em meio fisiolégico, além de
possuirem alto clearance plasmatico. Desta forma, e devido a suas inerentes
propriedades mucoadesivas, a entrega farmacolégica a mucosas apresenta-se
como a mais adequada aplicacdo dos nanocarreadores baseados em quitosana
(PARRAGA et al., 2015). Apesar de suas vantagens, trata-se de um polimero que
nao possui capacidade de tamponamento do pH, dificultando o seu escape
endossomal por meio de técnicas como o efeito esponja de protons (MISHRA;
BALEKAR; MISHRA, 2017).

O efeito esponja de protons, uma técnica comumente empregada, baseia-
se na hip6tese de que o tamponamento do pH pode facilitar o escape da via
endocitica ao evitar a acidificacdo do endossomo. Demonstra-se que quando o
endossomo se esforca para se tornar acido, a célula continuamente bombeia
prétons para o seu interior seguida pela entrada passiva de ions cloreto, e assim,
por conta do aumento da concentracao idnica, ocorre o influxo aquoso seguido por
ruptura do endossomo por pressao osmoética (GUJRATI; VAIDYA; LU, 2016). A
capacidade de tamponamento desses polimeros deve-se a presenca de grupos
amiinicos secundarios e terciarios, os quais podem ser protonados e assim
diminuir a acidificagdo do endossomo e sua evolugdo em lisossomo, 0 que

acarretaria numa consequente degradacao do material genético terapéutico.

Dendrimeros:

Correspondem a macromoléculas altamente ramificadas, auto-montaveis
num padrao globular, tipicamente simétricas, como por exemplo carbosilana com
amoénio terminal carregado positivamente, poliamidoamida (PAMAM),
polipropilenimina (PPI), entre outros. A estrutura tipica de um dendrimero consiste
de trés partes: um “nucleo” central, que define o tamanho do interior e a

quantidade e direcdo das ramificagbes; as unidades repetidas das ramificacoes,
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as quais determinam o tamanho molecular e sua flexibilidade; e os grupos
terminais, que, por fim, determinam a propriedade quimica e habilidade de
interacdo (GANESH et al., 2013; AHMADZADA; REID; MCKENZIE, 2018). Os
RNA a serem entregues formam um complexo com o dendrimero (chamado de
dendriplex) baseado em interacdes eletrostaticas.

Dendrimeros de PAMAM acabaram demonstrando-se como uma
dasmelhores alternativas para o transporte de acidos nucleicos devido,
principalmente a sua facilidade de sintese e acessibilidade comercial. Embora
apresente evidéncias de citotoxicidade, esta pode ser minimizada através de
algumas manipulacbes de sintese sem comprometer a capacidade de
silenciamento genético. Dendrimeros de PPl também demonstraram-se eficientes
no silenciamento genético (MISHRA; BALEKAR; MISHRA, 2017) Desta forma, as
vantagens dos dendrimeros envolvem a prote¢cdo do conteddo de RNA contra
degradacédo, habilidade de carregar uma variada gama de compostos e
biocompatibilidade. Por outro lado, as desvantagens sao citotoxicidade nao-
especifica, acumulacdo hepatica devida a alta densidade de carga, assim como

rapido clearance e limitado controle sobre liberacdo do farmaco.

Nanoparticulas metalicas/inorganicas:

Numerosas nanoparticulas inorganicas sao consideradas prospectivas
como trasnportadores de entrega de siRNA para aplicacdo terapéutica. Dentre
elas estdo o nanotubos de carbono (CNTs) e materiais metalicos como 6xido de
ferro, quantum dots (QDs) e ouro. Os CNTs sado nanométricos em tamanho e
possuem caracteristicas fisicas e quimicas que se apresentam como uma nova
escolha em aplicagbes como a terapia génica e bioengenharia. Considera-se que
esses tubos sdo capazes de atravessar facilmente as membranas plasmaticas das
células, alocando-se diretamente no citoplasma dos seus alvos. Tal capacidade é
explicada através da configuracdo nanomeétrica, de um método de internalizacéao
gue néo requer endocitose e que ndo induz a morte celular. Usualmente, esses

tubos sdo classificados como dotado de mono ou multi-paredes. Podem ser
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especialmente desenvolvidos em funcdo da funcionalizagdo para entrega de
SIRNA.

Nanoparticulas magnéticas também tém surgido como agentes
nanoteranosticos (agente nanométrico que possui funcdes terapéuticas e
diagnosticas integradas) para exames de imagens em tumores e como
carreadores de farmacos devido as suas propriedades diversas. Essas particulas
consistem de nanoparticulas de Oxido de ferro superparamagnético (SPIOs) e
particulas de tetroxido de ferro. A maior area superficial dos SIOPs tornam a
alteracdo funcional possivel e possibilitam também a conjuga¢do com moléculas
de direcionamento, farmacos e agentes de imagem.

Quantum Dots semicondutores sdo nanoparticulas emissoras de luz que
estdo sendo progressivamente mais aplicadas como agentes de imagem
bioldgicos e identificadores de provas. Também possuem a capacidade de servir
como direcionadores fotoestaveis para a entrega de siRNA. O maior desafio no
uso dos Quantum Dots como provas de imagem multifuncionais e vetores de
entrega farmacologica € sua toxicidade. Isto deve-se ao fato de sua composicao
contar com elementos muito téxicos como cadmio, selénio e teldrio.

Entretanto, apesar da eficiéncia na entrega e direcionamento, essas duas
altimas técnicas tratam-se de nanoestruturas que ndo possuem capacidade de
encapsulacdo das moléculas de siRNA e consequente protecdo contra
degradacgédo, reconhecimento imune, escape endossomal etc. e n&do sao
consideradas como, boas alternativas para driblar os desafios da aplicacao
terapéutica dos siRNA especificamente.

Por fim, nanoparticulas de ouro (AuNPs) também demonstraram grande
potencial como sistemas de entrega de SIRNAs devido a sua alta
biocompatibilidade, facilidade de sintese, elevada razdo &area-volume e
funcionalizacdo de superficie simplista. Recentemente, uma variedade de AuNPs
tem sido avaliada para a entrega de siRNA. Podem ser funcionalizadas com
amonio catidnico quaternario ou recobertas com uma bicamada do lipidio catidnico

PEI e modificagdo de oligonucleotideos. Adicionalmente, nanoparticulas de ouro
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tém a capacidade de entrega dirigida de sSiRNA as células alvos.(MISHRA,;
BALEKAR; MISHRA, 2017)

5. Conclusao

Os estudos revisados demonstram que dificilmente existira uma formulacéo
ideal de nanocarreador e siRNA, porém podem ser identificadas caracteristicas
ideais de cada complexo para a entrega adequada em diferentes locais e
doencas. A estratégia ideal de entrega pode variar dependendo do tecido alvo, do
tipo celular e da doenca sendo tratada. Uma vez desenvolvidas, cada uma dessas
plataformas pode ser aplicada na entrega de qualquer sequéncia de siRNA.

De acordo com o levantamento realizado, € possivel concluir que as
estruturas quimicas mais exploradas nas pesquisas de silenciamento génico com
SiRNA sdo os peptideos de penetragdo celular, lipossomos e nanoparticulas
poliméricas, principalmente por conta da facilidade sintética desses materiais,
sendo as nanoparticulas poliméricas as mais versateis, considerando-se a vasta
gama de possiveis materiais, modificacbes moleculares e formas que podem ser
obtidas no seu desenvolvimento.

Portanto, conclui-se que diversos fatores devem ser considerados criticos
no desenvolvimento de sistemas de entrega de RNA in vivo: a capacidade de
proteger o RNA; especificidade pelo tecido e permeabilidade celular in vivo;
liberacdo do RNA do carreador e distribuicgdo homogénea dos RNAs no citossol
apos a liberacao.

Ainda assim, uma caracteristica € indispensavel a um eficiente sistema de
entrega: este deve ser capaz de liberar seu conteiddo do compartimento acido do
endossomo tardio e evitar a exposicdo deste as enzimas contidas dentro dos

lisossomos.
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