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RNA de Interferéncia na Terapia Génica
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Introducao

Terapias para Doencas Genéticas

Terapia de Reposicao: administracao exégena de proteina
deficiente.

Exemplo: Doenca de Pompe — reposi¢ao da Enzima alfa
glicosidade acida (GAA).

Terapia Génica com DNA: Introdugao de um gene normal no genoma
de um individuo para reparar uma mutacao que causa uma doenca
genética.

Exemplo: Cancer, AIDS, Hemofilia B, Artrite Reumatdide

Terapia Génica com RNA de Interferéncia: siRNA provoca supressao I

de genes que estao superexpressos em uma determinada doenca
atraves do silenciamento pos-transcricional.
Exemplo: Cancer, Psoriase, Dermatite Atopica

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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Interferéncia de RNA (RNAI)

Genes sao alvos importantes para o tratamento de doencas
(auséncia da codificacao ou codificacdo em excesso,
codificacao de proteinas anormais, aumento da susceptibilidade
a agentes externos).

Genes promotores de Proteina

doencas o 3
Transcrigcéao Tradugao
E— . I ) =) Doenca

MRNA

(ex. oncogene, gene pro-
inflamataorio)

RNAI

* Processo de silenciamento génico pos-transcricional capaz de
suprimir a expressao de um determinado gene.

siRNA e .
= o ™e o et
. . utl
Transcrigao mMRNA RNAI Degradagé
o RNAmM

Whitehead et al., Nat. Rev. Drug Discov. 8 (2009) 129-138; Verma and Weitzman, Annu. Rev. Biochem. 74 (2005) 711-738.
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» RNA interferente de cadeia dupla (siRNA) induz o
silenciamento de genes pods-transcricional, especifico da
sequéncia.

» O siRNA é uma nova abordagem para o tratamento de
doencas graves e cronicas.

» O RNAI pode ser alcancado através da entrega de siRNAs
sintetizados quimicamente ou da expressao endogena de

small hairpin RNA, siRNA e microRNA (miRNA).

» O efeito esta no citoplasma. N3o precisa entrar no nucleo.

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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Vicentini et al., Pharm. Res. 30 (2013) 915-931.
Guo et al., Adv. Drug Deliv. Rev. 62 (2010) 650—-666.
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_ Macromolécula hidrofilica
Caracteristicas

fisico-quimicas Elevado peso molecular (~13 kDa)
da molécula de Carga neqativa
SiRNA J9anes

Baixa estabilidade em fluidos bioldgicos

Penetracao no tecido

Barreiras _ e
inerentes 3 Nucleases intersticiais

via de

. . Internalizagao pelas células alvo
administracao

Ativacao da resposta imunologica

Martinez et al., EXCLI J. 14 (2015) 714-746.
Kanasty et al., Mol. Ther. 20 (2012) 513-24.
Vicentini et al., Pharm. Res. 30 (2013) 915-931.
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Promover o escape
1 v S endossomal
strand (cleaved) h%

ulnlﬁn..j

Guide
strand

Liberar as moléculas de siRNA
intactas no citoplasma celular

Y _

Translational repression

Target mRNA cleavage

Pecot et al., Nat. Rev. Cancer. 11 (2011) 59-67.
Reischl and Zimmer, Nanomedicine. 5 (2009) 8-20.
Foldvari et al., J. Control. Release. (2015).

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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~ Naked - baixa atividade

Vetores Virais
sRetrovirus
sAdenovirus

sAdenovirus associado
=Lentivirus

=Variola virus

*Herpes virus

Excelente Transfeccao X Questoes de Seguranga

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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Vetores para siRNA

Vetores nao virais
*Poliplexos
*Lipoplexos

*Nanoparticulas poliméricas
*Nanoparticulas lipidicas
sLipossomas

*Nanocarreadores multifuncionais

» Abilidade para carrear altas concentracdes de material genético
» Liberacao sustentada

»Possibilidade de liberacdo em células especificas

»Seguranca: sem riscos de infeccao, mutagénese ou reacoes
imunogénico

»Possibilidade de escalonamento

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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Lipid-based nanocarriers | [Inorganic nanocarriers |
L Solid- lipld é Gold Mesoporous silica Magnetic
posome nanoparticle Carbon nanotube Quantumdol nanoparticle nanoparticle  nanoparticle
]
' Polymeric nanocarriers “ |

Protein-mediated nanocarriers

&

Linearchain Nanogel Micelle

.

Layer-by-layer| | Nanocarrier

Superpositively Englne'ered

Virus-like
| |charged protein  protein G

Nanoparticle

Como o siRNA pode ser incorporado aos nanocarreadores

TE

Physical adsorption

Loading
—_—

Nanocarrier

¥t methods

Drug/Biodrug

Direct conjugation Encapsulation

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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Overcome Hurdles of Systemic siRNA Delivery
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7 Cytoplas/rg//

Gene Silencingy’
\//

Carrier

Active Core

Steric Coating

Targeting Ligand

Materials Today, v. 8, n. 8, p. 34-41, 2005

Mixing

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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Poliplexo

Polimero Cationico

Polietilenimina (PEI)
M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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Vetores para siRNA

Nanocarreadores Multifuncionais

Targeted drug delivery

Nanoparticulas contendo
drogas sao revestidas com
agentes de direcionamento
(por exemplo, anticorpos
conjugados)

- As nanoparticulas circulam
pelos vasos sanguineos e
atingem as células-alvo

- Drogas sao liberadas
diretamente nas células alvo

Complexation with
cationic surface

Vitamin

Antibody

Peptides

Entrapment into
cationic particle

Polissacarides

[ Polyethylene glycol

(PEG)

]

Adapted from AKHTAR; BENTER, 2007
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Administracao topica de siRNAs

Psoriase
Varias doengas acometem a pele as quais, Dermatite atopica
coletivamente, representam um grande \é'g::ggr
problema de saude publica Foridas
Queimaduras

Vantagens da aplicagao topica de siRNAs

 Entrega no tecido alvo

» Grande area superficial para aplicagao de farmacos

* Monitorar facilmente o progresso da doenga e ajustar
o tratamento BRI R 3
« Aplicacdo n3o invasiva BN
* Possibilidade de entrega sustentada e controlada
« Evitar trato Gl

* Limitada toxicidade sistémica

* Limitado clearance

 Facil administracao

Zakrewsky et al., J. Control. Release. 219 (2015) 445-456.
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Administracao topica de siRNAs

Estudos in vitro e in vivo que utilizaram a pele como

via de administracédo para siRNA

Autores

Doenca

Tran, M. A. et al., 2008

Melanoma

Takanashi, M. et al., 2009

Artrite reumatoide

Thanik, V. D. et al., 2007

Feridas

Ritprajak, P. et al., 2008

Dermatite atopica

Nakamura, M. et al., 2008

Alopécia

Jakobsen, M. et al., 2009

Psoriase

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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Skin cancer Psoriasis L
2 - 3 million non- S Autoimmune N
melanoma cancers, and / disease - 2% of \\
132,000 melanomas / // world \\
year worldwide 4 population \\
/ \
Epidermal growth factor receptor (EGFR) is a | In this disease, tumor necrosis factor, TNF-a, |
tyrosine kinase, where activation has been |\ a proinflammatory cytokine that is Il
associated with tumor cell proliferation, tumor \ overexpressed in lesions from psoriasis, /
metastasis and angiogenesis. Blocking this \ represents an excellent target for the /
pathway through specific siRNA (EGFRsiRNA) can \\ treatment of this pathology. Blocking //
induce the process of apoptosis in mutated cells \ production of these substances by specific /
and thus reduce the chances of cancer \\ siRNA (siRNA-TNF-a) can reduce the psoriatic /
progression. \\ process, minimizing the symptoms of the //
\\\ disease. ///
\\\\ ////
Vitiligo

Autoimmune disease -
1-2% of world population

An autoimmune disease, the destruction of
melanocytes by autoantibodies of the patient, with
direct attack these cells by cytotoxic T lymphocytes.

TRP-1 gene, tyrosinase-related protein 1, expresses a
membrane protein which acts as a specific target for
autoantibodies in patients with vitiligo. The silencing
of the expression of this gene by specific siRNA
(siRNA-TRP-1) can decrease the attack of antibodies,
improving the symptoms of the disease.

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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« Doenca inflamatodria cronica, imunomediada, que se manifesta na
pele e/ou articulacdes e afeta 2-5% da populagdo mundial;

» Doenca etioldgica multifatorial, na qual fatores genéticos e influéncias
ambientais levam a uma disfuncdo imunocelular, responsavel pelo
quadro inflamatorio caracteristico.

SINTOMAS COMORBIDADES | | IMPACTOS NA QUALIDADE DE VIDA
MAIS COMUNS Os impactos da psoriase na qualidade de vida dos pacientes sao similares aos de doencas
) DEPRESSAO como cancer, ataque cardiaco, artrite, diabetes tipo 2 e depressao. Pessoas com formas mais
.\ PELE COM PLACAS severas de psoriase tém reducao significativa de expectativa de vida.
/&5 M
../ EAVERMELHADA _— 750/0 549% 3] % 560/0
DIABETES Joven AR
ﬁ; ) MR ATRATIVOS '\w RESSAO w‘
DESCAMACAO || o | o =m=mar T
| ATRITE 77% et 27%
PSORIASICA dos pcu‘::r'lr“.«;':m [‘m (IVJ m que a doenc¢a é um PROBLEMA lizem au /a 3
ou um PROBLEM HH& \TIVO ¢ "1“\“:;: lia T DADES SEXUAIS
y ) COCEIRA -
) DOENCAS
CARDIACAS
\\...) DOR

.o

Livia Depieri, 2016 Pradhan et al., J. Control. Release. 170 (2013) 380-395.
Geusens et al., J. Control. Release. 133 (2009) 214-220.
Crow, Nature. 492 (2012) S50-1.
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Pele Normal
Epiderme

Estrato Cérneo —| =
Estratogranuloso - —

Estrato espinhoso

Estrato basal — =

Derme -

Melanécito

@® céulat ﬁ Célula Dendritica
@ Macréfago * Célula de Langerhans

> \astécito d Vaso Sanguineo

Na pele, caracteriza-se por placas
eritematosas, queratinocitos
hiperproliferados e com
diferenciacao anormal, levando a
hiperplasia da epiderme,
infiltracdo de linfocitos T ativados
e dilatacao dos capilares
sanguineos

Livia Depieri, 2016

Pradhan et al., J. Control. Release. 170 (2013) 380-395.
Geusens et al., J. Control. Release. 133 (2009) 214-220.
Crow, Nature. 492 (2012) S50-1.
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20% BSA

30%BSA

Gravidade das lesoes

Gravidade Escala
Gravidade Descamacio Ausente 0
das lesoes Leve 1
(0 _ 12) (0 - 4) Moderado 2
Espessura Intenso 3
Muito
(0 - 4) intenso 4

Area da pele BSA (Body Surface Area)

afetada (BSA) [—— % pele
(0-6) afetada
1-9 1

Escala

10-29
30-49

Classificacao PASI 70-389

2
3
50-69 4
5
6

Leve <7 90 - 100 Livia Depieri, 2016

Moderada 7al2

Severa o ‘ Escolha terapéutica

Marques, Consenso Bras. Psoriase 2009. (2009) 37-40.; Shrivastava et al., Comput. Biol. Med. 63 (2015) 52—-63.
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Leve Moderada a severa

* Hidratagao * Tratamento topico

* Corticoesteroides * Fototerapia (radiagdo UVB
, . . e PUVA)

* Analogos vitamina D

* Tratamento sistémico
(metotrexato, acitretina,
ciclosporina)

Eficaz como terapia de curto prazo, devido ao
perfil de seguranca desses farmacos, seu uso
por um logo prazo é limitado,

Como a psoriase é uma doencga cronica com
recidivas e remissoes, os tratamentos devem
ser alternados com o objetivo de reduzir
possiveis efeitos adversos.

Aumento toxicidade

Ministério da Saude — Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas — Portaria n.

1229, 5 de novembro de 2013

Sistémico

Fototerapia ~5

Toépico

Aumento efetividade

Berth-Jones, Medicine. 41 (2013) 334-340; Boehncke and Schon, Lancet. 386 (2015) 983-994; Nestle et al., N. Engl. J. Med. 361 (2009) 496-509. Livia Depieri, 2016
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Terapia Biologica

Estratégia anti-citocinas

Anti-TNF

TN Foar

Infliximabe (Remicade®)
Anticorpo monoclonal
quimérico anti-TNF-a

Anticorpo monoclonal
humano anti-TNF-a

* Via de administragao

* Propriedades imunossupressoras
* Alto custo

Adalimumab (40 mg, 2 seringas) — R$8.000,00

Dose inicial: 80 mg, seguida de doses de 40 mg
em semanas alternadas

2016 — Secuquinumabe (Cosetyx®) — Anti-IL17

Berth-Jones, Medicine. 41 (2013) 334-340; Boehncke and Schoén, Lancet. 386 (2015) 983—-994; Nestle et al., N. Engl. J. Med. 361 (2009) 496-509.

Adalimumabe (Humira®)

Etanercepte (Enbrel®)
Proteina de fusdo

FALHA TERAPEUTICA
@ 8 ©

Anti-IL-12 e IL-23

Interleukin.23

Interleukin.12

ple pis

A\

Ustequinumabe (Stelara®)
Anticorpo monoclonal
humano anti-p-40

Nao ha cura para a psoriase e até
78% dos pacientes manifestam
satisfacdo baixa a moderada com

seus tratamentos. Isso indica que
existem necessidades ainda néo
atendidas por terapias que possam
agir de forma mais rapida e
prolongada no alivio dos sintomas

da psoriase.

Livia Depieri, 2016
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Psoriase

Descamacédo
e placas

Pele saudavel

Estrato
cérneo

O primeiro desafio € a penetracio
de macromoléculas na pele.

Epiderme Pele inflamada
Sistema de
liberacao topico
Wﬁnico
g (complexar, proteger e facilitar
/// Promotores de internalizacdo celular)
e ' absorcdo cutanea

 Sistema :
nanoestruturado ' ‘

f

f

Andrews, et al., Pharm. Res. 30 (2013) 1099-1109.
Geusens, et al., Eur. J. Pharm. Sci. 43 (2011) 199-211.
Zakrewsky, et al., J. Control. Release. 219 (2015) 445-456.

Livia Depieri, 2016
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R NP e P e P N N
HN

Estrutura molecular da oleilamina (OAM).
(Martini et al., 2008).

NH

N
{/\/N]ln HZN\/\ﬁ/\/N\L

NH
PEl linear \
H
“N\/\N/\/N\/\N"
H H

PEl ramificado

Estrutura molecular da polietilenoimina (PEI).
(Yin et al., 2014).

Livia Depieri, 2016

siRNAs Interagido

eletrostatica

* Polimeros catidnicos;

* Lipidios catiénicos;

* Proteinas e peptideos
catidnicos.

Poliplexo
SiRNA PEI siRNA-PEI

Foldvari et al., J. Control. Release. (2015).
Meneksedag-Erol, et. al., J. Phys. Chem. B. 17 (2015) 5475-5486.
Reischl and Zimmer, Nanomedicine. 5 (2009) 8-20.
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Nanodispersoes liquido-cristalinas como sistema

siRNA

/
.

‘

\

Nanodispersao
liquido-cristalina

Livia Depieri, 2016

de administracao topica de siRNAs

Capacidade de reduzir reversivelmente a barreira
do estrato corneo

Promover a penetragao cutanea de
macromoléculas e outros tipos de farmacos

Sua aplicagdo topica ndao causou irritagao

Foi capaz de promover a liberagdo cutanea de
siRNA e reduzir os niveis da proteina GAPDH in vivo

Vicentini et al., Eur. J. Pharm. Biopharm. 83 (2013) 16—24; Depieri et al., Eur. J. Pharm. Biopharm. 105 (2016)
50-58; Petrilli et al., J. Biomed. Nanotechnol. 12 (2016) 1063—-1075; Rossetti et al., Eur. J. Pharm. Sci. 83 (2016)

99-108.
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NLC sem e com Diluicdo em agua Analise Equipamento

siRNA 10 uM ultra pura
H P e h t Tamanho de
SPaA a‘men ° particula Zetasizer Nano
Dinamico de ZS (Malvern)
Luz (DLS) Polidispersidade
¢ ¢ Carga ' As determipagées
i . Potencial zeta foram realizadas
0.’ superficial em triplicata, a

25°C.

Tabela 1: Tamanho de particula, polidispersidade e potencial zeta das NLCs preparadas com PEI ou
OAM, sem e com SiRNA 10 uM.

Tamanho de Potencial Tamanho de Potencial

FORMULAGAO particula (nm) Polidispersidade (mV)  particula (nm) Polidispersidade -, '~ (mV)
MO:PEI:FA
10:0,4:89,6 150 + 6 0,14 + 0,02 42+04 161 + 21 0,19+ 0,08 1,5+1,9
(p/p/p)
8':’;)1::'281(';/'5‘)'/152) 203+ 5 0,26 + 0,02 1,2+0,7 215+ 8 0,27 + 0,02 0,7+1,0
MO:OAM:FA
10:0,4:89.,6 196 + 32 0,31+ 0,07 29,3+3,7 145 + 11 0,19 + 0,01 24.8+6,0
(p/p/p)
MO:AO:OAM:FA
8:2:2,5:87,5 231+ 58 0,37 + 0,09 21+3.2 240 + 54 0,42 + 0,04 11,7 £ 2,0
(p/p/p/p)

As amostras foram diluidas em agua ultra pura e as medidas foram realizadas a 25° C. Os resultados sdo expressos
pela média + desvio padréo. (n=3-5)

Livia Depieri, 2016 M. Vitoria Bentley - USP/Brazil




/)

NanoGene Avaliacao da captagao celular do siRNA veiculado pelas
. NLCs em fibroblastos por citometria de fluxo

ntley's
Nanotechnology & Gene Therapy in Skin Disor
CNPq - FAPESP - CAPES ~

7

o
®

a

INCT Nanofarma

100 — 100

80 — — 80
E [
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> O

20 — — 20

0 - — 0

m Viabilidade celular (%)
Il Captacao celular (%)

Livia Depieri, 2016
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o= @ @saio de degradagao enzimétic}

0,2 ug RNase A Amostra:
NLC + siRNA 10 uM
E . d . t d d 30 pL amostra 24 h ik [
nsalo ae In egrl ade ou controle Controles:
SiRNA livre 10 uM
NLCs sem siRNA
10 pL heparina 60 °C 37°C
Shen et al., 2011 5000 U.I/mL Lh th
40 pL amostra
ou controle 1h,37°C Desnaturagdo 7,5 plL heparina
\ / RNase 5000 U.I/mL

- o,
40 L 10 4L Eletroforese — Gel agarose 2%
| i ¢ | 40 uL O Tamp3o Tris-Acetato-EDTA pH=8,0 (TAE)

Brometo de etideo (10 mg/mL)

\_/ v Corridas: voltagem de 100 V, 20 min

\ Loading buffer — Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta /

Livia Depieri, 2016
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@‘ * Ensaio de integridade

r'

S
5

1 2 3 4 5 6

Ensaio de eletroforese em gel de agarose para
avaliagao da eficiéncia de complexagao e integridade
do siRNA na NLC composta por MO:AO:PEIL:FA
(8:2:1:89, p/p/p/p) por meio do ensaio de competigao
com polianion.

siRNA 10 uM + + - - + +
Heparina - + - + - +
NLC - - + + + +

« Ensaio de degradacgao enzimatica

A 30" 1" 3 6 12 18 24 B
12 3 4 5 6 8 Ensaio de eletroforese em gel de
agarose para avaliagao da
estabilidade do siRNA em presenga
de RNase. [A] siRNA livre e em
presenga de RNase (2 pug) em fungao
do tempo; [B] Avaliacdo da habilidade
da NLC em proteger o siRNA da

degradacgao enzimatica.

siRNA 10 uM + - -+ 4
RNase - + + o+ + 4

NLC - - + + + +

+ - +

Heparina + + -

Livia Depieri, 2016 (Depieri et al., 2016)
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em modelo in vivo de inflamacao aguda

Protocolo experimental

Grupos Tempo O h Tempo 1 h Tempo 7 h
(M
Controle
(sem tratamento)
v Tecidos foram Camundongos sem
(2) processados; A
. 1004L pélos
TPA TPA
- v RNA foi extraido
100 pg/mL t
(100 pg/mL em acetona) usando RNeasy Machos
Mini Kit; . .
4-5 animais/grupo
(3) 100 | 400uL 100 uL
NLC:siRNA H M- | v Os niveis do .
e TPA  ® ®*NLC:iRNA - 12-0- -
NLC:siRNA controle . controle ~siRNA RNAM Tnf foram TPA: 12-O-tetradecanoil
(SIRNA 10 M) avaliados por forbol 13-acetato
qRT-PCR.
(4) 100 uL
NLC:siRNA Tnf | 100 uL 100 uL
NLC:siRNA Tnf TPA 4 NLC:siRNA
: Tnf
(siRNA 10 uM)

Livia Depieri, 2016 Murakawa et al., Biochem. Pharmacol. 71 (2006) 1331-1336.
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Avaliacao da eficacia do silenciamento do Tnf

em modelo in vivo de inflamacao aguda
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Sem TPA TPA TPA + TPA +
tratamento v NLC + NLC +

NG siRNA controle  siRNA Tnf

Efeito da NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) contendo siRNA Tnf na normalizagao
do aumento nos niveis do RNAm Tnf no modelo in vivo de inflamagdo cutanea aguda induzido por
TPA. siRNA na concentragao final de 10 yM. Os resultados representam a média * desvio padrao (n
= 4/5 animais por grupo). Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo
pos-teste de Tukey, *p<0,05 em relagdo ao grupo sem tratamento; **p<0,05 em relagdo ao grupo
TPA; #p<0,05 em relagéo ao grupo TPA + NLC e, $p<0,05 em relagéo ao grupo TPA + NLC + siRNA

controle. Livia Depieri, 2016
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Nanodispersoes liquido-cristalinas como sistema
de administracao topica de siRNAs

Conclusoes

NLC foi capaz de complexar, proteger da
degradacao enzimatica e liberar o siRNA

integro

v' Os siRNAs  veiculados pela  NLC,
eficientemente, silenciaram os genes alvos
nos modelos in vitro e in vivo utilizados

NLC promoveu a captacao celular do
siRNA em fibroblastos e macrofagos

NLC ndo causou irritacao cutanea

v" NLC promoveu a penetracdo cutdnea do
siRNA nas camadas mais profundas da pele

psoriatica

NLC é um sistema de liberacao topico promissor para a liberacao
funcional de siRNAs para o tratamento de doencas cutaneas.

Foi capaz de superar as barreiras da via de administracao topica e as

limitacOes resultantes das caracteristicas fisico-quimicas

das moléculas de siRNA.

Livia Depieri, 2016

M. Vitoria Bentley - USP/Brazil
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Consideracoes Finais

A combinagdo de Nanotecnologia com agentes de acido nucleico oferece
perspectivas substanciais para uma revolugcao no diagndstico e tratamento de

doencgas.

Para novos nanomateriais, técnicas e abordagens de liberagao de genes, o
principal desafio € equilibrar a eficiéncia da transfeccdo, visando a
especificidade, tamanho das particulas, biodegradabilidade e citotoxicidade,
bem como seus destinos de curto e longo prazo no meio biologico.

A quimica dos bioconjugados associados a Nanotecnologia permitira o uso

especializado de biomarcadores para pesquisas em biologia celular e
molecular, para biossensor, diagnodstico, bioimagem e mascaramento de
porcbes imunogénicas para a distribuicao de medicamentos direcionada,

incluindo genes.

Nanoparticulas poderao viabilizar a liberagcao de multiplos siRNA destinados a
diferentes alvos, bem como farmacos como proposta de terapia sinérgica para

varias doencas.



