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RESUMO

A COVID-19 é uma doenca causada por um novo coronavirus designado como sindrome
respiratoria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2). O SARS-CoV-2 é um virus envelopado
com um genoma de RNA de fita simples que se espalha pelas vias do trato respiratério, por
goticulas, secrecdes respiratorias e/ou por contato direto. O virus possui quatro proteinas
estruturais necessarias para regular a funcéo e a estrutura viral. O gene que codifica a proteina
S foi o alvo do presente trabalho, pois permite a ligacdo do virus aos receptores da superficie
da célula hospedeira e subsequente fusdo entre as membranas facilitando a entrada do virus na
celula. A utilizacdo de pequeno RNA de interferéncia (do inglés, small interfering RNAs -
siRNAs) como terapia pode controlar infecgOes virais humanas pela supresséo da expressao de
um gene viral por meio da inviabilizacdo do RNA mensageiro (MRNA) pela ligacdo por
complementaridade. No entanto, para que esse mecanisSmo ocorra, S40 necessarios
nanocarreadores para a protecdo e transporte dos acidos nucleicos para o interior da célula.
Sendo assim, o objetivo principal desse projeto € desenvolver uma nova abordagem terapéutica
utilizando siRNAs para o silenciamento do gene codificador da proteina estrutural S do virus
SARS-CoV-2, visando diminuir a replicagdo do virus. Para tanto, uma sequéncia efetiva e
especifica de siRNA complementar a proteina S do Sars-CoV-2 foi desenhada. Para o desenho
do siRNA para o gene que codifica a proteina S, foi utilizada a ferramenta Whitehead siRNA
Selection Server. Assim, a sequéncia que melhor enquadrou-se em critérios propostos para
desenho de siRNAs foi UUAAAAUAUAAUGAAAAUGGA. Para eficiente entrega da
molécula, sistemas nanoestruturados constituidos por fosfato de célcio e copolimero de
polietileno(glicol)-polianion foram preparados através da auto associacdo dos componentes. As
nanoparticulas foram caracterizadas pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS),
indice de polidispersdo (Pdl) e Potencial Zeta no equipamento Zetasizer Nano ZS. As
formulacdes NP-siRNA e mock apresentaram tamanhos com didametro médio de 52 nm + 5 e
61 nm + e Pdl de 0,13 = 0,04 e 0,12 + 0,03 respectivamente. A carga superficial das
nanoparticulas, avaliada pelo potencial zeta, foi de -0,09 £ 0,02 mV para NP-siRNA e -0,03 £
0,20 mV para mock. Os ensaios de estabilidade indicaram que a formulacdo manteve-se estavel
durante 21 dias em temperatura controlada de 4°C em relacdo ao tamanho, Pdl e potencial zeta.
Avaliou-se a citotoxicidade das nanoparticulas contendo o sSiRNA (NP-siRNA) em linhagem
celularVero E6 e L929. Ndo demostrando citotoxicidade até a concentracdo de 200 nM, nos
tempos de incubacdo de 24h e 48h. A formulagdo ndo produziu hemolise. Assim, foi possivel
preparar nanoparticulas a partir de uma técnica simples e de baixo custo, com tamanho, indice
de polidispersdo e potencial zeta adequados para serem utilizadas na transfeccdo de siRNA,
bem como boa estabilidade e sem apresentar toxicidade para as linhagens celulares testadas.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; siRNA; Nanoparticulas.
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1 INTRODUCAO

A COVID-19 (do inglés, Corona Virus Disease) € uma doenca infecciosa causada pelo
novo Betacoronavirus designado como Sindrome Respiratéria Aguda Grave Coronavirus 2
(SARS-CoV-2). Até dezembro de 2022, cerca de 650 milhdes de casos foram confirmados e
mais de 6,6 milhdes de mortes foram relatadas globalmente. Destes, aproximadamente 35
milhdes de casos foram confirmados e relacionados a quase 695 mil mortes no Brasil (OMS,
2022). Embora a maioria dos pacientes com COVID-19 ndo apresente sintomas ou apresente
doenca leve, cerca de 20% apresentam doenca grave e podem ir a Obito. A idade avancada e
condi¢cBes medicas subjacentes sdo fatores de risco conhecidos para COVID-19 grave (KIM,
2022).

Como outros coronavirus emergentes, o0 SARS-CoV-2 é um virus envelopado de
genoma de RNA de fita simples de sentido positivo, em cuja superficie apresenta proteinas que
emergem em seu envelope (JALAL et al., 2022). O surgimento recente e frequente desses
coronavirus altamente patogénicos enfatiza a necessidade de esforcos globais conjuntos para a
preparacdo mais adequada para esses desafios, 0s quais acreditamos que serdo recorrentes daqui

para frente.

A COVID-19 transformou-se rapidamente em uma pandemia global. Desse modo
assim como diagndsticos e vacinas, os medicamentos sdo ferramentas fundamentais para
combater e controlar a doenca (KIM, 2022). Atualmente, existem centenas de variantes do
SARS-CoV-2 sendo sequenciadas, algumas vacinas foram autorizadas e muitas outras
candidatas permanecem em desenvolvimento em todo o mundo. Segundo a Organizacgéo
Mundial da Saude (OMS), ndo ha medicamentos exclusivos para tratar a Covid-19. Esse cenario
gerou enorme demanda pelo desenvolvimento de antivirais capazes de combater o virus SARS-
CoV-2, e a abordagem de RNA de interferéncia (RNAI) surgiu como uma possivel alternativa
nesse contexto. Desde a descoberta, no final da década de 90, o mecanismo de RNAI, que
consiste em reprimir com precisdo a maioria dos genes, através da correspondéncia de
sequéncia de bases, tem mostrado um potencial de aplicacdo evidente (MEDEIROS, et. al.,
2021; FIRE et. al., 1998).

Os pequenos RNAs de interferéncia (do inglés, small interfering RNAs - sSiRNAS) séo

encontrados em diversos organismos ou podem ser produzidos sinteticamente para direcionar



16

um RNA mensageiro (mMRNA) especifico em células de mamiferos. Sdo conhecidos por guiar
o silenciamento de genes especificos de sequéncias de mRNAs-alvo mediando a clivagem
especifica do local e, portanto, a destruicdo do mRNA (HANNON, 2002; LARES, ROSSI;
OUELLET, 2010; FIRE et al., 1998).

No entanto, para que esse mecanismo de RNAI ocorra, é necessaria uma entrega segura
dos acidos nucleicos aos tecidos alvo. Essa entrega é restringida por multiplas limitagfes
extracelulares e intracelulares, tornando as aplica¢es clinicas inviaveis. Assim, estratégias sdo
necessarias para proteger a entrega eficiente dessas moléculas in vivo (HU et al., 2020;
WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009).

O uso de nanocarreadores para superar as barreiras do uso clinico da terapéutica de
RNAI tem sido objeto de diversos estudos (XIN et al., 2017; MERKEL et al., 2009). Neste
cenario, nanoparticulas ceramicas de fosfato de célcio (CaP) tém sido alvo de estudos. Além da
biocompatibilidade dos materiais utilizados na montagem, sao capazes de adsorver moléculas
polianidnicas, como SsiRNAs, com eficiéncia e sem toxicidade, podendo melhorar a
farmacocinética, farmacodindmica e o direcionamento da terapéutica, sendo assim promissoras
para entrega eficiente dos acidos nucleicos. A complexacdo com um bloco de copolimero
polianidnico ao CaP permite controlar o tamanho dos cristais formados durante o processo de
sintese. Consequentemente, a obtencdo de particulas em escala de tamanho nanométrica,
adequadas para aplicacéo clinica é facilitada. Além disso, a utilizagdo do copolimero propicia
uma maior estabilidade coloidal, além de evitar a captacdo pelo sistema monofagocitéario,
contribuindo para diminuir a imunogenicidade das particulas (ZHANG; LI; HUANG, 2014;
ZHANG; KATAOKA, 2009; KAKIZAWA; FURUKAWA; KATAOKA, 2004).

O controle da disseminacdo da COVID-19 tem sido dificil desde o inicio da pandemia,
e a recente disseminacdo da variante Omicron apenas amplificou esse desafio, tornando
inevitavel que o SARS-CoV-2 torne-se um patdgeno endémico na populacdo humana. No
entanto, seu impacto em nossa salde e vida diaria mudara consideravelmente ao longo do
tempo. Por conta disso, governos e autoridades de saude publica devem fazer a transicdo para
uma estratégia de longo prazo para lidar com o virus. Vacinas e terapéuticas especificas,
incluindo tratamento ambulatorial para prevenir a progressao da doenca, séo ferramentas

altamente valiosas. No entanto, diante dos niveis de transmissdo ainda altos mesmo em areas
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com vacinacdo generalizada, o controle e impacto epidemiologico desse virus continuam
incertos (KOELLE, 2022).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE (SARS-COV-2)

Devido ao numero crescente de casos de SARS-CoV-2 registrados fora da China em
janeiro de 2020, constatou-se que a contencdo regional do virus era altamente improvavel,
ficando claro que a pandemia global de coronavirus havia comegado a se espalhar. Antes da
imposicdo de medidas de blogueio em Wuhan na China, em 23 de janeiro de 2020, o rapido
aumento nos casos de COVID-19 demonstrou a alta eficiéncia da transmissdo de humano para
humano do virus. (KOELLE et al., 2022).

Entre os incontaveis ensinamentos que vivenciamos ap6s o acontecimento da
pandemia, a COVID-19 destacou a necessidade de abordagens integradas de saude global. Uma
vez que o0 aumento da expansdo da populacdo humana intensifica 0 uso de recursos naturais,
que frequentemente invadem os habitats de vida selvagem, a criacdo e o comércio de animais
silvestres, a caca e mineracdo facilitam o contato e transmisséo de virus de interesse pandémico.
As caracteristicas comuns entre esses virus emergentes incluem a capacidade de causar doencas
graves em humanos, mas ndao nos hospedeiros reservatorios, raras repercussdes apesar de uma
ampla distribuicdo geografica e o papel potencial dos hospedeiros intermediarios que aumentam
as oportunidades de infec¢des humanas. (LETKO et al., 2020; RUIZ-ARAVENA et al., 2022).

Os coronavirus (ordem Nidovirales, familia Coronaviridae) incluem quatro géneros:
Alphacoronavirus e Betacoronavirus, que infectam uma ampla variedade de mamiferos, e
Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, que infectam principalmente aves (RUIZ-ARAVENA
etal., 2022). O SARS-CoV-2 é muito semelhante ao SARS-CoV, que foi identificado na China
em 2003. Como outros Betacoronavirus, 0 SARS-CoV-2 é um virus esférico envelopado e
contém seu genoma como um RNA de fita simples de sentido positivo. Assim, todas as etapas
do ciclo de vida viral ocorrem dentro do citoplasma das células hospedeiras infectadas (KIM,
2022).
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No inicio da infeccdo, 0 SARS-CoV-2 tem como alvo as células epiteliais nasais e
bronquicas e a medida que a replicacdo viral acelera, em estagios posteriores da infeccéo, o
virus infecta diretamente as células endoteliais de varios 6rgdos, incluindo capilares
pulmonares, levando a ruptura da barreira e lesdo difusa dos vasos sanguineos e linfaticos
(WIERSINGA et al., 2020; JAHANAFROOZ et al, 2022).

O genoma do SARS-CoV-2 foi estabelecido com aproximadamente 30 kb, incluindo
14 quadros de leitura aberta (do inglés, Open Reading Frames - ORFs), que codificam 29
proteinas. Destas, incluem 16 proteinas ndo estruturais (NSP1-NSP16) que formam o complexo
replicase-transcriptase e 9 proteinas acessorias de um complemento de ORFs 3' (ORF3a, 3b, 6,
7a, 7b, 8, 9b, 9c e 10), conforme figura 1 (WU et al., 2020; RAVI, SAXENA, PANDA, 2022).

Figura 1 - Organizagdo gendmica do SARS CoV?2
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Fonte: RAVI, SAXENA, PANDA, 2022.

As 4 proteinas restantes s@o as principais proteinas estruturais tipicas, necessarias para
regular a funcdo e a estrutura viral, e sdo elas: a glicoproteina da superficie do pico, ou Spike
(S), a proteina do envelope (E), a proteina de membrana (M), e a proteina do nucleocapsideo
(N) (Figura 2).
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Figura 2 - Proteinas estruturais do SARS-CoV-2

Proteina do Envelope -

Adaptado de: CUI, LI e SHI, 2019.

Entre essas proteinas estruturais, o pico forma grandes saliéncias na superficie do
virus, proporcionando aos coronavirus a aparéncia de coroa, 0 que sugere o nome (LI, 2017).
A proteina Spike é responsavel pela entrada do virus na célula, através do reconhecimento do
dominio peptidase da enzima conversora de angiotensina (ACE2) em humanos. O processo de
entrada nas células hospedeiras requer dois fatores: 1) o dominio de ligacdo ao receptor (RBD)
da unidade de superficie (S1) da proteina S para ligar-se a ACE2, o que favorece a ligacéo viral
a superficie das células hospedeiras; I1) a subunidade S2 da proteina S para conduzir o priming
da proteina S por proteases celulares, que facilita a fusdo das membranas viral e celular. Ap6s
a ligacdo do virus ao ACE2, a juncdo S1/S2 na proteina S € clivada pela serina 2 da protease
transmembrana celular (TMPRSS2), causando o processo de internalizacdo e fuséo do virus a
célula hospedeira (HARTENIAN et al, 2020; JAHANAFROOZ et al, 2022), como
demonstrado na figura 3.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proteases
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/serine-protease
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/serine-protease
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/internalization
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Figura 3 - Mecanismo de entrada viral do SARS-COV-2.
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Entre todas as proteinas estruturais do SARS-CoV, a proteina S é o principal
componente antigénico responsavel por induzir respostas imunes do hospedeiro, neutralizar
anticorpos e/ou imunidade protetora contra infeccdo por virus (DU et al., 2009). A proteina S

foi, portanto, selecionada como alvo do presente estudo.

2.2COVID -19

O pulmao é o principal alvo da infeccdo por SARS-CoV-2 e o periodo de incubacgéo
entre a exposicdo ao virus e o inicio dos sintomas é de aproximadamente 4 a 5 dias, embora
varie entre 2 e 14 dias. A carga viral aumenta & medida que a replicacdo do virus continua. Na
maioria dos casos, a carga viral diminui como resultado da resposta imune e a pessoa infectada
recupera-se espontaneamente sem intervencdo terapéutica. No entanto, pessoas com fatores de

risco podem sofrer de COVID-19 grave e precisam de tratamento (KIM, 2022).

O virus levou a milhdes de infecgdes e de mortes em todo 0 mundo. Os sintomas mais
comuns relatados da doenca sdo tosse, expectoracdo, febre e falta de ar, além disso, foram

observados outros conjuntos de sintomas, como os musculoesqueléticos (mialgia, dor articular,
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cefaleia e fadiga) e os entéricos (dor abdominal, vomito e diarreia). Alguns fatores de risco
foram vinculados ao SARS-CoV-2, como a idade avangada, imunossupressdo e comorbidades,
bem como hipertensdo, diabetes, doencas vasculares, obesidade, doenca pulmonar obstrutiva
crénica (DPOC), cancer e a asma. Esses fatores fazem com que o paciente tenha maior
probabilidade de desenvolver COVID-19 na forma grave, visto que o risco de uma pessoa
contrair uma doenca grave por COVID-19 aumenta a medida que aumenta o nimero de
condi¢cBes médicas subjacentes. Os sintomas podem alternar devido as novas variantes do
COVID-19 e em virtude do estado de vacinacdo do paciente (CDC, 2022).

A COVID-19 pode agravar induzindo complicacdes que incluem lesdo renal aguda,
disfuncdo hepatica, cardiomiopatia e disfuncdo da coagulacdo. Entre o0s pacientes
hospitalizados, 75% apresentam pneumonia com necessidade de suplementacéo de oxigénio e
15% tém sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) com insuficiéncia respiratéria
hipoxémica (diminuicdo de oxigénio do sangue), sendo o principal motivo de internacdo na
unidade de terapia intensiva (UTI) e a principal causa de morte (JAHANAFROOZ et al, 2022).

2.2.1 Medicamentos

Segundo a OMS, ndo ha medicamentos exclusivos para tratar a Covid-19, no entanto,
algumas opcdes medicamentosas ja foram aprovadas por meio do uso emergencial. Os
tratamentos utilizados atualmente s&o oriundos de uma lista de pré-qualificacdo atualizada pela
organizacdo. Nessa lista estdo medicamentos como Tocilizumab, Dexametasona (fosfato de
sodio), Nirmatrelvir + Ritonavir e Remdesivir, além da recomendacgdo de suporte de oxigénio
(OMS, 2022).

De acordo com a FDA (do inglés, Food and Drug Administration) existem duas
possibilidades de autorizagdo para que um produto possa ser utilizado para a Covid-19. Ao
emitir a autorizacdo de uso de emergéncia, a Agéncia Federal deve determinar, entre outras
coisas, que o produto pode ser eficaz no diagnostico, tratamento ou prevencao de uma doenca
ou condic¢do grave ou com risco de vida causada por um agente quimico, biologico, radioldgico
ou nuclear. Deve atestar que os beneficios superam 0s riscos conhecidos e potenciais do
produto. E ainda, que ndo ha alternativas adequadas, aprovadas e disponiveis. Diferentemente

da aprovagéo de novos pedidos de medicamentos, que devem determinar, entre outras coisas,
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gue o medicamento é seguro e eficaz para uso rotulado e que os beneficios do medicamento
superam os riscos. Possuindo controle do processo de fabricacao, controle de qualidade e pureza

do medicamento. Necessitando de evidéncia substancial de eficacia (FDA, 2022). A tabela 1

mostra 0s medicamentos aprovados para o tratamento da COVID-19, de acordo com o FDA.

Tabela 1 - Medicamentos atualmente aprovados para o tratamento da COVID-19

Nome

Justificativa

Veklury (Remdesivir)

Medicamento aprovado para o tratamento de COVID-19 em adultos e
pediatricos hospitalizados ou ndo, que tem sintomas leves a moderados e que

correm alto risco de progressdo para COVID-19 grave.

Olumiant (baricitinib)

Medicamento aprovado para tratamento de COVID-19 em adultos
hospitalizados que necessitam de oxigénio suplementar, ventilagdo mecénica
ndo invasiva ou invasiva ou oxigenacdo por membrana extracorporea
(ECMO)

Bebtelovimabe

Anticorpos produzidos em laboratdrio que podem ajudar no ataque do sistema
imunoldgico ao SARS-COV-2, bloqueiam a entrada nas células humanas,

neutralizando assim o virus

Evusheld  (tixagevimab  + | Anticorpos produzidos em laborat6rio que podem ajudar no ataque do sistema

cilgavimab) imunolégico ao SARS-COV-2, bloqueiam a entrada nas células humanas,
neutralizando assim o virus

Paxlovid  (nirmatrelvir e | Antivirais sdo medicamentos prescritos (comprimidos, liquidos, pé para

ritonavir) inalacdo ou solucdo intravenosa) que combatem os virus

Lagevrio (molnupiravir)

Antivirais sdo medicamentos prescritos (comprimidos, liquidos, p6 para

inalacdo ou solucao intravenosa) que combatem os virus
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Kineret (anakinra) Modulador Imunoldgico autorizado para o tratamento de COVID-19 em
adultos hospitalizados com pneumonia que requerem oxigénio suplementar
(oxigénio de baixo ou alto fluxo) que correm o risco de evoluir para

insuficiéncia respiratdria grave

Olumiant (baricitinibe) Modulador Imunoldgico autorizado para o tratamento de COVID-19 em
pacientes pediatricos de 2 a menos de 18 anos de idade que requerem oxigénio

suplementar, ventilagdo mecénica ndo invasiva ou invasiva, ou oxigénio por

membrana extracorpérea (ECMO).

Fonte: Elaboragdo proprio autor (2022), informagdes adaptadas FDA (2022).

Os medicamentos para o tratamento da COVID-19 aprovados por meio do uso
emergencial aqui no Brasil, sdo aprovados pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA). S&o eles: Remdesivir, Sotrovimabe, Baricitinibe, Evusheld®, Paxlovid e o
Molnupiravir (ANVISA, 2023).

Tendo em vista a limitada quantidade de opcdes terapéuticas, varias abordagens tém
sido sugeridas para controlar as infecgbes pelo SARS-CoV-2 como: anticorpos monoclonais,
peptideos, interferon, medicamentos, RNA de interferéncia (RNAI), entre outras. Nesse
contexto, em que esforgos sdo necessarios para a terapéutica da COVID-19, a abordagem com
RNA de interferéncia vem sendo amplamente estudada como possivel tratamento para a doenca
(MEDEIROS, et al, 2021). Essa situacdo criou uma grande necessidade de desenvolvimento de
medicamentos antivirais capazes de atingir o genoma de RNA do SARS-CoV-2, e a abordagem
de interferéncia de RNA surgiu como uma possivel solucéo, fazendo da proteina S um alvo

promissor no desenvolvimento de novas terapéuticas (MURALIDAR et al, 2020).

2.3 RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO

Compreender os mecanismos imunoldgicos subjacentes as diferentes manifestacGes
clinicas da COVID-19 é um passo critico na concepg¢do de estratégias terapéuticas racionais
(ARUNACHALAM et al., 2020). Células T CD4 + especificas de virus, células T CD8 + e

anticorpos (produzidos por celulas B) constituem os trés principais componentes da imunidade
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adaptativa aguda a uma infeccao viral. J& a memoria imunoldgica para uma infeccédo viral é
constituida por quatro principais componentes: células B de memoria, anticorpos, células T

CD4 + especificas de virus e células T CD8 + especificas de virus (SETTE, CROTTY, 2021).

Figura 4 - Principais componentes da imunidade adaptativa nas respostas imunes virais
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Fonte: SETTE, CROTTY, 2021

Os trés principais componentes da imunidade adaptativa aguda em uma infecgdo viral sdo as células T CD4 +
especificas do virus, as células T CD8 + e anticorpos (produzidos por células B). J& a memoéria imunoldgica a
uma infecco viral consiste em células B de meméria , anticorpos, células T CD4 + especificas de virus e células
T CD8 + especificas de virus.

Em uma infeccdo por SARS-CoV-2, o virus é particularmente eficaz em evitar ou
retardar o desencadeamento de respostas imunes inatas intracelulares associadas a IFNs tipo |
e tipo 1l (ARUNACHALAM et al., 2020; SETTE, CROTTY, 2021). Sem as respostas imunes,
0 virus inicialmente replica-se incessantemente e, igualmente importante, as respostas imunes
adaptativas ndo sdo ativadas até que ocorram os alarmes imunes inatos. Em casos leves a
moderados de COVID-19, o atraso temporal nas respostas imunes inatas é suficiente para
resultar em infecgéo assintomatica ou clinicamente leve (ou seja, que ndo requer hospitalizacao)
porque as respostas das células T e dos anticorpos ocorrem de forma relativamente rapida e
controlam a infeccdo (SETTE, CROTTY, 2021).

Se 0 atraso da resposta imune inata for muito longo, o que pode ocorrer devido a
eficiente evasdo do virus, imunidade inata defeituosa ou uma combinagdo de ambos, o virus
obtém uma grande vantagem inicial na replicacdo no trato respiratorio superior (TRS) e
pulmdes, somado a falha em estimular uma resposta imune adaptativa por um longo periodo,

resulta em condi¢bes que levam a doenca pulmonar grave o suficiente para hospitalizacéo.
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Esses fatores podem ser ampliados pelos desafios da idade, visto que individuos idosos tém um
pool menor de células T virgens e, portanto, sdo mais propensos a lutar para produzir uma
resposta rapida de células T que possam reconhecer esse novo virus (RYDYZNSKI
MODERBACHER et al., 2020), o que provavelmente também resulta em respostas de
anticorpos neutralizantes prejudicadas, porque as respostas de anticorpos neutralizantes sdo
geralmente dependentes de células T (SETTE, CROTTY, 2021).

Figura 5 - Esquemas conceituais da cinética das respostas imunes ao SARS-CoV-2 e gravidade da doenga.
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Esquemas conceituais da cinética das respostas imunes ao SARS-CoV-2 em condi¢es de COVID-19 médio
(casos ndo hospitalizados) e COVID-19 grave ou fatal. A linha "imunidade inata" refere-se especificamente ao
pico cinético de citocinas inatas e quimiocinas detectaveis no sangue; respostas imunes inatas ocorrem
localmente durante o curso de uma infecgdo. "Células T" refere-se a células T CD4 + e CD8 + especificas do
virus. “Anticorpos” refere-se a anticorpos neutralizantes especificos do virus. As setas indicam um ponto no
tempo com diferengas importantes na presenca ou auséncia de respostas de células T e na magnitude da carga
viral, comparando (B) e (C).

(A) Um exemplo de uma infecgéo viral genérica; (B) Infeccdo média por SARS-CoV-2; (C) Infecgdo grave ou
fatal por SARS-CoV-2. O periodo de doenga clinica grave de COVID-19 esta sombreado em cinza.

E importante ressaltar que este € um modelo em evolucéo e nio deve ser aceito como
definitivo; em vez disso, fornece um ponto de referéncia para interpretar grande parte dos dados
disponiveis na literatura e para identificar lacunas de conhecimento que podem fornecer

orientacdes para estudos futuros.

2.4 TERAPIA POR RNA DE INTERFERENCIA

O silenciamento de genes baseado na interferéncia de RNA provou ser uma ferramenta
importante, que vai além da pesquisa basica. O mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI)
estd relacionado a RNAs de fita dupla que mediam a degradacdo do RNA alvo de maneira
especifica a sequéncia. Sendo um processo bioldgico em que pequenos duplexes de RNA
complementares visam e neutralizam moléculas de RNA mensageiro (MRNA) especificas,
resultando na inibicdo da expressdo génica ou traducdo genética. Os RNAs interferentes
incluem microRNAs e siRNAs, conhecidos como small interfering RNA, que geralmente tém
cerca de 21 a 27 nucleotideos de comprimento (KARA, CALIN, OZPOLAT, 2022). A
possibilidade de sintetizar quimicamente analogos modificados de siRNAs, capazes de alterar
a expressdo de genes relacionados a doenca ou inibir a expressao de genes de patdgenos, torna-

se um caminho para uma série de novas opcdes terapéuticas (LIU et al., 2020).

Desde a descoberta do mecanismo de RNAi em 1998, que concedeu a Andrew Fire e
Craig Mello o Prémio Nobel de Fisiologia de 2006 (THE NOBEL PRIZE IN PHYSIOLOGY
OR MEDICINE,2006), inameros estudos sobre o tema sdo publicados anualmente. Em 2001,
Elbashir e seus colaboradores publicaram um artigo que demonstrou o silenciamento de genes
in vitro em linhagens celulares de mamiferos usando pequenas sequéncias de RNAI sintéticas

contendo 21 nucleotideos, os siRNAs. Este estudo verificou que a expressao génica em células
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de mamiferos pode ser modulada usando sequéncias sintéticas de siRNA, sugerindo o potencial
terapéutico do uso dessas moléculas (ELBASHIR et al., 2001). Assim tornou-se um método
bem conhecido para silenciar/suprimir genes-alvo associados a viruléncia e patogénese (LIU et
al., 2020).

Em 10 de agosto de 2018, a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA aprovou
a primeira terapia de interferéncia de RNA (RNAI), um tratamento para polineuropatia causada
por amiloidose por transtirretina (TTR), chamado de Onpattro (patisiran) da Alnylam
Pharmaceuticals (GARBER, 2018). O Pasitiran foi aprovado também pela ANVISA em 2020.

As moléculas de siRNAs, quando no citoplasma, sdo incorporadas em um complexo
de proteinas chamado RISC (do inglés, RNA-induced silencing complex). Uma proteina
multifuncional contida no RISC, conhecida como Argonauta 2 (AGO2), desenrola as moléculas
de siRNA. A fita antisense incorporada ativa o RISC, enquanto a fita sense do siRNA é clivada.
O complexo RISC ativado busca e degrada seletiva e especificamente a sequéncia
complementar de mRNA. O complexo RISC ativado busca alvos adicionais a0 mMRNA,
propagando o silenciamento de genes (ELBASHIR et al., 2001; KARA, CALIN, OZPOLAT,
2022). Esse mecanismo é demonstrado na figura 6.
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Figura 6 - Mecanismo de silenciamento de genes mediado por siRNA
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A via do RNAI é normalmente desencadeada pela presenca de um RNA longo de fita dupla (dsRNA), que é
clivado em fragmentos curtos de RNA (0s siRNAs) pela enzima Dicer. Uma vez presente no citoplasma da
célula, é incorporado a um complexo de proteinas denominado RISC - Complexo de Inducéo de Silenciamento
de RNA. Uma proteina multifuncional desse complexo, Argonauta 2, desenrola as moléculas siRNA e a sua fita
sense é clivada. O RISC ativado, contendo a fita antisense do siRNA, busca e degrada seletivamente e
especificamente a sequéncia complementar de RNA mensageiro (mRNA).

O silenciamento de genes induzido por pequenos siRNA tem sido utilizada com
sucesso, como um método eficiente para silenciar genes virais especificos, interromper a sintese
proteica e suprimir a replicacdo do virus (DU et al., 2009). Assim, a terapia com siRNA é uma
ferramenta prospectiva que pode controlar infecgbes virais humanas pela supresséo da
expressdo do gene viral por meio da hibridizacdo e neutralizacgdo do mRNA alvo
(CHOWDHURY, et al. 2020). Um estudo de 2004 mostrou que a combinacdo de sequéncias
de siRNAs para diferentes genes do SARS-CoV foram capazes de reduzir a replicacao viral em
até 80% (ZHENG, et al 2004). Em 2005, Wu e colaboradores demonstraram que siRNAs
direcionados contra o gene Spike e a regidao 3’UTR foram capazes de inibir a replicacdo do

virus SARS-CoV em células Vero-E6 (WU et al. 2005). Além disso, um estudo in vivo, no qual
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foi utilizado um modelo de macaco Rhesus (Macaca mulatta), mostrou que o siRNA para o
gene S e ORF1b de SARS-CoV proporcionaram reducdo da febre induzida pela infecgéo,
diminuicdo da carga viral e reducdo de lesdo pulmonar (LI et al, 2005).

Até 0 momento, a tecnologia RNAI ¢ relatada como uma ferramenta ideal para inibir
a replicacédo de virus infecciosos nas celulas hospedeiras porque o siRNA pode direcionar e
silenciar genes importantes do virus. Em conjunto, outro estudo relata que os vetores de sSiRNA
projetados visando o0 mRNA da proteina Spike do SARS-CoV poderiam silenciar especifica e
efetivamente a expressdo génica em células de mamiferos. Este estudo fornece evidéncias de
que o siRNA pode ser empregado como uma ferramenta potencial para inibir a expressdo génica
da proteina Spike do SARS-CoV (ZHANG et al., 2004). Nove siRNAs, alvos potencialmente
conservados foram identificados através de bioinformatica utilizando o genoma SARS-COV-2
(nimero de acesso GenBank, MN908947.3) para aplicacdo segura de siRNAs (CHEN et al.,
2020). Visando regides altamente conservadas, os siRNAs Hell, Hel2, siUC7 e siUTR3
mostraram uma potente interferéncia na expressdo do gene SARS-CoV-2 fornecida por meio
de uma nanoparticula lipidica estavel (LNP). Portanto, a supressdo de proteinas, como a
proteina estrutural S do virus causador da COVID-19, SARS-CoV-2, pela terapia SiRNA é uma

interessante abordagem para o tratamento e prognostico de pacientes.

A terapia de silenciamento de genes mediada por siRNA enfrenta desafios em seu
caminho até o alvo pretendido. Esses obstaculos resultam em uma diminuicdo de sua
seletividade ou mesmo de sua eficacia quando usados para fins terapéuticos clinicos. Os
principais sdo expostos na figura 7, como: (A) limita¢do da via de administracéo, (B) limitagéo
vascular, (C) eliminacdo sistémica, (D) destruicdo pelas células reticuloendoteliais, (E) efeitos
fora do alvo e (F) resposta imune e toxicidade (HU et al., 2020; ALSHAER et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/route-of-administration
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Figura 7 — Desafios da terapia de silenciamento de genes mediada por siRNA
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Fonte: ALSHAER et al., 2021.

A) limitacdo da via de administracéo, (B) limitacdo vascular, (C) eliminacéo sistémica, (D) destruicdo pelas
celulas reticuloendoteliais, (E) efeitos fora do alvo e (F) resposta imune e toxicidade

Assim, para que o mecanismo de RNAI ocorra, as moléculas de siRNA devem viajar
pela corrente sanguinea e atravessar a membrana celular das células-alvo. As moléculas de
siRNAs sdo hidrofilicas e polianidnicas com alto peso molecular (~ 13 kDa) e, portanto, muito
grandes e carregadas negativamente para entrar com sucesso no citoplasma celular. (HU et al.,
2020). E importante ressaltar que a administracio sistémica é uma via adequada para o
tratamento da COVID-19, uma vez que atinge todos os sistemas do organismo. Encapsular o
siRNA em vesiculas ou conjuga-lo a certos ligantes pode efetivamente evitar a depuracéo renal
e colaborar com a entrega do siRNA aos tecidos ou células alvo. Desta maneira, como forma
de alcancar o efeito terapéutico do siRNA, sistemas nanocarreadores sdo necessarios para a
protecdo e transporte destas moléculas para o interior da célula (HU et al., 2020; ALSHAER et
al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/route-of-administration
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2.5 NANOPARTICULAS HIBRIDAS DE CaP-PEG-b-poli(GLU)-POLIANION

Como consequéncia das adversidades relacionadas ao carater intrinseco da molécula,
a aplicacdo do siRNA livre e sem modificacdes ndo é apropriada. A instabilidade plasmatica,
rapido clearance renal e captura pelo sistema fagocitario mononuclear, torna evidente a
demanda para a elaboracao de estratégias que garantam uma entrega eficaz do acido nucleico e
segura para o uso clinico (XU, WANG, 2015).

Neste contexto, o projeto propbe a utilizacdo de sistemas nanoestruturados
constituidos por fosfato de célcio e copolimero de polietileno(glicol)-polianion preparado

através da auto associacdo dos componentes (figura 8).

Figura 8 - llustracdo esquematica de uma nanoparticulas hibrida CaP-PEG-Polianion contendo siRNA
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Fonte: Proprio autor, 2022

Nanoparticulas compostas de fosfato de calcio inorganico podem ser empregadas
como um sistema de liberagao efetiva de matéria genética nas células. E um material acessivel
financeiramente e biocompativel com capacidade de adsorver moléculas polianidnicas, como o
SiRNA (PITELLA et al., 2014; SOUZA et al., 2021). Uma alternativa promissora € a
complexacdo de fosfato de calcio com polietilenoglicol (PEG) neutro e biocompativel para a
construcdo de nanocarreadores eficientes. Esta abordagem € bem elucidada, sendo conhecida
por controlar o crescimento de cristais de sal de célcio, e tem sido aplicada por grupos de
estudos (PITELLA etal., 2014, DALMINA et al., 2019; DE MELLO et al., 2017; DE MELLO
et al..2018; CRISTOFOLINI et al., 2020; SOUZA et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/calcium-phosphate
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Nanoparticulas de fosfato de calcio (CaP) mostraram-se eficientes na entrega de
siRNA em terapias baseadas em silenciamento génico (PITELLA et al., 2014, DALMINA et
al., 2019; DE MELLO et al., 2017; DE MELLO et al..2018; CRISTOFOLINI et al., 2020;
SOUZA et al., 2021). A propriedade amorfa deste material permite a adsorcdo de &cidos
nucleicos, além de ser um material inorganico sensivel ao pH, que € particularmente util no
contexto da superacdo das barreiras de entrega. No pH acido endossomal, vesiculas nas quais
as nanoparticulas encontram-se apés a internalizacdo celular, o CaP gera um efeito similar a
uma "esponja” protonica, aumentando o escape endossomal e permitindo a liberagao citosélica
do siRNA (BENJAMINSEN et al., 2013). Este efeito € uma caracteristica importante dos
polimeros catidnicos para uso como agentes de entrega de genes. Quando um polimero com
capacidade de tamponamento de pH entra no endossoma, inicia o tamponamento do
compartimento endossémico e resiste na diminui¢do do pH, levando a um maior influxo de
prétons para diminuir o pH. Seguido pelo influxo de ions cloreto e subsequentemente moléculas
de agua devido a alta concentracdo iénica. Traduz em alta pressao osmotica, levando ao inchaco

e, finalmente, a ruptura do endossomo para liberar seu contetdo no citosol (BUTT et al., 2022).

As nanoparticulas inorganicas geralmente possuem propriedades versateis adequadas
para entrega celular, incluindo baixa toxicidade e boa compatibilidade, em virtude do CaP ser
um constituinte de 0ssos e dentes (ZHANG; KATAOKA, 2009). No entanto, durante o preparo
por auto associacdo, 0 crescimento descontrolado de cristais de CaP podem resultar em
particulas muito grandes para aplicacGes biomédicas. A adi¢do de uma camada de PEG-b-poli-
acido glutamico [PEG-b-poli (GLU)] ao CaP atua como um agente estabilizante, produzindo
nanoparticulas na escala nanomeétrica, bem como aumentando a estabilidade coloidal e in vivo
destas particulas (DE MELLO et al., 2017).

Este método de preparo ja foi padronizado e testado em nosso laboratério, em um
estudo realizado por Mello, et al. 2017, onde foi evidenciada a eficiéncia destas particulas em
promover o silenciamento génico em células de cancer de mama. Apds o tratamento com
nanoparticulas de CaP (NP) contendo 200 nM de siRNA para o gene BCL-2, observou-se a
reducdo da expressdo génica em 51%, além da reducdo de aproximadamente 60% na expressao
da proteina BCL-2 (DE MELLO et al., 2017).
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Assim, este projeto visa o desenvolvimento de uma nova abordagem terapéutica
utilizando siRNAs carreados por nanoparticulas, para o silenciamento do gene que codifica a
proteina estrutural S do virus causador da COVID-19, com o objetivo de reduzir a replicagdo

viral utilizando uma linhagem de células Vero E6.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desse projeto foi desenvolver uma nova abordagem terapéutica
utilizando siRNAs para o silenciamento do gene codificador da proteina estrutural S do virus

SARS-CoV-2, visando diminuir a replicacdo do virus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Construir sequéncia efetiva e especifica de SiIRNA complementar a proteina S do Sars-
CoV-2;

b) Preparar e caracterizar nanoparticulas hibridas de CaP-PEG-b-poli(GLU)-polianion
contendo siRNA para o silenciamento do gene S, por meio da técnica de auto associagao;

¢) Realizar estudos de estabilidade das nanoparticulas (NP-siRNA);

d) Awvaliar da citotoxicidade do nanocarreador transportando o siRNA em linhagem celular
Vero E6 e C3H — L929 néo infectadas;

e) Investigar potencial hemolise induzida pela formulacéo de nanoparticulas (NP-siRNA);
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A linhagem celular de rim de macaco verde africano (Vero E6) e a linhagem de
fibroblasto de tecido adiposo de camundongo C3H — L929 foram gentilmente cedidas pela
professora Izabella Thais da Silva, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O meio
de cultura Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), azul de tripan, dimetil sulfoxido
(DMSO), primers, sequéncias de siRNA e MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazdlio] foram adquiridos da SigmaAldrich® (Missouri, EUA). Soro fetal bovino (SFB),
penicilina, estreptomicina e tripsina foram obtidas do Cultilab (Campinas, SP). Cloreto de
calcio (CaCl2), fosfato de sddio tribasico (Na3P0O4), TRIS (Tris(hidroximetil)aminometano) e
cloreto de sodio serdo obtidos da Synth (Diadema, SP). HEPES (4cido 4-(2- hidroxietil)-1-
piperazin etanol sulfénico) foi adquirido da Ludwig Biotec (Alvorada, RS). O polimero PEG-
b-poli(GLU) foi obtido da Alamanda Polymers, Inc.® (Huntsville, AL, EUA). O cloroférmio,
alcool isopropilico, etanol 75 % foram adquiridos de VHTEX (Florianépolis, SC). O kit de
deteccdo ELISA foi adquirido pela Bioclin (Belo Horizonte, MG).

4.2 DESENHO DA SEQUENCIA DE siRNA

Para a construcdo do siRNA do presente estudo, foi realizada busca do genoma
completo, no portal NCBI (do inglés, National Center for Biotechnology Information),
utilizando no campo de busca ‘severe agud respiratory syndrome coronavirus 2’ (SARS-CoV-
2), aplicando como referéncia a sequéncia FASTA do gene S do SARS-CoV-2 isolado Wuhan-
Hu-1. Posteriormente a extragdo das sequéncias completas dos transcritos primarios, foi
utilizada a ferramenta Whitehead siRNA Selection Server para o desenho dos siRNAs para o
gene S. Em seguida, as estruturas oligonucleotidicas resultantes foram analisadas utilizando a
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), com a finalidade de reconhecimento
das diferentes propriedades estruturais, assim como no que se refere a homologia das sequéncias
obtidas para o gene. Em seguida, foram verificados alguns critérios para selecdo da melhor

sequéncia de siRNA conforme descrito por Fakhr e colaboradores (2016). Além disso, foram
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avaliadas através da ferramenta Oligoanalyzer ® as propriedades termodinamicas, que podem

favorecer a formacao de estruturas secundarias.

4.3 PREPARO DAS NANOPARTICULA HIBRIDA CAP-PEG-B-POLI(GLU)-
POLIANION

O preparo das nanoparticulas hibridas CaP-PEG-b-poli(GLU)-polianion livres de
siRNA, nomeadas de mock, e contendo o siRNA, nomeadas de NP-siRNA foi realizado em
capela de fluxo laminar, através da técnica de selfassembly, na qual ocorre a auto associacdo
dos componentes através de interacdes eletrostaticas, conforme descrito por Kakizawa,

Furukawa e Kataoka (2004), com pequenas modificacdes.

Foram preparadas solugdes de CaCl..2H.0 2,5 M (PM = 147,02 g/mol); solucéo
tampéo TRIS 10 mM pH 10 (PM = 121,14 g/mol); solugdo tampéo TRIS-HCI 10 mM pH 7,4;
solugédo tampao HEPES 10 mM pH 7,4 (PM = 238,30 g/mol) e solucdo HEPES fosfato pH 7,4
contendo HEPES 50 mM, NazP04.12 H20 1,5 mM e NaCl 140 mM (PM NaszP04=380,12 g/mol
e PM NaCl=58,45 g/mol). O copolimero PEG-b-poli(Glu) foi diluido em solugcdo tampdo TRIS
na concentracdo de 1000 pg/mL, enquanto o siRNA foi diluido em tampdo HEPES 10 mM pH
7,4 para concentracgdo de 15 pM

Para a sintese da mock, foi realizado o preparo de duas solugdes: uma solugdo aquosa
de cloreto de calcio foi misturada em tampédo TRIS pH 10 para formar a solugdo A. Em outro
frasco, foram misturados tamp&o HEPES-fosfato e solu¢do de PEG-polianion (1000 pg/mL),
para formar a solugdo B. Ambas as solu¢Ges foram misturadas vigorosamente com pipeta, por

aproximadamente 20 segundos, para obtencdo final da nanoparticulas.

Para a sintese da NP-siRNA, foi realizado o preparo de duas solucdes: uma solucéo
aquosa de cloreto de calcio foi misturada em tampédo TRIS pH 10 e solucdo de siRNA para
formar a solugdo A. Em outro frasco, foram misturados tampao HEPES-fosfato e solucdo de
PEG-polianion (1000 pg/mL), para formar a solucdo B. Ambas as soluc¢des foram misturadas
vigorosamente com pipeta, por aproximadamente 20 segundos, para obtencdo final da

nanoparticulas.
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4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS

Apos a sintese das nanoparticulas, para a determinagdo do tamanho e indice de
polidispersdo (Pdl do inglés polydispersity index), foi realizada a técnica de Espalhamento de
Luz Dindmico (DLS, do inglés dynamic light scattering) utilizando-se o equipamento Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) com angulo deteccédo de 173° com laser
de He-Ne (633 nm) como laser incidente. As medidas foram realizadas utilizando uma cubeta
de quartzo (ZEN2112). Os dados obtidos a partir da taxa de decaimento na funcao de correlagéo
de fétons foram analisados com 0 método cumulante para obter os didmetros hidrodindmicos e
os Pdls correspondentes das nanoparticulas como descrito por PITTELLA e colaboradores

(2011). As medidas foram realizadas a 25°C, sempre apds a preparacdo das nanoparticulas.

As suspens@es contendo as nanoparticulas foram avaliadas quanto ao potencial zeta,
colocadas em uma cubeta especifica e as medidas foram realizadas também por meio do
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido), tendo potencial
estabelecido de + 150 mV. A carga superficial das nanoparticulas foi estimada pelas medidas
de mobilidade eletroforética e o potencial zeta foi calculado medindo a velocidade de migracéo
usando a equacdo de Smoluchowski, através do software Zetasizer.

4.5 ESTABILIDADE DA FORMULACAO

A estabilidade da NP-siRNA foi analisada quanto ao diametro hidrodindmico e Pdl
nos dias 1, 7, 14 e 21 apds a preparacdo. Foram armazenadas amostras da formulacéo
aliquotadas em duas diferentes condi¢Ges, em temperatura ambiente (25°C) e em geladeira
(4°C), ambas protegidas da luz.

4.6 CULTURA CELULAR

A linhagem celular de rim de macaco verde africano (Vero E6) e a linhagem de
fibroblasto de tecido adiposo de camundongo C3H — L929 foram cultivadas em meio DMEM,
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) inativado, penicilina (100 Ul/ml),
estreptomicina (100 pg/mL) e 10 mM de tampao HEPES. As culturas foram mantidas em estufa
Umida a 37°C, com 5% COx.
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4.7 ESTUDO IN VITRO: CITOTOXICIDADE DAS FORMULAGCOES

Para o estudo de citotoxicidade das formulacdes, as células Vero E6 e C3H-L929
foram tratadas em diferentes tempos (24 h e 48 h) e concentragdes (0 a 200 nM) com as
nanoparticulas hibridas mock e NP-siRNA, contendo 1000 pg/mL de solugédo de PEG-poliénion
na formulacdo. A viabilidade celular em resposta a formulacdo nanoestruturada foi avaliada
utilizando o ensaio de MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio] (MOSMANN,
1983). Primeiramente, as células foram cultivadas em placas de 96 pocos em densidade de
5x10% células por poco, em confluéncia de 90% e incubadas em diferentes tempos e
concentracfes das formulacdes mock e NP-siRNA. Também foram incubadas células apenas
com meio de cultura para controle. Apo6s a incubacdo, o meio de cultura foi substituido por
meio contendo 10% de MTT e mantido em estufa por 2 h. Apés, o meio contendo MTT foi
removido e 100 puL. de DMSO foi adicionado a cada poco para dissolver os cristais. Apds
homogeneizacao dos cristais em agitador orbital por 5 min, a absorbancia foi medida em um
leitor de microplacas Microwell Systems® (Organon, Teknika) a 540 nm para determinar a
concentracdo de formazam purpura, diretamente proporcional a viabilidade celular. A
densidade dptica obtida no grupo controle (células sem tratamento) foi considerada como
equivalente a 100% de células vidveis e a viabilidade celular nas demais concentracfes foi

calculada através de regra de trés simples.

4.8 TESTE DE HEMOLISE

Com o interesse de investigar uma potencial e prejudicial hemdlise induzida pela
formulacdo de nanoparticulas, a NP-siRNA foram testadas quanto a esse preceito. Para tanto
procedeu-se uma coleta de sangue em individuo saudavel por puncdo venosa simples. O sangue
foi acondicionado em tubos contendo 3,2% de citrato de sodio (anticoagulante). As amostras
foram centrifugadas a 200 x g, durante 5 min e posteriormente lavadas 3 vezes com solucéo
salina. Os eritrocitos correspondentes a 1 mL de sangue foram ressuspensos em 10 mL de
solucdo salina para formar a solucéo de eritrocitos. Apos, a solugdo de eritrocitos foi aliquotada
em 5 diferentes tubos, contendo 50 pL cada. Para o controle negativo, foi adicionado a solucao
de eritrdcitos apenas solugdo salina. Para o controle positivo, foi adicionado agua. Ja nos tubos

restantes, foram adicionadas a formulagdo de NP-siRNA em diferentes concentragdes de salina
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(1%, 4% e 8%), assim a porcentagem de hemdlise foi avaliada pela dosagem de hemoglobina
livre no soro, usando o kit de deteccdo (Bioclin), de acordo com as instrugdes recomendadas
pelo fabricante. Para tanto, as solugdes testadas foram incubadas a 37 °C por 1 hora em agitacao
e a hemolise avaliada por leitura em ELISA (405 nm). O controle positivo foi considerado 100

% de hemodlise.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como a média + desvio padrdo. Os resultados
foram analisados utilizando GraphPad Prism 8, a diferenca significativa entre as médias foi

analisada pelo Teste t. Um valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENHO DA SEQUENCIA DO siRNA

Para obtencéo do transcrito primario dos genes da proteina S do SARS-CoV-2, o portal
NCBI foi acessado pelo link https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene. Os introns foram descartados,
e 0s éxons em comum foram selecionados, com objetivo de atingir a melhor inibicdo de mMRNA
possivel. Com o objetivo de aumentar a probabilidade de obtencdo de uma sequéncia
oligonucleotidica eficaz e especifica, se faz necessario analisar uma série de requisitos aliados
a bioinformatica, devido ao fato de que nem todos os SiRNAs que apresentam
complementariedade aos mRNA respectivos sao eficazes (REYNOLDS et al., 2004; FAKHR,;
ZARE; TEIMOORI-TOOLABI, 2016).

Portanto, as sequéncias desenhadas através da ferramenta Whitehead siRNA Selection
Server foram avaliadas em relacdo a diversos critérios. Apos a utilizacdo do programa e selecdo
de sequéncias que tivessem o minimo de homologias com genes humanos, foram selecionadas
6 sequéncias complementares promissoras, das 200 sequéncias complementares para o gene S
apontadas pela ferramenta. Assim, o desenho é fundamentado em critérios distintos
demonstrados por Fakhr e colaboradores, como percentual de Guanina-Citosina entre 36-52%,
conteddo de nucleotideo assimétrico no duplex, pareamento de bases, auséncia de repeticdes
internas, entre outros. Assim, para a sequéncia final, foi mantido o percentual 36-52% de
Guanina-Citosina, objetivando a garantia de estabilidade devido ao maior nimero de ligacdes
de hidrogénio entre tais bases nitrogenadas. Ainda, buscou-se a presenca de U na 10° posicdo
da fita sense. Evitou-se repeti¢do de quatro ou mais nucleotideos, para nao haver a formacéo de
estruturas secundarias. Ainda, seguindo os critérios destes autores, os alvos ndo devem estar
localizados nas primeiras 75 bases do cddon de inicio. Ao final, a sequéncia escolhida foi a

localizada em 2938-2960 do mRNA, como demonstrado na tabela 2.



40

Tabela 2 - Sequéncia de siRNA desenhada para obtencéo do transcrito primario dos genes da proteina S
do SARS-CoV-2.

Sequéncia Senso (5’ - 3°) Sequéncia Antisenso (3’ - 57)

CCUUUCACGUCUUGACAAA dTdT GGAAAGUGCAGAACUGUUU

Sequéncias de siRNA desenhadas para serem incorporadas aos nanocarreadores hibridos

Fonte: Proprio autor (2022).

5.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS CAP-PEG-
B-POLI(GLU)-POLIANION

O conhecimento e aplicacdo da transfeccao de acidos nucleicos por meio de cristais de
CaP é uma tecnologia aplicada desde os anos 70 (GRAHAM; VAN DER EB, 1973). A
nanotecnologia pode ser utilizada em uma ampla variedade de produtos, incluindo produtos
médicos, tendo como uma das vantagens, o aumento da biodisponibilidade. No entanto, o
crescimento descontrolado de cristais de CaP podem resultar em particulas grandes para
aplicacdes biomédicas. A precipitacdo dos ions calcio e fosfato € um método sujeito a rapida
agregacéao entre os cristais, resultando em particulas de tamanho heterogéneo com eficécia de
transfeccdo varidvel. Assim, a adi¢do de revestimento de PEG-b-poli (GLU) colabora para o
aumento da estabilidade das nanoparticulas, sendo capaz de manté-las em escala nanométrica
(KAKIZAWA; KATAOKA, 2002; JORDAN; SCHALLHORN; WURM, 1996). Por
designacédo, as nanoparticulas séo aquelas que apresentam dimensdes na faixa de tamanho entre
1 e 100 nm (COMMISSIONER, 2014).

Quando administrados através da via sistémica, as nanoparticulas podem ser captadas
por células do sistema imune, como mondcitos, leucécitos, plaquetas e células dendriticas,
processo que pode ocorrer por opsoninas e precisa ser evitado. Além disso, as propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas sdo importantes, pois dependendo do tamanho e carga
superficial, efeitos como hemdlise, trombogenicidade e ativacdo do sistema complemento
podem ocorrer, causando toxicidade. O tamanho também é significativo para impedir o
confinamento do siRNA no sistema reticulo endotelial (SRE) do figado, baco, pulmao e medula
6ssea. Um tamanho maior que 100 nm beneficia o reconhecimento pelo SRE. No interior das

células, as nanoparticulas endocitadas alocam-se nos lisossomos, que contém nucleases e pH



41

acido que degradam RNAs. Portanto, o escape endossomal é importante para garantir o efeito
de RNAI (PECOT et al., 2010)

No presente trabalho, a técnica de self-assembly foi usada a partir de uma simples
mistura estequiométrica de solugdes aquosas de CaCl, em tris pH 10 na presenca de SiRNA e
PEG-b-poli(Glu) em tampdo HEPES-fosfato, que permite a auto associacdo dos componentes
através de interacdes eletrostaticas, dando origem a um sistema de tamanho controlado e eficaz
para transfeccdo de acidos nucleicos por nanocarreadores (HABERBECK, 2019; SOUZA,
2021). Além do tamanho, outro aspecto relevante na preparacao e aplicagdo das nanoparticulas
¢ a capacidade de distribuicdo homogénea em solucdo para a aplicacdo bioldgica. Essa
particularidade pode ser demonstrada pela analise do Pdl, que € a medida da heterogeneidade
de nanoparticulas em uma mistura. Para a medida de Pdl sdo aceitos parametros de 0 a 1
(VERMA,; STELLACCI, 2010; HE et al., 2014), porém, quanto mais préximo de 0 mais
homogénea a amostra. De acordo com os resultados obtidos, as formulagGes NP-siRNA e mock
analisadas, apresentaram média de diametros hidrodindmicos de 52 nm £5e 61 nm £ 7; e indice
de polidispersdo (Pdl) de 0,13 + 0,04 e 0,12 + 0,03; respectivamente, como pode-se observar
na Tabela 3 e Figura 9.

Tabela 3 - Caracterizagdo das nanoparticulas hibridas

Formulagéo Tamanho! (d.nm) PdIt

Nanoparticula hidrida NP-siRNA

i 52+5 0,13+ 0,04
(1000 pg/mL de copolimero)
mock
(nanoparticulas sem siRNA) 61+7 0,12 + 0,03

(1000 pg/mL de copolimero)

() n=3; Nanoparticula hibrida NP-siRNA: Sintetizada com copolimero PEG-b-poli(Glu) diluido a 1000 pg/mL e
sequencia de siRNA desenhada; Nanoparticula mock; Sintetizada com copolimero PEG-b-poli(Glu) diluido a
1000 pg/mL livre de siRNA. Todas as medidas foram realizadas a partir da técnica de Dynamic Light Scattering;
Pdl, indice de polidisperséo.

Fonte: Proprio autor (2022).
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Figura 9 - Graficos de comparacao do tamanho da nanoparticulas e Pdl das formulagdes mock e NP-siRNA.
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) n=3; Grafico de comparacio entre as formulagdes. Nanoparticula hibrida NP-siRNA: Sintetizada com
copolimero PEG-b-poli(Glu) diluido a 1000 pg/mL e sequencia de siRNA desenhada; Nanoparticula mock;
Sintetizada com copolimero PEG-b-poli(Glu) diluido a 1000 pg/mL livre de siRNA. Todas as medidas foram
realizadas a partir da técnica de Dynamic Light Scattering; Pdl, indice de polidispersdo.

Fonte: Préprio autor (2022).

Confrontando os resultados obtidos, os didmetros hidrodindmicos das nanoparticulas
sdo compativeis com aqueles atingidos previamente pelo nosso grupo de pesquisa, em que
particulas preparadas com a concentra¢ao de copolimero de 1000 pg/mL apresentaram tamanho
em torno de 53 nm (SOUZA, 2021). Os resultados de tamanho e indice de polidispersao sao
considerados adequados para realizagdo dos testes in vitro. Os resultados demonstram que foi
possivel preparar as nanoparticulas de maneira reprodutivel, com baixo custo de producédo e

com tamanho e indice de polidispersdo apropriados.

A carga superficial das nanoparticulas, avaliada pelo potencial zeta, foi de -0,09 + 0,02
mV para NP-siRNA e -0,03 £ 0,20 mV para mock (Tabela 4), mantendo-se proximas a
neutralidade e sem diferenca estatistica significativa entre elas.
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Tabela 4 - Potencial Zeta das formulagdes mock e NP-siRNA

Formulacédo Potencial Zeta® (mV)

NP-siRNA (1000 pg/mL de

; -0,09 £ 0,02
copolimero)

mock
-0,03+0,20
(1000 pg/mL de copolimero)

() n=3; Nanoparticula hibrida NP-siRNA: Sintetizada com copolimero PEG-b-poli(Glu) diluido a 1000 pg/mL e
sequencia de siRNA desenhada; Nanoparticula mock; Sintetizada com copolimero PEG-b-poli(Glu) diluido a

1000 pg/mL livre de siRNA.
Fonte: Proprio autor (2022).

O conhecimento da carga superficial das nanoparticulas € muito relevante para o
sistema nano-coloidal. A alta carga superficial, ou seja, valores positivos, levam a repulséo
entre as particulas carregadas em dispersao, resultando em alta estabilidade, porém impedindo
a agregacdo devido a repulséo elétrica e ainda levando a elevada citotoxicidade (FROHLICH,
2012). Valores negativos, ou proximos a zero sdo Otimos para uma boa estabilidade da
nanodispersdo (FREITAS; MULLER, 1998). A notavel estabilidade dessas nanoparticulas em
solucdo aquosa deve-se também a existéncia da casca neutra do PEG. O PEG possui uma série
de excelentes propriedades fisico-quimicas e biologicas, incluindo hidrofilicidade, solubilidade
em agua e solventes organicos e auséncia de toxicidade. Ainda, diminuem substancialmente a
interacdo com macromoléculas circulantes (VERMA; STELLACCI, 2010).

5.3 ESTABILIDADE DA FORMULACAO NP-siRNA

As nanoparticulas devem ter como propriedade fundamental a estabilidade, uma vez
que essa caracteristica estabelece atributos como biodistribuicao, farmacocinética e toxicidade
(BORM et al., 2006)

Em suma, a estabilidade das formulacGes resulta das propriedades de dispersdo ou
agregacao, ou seja, atracdo ou repulsdo. Quando a atracdo prevalece, ocorre a agregacao das

particulas, que se aderem e toda a dispersdo pode coalescer. Esses fendbmenos promovem a
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perda da estabilidade, que possivelmente afetara na reprodutibilidade experimental, bem como
na toxicidade do material. Em contrapartida, quando as forcas de repulsdo prevalecerem,
conferem ao sistema estabilidade. Outro modo de produzir sistemas estaveis, € a estratégia de
revestir as nanoparticulas com moléculas poliméricas, que favorecem a estabilidade pelo
impedimento estérico (FRITZ et al., 2002; NAPPER, 1983; SHI, 2002).

Assim, o sistema desenvolvido permaneceu estavel durante a permanéncia em
geladeira, a 4°C, por 21 dias, em relacdo ao tamanho e Pdl e, também, ao potencial zeta,
conforme demonstrado na figura 10. Esses resultados apontam que o copolimero PEG-
polianion, desempenha o papel de controlar o tamanho nanométrico, promovendo a estabilidade
coloidal ao sistema. Ja em temperatura ambiente, as nanoparticulas ndo apresentaram
estabilidade coloidal, sugerindo que o ideal seria 0 seu armazenamento em temperatura de 4 °C,

em prejuizo as variagfes da temperatura ambiente ou mesmo congeladas a -20°C.

Figura 10 - Avaliacdo da estabilidade da NP-siRNA em diferentes temperaturas.
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n=3; Em azul: Estabilidade do sistema em temperatura controlada de 4°C; Em laranja: Estabilidade do sistema
em temperatura ambiente; Estatistica; Teste t.
Fonte: Proprio autor (2022).

5.4 ESTUDO IN VITRO: CITOTOXICIDADE DAS FORMULACOES

A linhagem celular de rim de macaco verde africano (Vero E6) e a linhagem de
fibroblasto de tecido adiposo de camundongo C3H-L929 foram analisadas pelo ensaio MTT

para avaliar o possivel efeito citotoxico das formulagoes.
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A linha celular Vero E6, originaria do macaco verde africano (Chlorocebus sp), é uma
linha celular estabelecida e mais amplamente utilizada para estudar a terapéutica contra a
infeccdo por Betacoronavirus (KITAMURA et al., 1983; FRIEDRICH et al., 2022). S&o
comumente usadas para isolar, propagar e estudar virus do tipo SARS-CoV, pois suportam a
replicacdo viral, isso pode ser devido a um alto nivel de expressao do receptor ACE-2 que é
usado tanto pelo SARS-CoV-2 quanto pelo SARS-CoV e/ou pelo fato de eles ndo possuirem a

capacidade de produzir interferon (GILLIM-ROSS et al., 2004; KAYE et al., 2006; OGANDO
et al., 2020).

Conforme mostrado nas Figuras 11 e 12, as formulacGes (mock e NP-siRNA) nédo
mostraram citotoxicidade até a concentracdo de 200 nM, nos tempos de incubacéo de 24h e
48h. As analises de citotoxicidade sinalizam a biocompatibilidade das formulagdes, uma vez

que a incubacdo com as células ndo resultou em efeito citotoxico.

Figura 11 - Viabilidade celular das células Vero E6 ap6s de incubacdo com as formulaces.
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n=3; (A) Viabilidade celular das células Vero E6 ap6s 24 horas de incubacdo com as formulacdes;
(B) Viabilidade celular das células Vero E6 apds 48 horas de incubacdo com as formulagdes. Estatistica: Teste t.
Fonte: Proprio autor (2022).
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Figura 12 - Viabilidade celular das células L-929 apds de incubagdo com as formulacGes.
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n=2; (A) Viabilidade celular das células L-929 ap6s 24 horas de incubagdo com as formulagdes;
(B) Viabilidade celular das células L-929 ap6s 48 horas de incubagdo com as formulag@es. Estatistica: Teste t.
Fonte: Proprio autor (2022).

5.5 ENSAIO DE HEMOLISE

Os ensaios in vivo exigem que os componentes dos nanocarreadores ndo produzam
hemolise ao serem colocados em contato com o sangue do paciente. Assim, a formulacdo NP-
SiRNA foi incubada com sangue em trés diferentes concentragcdes para avaliagdo deste

parametro. A Figura 15 ilustra que ndo foi observada hemadlise em nenhuma das concentracGes
testadas.
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Figura 13 - Ensaio de hemolise
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As hemacias foram incubadas por 1 hora com diferentes concentragdes da formulagdo NP-siRNA. Agua
destilada foi usada como controle positivo, capaz de causar 100% de hemélise, e a solucdo de cloreto de sédio
0,9% usada como controle negativo (n=3). Estatistica: Teste t.

Fonte: Proprio autor (2022).
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram que foi possivel preparar nanoparticulas com
tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta adequados para serem utilizadas na
transfeccdo de SiRNA, bem como boa estabilidade e sem apresentar toxicidade para as
linhagens celulares testadas. Ainda, um siRNA para o gene S do SARS-CoV-2 foi selecionado
seguindo critérios para um desenho eficiente e preciso para o silenciamento génico. Neste
contexto, um sistema nanocarreador foi preparado e caracterizado com sucesso para entrega de
material genético, demonstrando reprodutibilidade de sintese. Tem-se como objetivo futuro,
avaliar entrega e silenciamento génico da sequéncia de siRNA aqui desenhada em células
infectadas com o virus, com o objetivo de verificar a capacidade da formulacdo de inibir a

replicagdo viral.
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