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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pés-
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o Capitulo | — Artigo cientifico: Nanotechnology applied to treatment of

mucopolysaccharidoses;

o Capitulo Il — Artigo cientifico: Gene editing of MPS | human fibroblasts by co-
delivery of a CRISPR/Cas9 plasmid and a donor oligonucleotide using nanoemulsions

as nonviral carriers;

o Capitulo Il — Artigo cientifico: Physicochemical properties of cationic
nanoemulsions and liposomes obtained by microfluidization complexed with a single
plasmid or along with an oligonucleotide: implications for CRISPR/Cas technology;

J Capitulo IV — Artigo cientifico: In vivo gene editing of mucopolysaccharidosis |

mice using the CRISPR/Cas9 system;

J Capitulo V — Artigo cientifico: Neonatal nonviral gene editing with the
CRISPR/Cas9 system improves cardiovascular, respiratory, and bone disease in

mucopolysaccharidosis | mice;
o Discussao geral;
J Conclusoes;
o Referéncias;

o Anexos: produgéo tecnoldgica relacionada.






RESUMO

A mucopolissacaridose tipo | (MPS |) é causada pela deficiéncia de alfa-L-iduronidase
(IDUA), responsavel pelo catabolismo de glicosaminoglicanos (GAGs), levando ao acumulo
multissistémico de sulfato de heparano e dermatano. Este estudo tem por objetivo avaliar o
potencial de sistemas lipidicos nanoestruturados como carreadores do plasmideo do
sistema CRISPR/Cas9 e um vetor doador da sequéncia do gene IDUA/Idua para edigao
génica em fibroblastos de pacientes e em modelo murino de MPS |. Foram produzidos
lipossomas (DOTAP, DOPE e DSPE-PEG) e nanoemulsées (e TCM) por homogeneizagao
a alta pressao e microfluidizagao. O DNA foi associado as formulagées por adsor¢ao, ou por
encapsulamento dos complexos prée-formados DNA/DOTAP no nucleo oleoso da
nanoemulsao. A eficiéncia de transfeccdo dos complexos foi avaliada em fibroblastos de
pacientes MPS | e ocorreu um aumento significativo da atividade de IDUA em 2, 15 e 30
dias apds os tratamentos, que promoveu uma reducdo na quantidade de lisossomos nos
fibroblastos tratados. A caracterizacdo fisico-quimica de formulagbes produzidas por
microfluidizagdo complexadas a somente um plasmideo ou juntamente com um
oligonucleotideo foi verificada e pode-se afirmar que a capacidade de complexacao e
transfeccdo depende diretamente do tipo celular e da relacdo de cargas, e ndao ha
implicagdes quanto ao tamanho das sequéncias de 4cidos nucleicos. Camundongos MPS |
receberam os complexos lipossomais por injecdo hidrodindmica e sua biodistribuicao foi
detectada principalmente no pulmao, coracao e figado. A atividade sérica de IDUA normal
aumentou em cerca de 6% e foi mantida por seis meses. A atividade aumentada no pulméo,
coracao, figado e rim apds eutanasia promoveu redugéo dos GAGs na urina € nos mesmos
tecidos, corroborando com as analises histologicas. Em um estudo em andamento, foi
realizada uma investigagdo mais aprofundada do efeito do tratamento lipossomal na
morfologia éssea, sistemas cardiovascular e respiratorio, e fungdes cerebrais dos animais
tratados. A analise ecocardiografica demonstrou uma melhora na hipertrofia e contratilidade
do coragao, porém nao houve melhora na espessura das valvulas. O didmetro da aorta foi
similar ao de animais normais, porém as quebras de elastina ficaram entre o grupo normal
e 0 nao tratado. A morfologia facial dos animais tratados foi intermediaria, assim como a
espessura do 0sso zigomatico. Entretanto, o osso femoral demonstrou espessura
comparavel ao normal. Ja a resisténcia pulmonar apresentou uma tendéncia de redugao
nos animais tratados em relagéo aos animais MPS |. O conjunto de resultados demonstra o
potencial das nanoestruturas lipidicas co-complexadas com o plasmideo CRISPR/Cas9 e
um vetor doador da sequéncia IDUA/Idua para terapia génica da MPS I.

Palavras-chave: CRISPR/Cas9, mucopolissacaridose tipo |, terapia génica, vetores nao-

virais.






ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type | (MPS 1) is caused by the deficiency of alpha-L-iduronidase
(IDUA), responsible for the catabolism of glycosaminoglycans (GAGs), leading to
multisystemic accumulation of heparan and dermatan sulfate. This study aims to evaluate
the potential of lipid-based nanostructures as carriers of the CRISPR/Cas9 plasmid and a
vector donor of the IDUA/Idua sequence for gene editing in patients’ fibroblasts and in a
murine model of MPS I. Liposomes (DOTAP, DOPE, and DSPE-PEG) and nanoemulsions
(also MCT) were produced through high-pressure homogenization or microfluidization. DNA
was associated with liposomes and nanoemulsions by adsorption or by encapsulation of
DNA/DOTAP preformed complexes in the oil core of nanoemulsions. The transfection
efficiency of complexes was evaluated in fibroblasts from MPS | patients and a significant
increase in IDUA activity was demonstrated at 2, 15, and 30 days after treatments. It was
also possible to observe a significant reduction in lysosomal amount in treated fibroblasts.
The physicochemical characterization of liposomes and nanoemulsions produced through
microfluidization complexed with a single plasmid or along with an oligonucleotide has been
verified and it can be stated that the complexing and transfection capacity of the complexes
depends directly on the cell type and the charge ratio, and there are no implications of the
size of the nucleic acid sequences. MPS | mice received the liposomal complexes by
hydrodynamic injection and their immediate biodistribution was detected mainly in the lung,
heart, and liver. An increase of about 6% in normal serum IDUA activity was maintained for
six months, in addition to increased lung, heart, liver, and kidney activity after euthanasia.
The enhanced enzymatic activity promoted a significant GAGs reduction in urine and in the
same tissues, corroborating with histological analysis. In an ongoing study, a deeper
investigation was carried out on the effect of liposomal treatment on bone morphology,
cardiovascular and respiratory systems, and brain function. The echocardiographic analysis
showed an improvement in the parameters of hypertrophy and contractility of the heart, but
there was no improvement in heart valves. Aorta diameter was similar to that of normal
animals, but elastin breaks were between the normal and untreated groups. Facial
morphology of treated animals was intermediate, as well as the analysis of zygomatic bone
thickness. However, femoral bone showed thickness comparable to normal animals. Lung
resistance, on the other hand, showed a tendency to reduction in treated animals when
compared to MPS |. The set of results demonstrates the potential of the co-complexed lipid
nanostructures with the CRISPR/Cas9 plasmid and a donor vector of the IDUA/Idua
sequence for MPS | gene therapy.

Keywords: CRISPR/Cas9, gene therapy, mucopolysaccharidosis, nonviral vectors.
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INTRODUCAO







A mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) € uma doenca lisoss6mica (DL)
progressiva multissistémica, causada pela deficiéncia de alfa-L-iduronidase (IDUA),
responsavel pela degradacao dos glicosaminoglicanos (GAGs) sulfato de heparano e
dermatano em diversos tecidos (GIUGLIANI, 2012). Atualmente existem dois
tratamentos disponiveis para a MPS |, a terapia de reposicao enzimatica (TRE) e o
transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). Contudo, as alternativas
terapéuticas atuais ndo sao completamente satisfatorias, visto que ndo sao totalmente
eficazes em reverter ou retardar os desfechos clinicos da doenca (GIUGLIANI et al.,
2010). Sendo assim, a busca por novas terapias para a MPS | tem sido crescente,
dentre as quais se destaca a terapia génica (GIUGLIANI et al., 2012), que consiste na
insercao de um gene funcional a fim de corrigir uma disfuncéo celular ou prover novas

fungdes a célula.

Apesar de promissora, a terapia génica enfrenta diversas limitacoes
relacionadas a capacidade de penetracdo e estabilidade intracelular dos acidos
nucleicos (BALDO; GIUGLIANI; MATTE, 2014). Com o intuito de transpor essas
dificuldades, algumas estratégias tém sido utilizadas, como a veiculacdo dos acidos
nucleicos mediante complexagdo com vetores ndo-virais lipidicos, como lipossomas,
nanoemulsées e nanoparticulas. Estudos recentes tém demonstrado as
potencialidades do uso de vetores nanotecnoldgicos lipidicos como carreadores de
acidos nucleicos para terapia génica (FRAGA et al., 2008, 2011, 2015; LIU; YU,
2010; MCNEIL; PERRIE, 2006; NORDLING-DAVID; GOLOMB, 2013).

Contudo, a curta duracédo da expressao génica apds a liberacdao do material
genético no interior da célula representa uma limitacdo da terapia génica com vetor
epissomal, visto que raramente ocorre sua integracao ao genoma (CARVALHO et al.,
2015). Nesse contexto, o sistema CRISPR/Cas (Clustered Regular Interspaced Short
Palindromic Repeats) surgiu como uma nova ferramenta que pode possibilitar a
edicdo génica e a integracao da sequéncia exégena ao genoma (CONG et al., 2013;
MALI et al., 2013; RAN et al., 2013). O desenvolvimento de vetores nanotecnolégicos
lipidicos do sistema CRISPR/Cas9 para terapia génica da MPS | pode possibilitar a
entrega intracelular do material genético e posterior edicédo e correcdao gendmica a
fim de habilitar a célula a produzir a enzima deficiente. Partindo-se dessa hipotese, a

presente tese de doutorado tem por objetivo principal desenvolver sistemas
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nanotecnoldgicos lipidicos como carreadores do sistema CRISPR/Cas9 para terapia
génica da MPS I. A tese esta apresentada em cinco capitulos:

e O primeiro capitulo apresenta uma revisdo do tema apresentando diferentes
aspectos relacionados a nanotecnologia aplicada ao tratamento das
mucopolissacaridoses.

¢ O capitulo 2 descreve a eficiéncia de transfeccao in vitro de nanoemulsdes
produzidas por homogeneizacao a alta pressao complexadas de duas maneiras
diferentes com o plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 e com o oligonucleotideo
doador da sequéncia correta do gene IDUA para correcao da mutacao Trp402* em
fibroblastos de pacientes MPS |.

e No capitulo 3 esta descrita a caracterizacao fisico-quimica de lipossomas e
nanoemulsées produzidos por microfluidizagdo co-complexados com o plasmideo do
sistema CRISPR/Cas9 e com um plasmideo ou um oligonucleotideo doador da
sequéncia correta do gene de interesse para recombinacao homologa.

O capitulo 4 investiga a eficiéncia de transfeccao in vitro de lipossomas
produzidos por microfluidizacdo complexados com o plasmideo do sistema
CRISPR/Cas9 e com o oligonucleotideo doador da sequéncia correta do gene IDUA
para correcao da mutagao Trp402* em fibroblastos de pacientes MPS | e ainda estuda
o efeito da injegdo hidrodindmica neonatal de lipossomas complexados com o0s
plasmideos do sistema CRISPR/Cas9 e com o doador da sequéncia da /dua em
camundongos MPS | neonatos, nocautes para o gene ldua.

¢ O capitulo 5 investiga mais profundamente os efeitos do tratamento neonatal
com os lipossomas do capitulo anterior sobre o sistema cardiovascular e morfologia
da aorta, sistema respiratorio, cérebro e comportamento, e ainda sobre o fenétipo e

morfologia 6ssea dos animais adultos.
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OBJETIVOS







OBJETIVO GERAL

A presente tese tem por objetivo geral desenvolver e caracterizar
formulacbes nanotecnoldgicas lipidicas co-complexadas com um plasmideo do
sistema CRISPR/Cas9 e um vetor doador do gene IDUA/Idua, visando a terapia génica
em fibroblastos de pacientes MPS | in vitro e em camundongos MPS | in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar nanoemulsdes por homogeneizacao a alta pressao, caracterizar as
propriedades fisico-quimicas e avaliar a eficiéncia de transfeccao e edicao génica dos
complexos formados com o plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 e doador da
sequéncia correta para corrigir a mutacao Trp402* no gene IDUA em fibroblastos de
pacientes MPS I.

e Preparar nanoemulsdes e lipossomas por microfluidizacdo, complexar com um
plasmideo ou uma mistura de plasmideo e oligonucleotideo, caracterizar as
propriedades fisico-quimicas e avaliar a captacao celular dos complexos, a fim de
verificar provaveis implicagdes na vetorizagdo do sistema CRISPR/Cas.

e Avaliar in vitro a viabilidade celular e a eficiéncia de transfeccao e edicao génica
de lipossomas produzidos por microfluidizacdo co-complexados ao plasmideo do
sistema CRISPR/Cas9 e ao oligonucleotideo doador da sequéncia correta para corrigir
a mutacao Trp402* no gene IDUA em fibroblastos de pacientes MPS |;

e Avaliar in vivo a eficiéncia de edicdo génica apds injecdo hidrodinamica dos
lipossomas co-complexados ao plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 e ao plasmideo
doador da sequéncia completa do gene Ildua em camundongos neonatos MPS |
nocautes para o gene ldua.

e Avaliar os efeitos que o tratamento com os complexos lipossomais pode gerar
nos camundongos adultos, mais especificamente nos sistemas cardiovascular e

respiratério, cérebro, comportamento e morfologia 6ssea.
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O LISOSSOMO E AS DOENCAS LISOSSOMICAS

Os lisossomos sdo organelas que apresentam pH interno acido e séo
encontradas em todas as células de mamiferos, exceto nas hemacias. S&o estruturas
formadas por uma membrana fosfolipidica, contendo no seu interior uma série de
hidrolases, responsaveis pela degradacdo de macromoléculas (SAFTIG; HAAS,
2016). Sua biogénese ocorre a partir da fusao de autofagossomas com endossomas
ou, ainda, pela acidificacdo de endossomas no citosol das células (SAFTIG;
KLUMPERMAN, 2009). A principal fungdo do lisossomo é a degradacdo de
biomoléculas, mas também esta envolvido em diversos processos como autofagia
(SAFTIG; HAAS, 2016), defesa contra invasores exdgenos e sinalizagdo e morte
celular (REPNIK et al., 2012).

O trafego das enzimas lisossémicas até os endossomas ocorre por meio de
dois receptores de manose-6-fosfato (M6PR) localizados na membrana celular (no
caso de enzimas recicladas) e no complexo de golgi (no caso de enzimas recém-
sintetizadas). No pH acido do lisossomo o receptor se desliga das enzimas, que se
tornam ativas nesse meio (SAFTIG; KLUMPERMAN, 2009). A deficiéncia de alguma
proteina lisossémica geralmente esta associada a uma condi¢do patoldgica e esse
grupo de doencgas é conhecido como doengas lisossémicas (DL).

As doencgas lisossdbmicas sdo erros inatos do metabolismo em que ocorre a
deficiéncia total ou parcial de uma enzima ou de proteinas responsaveis pela
biogénese e maturacao dos lisossomos. Essa deficiéncia causa um acumulo gradual
de macromoléculas complexas ndo metabolizadas ou parcialmente metabolizadas. O
tipo de substrato acumulado é utilizado para caracterizar os grandes grupos de DL,
que incluem as mucopolissacaridoses (MPS, caracterizada por acumulo de
glicosaminoglicanos), lipidoses  (lipidios),  glicogenoses  (glicogénio) e
oligossacaridoses (de pequenos acucares) (PARENTI; ANDRIA; BALLABIO, 2015). A
gravidade dos sintomas dependera do tipo e da quantidade de macromoléculas
acumuladas nos tecidos, como também das consequéncias patoldgicas dessa
alteracdo. Na maioria das DL o acumulo inicia em idade fetal e torna-se clinicamente
evidente nos primeiros dois anos de vida. A caracteristica principal dessas doencas é
seu curso progressivo com alta morbidade e mortalidade (GIUGLIANI, 2012a).
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MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO |: CARACTERIZACAO DA PATOLOGIA E
TRATAMENTO

As mucopolissacaridoses (MPS) sao doencgas genéticas raras crbnicas e
progressivas, causadas pela deficiéncia de enzimas lisossémicas envolvidas no
catabolismo de glicosaminoglicanos (GAGs). Os GAGs sulfato de dermatano, sulfato
de heparano, sulfato de queratano, sulfato de condroitina e acido hialurénico que nao
sdo degradados ou sdo apenas parcialmente degradados por vias alternativas
acumulam-se nos lisossomos, resultando em disfuncao celular, tecidual e organica
generalizadas (MUENZER, 2011). As consequéncias sdo sinais e sintomas
multissistémicos que se apresentam como face caracteristica, opacificacao da cornea,
cardiopatia, perda auditiva, problemas respiratérios, hepatoesplenomegalia, limitacao
de mobilidade articular e inclusive pode ocorrer dano nas fungdes cognitivas
(GIUGLIANI, 2012b).

A mucopolissacaridose tipo | (MPS I) é uma doenca lisossdmica progressiva
multissistémica, causada pela deficiéncia da enzima lisossémica alfa-L-iduronidase
(IDUA; EC 3.2.1.76), que impossibilita a degradacédo dos GAGs sulfato de heparano e
sulfato de dermatano em diversos tecidos. O sulfato de heparano € composto
principalmente por &cido glicurbnico e glicosaminas, estando presente em
proteoglicanos associados a membrana plasmatica de diversos tipos celulares,
inclusive de neurdnios. O sulfato de dermatano € composto principalmente por acido
L-idurénico e N-acetilgalactosamina sulfatada e esta presente na matriz de tecidos
conectivos, como tenddes e valvulas cardiacas (FULLER; MEIKLE; HOPWOOD,
2004; MEIKLE; FULLER; HOPWOOQOD, 2011).

A MPS | é causada por mutacdes no gene IDUA, localizado em seres humanos
no braco curto do cromossomo 4 (4p16.3). Em humanos, o gene IDUA tem tamanho
total de 19 Kb e possui 14 éxons que originam um mRNA de 2,3 Kb e uma proteina
de 653 aminoacidos (SCOTT et al., 1992). A enzima tem um tamanho inicial de 73
KDa e é processada a uma forma madura de 69 KDa. No Brasil, existem duas
mutacdes que sdo particularmente prevalentes, a Trp402* e a Pro533Arg, que estédo
presentes em cerca de 70% dos pacientes (MATTE et al., 2003).
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As manifestagdes clinicas da MPS | sdo heterogéneas, sendo reconhecidas
trés formas principais: MPS IH ou Sindrome de Hurler (forma grave) (OMIM #607014),
MPS IH/S ou Sindrome de Hurler-Scheie (forma intermediaria) (OMIM #607015) e
MPS IS ou Sindrome de Scheie (forma atenuada) (OMIM #607016) (MUENZER, 2011;
MUENZER; WRAITH; CLARKE, 2009). A expectativa de vida é geralmente limitada a
infancia na forma MPS IH e a adolescéncia na forma intermediaria, e pode ser normal
na forma mais branda (GIUGLIANI, 2012c). A incidéncia mundial estimada da MPS |
€ de cerca de 1:100.000 nascidos vivos e aproximadamente 50 a 80% dos pacientes
tém a forma mais grave da doengca (MUENZER; WRAITH; CLARKE, 2009). O
diagnéstico inicial da MPS | é baseado no reconhecimento dos sintomas clinicos, em
testes bioquimicos para deteccao de GAGs na urina e em ensaios enzimaticos. Os
ultimos sao realizados em fibroblastos cultivados, plasma ou leucécitos e utilizam
substratos fluorescentes especificos para IDUA. A deficiéncia na atividade da enzima
e a excrecao aumentada de GAGs urinarios estdo presentes em todos os pacientes
(GIUGLIANI, 2012c).

Ha dois tratamentos disponiveis para a MPS |, a terapia de reposicéao
enzimatica (TRE) e o transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). A TRE
consiste na administracdo intravenosa semanal da versdo recombinante da enzima
IDUA humana produzida por engenharia genética (GIUGLIANI et al., 2010). Ambos se
baseiam no fato de que a enzima IDUA é modificada com residuos de manose-6-
fosfato (M6F), podendo ser captada por receptores especificos para enzimas
lisossémicas, os receptores de manose-6-fosfato (M6FR) das células adjacentes
(TOMANIN et al.,, 2012). Apesar da TRE ser a terapéutica atual mais segura e
eficiente, ela possui como limitadores 0 acesso a determinados érgaos, como cérebro,
0ss0s, olhos e cartilagens (CLARKE et al., 2009), além da baixa adesao ao tratamento.
Por fim, o custo de cerca de R$ 850.000,00 anuais por paciente, justifica a busca de
novas estratégias para o tratamento da doenca (GIUGLIANI et al., 2012). Ja o TCTH,
gue inicialmente era realizado a partir do transplante de medula 6ssea (TMO), e mais
recentemente tem sido realizado através do transplante de corddo umbilical (TCU)
(MUENZER; WRAITH; CLARKE, 2009), permite que as células transplantadas
produzam e distribuam a enzima aos diferentes 6rgaos através da reconstituicao do
sistema hematopoiético. Contudo, devido aos riscos associados a terapia (como
morbidade e mortalidade causadas pela doenca do enxerto contra o hospedeiro) este
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tratamento € indicado apenas em situacdes especificas, as quais incluem pacientes
com a forma grave da doenca (MPS IH) e com até 2 anos de idade (LUND, 2013).
Outras limitagdes do tratamento sao a dificuldade de encontrar doadores compativeis
e a auséncia de efeito sobre as deformidades ésseas e neuroldgicas ja estabelecidas
no momento do transplante (GIUGLIANI et al., 2010).

As alternativas terapéuticas atuais ndo sao completamente satisfatorias, visto
que nao sao completamente eficazes. Sendo assim, tem-se buscado novas terapias
para a MPS |. Essas alternativas incluem a TRE intratecal (DICKSON et al., 2015;
VERA et al., 2013), terapia de reducao do substrato (COUTINHO; SANTOS; ALVES,
2016; GIUGLIANI et al., 2010), administracdo de chaperonas farmacoldgicas
(GIUGLIANI et al., 2012) e as diversas formas de terapia génica (BALDO et al., 2012;
FRAGA et al., 2015a).

TERAPIA GENICA

Dentre as novas alternativas para o tratamento da MPS |, surge a terapia
génica, que consiste na insercao de um gene funcional a fim de corrigir uma disfuncao
celular ou prover novas funcbes a célula, com a introdu¢cdo do material genético
diretamente nas células do paciente (in vivo), ou a partir da administragdo das células
apos modificacao in vitro (ex vivo). A terapia génica é definida como a modificacao
genética de células com a intencdo de alterar a expressdo de algum gene para

prevenir, impedir ou reverter um processo patologico (KAY, 2011).

As doencas lisossébmicas como as MPS, sdo excelentes candidatas a terapia
génica, uma vez que sao causadas por deficiéncias em genes Unicos, ndo sao
reguladas por mecanismos complexos e uma atividade enzimatica de apenas 10-20%
dos niveis normais tem eficacia clinica (CARVALHO et al., 2015). No caso da MPS |,
cerca de 5 a 20% das enzimas lisossomais produzidas em uma célula sao liberadas
do citoplasma e captadas via endocitose por outras células, o que faz com que a
correcdo do gene IDUA em uma pequena fragdo de células possa fornecer
quantidades de enzima suficientes para tratar todos os tecidos afetados. Isso é
possivel devido a denominada correcao cruzada (cross-correction) (HARTUNG et al.,
1999; MUENZER, 2011), em que as células produtoras da enzima a liberam no
intersticio e as células adjacentes captam a enzima liberada que possui um residuo
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de manose 6-fosfato (M6P) e a internalizam via receptores de manose 6-fosfato
(M6PR) (HARTUNG et al., 1999; KREUTER et al., 2002).

Atualmente, ha mais de 2000 estudos clinicos aprovados em terapia génica e
ja existem 16 medicamentos no mercado, dentre eles o Carticel® (Genzyme, USA),
uma cultura de condrécitos autdloga para uso no reparo de defeitos da cartilagem do
cbndilo femoral e o Provenge® (Dendreon, USA), imunoterapia celular autéloga para
o tratamento de certos tipos de cancer de préstata.

Entretanto, apesar de promissora, a terapia génica enfrenta diversas limitacoes
relacionadas a capacidade de penetracdo e estabilidade intracelular dos acidos
nucleicos, devido a seu carater altamente anionico, a possibilidade de interacao e
agregacao com proteinas, além da ocorréncia de degradacao enzimatica (LIU; YU,
2010). Com o intuito de transpor essas dificuldades, algumas estratégias tém sido
utilizadas, como a veiculacdo dos acidos nucleicos mediante a associacao a vetores

virais e nao-virais.

Os vetores virais utilizados em terapia génica sofrem modificacées na estrutura
para torna-los mais seguros. Os genes que controlam sua replicagao sao retirados e
0 gene terapéutico é adicionado. Os quatro tipos de vetores virais mais comuns
utiizados para terapia génica in vivo ou ex vivo sao adenovirus, Virus
adenoassociados, lentivirus e retrovirus, sendo que atualmente o0s virus
adenoassociados tém recebido especial atencdo em estudos clinicos. Sao virus
pequenos, formados por uma fita simples de DNA, ndo patogénicos, e que
normalmente nao se integram no genoma da célula hospedeira, porém possuem
expressdo sustentada a longo termo, e alguns podem ultrapassar a barreira
hematoencefalica. No entanto, sdo dificeis de produzir em larga escala (FOUST et al.,
2009).

Apesar da grande eficiéncia de insercao e transducao oferecidas pelos vetores
virais, eles apresentam alguns problemas relacionados a imunogenicidade e
seguranga, principalmente pelo potencial de mutagénese insercional dos mesmos
(YIN et al., 2014). Uma alternativa interessante sdo os vetores ndo-virais, de relativa

facilidade e baixo custo de producédo e de armazenamento em larga escala, menor
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toxicidade, maior seguranca e consideravel capacidade de transfeccdo (LAVIGNE;
GORECKI, 2006; VERISSIMO et al., 2010).

Nosso grupo demonstrou tanto in vitro, em fibroblastos de pacientes, quanto in
vivo, em camundongos MPS |, a eficiéncia de transfec¢do, medida por atividade
enzimatica da IDUA, de nanoemulsdes catidbnicas como vetores carreadores de um
plasmideo contendo o gene da IDUA (FRAGA et al., 2015a, 2015b, 2017).

A transfecgdo mediante o uso de vetores ndo-virais pode se dar através de
estruturas poliméricas ou lipidicas, sendo seguras no que se refere a toxicidade, a
biocompatibilidade e biodegradabilidade dos componentes utilizados (MORILLE et al.,
2008). Os lipossomas catibnicos (NORDLING-DAVID; GOLOMB, 2013), as
nanoparticulas lipidicas sélidas (BONDI; CRAPARO, 2010) e as nanoemulsdes
catibnicas (BRUXEL et al., 2013; FRAGA et al., 2015a; LIU; YU, 2010) estdo dentre
os vetores nado-virais lipidicos mais descritos. Lipossomas catibnicos podem ser
definidos como dispersdes aquosas de uma mistura binaria de um fosfolipidio e de um
lipidio catidnico, organizadas na forma de bicamadas e com um nucleo aquoso central.
Ja as nanoparticulas lipidicas sélidas e as nanoemulsdes catibnicas organizam-se
como monocamadas com um nucleo lipidico sélido ou liquido, dispersas em uma fase
aquosa (geralmente do tipo O/A), e estabilizadas por um filme interfacial constituido
geralmente pelos mesmos lipidios utilizados na obtencédo dos lipossomas (SCHUH;
BRUXEL; TEIXEIRA, 2014).

Independentemente da estrutura formada, esses sistemas n&o-virais contém
um lipidio catiénico que forma um par idnico (complexo) com os grupamentos fosfato
negativamente carregados dos &cidos nucleicos. Diversos estudos demonstram a
eficiéncia desses complexos formados por nanoestruturas lipidicas/DNA (FRAGA et
al., 2008, 2011, 2015a; LV et al., 2006; NORDLING-DAVID; GOLOMB, 2013).
Entretanto, algumas limitacoes relacionadas a liberacédo dos acidos nucleicos in vivo,
devido a captura dos complexos pelo sistema fagocitico mononuclear e sua limitada
biodistribuicdo, exigem algumas estratégias de formulacdo. Dentre essas, a
incorporacao de fosfolipidios ligados covalentemente a polimeros hidrofilicos como o
polietilenoglicol (PEG), parece conferir um maior tempo de circulagdo aos complexos
aumentando assim sua biodistribuicdo nos tecidos e consequentemente, a capacidade

de transfecgdo (FRAGA et al., 2015a; KIM et al., 2006; MORILLE et al., 2008).
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As propriedades dos complexos nanoestruturas lipidicas/DNA sao
influenciadas pela composicao, pelas técnicas de preparacao, bem como pela relacéo
de cargas entre os grupamentos carregados dos lipidios catiénicos e acidos nucleicos.
Uma vasta literatura descreve a otimizacao dos complexos, especialmente em termos
de diametro e carga de superficie (BRUXEL et al., 2013; FRAGA et al., 2015b; KWON
et al., 2008; NAM et al., 2009). Em virtude de os acidos nucleicos serem adsorvidos
mediante formacao de par i6bnico, uma rapida liberacao pode estar relacionada a esse
tipo de complexo. A fim de obter-se uma melhor incorporacéo e protecao dos acidos
nucleicos contra degradacao e dessorcao, a pré-complexagéo do lipidio catibnico com
os acidos nucleicos através de um método de preparagdo alternativo se torna
interessante. O encapsulamento desses pré-complexos em um sistema
nanoestruturado resulta em um aumento de sua estabilidade (FRAGA et al., 2015a),
assim como poderia otimizar a biodistribuicdo em tecidos de maior dificuldade de

acesso e aumentar a eficiéncia de transfeccao dos complexos in vivo.

Outra consideragcao da terapia génica € que a corregdo génica em modelo
animal murino adulto somente tem capacidade de promover a melhora clinica de
alguns sintomas, enquanto teria pouco ou nenhum efeito em locais de dificil acesso,
como as articulagdes, os 0ssos e o cérebro, que sofrem um dano permanente. Em
vista dessas condigcdes, existe a possibilidade de administracdo hidrodinamica em
camundongos neonatos (YAN et al., 2012), o que aumentaria a possibilidade de
correcdo do defeito genético antes da manifestacdo dos sintomas da doenca
promovendo o aumento da producdo vitalicia de IDUA, além da barreira
hematoencefalica neonatal ainda nao estar completamente formada (TOMATSU et al.,
2016). A injecao hidrodinamica é uma opcéao atraente para o direcionamento hepatico
de vetores ndo-virais contendo o gene de interesse. Essa técnica envolve uma injecao
na veia temporal superficial de um grande volume - cerca de 10% do peso corporal -
de formulacdo; € um método simples e confiavel para a entrega de muitos agentes, e
tem sido utilizada em transplantes de medula 6ssea, administracdo de compostos
experimentais e tratamentos de terapia génica (BONAMASSA; HAI; LIU, 2011; SUDA;
LIU, 2007; YAN et al., 2012). Esse método tem apresentado maior expressao génica
principalmente no figado devido a sua arquitetura Unica de direcionamento, e tem

demonstrado que certos elementos reguladores podem levar a niveis mais elevados
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de expressao génica do que a administracdo intravenosa caudal (PRESTON;
PELLEGRINI; EBERT, 2016; SEBESTYEN et al., 2006).

Outra limitacdo da terapia génica nao-viral é a curta duracdo da expressao
génica apds a liberacdo do material genético na célula, especificamente de
plasmideos epissomais (CARVALHO et al., 2015). A expressao estavel de sequéncias
de DNA recém introduzidas pode aumentar consideravelmente se ocorrer sua
integracao no genoma da célula hospedeira. Contudo, a integragdo raramente ocorre
e, a fim de superar essa limitacado, varios sistemas que promovem a integracao dos

genes terapéuticos ao genoma estdao sendo desenvolvidos.
EDICAO GENICA

A tecnologia de edicdo génica baseia-se no reconhecimento de sequéncias
gendmicas e na utilizacao de nucleases a fim de modificar virtualmente qualquer gene
alvo. Para isso, séo utilizados sistemas de edicdo compostos por um dominio de
ligacdo a sequéncias especificas de DNA unido a um dominio de clivagem de acidos
nucleicos (COX; PLATT; ZHANG, 2015).

Um primeiro passo crucial para a realizacao de edigdo génica é a criagao de
uma quebra na fita dupla de DNA no Iécus genémico a ser modificado. A quebra
induzida pela nuclease pode ser reparada por pelo menos um dos dois mecanismos
de reparo: unido de extremidades ndao homédlogas (UENH, NHEJ, do inglés non-
homologous end joining) e recombinacdo homoéloga (RH, HDR, do inglés homologous
directed repair) (SANDER; JOUNG, 2014a).

O reparo via UENH é realizado por enzimas que promovem a religacao das fitas
sem a utilizacdo de um molde (Figura 1). E, portanto, um mecanismo sujeito a erros,
ja que normalmente alguns nucleotideos sdo retirados ou adicionados a fita de DNA,
causando mutacdes por insercéo ou delecao (indels) de varios tamanhos, que mudam
a leitura da sequéncia, alterando ou inativando a expressdo correta do gene
(SANDER; JOUNG, 2014b). Ja o reparo por RH acontece quando um DNA exégeno
complementar a sequéncia onde houve a quebra da fita dupla (doador) serve como
molde para a reconstrugdo das fitas. E possivel construir moldes de sequéncias
doadoras com alteragdes de nucleotideos, e essas alteracbes serdao entdo
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incorporadas ao DNA genbémico. Esse mecanismo pode ser utilizado para introduzir
ou corrigir mutacdes pontuais especificas ou para inserir sequéncias desejadas, desde
que elas estejam flanqueadas por regides homologas ao I6cus que se deseja alterar.
Com a quebra da fita dupla de DNA induzida por nucleases, as frequéncias destas
alteracdes sao normalmente maiores do que 1% e, em alguns casos, chegam a mais
de 50% (SANDER; JOUNG, 2014b)

Quebra da fita dupla
induzida por nuclease

...UENH / \

Delegdo [ ....... MODELO
....... DOADOR

Insergao |: _/{

| E—— RH

Indels de *
comprimento variavel +

—_J
Insergao ou modificagcdo precisas

Figura 1. Edicdo génica induzida por nuclease. A clivagem da fita dupla de DNA
provocada pela nuclease esta sujeita a duas formas de mecanismos de reparo: UENH
ou RH. O reparo mediado por UENH pode resultar em insercdes ou delecdes de
tamanhos variados no local da quebra do DNA. O reparo mediado por RH necessita
da presenca de uma sequéncia doadora modelo, que pode ser fita simples ou dupla,
gue servird como molde e assim podem ser introduzidas mutagdes de ponto ou podem
ser inseridas novas sequéncias (SANDER; JOUNG, 2014a).

Os primeiros sistemas utilizados para edicao génica foram enzimas quiméricas
como as nucleases dedo de zinco (ZFN, do inglés zinc finger nuclease) e as nucleases
efetoras do tipo ativadoras de transcricao (TALEN, do inglés transcription activator-like
effector nuclease). Ambas tém um dominio proteico que se liga a sequéncias
especificas de DNA fusionado a nuclease Fokl, que cliva o DNA. S6 recentemente
comecou a ser utilizada uma plataforma que € baseada em RNA, o sistema
CRISPR/Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeat associated

Cas) (COX; PLATT; ZHANG, 2015).

A mais nova e promissora plataforma para edicdo génica é o sistema
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) (MALI et
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al., 2013a), que provém de um sistema adaptativo de defesa de procariotos, que usa
sequéncias curtas de RNA para direcionar a degradacao de acidos nucleicos de fagos
invasores e plasmideos (Figura 2) (MALI et al.,, 2013a). O lécus gendmico
CRISPR/Cas em bactérias é formado por um conjunto de genes que codificam as
proteinas Cas, seguido por sequéncias repetidas (repeticbes) que separam
sequéncias variaveis de genomas invasores inseridas no DNA bacteriano
(protoespacadores). Enquanto os genes Cas sao traduzidos em proteinas, o arranjo
com as repeticdes e os protoespacadores é transcrito em um unico RNA antes de ser
processado em fragmentos curtos de RNAs CRISPR (crRNA). Cada crRNA hibridiza
com um segundo RNA, chamado RNA CRISPR transativador (tracrRNA). Os dois
RNAs formam o RNA guia (QRNA) que se liga a uma das proteinas Cas, a nuclease
Cas9, e a direciona para clivar a fita dupla de DNA da sequéncia alvo do DNA invasor,
complementar ao protoespacador contido no gRNA. Entretanto, para que o espacador
consiga se ligar a sua sequéncia complementar, ela deve estar adjacente a uma
sequéncia curta de 3 nucleotideos formados por 5’NGG, chamado motivo adjacente
ao protoespacador (PAM, do inglés protospacer adjacent motifs) (JINEK et al., 2012;
SANDER; JOUNG, 2014a).

Célula Procariotica
Estagio 1: Aquisicao do DNA exégeno @ p
~ L &

e \C,;bo

— o ;,,

Q
Genes Cas @42  Lécus CRISPR

@DDD—QIQIODOIﬁ @ @ Estagio 3
Direcionamento

Genoma e e ao material
celular @ @ genético viral

l Transcri¢ao do lécus por RNA guia

CRISPR Cas9 + gRNA T

L g - A gg /

Estagio 2: Processamento do RNA CRISPR

Figura 2. Sistema CRISPR/Cas9 em bactérias. Quando um DNA invasor entra na
célula bacteriana, ele é incorporado ao genoma no lécus CRISPR, que é entao
transcrito em um unico RNA. Este é clivado e processado em crRNA, que hibridiza
com trRNA para formar trcrBNA e se ligar a Cas9. O sistema entdo reconhece a
sequéncia invasora, caso ela esteja adjacente a um PAM, por complementariedade
com o gRNA, e a Cas cliva o DNA invasor, inativando-o (JINEK et al., 2012).
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Em 2013 foi descrita uma nova versao dessa ferramenta aplicavel a células de
mamiferos, chamada sistema CRISPR/Cas9, que é composto por um RNA guia
(gRNA) e pela nuclease Cas9 que formam um complexo gRNA/proteina para clivar
sequéncias-alvo que pareiem com o gRNA e possuam a sequéncia PAM adjacente
(Figura 3) (CONG et al., 2013; JINEK et al., 2012, 2013; MALI et al., 2013b).

Cas 9

DNAalvo / “ I e ) PAM
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Figura 3. Ferramenta CRISPR/Cas9 para edicao génica. O sistema é composto por
um RNA guia (sgRNA) e pela nuclease Cas9 que formam um complexo gRNA/proteina
para clivar sequéncias no DNA alvo que pareiem com o gRNA e possuam a sequéncia
de reconhecimento PAM.

O sistema pode ser utilizado por transfeccdo simples de um plasmideo de
expressdao de gRNA e de Cas9 humanizado em células mamiferas (Figura 4),

transformando-se numa ferramenta promissora para varias aplicagdes (CARVALHO
et al., 2015; CONG et al., 2013; MALI et al., 2013b; VAN DER OOST et al., 2014).
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H1
promoter

Figura 4. Plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 comercializado pela empresa System
Biosciences (USA).
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Apesar do vasto numero de aplicacées descritas como edigcdo e correcao
génica em linhagens celulares ou em modelo animal (CARVALHO et al., 2015),
nenhum estudo até o momento reportou o uso destas CRISPR/Cas9 em
mucopolissacaridoses ou qualquer DL. A possibilidade de correcao de células-tronco
de pacientes com MPS | com esta tecnologia permitiria que um transplante autélogo
fosse realizado, promovendo uma alternativa terapéutica mais segura. Além disso, a
edicdo genbmica in vivo permitiria uma correcdo em longo prazo, reduzindo a
necessidade do uso da TRE por esses pacientes. Como o uso do sistema
CRISPR/Cas9 ainda ¢é incipiente, n&o existem protocolos destinados ao
desenvolvimento de formulagdes visando a vetorizacdo desse plasmideo, o que é
essencial para aumentar a eficiéncia do sistema (GUAN et al., 2016; PAQUET et al.,
2016).

Com base nessas consideracdes, espera-se viabilizar a producao da enzima
deficiente através da edicao génica de fibroblastos de pacientes MPS | e através da
administracao hidrodindmica de vetores lipidicos para o sistema CRISPR/Cas9 em
camundongos MPS | neonatos, visando aumentar as chances de sucesso do
tratamento da MPS .
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CAPITULO 1







1.1. INTRODUGCAO

O primeiro capitulo deste trabalho é um artigo cientifico de revisdo sobre as
aplicagbes da nanotecnologia no tratamento das MPS. Os tratamentos atualmente
disponiveis ndo séo totalmente eficazes, e novas alternativas sdo necessarias.
Nesse contexto, a busca de novos biomateriais e ferramentas para o tratamento
das doencas genéticas é um desafio constante no campo farmacéutico. Novos
tratamentos promissores incluem o uso da nanotecnologia como sistemas
carreadores de acidos nucleicos e de enzimas recombinantes. Esses sistemas
podem ser micelas, lipossomas, nanoparticulas ou nanoemulsées, normalmente
compostos de materiais catibnicos, que podem ser poliméricos ou lipidicos. A
escolha do biomaterial que compbe essas nanoestruturas deve focar na
eficiéncia, biosseguranca e toxicidade. Uma alternativa para a utilizagdo da
nanotecnologia no tratamento da MPS, seria a nano encapsulacao de enzimas,
que inclusive poderia superar algumas das limitacbes da ERT, tais como a
incapacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e a reduzida biodistribuigdo
tecidual. Outro tratamento que poderia se beneficiar do uso da nanotecnologia, é a
terapia génica, cujo principal desafio é o desenvolvimento de um vetor estavel e
sequro que possa entregar o material genético com a eficiéncia de transfeccao dos
vetores virais. Neste artigo, o objetivo é discutir novas abordagens de tratamento
para as MPS, mais especificamente, sistemas nanotecnoldégicos carreadores de
enzima e acidos nucleicos, juntamente com os biomateriais disponiveis para

construir as nanoestruturas, demonstrando suas aplicacbes em estudos recentes.
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Nanotechnology Applied to Treatment of Mucopolysaccharidoses

Introduction: Mucopolysaccharidoses (MPS) are genetic disorders caused by the
accumulation of glycosaminoglycans (GAGs) due to deficiencies in the lysosomal
enzymes responsible for their catabolism. Current treatments are not fully effective and
are not available for all MPS types. Accordingly, researchers have tested novel
therapies for MPS, including nanotechnology-based enzyme delivery systems and
gene therapy. In this review, we aim to analyze some of the approaches involving
nanotechnology as alternative treatments for MPS.

Areas covered: In this review, we analyze nanotechnology-based systems, focusing
on the biomaterials, such as polymers and lipids, that comprise these nanostructures,
and we have highlighted studies that describe their use as enzyme and gene delivery

systems for the treatment of MPS diseases.

Expert opinion: Some protocols, such as the use of polymer-based systems or
nanostructured carriers associated with enzymes and nanotechnology-based carriers
for gene therapy, along with combined approaches, seem to be the future of MPS

therapy.

Keywords: enzyme delivery system, gene therapy, lysosomal storage disorders,

mucopolysaccharidoses, nanotechnology.
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INTRODUCTION

Mucopolysaccharidoses (MPS) are a group of rare genetic lysosomal storage
diseases caused by deficiencies of enzymes involved in the catabolism of
glycosaminoglycans (GAGs). The lack of enzymes causes GAGs accumulation in the
lysosomes, resulting in generalized cell, tissue, and organ dysfunctions [1]. The
treatments currently available for MPS hematopoietic stem cell transplantation (HSCT)
and enzyme replacement therapy (ERT) are not fully effective, and new alternatives
are needed.

The search for new biomaterials and tools for the treatment of genetic diseases
is a constant challenge in the pharmaceutical field. New promising treatments include
the use of nanotechnology as enzyme and nucleic acid delivery systems. The
possibility of enhancing the therapeutic response through higher delivery rates creates
an alternative to current MPS treatments. The development of safe and efficient
systems for enzyme and gene delivery targeting MPS are needed to improve clinical
outcomes. These systems can be micelles, liposomes, nanoparticles or
nanoemulsions that are composed of cationic materials, polymers or lipids. The
biomaterial choice must focus on efficiency, safety and toxicity, and they should
preferably be biocompatible, biodegradable, and bioabsorbable. Especially in the case
of gene therapy, the choice of the biomaterial also depends on its charge, as positively
charged groups interact with negatively charged nucleic acids through electrostatic
interactions. When the biomaterial is a cationic polymer, the electrostatic interactions
with nucleic acids form complexes called polyplexes, while the interaction of cationic
lipids with nucleic acids form lipoplexes.

Enzyme nanoencapsulation could overcome some of the limitations of enzyme
replacement therapy (ERT) for treating MPS, such as the inability to cross the blood-
brain barrier (BBB) and the blood-retinal barrier (BRB), along with the low tissue
biodistribution [2,3].

In the case of gene therapy, the main advantages of nanotechnology-based
systems over viral vectors are their low immunogenicity, large-scale manufacture, and
capacity to carry large nucleic acid molecules [4]. Currently, the main challenge in non-

viral gene therapy is the development of a stable and safe vector that can complex
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with and deliver foreign genetic material into specific cell types with the transfection

efficiency of viral vectors.

In this article, our goal is to discuss new treatment approaches for MPS, more
specifically, enzyme delivery and gene therapy, based on nanotechnology, along with
the biomaterials available to build the nanostructures, highlighting some promising

candidates for clinical applications.
NANOTECHNOLOGY-BASED SYSTEMS

Nanotechnology-based systems have attracted attention because of their ability
to overcome the limitations of both gene therapy and the direct administration of drugs
and proteins. Of course, the effectiveness of a system to promote biological activity
with low toxicity depends not only on the structure of the system but also on the
composition of the biomaterials. Thus, some lipid (liposomes and nanoemulsions) and
polymeric (nanocapsules and nanospheres) systems have been proposed. The main
characteristics required for carriers and for their constituent materials are
biodegradability, bioabsorbability, biocompatibility, and stability. These systems should
also be able to protect the genetic material and proteins, transfect target cells, and
have an accessible cost of production [5]. Figure 1.1 shows the structures of the most
common nanotechnology-based systems.

Nanosphere Nanocapsule Nanoemulsion Liposome

Figure 1.1. Nanostructures of nanotechnology-based polymeric and lipid systems.
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Among the lipid systems, liposomes and nanoemulsions are the most commonly
used. Liposomes are lipid vesicles composed mainly of phospholipids, although other
compounds employed may be of lipid or polymeric nature. Genetic material and
proteins may be adsorbed on the surface of the liposome or inside its cavity, and the
encapsulation rate is dependent on the method of preparation.[6] Liposomes are
capable of increasing the stability of nucleic acids and proteins, reducing their rate of

hydrolysis and thus prolonging their half-life [6].

A nanoemulsion preparation consists of a liquid-liquid dispersion of two
immiscible liquids stabilized by surfactants [7]. Depending upon the ratio of the
constituents, they form either a water-in-oil (W / O) or an oil-in-water emulsion (O / W),
the latter being more relevant for protein delivery and gene therapy [8]. Thus, due to
the high lipophilicity of the O / W nanoemulsion internal phase, the association of
protein and genetic material generally takes place by adsorption on the droplet surface.
In the same way as for liposomes, it is usually necessary to use positively charged
molecules in the composition, generally cationic lipids. The basic constituents of a
nanoemulsion aiming at protein and gene delivery would be an oil, surfactant and

cationic lipid.

Nanoparticles generally comprise polymers, lipids or a combination of both.
Depending on the constituents and preparation method, proteins and genetic material
can be associated within the structure or adsorbed on the surface [9]. When these
systems contain a polymer (usually water-insoluble), the term nanoparticle can refer to
both a core structure that is completely polymeric (hanosphere) and one with an oil
core (nanocapsule). Nanoparticles obtained from primarily hydrophilic polymers allow
the association of hydrophilic molecules, such as proteins and genetic material, in the

interior of the particle, which offers greater protection from degradation [10].

Table 1.1 shows the main advantages, disadvantages, and possible

applications of nanostructures.
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Table 1.1. Nanostructures: advantages, disadvantages, and references of
applications.
Nature (I;lanostructur Advantages Disadvantages Ref.
Nanoemulsion  Bjoabsorbability; [23]
, _ Storage stability;
High drug loading
Lipid capacity; Aggregation into larger
Hydrophili d lipophili droplets;
. ydrophilic and lipophilic
Liposome drug loading; Manufacture [94]
Functionalization
Scarcity of safe
Nanocapsu|e pOlymerS with regUIatory [25]
Polymeric Storage stability; approval;
Lyophilization Manufacture:
Nanosphere 36
P Price [36]

BIOMATERIALS USED IN NANOTECHNOLOGY-BASED SYSTEMS

The main characteristics of nanostructures depend on the choice of

biomaterials. Gene therapy and enzyme delivery require multiple attributes, including

the association of molecules, transfection, functionalization (surface modification), and

safety. A biomaterial can be functionalized by binding of molecules onto its surface.

Functionalization with receptor-binding molecules promotes receptor-specific targeting

ability. These are the reasons why knowledge of biomaterials is imperative.

The most common biomaterials used in gene therapy and enzyme delivery are

described ahead, and Table 1.2 shows a brief summary of the biomaterials’

advantages and disadvantages and references to their applications.

70



L.

Table 1.2. Biomaterials: advantages, disadvantages, and references of applications.

Biomaterial Advantages Disadvantages Ref.
Lecithin Safe for IV administration; increase stability Fizdices poieiniudEoadd lozelig eapeell g
Phosoholivids neutralization of cationic charge
phofip DOPE Fusogenic property; increase ftransfection; no Excess may lead to instability and lower [22]
DSPC interference with global charge of nanostructures transfection efficiency
DOTAP . . C - : .
Cationic lipids ~ DOTMA gorm complexfes V\{Ith rirotelns/nuclelc acids; prevent Cytotcl)xmlty (w_hrlwch can be Ine_utra!lzed by 23]
DDAB egradation of molecules complexation with proteins/nucleic acids)
Lipids . - . .
. LCT Low immunogenicity; biocompatibility; S I
Oils MCT biodegradability: bioabsorbability Stability, lipoperoxidation can occur [22]
Span® Irllcr(.ease stability; !nh|b|t aggregation; reduce droplet Hemolytic reactions and toxicity limit their use
Surfactants size; form a steric barrier with respect to serum , [25]
Tween® proteins as single components
Other lipids DSPE-PEG Increase stlablhty; increase hglf-hfe in bloodstream; Excess may decrease tlransfecfuon ejﬂmency [94]
form a barrier to electrostatic interactions because it could reduce interaction with cells
PLGA Biodegradability; biocompatibility; Negative effect on protein and nucleic acid
PLA well-described formulation and production; confer Str?rglel:m dugﬂg ptrgpar?;g)n :;g-c:’:glr afeed [34]
PGA drug protection from degradation; controlled release P y y
Neutral degradation
polymers PCL Biodegradability; biocompatibility; slow degradation; Particle-particle aggregation makes physical [25]
Polymers long-term delivery extending over one year handling difficult in liquid and dry forms
PBCA Forms small sized nanoparticles; efficient Low toxicity, although toxicity of degradation [36]
accumulation in target tissues products is not fully elucidated
o Widely used in pharmaceutical area; " .
Gt Chitosan biodegradability; biocompatibility; associates PosVuyer ehengech e tEeks wily mary [25]
polymers negatively charged surfaces/polymers

proteins/nucleic acids

DOPE: 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine; DSPC: 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; DOTAP: N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium;
DOTMA: N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl-N,N,N-trimethylammonium; DDAB: Didecyldimethylammonium bromide; LCT: Long-chain triglycerides; MCT: Medium-chain triglycerides;
DSPE-PEG: 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-polyethylene glycol; PLGA: Polylactic co-glycolic acid; PLA: Polylactic acid; PGA: Polyglycolic acid; PCL: Poly-¢-
caprolactone; PBCA: Polybutyl cyanoacrylate.



Lipids

Lipids are biomaterials used in protein and nucleic acid delivery systems due to
their biocompatibility with the cytoplasmic membrane, biodegradability, and
bioabsorbability [11].

For lipofection, the advantages are the capability of loading long nucleic acid
sequences when compared to size limitation of some viral vectors, protection against
degradation, low immunogenicity, and easy manufacture [12,13]. The disadvantages
include low target selectivity and low transfection efficiency when compared to viral
vectors. These limitations may currently be circumvented by surface functionalization
aimed at cell receptor mediated endocytosis, by inhibiting lysosomal digestion, or even
targeting to the cell nucleus [12]. There are nanomedicines approved for clinical use
based on liposomes, including liposomal doxorubicin, and irinotecan liposome
injection. The administration of these compounds through the intravascular route
indicates that these lipids are safe for human use [14].

The lipids most commonly used in formulations for protein and nucleic acid
delivery are phospholipids, cationic lipids, oils, and surfactants. The nanotechnology-
based systems applied to treat MPS use some of these compounds, as briefly
explained ahead.

Phospholipids

Phospholipids consist of one hydrophilic polar head and two hydrophobic
nonpolar tails, and they are major constituents of biological membranes [8].

Lecithin / phosphatidylcholine (PC) is a mixture of phospholipids used in the
manufacture of liposomes and nanoemulsions, and is commonly derived from egg or
soy. lts major advantages are the feasibility of parenteral administration in humans,
low occurrence of adverse events, and stability [8,12,15]. One disadvantage of lecithin
is its limited protein and nucleic acid loading capacity, due to the partial neutralization
of the cationic lipids by its negatively charged phospholipids [16].
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Other  phospholipids, such as DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine) and DSPC (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), have
a fusogenic property, which facilitates transfection from the endosome to the cytosol
[17]. Another advantage is their neutral charge, which does not interfere with the global
charge of nanostructures. Among their disadvantages is the need for the optimization
of the proportion of fusogenic lipids in the formulation, because an excess may lead to

instability and consequently to a lower transfection efficiency [18].

Cationic lipids

Among cationic lipid systems, cationic nanoemulsions and liposomes have been
considered as potential systems for protein and nucleic acid delivery [19,20]. A cationic
material is indispensable to associate genetic material in non-viral gene therapy [21].
DOTAP (N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium) is the most
commonly used cationic lipid because it presents biodegradable ester bond linkages,

and shows improved transfection efficiency [18,22,23].

Lipids, such as DC-Chol (3-Beta-[N-(dimethylaminoethane)-carbamoyl]
cholesterol), DOTAP, DOTMA (N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl-N,N,N-
trimethylammonium), and DDAB (Didecyldimethylammonium bromide), allow
nanostructures to effectively be used to carry a variety of molecules, such as
oligonucleotides, DNA plasmids, and proteins for the treatment of MPS [22,23]. They
also compact high molecular weight nucleic acids, improve the stability, and prevent
the degradation of molecules. However, their use in biological studies is often limited
due to their positive charge, which interacts with cell membranes and leads to
cytotoxicity. The toxicity can be reduced by complexation with nucleic acids or proteins,
since their negatively charged groups neutralize the positive charge of cationic lipids
[24].

Oils and surfactants

Oils are liquid mixtures of lipids of varying composition at room temperature.
Long-chain triglycerides (LCT) and medium-chain triglycerides (MCT) are the most
common oils used in pharmaceutical formulations approved for parenteral
administration [22,23,25,26]. Both LCT and MCT are commonly used in
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nanoemulsions due to their low immunogenicity, biocompatibility, biodegradability, and
bioabsorbability. As a drawback, lipoperoxidation can occur when intravenously
administered.

Surfactants are amphiphilic compounds that reduce the interfacial tension
between two immiscible liquids or between a liquid and a solid. Surfactants may act as
emulsifiers in the case of nanostructures. Nonionic surfactants in combination with
phospholipids lead to the formation of a compact mixed film, adding stability to
formulations [45]. The addition of Span® (sorbitan monostearate), Tween®
(polysorbate), or derivatives of polyethylene glycol (PEG) covalently linked to
phosphatidylethanolamine, may result in prolonged circulation in the bloodstream and
lower biodistribution, which may be attributed to the steric barrier formed by these
polymers with respect to serum proteins [26,27]. The steric shielding or steric barrier
occurs because the positively charged groups on the nanostructure are seemingly
weakened or spatially shielded by less charged or oppositely charged molecules, thus
controlling the interactions with the blood proteins.

The major advantages of surfactants are their increased stability, inhibition of
aggregation, and reduction of droplet size. Some of them, like Tween® 80, are suitable
for parenteral use. As a drawback, hemolytic reactions and toxicity could limit their use
as single components [26].

Other lipids

It is a known fact that hydrophilic polymers, such as PEG chains, coating the
surface of a liposome can increase its stability and half-life in the bloodstream.
PEGylated lipids act as a barrier to electrostatic interactions and can reduce the effect
of the ionic strength of body fluids on the stability of vesicles. For this reason,
PEGylated liposomes called “stealth” are of great interest, because of their ability to
evade interception by the immune system, reduce in vivo recognition, and phagocytic
uptake. The use of DSPE-PEG (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-
polyethylene glycol) in the development of liposomes and nanoemulsions has been
proposed for various labile molecules, such as proteins, oligonucleotides, and plasmids
[28,28,29]. Such approaches could improve the transfection efficiency in organs of
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difficult access, which is critical for the treatment of multisystemic disorders, such as
MPS.

The presence of DSPE-PEG in formulations is capable of reducing or even
abolishing toxicity [30]. However, an excess can decrease the transfection efficiency
because it could prevent the access of complexes to cells as well as their escape from

endosomes [31].
POLYMERS

Polymers are another significant molecular group of biomaterials [5,32]. Due to
their biodegradability and biocompatibility, polymers derived from polylactic acid (PLA)
and polyglycolic acid (PGA), such as PLGA (polylactic co-glycolic acid) have been used
in nanoparticles to encapsulate macromolecules [33]. The FDA and European
Medicine Agency have approved PLGA for parenteral administration. It also has a well-
described formulation and method of production, protects the drug from degradation,
and enables controlled release. It also allows the possibility of increased half-life in the
bloodstream, and targeting to specific organs or cells [34]. Enzyme encapsulation with
PEG-PLGA (Polyethylene glycol—poly lactic co-glycolic acid) enables enzyme delivery
to the endothelium and provides sustained protection against vascular oxidative stress
and external proteolysis [35]. One important drawback of PLGA is its negative effect
on protein and nucleic acid stability during preparation and storage, primarily due to

the acid-catalyzed nature of its degradation.

Polybutyl cyanoacrylate (PBCA) nanoparticles coated with polysorbate 80 have
been showed to be an attractive and innovative carrier for brain targeting [36,37].
Because the nanoparticles are small, they penetrate into small capillaries and can be
taken up by cells, allowing efficient accumulation in target tissues. Nanoparticles
prepared with biodegradable polymers, such as PBCA, are less toxic, but the toxicity

of the degradation products, especially in the brain, has not been fully elucidated.

Poly-e-caprolactone (PCL) is a biodegradable and biocompatible polymer. Due
to its slow degradation, PCL is ideally suited for long-term delivery. This has led to its
application in the preparation of different delivery systems, such as microspheres,
nanospheres, and implants [38]. The advantages of PCL include its high permeability
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to small molecules, an ability to form blends with other polymers, and slow degradation,
making it suitable for long-term delivery systems extending over a period of more than
one year. However, particle-particle aggregation makes the physical handling of
nanoparticles difficult in both liquid and dry forms [38,39].

Cationic Polymers

Naturally occurring polymers, especially polysaccharides, such as chitosan and
alginate, have been extensively researched as materials for carriers of therapeutic
protein molecules and nucleic acids [40]. Chitosan is a linear heteropolymer that is
mainly derived from the deacetylation of chitin in basic medium, and is composed of
repeating units of N-glucosamine and N-acetylglucosamine. Chitosan has been widely
used in pharmaceutical and medical areas due to its favorable biological properties,
including its biodegradability and biocompatibility [40]. Due to the easy availability of
free amino groups in chitosan, it carries a positive charge and thus, reacts with many
negatively charged surfaces/polymers [41]. However, its ability to interact with proteins
and genetic material makes its expanded use very attractive.

MUCOPOLYSACCHARIDOSES

MPS are 11 chronic and progressive rare inherited autosomal recessive (except
X-linked recessive MPS 1l) lysosomal storage diseases caused by deficiencies of
enzymes responsible for the catabolism of GAGs. GAGs that are not degraded or are
only partially degraded by alternative routes accumulate in the lysosomes, resulting in
generalized cell, tissue, and organ dysfunctions that appear as coarse faces,
organomegaly, skeletal disorders, and cognitive impairment in some disorders [1].
Table 1.3 describes the enzyme, gene, and GAGs involved in each MPS. Most MPS
display a varying phenotype from attenuated to severe, which generally correlates with

mutations and the level of enzyme activity [42].

76



Table 1.3. Enzyme, gene, and GAGs involved in each MPS.

Disease Gene Enzyme GAGs
. . Heparan sulfate
MPS | IDUA Alpha-L-iduronidase
Dermatan sulfate
MPS 1l IDS Iduronate sulfatase Heparan sulfate
Dermatan sulfate
MPS IIIA SGSH Heparan N-sulfatase (sulfamidase) Heparan sulfate
MPS 111B NAGLU Alpha-N-acetyl-glucosaminidase Heparan sulfate
MPS llIC HGSNAT ~ 1cetyl-CoA: alpha-glucosaminide Heparan sulfate
acetyltransferase
MPS IIID GNS N-acetylglucosamine 6-sulfatase Heparan sulfate
Keratan sulfate
MPS IVA GALNS Galactose 6-sulfatase iy
Condroitin sulfate
MPS IVB GLB1 Beta-galactosidase Keratan sulfate
: Dermatan sulfate
MPS VI ARSB N-acetyl-galactosamine 4-sulfatase "
Condroitin sulfate
Heparan sulfate
MPS VII GUSB Beta-glucuronidase Dermatan sulfate
Condroitin sulfate
MPS IX HYAL1 Hyaluronidase Hyaluronan

MPS: Mucopolysaccharidosis.

Although currently none of the MPS have a curative therapy, hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT) and enzyme replacement therapy (ERT) are available
for some of these disorders. These treatments are based on the internalization of
lysosomal enzymes by deficient cells through mannose-6-phosphate (M6P) receptors.
After internalization, the enzyme is transported by endosomes into the lysosome,

resulting in the catabolism of accumulated GAGs [43].

Both treatments improve several parameters in MPS patients, but some organs,
such as bones, heart valves and, in the case of ERT, the brain, have limited or no
improvements after therapy. Early treatment seems to be more efficient, as no reversal

of the disease symptoms in tissues such as the brain and bones are expected, and

therefore patients may benefit from early diagnosis and newborn screening [44].
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In HSCT, the transplanted stem cells from bone marrow or umbilical cord blood
produce and distribute the enzyme to several tissues through the reconstitution of the
hematopoietic system [45]. HSCT may prolong the patient’'s life, preserve
neurocognition, and enhance somatic changes. However, due to risks associated with
the therapy, such as the morbidity and mortality caused by graft-versus-host disease,
the difficulty of finding HLA (human leukocyte antigen) compatible donors, and the
development of chimerism, this treatment was historically limited [46,47]. A recent
study reports the survival and graft outcomes of 62 MPS |, Il, lll and VI patients
receiving HSCT according to new international HSCT guidelines in two European
centers of expertise, and showed high overall survival (95.2%).[47] HSCT has been
attempted in MPS |, II, llIA, llIB, IVA, VI, and VII. However it is currently recommended
only for Hurler syndrome (the severe form of MPS I). In this disease the therapy is
effective in preventing brain abnormalities as well as most peripheral manifestations,

excepting a few organs such as the bone and the eye [47-52].

ERT consists of weekly intravenous administrations of a recombinant version of
the human enzyme produced by genetic engineering, and it is available for several
MPS types (Table 1.4). It is not curative, but when ERT is initiated early, there is an
improved outcome including the attenuated form of MPS | [53]. This approach can
modify the disease’s natural outcome of the attenuated form of MPS type |. Despite
ERT being safe and beneficial, it has limited access to certain tissues, such as skeletal
and neurological because it cannot cross the BBB. Additionally, the high cost per
patient and the development of antibodies against the enzyme in some patients justify

the search for new strategies for treating MPS [2,54-56].

Table 1.4. Recombinant enzymes available for MPS diseases.

Disease Recombinant Enzyme Brand name Company
Biomarin Pharmaceuticals/
MPS | Laronidase Aldurazyme®
Genzyme Corporation
MPS I Idursulfase alpha Elaprase® Shire Human Genetic Therapies
MPS IVA Elosulfase alpha Vimizin® Biomarin Pharmaceuticals
MPS VI Galsulfase Naglazyme® Biomarin Pharmaceuticals

MPS: Mucolpolysaccharidosis.
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The current therapeutic options for MPS are not entirely satisfactory because of
limited effectiveness for many clinical features. Accordingly, researchers have tried
novel therapies, including new enzyme delivery systems and gene therapy. These
delivery systems aim to enhance therapeutic results, as they may allow the enzyme to
reach limited-access organs and tissues. Gene therapy could potentially promote
constant enzyme delivery directly to the target organs and could eliminate the need for
ERT. Lysosomal storage diseases, such as MPS, are excellent candidates for gene
therapy because they are caused by deficiencies in single genes, and the level of
residual enzymatic activity required to correct GAG metabolism in fibroblast is low,
about 2-5% of normal [57]. Additionally, a low number of modified cells is needed to
ameliorate the phenotype, as one corrected cell can produce and release the
lysosomal enzyme that is subsequently taken up by neighboring cells [58].

ENZYME DELIVERY FOR MPS AND NANOTECHNOLOGY

ERT for MPS is based on the endocytic internalization of lysosomal enzymes by
M6P receptors [59]. After that, the enzyme is transported into the lysosome, where the
breakdown of GAGs takes place [60]. However, ERT is not available for all MPS, and
it is not curative. Although ERT can be very effective at treating the systemic disease,
classical lysosomal enzymes are not capable of crossing the BBB or the BRB in the
eye [56,61].

Nanoparticles coated with polysorbate 80 or poloxamer 188 that present
apolipoproteins (Apo) A-1 and/or E adsorbed on the particle surface can traverse the
BBB [15]. Apo can mediate the interaction of nanoparticles with LDL (low-density
lipoprotein) receptors on brain capillary endothelial cells of the BBB followed by brain
uptake [15,54]. The particles thus seem to mimic LDL and could interact with the
lipoprotein receptors located on the brain capillary endothelial cells, followed by their
endocytosis. The bound drug or protein may then be released from these cells into the
cerebrospinal fluid (CSF), and then reach the brain. A study showed that Apo E-
deficient mice had a reduced anti-nociceptive effect in comparison to normal mice after
the injection of an analgesic bound to a nanopatrticle. These results suggest that Apo
E is involved in the transport of drugs bound to PBCA nanoparticles across the BBB
[62]. The binding of Apo E, transferrin, insulin, or antibodies against its receptors also
enables a similar drug transport across the BBB [63—67]. In a recent study, fusion
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proteins comprised of lectin and human IDUA, were efficiently endocytosed into MPS
| patient fibroblasts in vitro, and resulted in reduction of cellular GAG levels [68]. The
lectin-mediated delivery was independent of M6P receptors, which are exploited for
delivery of ERT. Thus, the lectin carrier may support distinct in vivo pharmacodynamics

with potential to address hard-to-treat tissues.

Therefore, based on these findings, it should be possible to develop alternative
means for delivering enzymes to the brain. Nanotechnology-based systems may be
functionalized with receptor-binding molecules, thus promoting long-time circulation
and controlled release [69]. They can also carry other molecules inside them, in the oil
core, like genistein, which has been proven to reduce GAGs levels in vitro and in

mouse models [70,71], providing two approaches in a single nanostructured carrier.

Using a somewhat similar approach, a clinical trial (NCT02371226) is ongoing
for AGT-181 (ArmaGen, Calabasas, CA, USA), a fusion protein designed to cross the
BBB in the same way that insulin does, making it unique among treatments for MPS |.
ArmaGen developed AGT-181 by re-engineering alpha-L-iduronidase (IDUA) as an
immunoglobulin G (IgG) fusion protein. The fusion protein binds to insulin receptors
located on the surface of the BBB, enabling its passage and reaching the brain tissue
[64—-66,72].

In this context, nanotechnology-based systems that can deliver enzymes across
the BBB could improve the therapeutic efficacy of ERT. A study evaluated the feasibility
of producing nanopatrticles for the treatment of MPS VI in vitro with arylsulfatase B
(Naglazyme®, BioMarin, Novato, CA, USA) adsorbed onto PBCA nanoparticles.
Experiments demonstrated that the enzyme adsorption is stable for at least 60 minutes
in human blood serum, indicating that the nanoparticle system is a promising
alternative candidate for ERT for MPS VI [36]. Recently, a study demonstrated that
biodegradable and biocompatible PLGA-nanoparticles modified with a 7-aminoacid
glycopeptide (g7) were able to deliver a model drug (FITC-albumin) in MPS type | and
[ mice across the BBB. This result encourages experiments with enzyme-loaded g7-
nanoparticles to the brain [73].

Nanoencapsulation could increase the ERT treatment responses in different

ways, such as reducing its dosage, increasing its absorption, controlling its release,
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and modifying the enzyme biodistribution in tissues [74]. In this context, a multiple-wall
lipid core nanocapsule coated with chitosan and Fe?* (ferrous ions) that allows the
chemical binding of laronidase (Aldurazyme®, Genzyme Corporation, Cambridge, MA,
USA) was recently described [25]. Lipid-core nanocapsules (LNC) acted as building
blocks for the multiple-wall nanocapsules. LNC composition was PCL, Span® 60,
capric and caprylic triglycerides, Lipoid® S75 (75% in phosphatidylcholine), polysorbate
80, chitosan, and Fe?* solution. The nanoencapsulated enzyme was not cytotoxic and
presented higher enzymatic activity, the same half-life, and an improved clearance
profile compared with conventional laronidase. Moreover, higher enzyme activity was
found in the liver, spleen, and heart of treated MPS | mice 4 hours after injection. After
24 hours, the nanoencapsulated enzyme treated animals maintained higher activity
levels in both the liver and kidneys. Although the formulation was unable to reach the
brain, a lower dose than that of conventional ERT achieved a higher activity in somatic

tissues and could result in a reduction of the immunological responses to treatment.

The uniqueness of each MPS require different approaches of treatment. For
example, MPS IV manifests mainly as bone disease [54]. Gene therapy and classical
intravenous ERT are ineffective to reach the bone, unless the protein is modified for
long-time circulation to have an affinity for this tissue [75]. A chemically modified beta-
glucuronidase (GUSB) resistant to clearance from the bloodstream by M6P receptors,
PerT-GUS, showed a prolonged half-life compared with the native enzyme in a MPS
VIl mouse model [76]. MPS VII mice treated with PerT-GUS showed improvements in

bone lesions of the legs, ribs, and spine [77].

Another approach would combine ERT with a bone-targeting strategy. An
enzyme attached to a hydroxyapatite-binding site, or alendronate (a drug with a high
affinity for bone), could be released during the bone resorption process, and it may be
a potential strategy for selective drug delivery to the bone [78,79]. These approaches
combined with nanotechnology-based carriers could improve the clinical response, as
they would allow a higher circulation time and thus better reach the bone tissues
[78,80].
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GENE THERAPY FOR MPS AND NANOTECHNOLOGY

In vivo gene therapy for MPS involves the injection of a vector that promotes the
expression of the deficient enzyme, while ex vivo gene therapy consists of removing
deficient cells from the patient, modifying them in vitro, and injecting them back into the
patient. In both cases, gene therapy for MPS relies on the fact that the corrected cells
can secrete the enzyme and cross-correct deficient cells [2]. Regarding the ideal timing
for treatment, neonatal administration seems to be more efficient and cost-effective,
but at the present time, diagnosis in the newborn period is an obstacle to be
circumvented [81].

Gene therapy as a therapeutic strategy depends on a system that is able to both
protect the genetic material and transport it effectively to its site of action. In this sense,
scientists search for different vehicles as tools to allow the transfer of exogenous
genetic material into cells. Fundamentally, it is possible to differentiate between two
types of carriers: viral vectors (adenoviruses, adeno-associated viruses, lentiviruses,
etc.) and non-viral or synthetic vectors (nanoemulsions, liposomes, nanopatrticles,

etc.).

Among the current pre-clinical studies and initial clinical trials involving gene
therapy for MPS, most of them use adeno-associated viruses (AAV), with positive
results [82—86]. While AAV-based systems remain the most popular gene delivery
method due to their high efficiency and successful results, other delivery systems, such
as non-viral nanoparticles and liposomes, are additional therapeutic options. The two
approaches can even be combined [87].

Recent progresses in genome editing technology using engineered zinc finger
nucleases (ZFN), transcriptional activator-like effector nucleases (TALEN), and the
clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR) system have
enabled the possibility of precisely modifying target sites in the genome without the
use of viruses [88—90]. A recent study demonstrated that a transposable element
(transposons) was able to integrate exogenous DNA into host cells, and showed
benefits in MPS | mice [91,92]. Sangamo BioSciences Inc. (Richmond, CA, USA), is
evaluating through a clinical trial (NCT02702115) the safety, the tolerability and the

effect on plasma IDUA enzyme activity of ascending doses of SB-318. SB-318 is an
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intravenously delivered ZFN therapeutic for genome editing. The Sangamo Inc. claim
that their IVPRP® genome editing approach allows to precisely target and edit the
albumin 'safe harbor' locus in the DNA of liver cells, with a single administration of an
AAV, which is expected to result in the durable expression of the IDUA enzyme that

would be maintained throughout the patient's life.

Successful gene therapy depends on the modification of a large number of cells
(in vivo or in vitro), and this relies on the transfection efficiency. Optimized lipofection
protocols for each cell type are also crucial. Studies involving non-viral approaches are
less common, although they have become interesting mainly by virtue of their being
safer, less immunogenic, mostly biocompatible and biodegradable, and showing good
transfection efficiency in vitro and even in vivo [22,23,93]. The perfect nanotechnology-
based system should be able to both protect the genetic material and deliver it to the

target, ensuring patient safety.

The intravenous delivery of a DNA (deoxyribonucleic acid) plasmid to the brain
across the BBB with the administration of a non-viral DNA plasmid encoding a
lysosomal enzyme, beta-glucuronidase (GUSB), was examined in GUSB knockout
(KO) mice, a model of MPS VII [94]. The plasmid, designated pCMV-GUSB, was
adsorbed on Trojan horse liposomes composed of POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycerol-3-phosphocholine), DDAB, DSPE-PEG2000, and DSPE-PEG2000—-
maleimide. The system was targeted across the BBB and the brain cell membrane
through a monoclonal antibody to the mouse transferrin receptor [94]. The GUSB
enzyme activity was increased more than 50-fold in a fibroblast cell culture obtained
from GUSB KO mice following the application of the antibody-targeted liposomes
carrying the pCMV-GUSB. The enzyme activity remained high for over 2 weeks. The
treatment of adult GUSB KO mice consisted of a single intravenous injection of 0.2 ml
of Trojan horse liposomes carrying the pCMV-GUSB at a dose of 10 mg of DNA
plasmid. The GUSB enzyme activity increased tenfold in the brain, kidney, liver, lung,
and spleen. This study showed the possibility of delivering a non-viral DNA plasmid
encoding lysosomal enzymes to the brain following the intravenous administration of

receptor-specific Trojan horse liposomes.

Recently, studies have demonstrated the feasibility of nanoemulsions for nucleic
acid delivery. Cationic nanoemulsions, composed of an MCT oil core stabilized by
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DOPE, DOTAP, and DSPE-PEG complexed with a pIDUA plasmid (containing the
gene that encodes for alpha-L-iduronidase enzyme) with a charge ratio higher than
+2/-, showed stability and nucleic acid protection against enzymatic degradation. The
nanoemulsion complexed with pIDUA at +4/- charge ratio presented significant
transfection efficiency in vitro in MPS | patient fibroblasts. The in vivo administration of
complexes through the tail vein and portal vein or MPS | mice showed significantly
higher IDUA activity in the lungs and liver. This set of results shows that the formulation
obtained at the +4/- charge ratio is a promising non-viral gene delivery system, as it
promotes increased enzyme activity both in vitro and in vivo [22]. Another study from
the same group showed that the same formulations prepared by the adsorption or
encapsulation of preformed pIDUA-DOTAP complexes into the oil core of
nanoemulsions at different charge ratios protect the plasmid from DNAse
(deoxyribonuclease) | degradation. The intravenous injection of these formulations into
MPS | mice led to a significant increase in IDUA activity and expression in different
organs, especially the lungs and liver. These findings were more significant for
formulations prepared at higher charge ratios (+4/-), suggesting a correlation between
the charge ratio and transfection efficiency. Preclinical results demonstrated that the
complexes could be a potential therapeutic option for the treatment of MPS | [23].

CONCLUSIONS

Recent advances in biomaterials and nanotechnology have enabled the
production of new systems capable of carrying enzymes and genes involved in MPS
diseases. This allowed the development of innovative strategies to correct enzyme
deficiencies and genetic defects, especially in tissues of difficult access, such as the
brain. It also enabled the possibility of new therapeutic protocols through controlled
release using nanotechnology-based systems. Further investigation could provide
alternative therapies for specific problems associated with MPS. However, making

these treatments a reality for all types of MPS is still a challenge.
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EXPERT OPINION

Although the molecular basis of gene and enzyme therapy has evolved, the
primary limiting factor is still the lack of a system able to protect protein and genetic
material while promoting widespread distribution and allowing its entry into the desired
cell. In the early years, genetic diseases were the focus of gene therapy, but as they
are rare disorders, trials are now aiming at common illnesses, such as cancer.
According to the clinical trials platform of The Journal of Gene Medicine
(wiley.co.uk/genmed/clinical2015), approximately 9% of clinical trials are performed on
monogenic diseases, and less than 3% are for mucopolysaccharidoses. Of the total
number of trials, approximately 5% are with lipofection. Naturally, the success of
nonviral gene therapy is closely related to the molecular structure of the biomaterials
used to prepare these systems, especially the nanotechnology-based ones. Current
strategies focus on lipid or polymer systems, with a relatively restricted range of
excipients used due to intrinsic toxicity or low efficacy. Some cationic polymers, such
as chitosan, have been thoroughly tested, and even though they are suitable for
transfection in vitro, they are yet unsuitable for human administration. A current trend
seems to be the use of endogenous materials or having a percentage of a structure
based on a naturally occurring material. The strategy of using purely synthetic
materials, so far, has not produced the expected results. Regarding the nature of
nanotechnology systems, there seems to have enough evidence to say that lipid
systems are superior at this moment. Liposomes are the most common, with some
formulations already approved for drugs, while nanopatrticles have increasing citations
in publications in the enzyme and gene therapy fields, but their use remains mostly in
preclinical research, as their toxicity has not been fully elucidated for all routes of
administration. Since the ideal system has not yet been found, the search for new
systems for enzyme delivery and gene therapy must focus on the study of new
biomaterials suitable for human use.

Regarding MPS treatment, reports of ERT available for MPS indicate that this
treatment is successful but does not significantly correct bone disease, corneal opacity,
heart valve problems, or neurological manifestations once the onset is present.
Moreover, intravenous ERT does not cross the BBB and BRB, nor does it reach all
difficult to access tissues. However, AGT-181 is a fusion enzyme that brings hope for

85



circumventing these issues. Thus, it is important to consider the development of
alternative methods to approach the unmet needs of MPS therapy. The delivery of
nanotechnology-based ERT with enzymes that are able to cross the BBB could provide
a different approach to access the CNS (central nervous system) and even promote
the controlled release of these enzymes with fewer side effects. Gene therapy likely
represents the ultimate treatment for MPS diseases, but facing challenges is inevitable
before it becomes a standard treatment, including vector choices. In addition, it seems
that for multisystemic MPS diseases, a combination of a gene therapy protocol with
ERT will be more likely to correct the overall disease symptoms. The development of
nanocarriers capable of enzyme delivery to the brain, joints, eye, and other difficult
sites is mandatory for MPS treatment. The choice of biomaterials is important, as they
must be biocompatible, biodegradable, and bioabsorbable. Based on this, lipids are
the leading choice among materials, as several polymers are not approved for human
administration so far. There have been few studies involving nonviral carriers for the
treatment of MPS diseases, which must be due to the low transfection efficiency and
high cost of large-scale manufacture when compared to viral vectors. However, in our
opinion, in situ vector injections could be another alternative for reaching difficult-to-
correct sites, and viral vector injections combined with nanotechnology-based systems
could be suitable for improved enzyme or gene delivery. In conclusion, persistent
scientists are already researching to obtain the best delivery system that may provide
the most appropriate treatment for every MPS patient.
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CAPITULO 2







2.1. INTRODUCAO

Neste segundo capitulo, é demonstrada a utilizacdo de nanoemulsbes co-
complexadas com o plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 e com o oligonucleotideo
doador da sequéncia correta do gene IDUA para edicao génica de fibroblastos de
pacientes MPS |. As nanoemulsées (DOPE, DOTAP, DSPE-PEG e TCM) foram
preparadas através de homogeneizacdo a alta pressdo e a complexacdo com 0s
acidos nucleicos foi realizada através da adsorcdo ou encapsulamento dos
complexos pré-formados de DNA/DOTAP no nucleo oleoso das formulagdes. Os
resultados globais demonstraram a estabilidade de associacdo das formulacées
com o DNA, pois somente apds 24 horas de incubacao foram observadas bandas
de DNA liberado no gel de agarose submetido a eletroforese, exceto para a
formulagcdo encapsulada que permaneceu complexada mesmo apos 48 horas de
incubagdo. Apds 24 horas de incubagdo em meio de cultura DMEM suplementado
com soro fetal bovino todos os complexos possuiam bandas de DNA levemente
degradado. A administragdo dos complexos in vitro em fibroblastos de pacientes
MPS | com a mutagdo Trp402* conduziu a um aumento significativo na atividade
enzimatica de IDUA em dois, quinze e trinta dias apds os tratamentos. A morfologia
celular foi verificada por microscopia confocal através da marcacao dos lisossomos
com o fluoroforo LysoDeep, e observou-se fendtipo semelhante ao dos fibroblastos
normais, como constatado pela quantificacdo do fluoréforo por citometria de fluxo.
Esses resultados demonstraram que esses complexos lipidicos s&o eficientes
vetores ndo-virais para o sistema CRISPR/Cas9 e possibilitam a transfeccdo e a
correcdo da mutacdo Trp402* e a producéao de IDUA pelos fibroblastos de pacientes
MPS I, e representam uma opgdo em potencial para o tratamento da MPS |.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type | (MPS 1) is an inherited disease caused by the deficiency
of alpha-L-iduronidase (IDUA). This study shows the use of nanoemulsions co-
complexed with the plasmid of CRISPR/Cas9 system and a donor oligonucleotide
aiming at MPS | gene editing in vitro. Nanoemulsions composed of MCT, DOPE,
DOTAP, DSPE-PEG, and water were prepared by high-pressure homogenization. The
DNA was complexed by adsorption or encapsulation of preformed DNA/DOTAP
complexes with nanoemulsions at +4/ -1 charge ratio. The overall results showed that
the lipid nanostructures can strongly bind the DNA, which enables the protection
against DNase | enzymatic degradation. The incubation in DMEM or with serum
showed that the complexation with DNA was stable after 1 h of incubation, but the
complexes tended to release the adsorbed DNA after 24 h of incubation, while the
encapsulated DNA remained complexed in the oil core of the nanoemulsions even 48
h after incubation with DMEM. The treatment of MPS | patient’s fibroblasts
homozygous for the p.Trp402* mutation led to a significant increase in IDUA activity at
2, 15, and 30 days when compared to MPS | untreated fibroblasts. Flow cytometry and
confocal microscopy demonstrated that there was a reduction in the area of lysosomes
to values similar to normal, an indicator of correction of the cellular phenotype. These
results show that the nanoemulsions co-complexed with the CRISPR/Cas9 system and
a donor oligonucleotide could effectively transfect MPS | p.Trp402* patient’s
fibroblasts, as well as enable the production of IDUA, and represent a potential new
treatment option for MPS |.

Keywords: CRISPR/Cas9; Gene therapy; Gene editing; Mucopolysaccharidosis type

I; Nanoemulsion; Nonviral vectors.
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INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis type | (MPS |, OMIM #607014 #607015 #607016) is a
lysosomal storage disorder caused by the accumulation of the glycosaminoglycans
(GAGs) heparan and dermatan sulphate, due to the deficiency of the enzyme alpha-L-
iduronidase (IDUA, EC 3.2.1.76). The disease is characterized by multiple tissue and
organ dysfunctions that include organomegaly, stiff joints, skeletal and heart
abnormalities, and neurocognitive impairment, among several other signs and
symptoms [1]. IDUA mutation frequencies vary worldwide, but ¢.1205G>A (p.Trp402*)
is the most frequent mutation found in European and South American patients [2]. The
p.Trp402* mutation is a single base substitution (TGG to TAG) that introduces a stop
codon at position 402 of the IDUA protein and is associated with an extremely severe

clinical phenotype in homozygous patients, producing undetectable levels of IDUA [1].

The treatments currently available for MPS | are enzyme replacement therapy
(ERT) and hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Both treatments improve
several symptoms in MPS | patients, but some tissues, such as bone, eye, heart
valves, and brain, have limited or no improvements after therapy. Besides, ERT does
not cross the blood—brain barrier (BBB), while HSCT is only effective if performed early
in life, before cognitive decline [3-5]. Researchers have tried novel therapies to

circumvent these problems such as gene therapy [6].

Among gene therapy approaches, the CRISPR/Cas technology has been
recently studied for genome editing in mammalians [7-9]. The CRISPR/Cas9 system
requires the RNA-guided DNA endonuclease Cas9 protein that breaks DNA and a
variable CRISPR RNA (crRNA) and a trans-activating crRNA (tracrRNA) duplex, which
can be combined into a single guide RNA (gRNA) that promotes DNA target recognition
[10]. There are only two requirements for Cas9 to cleave a substrate: base pairing
between the 5' end of the gRNA and the target DNA, and the presence of an NGG
motif (the PAM) immediately downstream of the target sequence. Thus, by changing
the targeting sequence at the 5' end of the gRNA, Cas9 can be programmed to target
a wide variety of sequences [8,11]. The CRISPR/Cas9 system can be delivered to cells
either naked or carried by viral or nonviral vectors, and along with the system plasmid,
a donor of the correct DNA sequence must be co-delivered when the main desired
result is repairing a mutation in the genome [12].
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Nanotechnology-based gene therapy is an interesting option for MPS | patients,
given that nonviral vectors are biocompatible, biodegradable, bioabsorbable, low cost,
and have low immunogenicity [12—15]. Cationic lipid-based carriers represent the most
intensively studied and employed nonviral vectors. Among these are nanoemulsions,
comprised by an oil core stabilized by an emulsifying layer of cationic lipids that
associate with the phosphate groups of nucleic acids through electrostatic interactions.
Some evidence have shown an improved transfection efficiency of nanoemulsions as
nonviral carriers, and some studies have even demonstrated satisfactory results in
MPS | models [14,16—20]. However, there is a lack of studies demonstrating the
efficiency of nanoemulsions as vectors for the co-delivery of a plasmid and an
oligonucleotide, which is essential for the CRISPR/Cas9 technology.

Our previous work used a traditional plasmid vector overexpressing IDUA
cDNA. However, although studies showed a significant increase in IDUA activity, it was
transient [22,23]. To achieve long-term correction of a genetic disease, we decided to
test gene editing via CRISPR/Cas system.

Therefore, this study aimed to investigate the physicochemical characteristics
of cationic nanoemulsions co-complexed with a CRISPR/Cas9 plasmid and a donor
oligonucleotide aiming at the correction of the p.Trp402* mutation in the IDUA gene by

assessing the transfection efficiency of these complexes in MPS | human fibroblasts.
MATERIALS AND METHODS

Vectors

The PrecisionXTM® CRISPR/Cas9 SmartNuclease system (System
Biosciences, Palo Alto/CA, USA) was used for genome editing experiments. In this
system, the Cas9 nuclease and the guide RNA formed by a crRNA-tracrRNA transcript
are present in a single vector. A 20 bp target sequence adjacent to a NGG (PAM
sequence) which is 16 nucleotides distant from the mutated base on p.Trp402* was
selected with the aid of an online software (https://chopchop.rc.fas.harvard.edu)
(Figure 2.1A). The choice of the gRNA was particularly based in the sequence that had
the lower number of off-target sites. Sense and antisense oligonucleotides were

synthesized, annealed and ligated to the vector that encodes the Cas9. The plasmid
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was grown in transformed Escherichia coli Top 10 (Life Technologies, Carlsbad/CA,
USA) using standard procedures and isolated using Maxi Prep® High Purity columns
(Life Technologies, Carlsbad/CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
The extracted plasmid DNA was then sequenced by Sanger method to verify the

correct orientation of the insert.

For targeted homologous recombination (HR), a 134 base oligonucleotide
homologous to the p.Trp402* region was synthesized with the correct nucleotide
(called donor oligonucleotide). The choice of the size of the HR arms and the use of
an ssDNA (single stranded DNA) oligonucleotide as the HR template was based in
data available from previous work, which shows that 50-80 bp homology arms that
flank each side of the change leads to optimal results. [7].

To avoid cleavage of the oligonucleotide by Cas9, as it contains the target region
recognized by the nuclease, the PAM sequence was modified by a G to A transversion
creating a silent mutation on codon p.GIn407 (Figure 2.1B).

A

Target sequence: 5’GCTC Ig GGCCGAAGTGTCGOXNER’
—dr-

Trp402* PAM

B
5GCGGCTGGGCAACGACCCCACGCGGCGACGGCCCCCCCCC
GCCCCGCAGATGAGGAGC
CCGGGACCGTCCTGGACAGCAACCACACGGTGGGCGTCCTGG
CCAGCGCCCA3’

Figure 2.1. Vectors. (A) A 20 bp target sequence adjacent to a NGG (PAM sequence,
highlighted) which is 16 nucleotides distant from the mutated base on p.Trp402* (G to
A, highlighted). (B) Donor oligonucleotide sequence for targeted recombination.
Underlined is the target region, highlighted are first the corrected base and second the
PAM base change.
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Preparation of formulations

Nanoemulsions were prepared by high-pressure homogenization and

complexes comprise the association with DNA at +4/ -1 charge ratio.

A schematic representation of the preparation of DNA/nanoemulsion complexes
by adsorption or encapsulation of preformed hydrophobic DNA/DOTAP complex was
depicted in Figure 2.2.
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Figure 2.2. Schematic representation of the preparation of DNA/nanoemulsion
complexes by adsorption or encapsulation of preformed hydrophobic DNA/DOTAP
complex.

Preparation of blank formulations

Blank nanoemulsions (N) were composed of 5.0 % (w/ w) medium chain
triglycerides (MCT) (Lipoid, Ludwigshafen, GER), 0.56 % (w/ w) phospholipid 1,2-di-
(9E-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE) (Lipoid,
Ludwigshafen, GER), 0.56 % (w/ w) 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-trimethylammonium
propane (DOTAP) (Lipoid, Ludwigshafen, GER), 0.285 % (w/ w) 1,2-distearoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000] (ammonium
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salt) (DSPE-PEGQG) (Lipoid, Ludwigshafen, GER), 2.25 % (w/ w) glycerol (Merck, Rio de
Janeiro, BRA), and bi distilled water up to 100 %. Lipids were dissolved in chloroform
and evaporated under reduced pressure (40 °C). The lipid film was hydrated in an
aqueous glycerol solution, vortexed for 1 min and left to stand overnight at 4 °C. On
the following day, formulations were sonicated (Unique, Sdo Paulo, BRA) for 15 min at
38 °C. Finally, emulsions were passed through a high-pressure homogenizer (Avestin,
Ottawa, CAN) at 10,000 psi for 10 cycles.

Preparation of the hydrophobic DNA/DOTAP complex

The hydrophobic DNA/DOTAP complex was prepared as described by Fraga et
al. [20] with some modifications. DNA was first incubated with DOTAP in a monophasic
mixture of chloroform: methanol: water (1:2.1:1) at room temperature and left to stand
for 30 min. The monophase was then partitioned into a two-phase system by the
addition of chloroform and water (2 mL each), followed by brief vortexing. The upper
aqueous and lower organic phases were separated by centrifugation at 2000 xg for 10
min at room temperature. The aqueous and organic phases were collected separately
and their fluorescence was determined using a Qubit® 2.0 Fluorimeter (Life
Technologies, Carlsbad/CA, USA), with the aim of quantifying whether DNA remained
in the aqueous or organic phase. Fluorescence in the interface was calculated by
subtracting the fluorescence of aqueous and organic phases from the total

fluorescence.

Preparation of DNA/nanostructure complexes

Complexes were prepared by the adsorption of DNA onto blank nanoemulsions
or by the incorporation of preformed DNA/DOTAP complex into the oil core of
nanoemulsions. The ratio of CRISPR/Cas9 plasmid and donor oligonucleotide was 1:1
(w/w). DNA adsorption was performed by the addition of previously established
amounts of DNA to blank nanoemulsions at room temperature, resulting in NA
(nanoemulsion/adsorbed DNA) complexes. DNA encapsulation was performed by
addition of the preformed DNA/DOTAP complex (obtained as described in the previous
section) into the lipid mixture during nanoemulsion preparation. Those complexes were
labelled NE (nanoemulsion/encapsulated DNA).
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The two complexes were prepared at the theoretical +4/ -1 charge ratio (ratios
of the positive charges from cationic lipids to the negative charges from DNA
phosphate groups and DSPE-PEG), since the complexes at this charge ratio has been
proven to be more stable according to previous studies [17,20].

Droplet size and zeta potential

The mean droplet size, polydispersity index (P.l.), and C-potential of the
formulations and complexes were determined by photon correlation spectroscopy
(PCS) at 90° and electrophoretic mobility measurements (3000HS Zetasizer, Malvern
Instruments, Worcestershire, UK). The samples were diluted in water or 1 mM NaCl.

Agarose gel electrophoresis

The complexation of the CRISPR/Cas9 plasmid and p.Trp402* donor
oligonucleotide with the cationic formulations was verified by agarose gel
electrophoresis. The extent of DNA decomplexation was assessed in a similar way.
The complexes were incubated in serum-free Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, BRA) or DMEM supplemented with 10 % fetal
bovine serum (FBS) (Life Technologies, Sdo Paulo, BRA) for 1, 24, and 48 h. Then,
complexes were electrophoresed in 1 % agarose gel stained with SYBR® Gold Nucleic
Acid Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad/CA, USA). Naked DNA was used as control.

In vitro experiments

Cells used in the experiments are from primary fibroblast culture obtained from
human skin biopsy. The cells were obtained from young MPS | patients with Hurler
syndrome (genotype p.Trp402*/p.Trp402*) and normal subjects under informed
consent. The project was approved by the local ethics committee (CEUA
/HCPA#150416).

Fibroblasts were cultivated in DMEM supplemented with 10 % FBS and 1 %
ampicillin / streptomycin. The cells were grown to 70 % — 80 % confluence, and
incubated in a humidified COz2 incubator at 37 °C.
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Cell viability assay

Cell viability was assessed in MPS | fibroblasts using the 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT, USB Corporation, Cleveland/OH, USA)
assay, performed after incubation with blank nanoemulsions, and NA and NE
complexes. Cells were cultivated in DMEM containing 10 % FBS (Gibco, Grand
Island/NY, USA), and 1 % ampicillin / streptomycin, and seeded at 1 x 10 cells/ well
in a 96-well plate. Increasing volumes of the blank formulations and complexes (O,
2.82,5.64, 11.35, 22.6, 45, and 90 uL) were incubated with the fibroblasts cultivated in
DMEM for 48 h, then the medium was removed, and a 5 g/L MTT solution was added.
Cells were incubated at 37 °C with 5 % COz2 for 4 h. After that, 100 pL of dimethyl
sulfoxide (DMSO, Synth Solutions, Sao Paulo, BRA) were added to dissolve the blue
formazan crystals. The optical density was measured at 570 nm using a
spectrophotometer (Anthos, Hamburg, GER). Cells incubated in DMEM were used as
control for 100 % cellular viability, while 0 % of cellular viability was obtained after
incubation of cells with Triton X-100 (2 %, w/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis/MO, USA).

Gene transfer

MPS | fibroblasts at passages 2 - 6 were seeded at 5 x 10* cells/well in a 6-well
plate, cultivated in DMEM containing 10 % FBS, and 1 % ampicillin / streptomycin and
maintained in a humidified COz incubator at 37 °C for 24 h before the assay. The cells
were grown to 50 % — 60 % confluence and gene transfer was performed by incubating
the cells with 60 puL of complexes containing 10 ug of each DNA sequence, Naked
oligo, Naked CRISPR, Naked Oligo/CRISPR, or Lipofectamine 3000™ (according to
manufacturer’s instructions) for 24 h in serum-free DMEM, then 10 % FBS was added
and cells were incubated up to 48 h.
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IDUA activity

At 2 days, 15 d or 30 d after transfection, the culture medium was collected and
the fibroblasts were suspended in trypsin, centrifuged, and resuspended in bi distilled
water. After vortex, cells were centrifuged and the supernatant as well as the culture
medium were used to assess IDUA activity using the 4-methylumbelliferyl alpha-L-
iduronide (Glycosynth, Warrington, UK) as substrate. Both samples were incubated at
37 °C for 1 h in sodium formate buffer (pH 2.8), according to Baldo et al [21].
Fluorescence was measured with 365 nm excitation and 450 nm emission filters in a
fluorescence spectrophotometer (SpectraMax M2, Molecular Devices, Sunnyvale/CA,
USA). Results for culture medium are presented as nmol/h/mL and results in fibroblasts
were calculated in nmol/h/mg protein and shown as a percentage of IDUA activity from
a normal fibroblast. The protein content was quantified using the method described by
Lowry and coworkers [22].

CytoPainter LysoDeep® Red Indicator labeling

The cultivated cells were transferred to cover-slips inside a culture plate filled
with DMEM supplemented with 10 % FBS. At 2 d and 30 d after treatment, treated
fibroblasts, MPS | untreated fibroblasts, and normal fibroblasts were labeled with the
fluorogenic probe CytoPainter LysoDeep® Red Indicator Reagent (ab176829, Abcam,
Cambridge, USA) according to the manufacturer’s instructions. Cells were incubated
with dye for 30 minutes at 37 °C and then washed in Hank's Balanced Salt Solution
with 20 mM Hepes buffer (HHBS). Half of the cells were analyzed for fluorescence
intensity by flow cytometry and other half was fixed in 4 % paraformaldehyde, and
analyzed under a Leica TCS SP8 MP confocal laser microscope (Leica Microsystems,
Buffalo Grove/IL, USA).

Confocal microscopy

After 30 min of incubation at 37 °C with CytoPainter LysoDeep® Red Indicator,
cells were fixed in 4 % paraformaldehyde for 15 min, and mounted with Fluoroshield®
mounting medium with DAPI (Abcam, Cambridge, UK). Images were acquired in

fluorescence (EX’Em = 596/619 nm) and transmission channels with a 63x glycerin-
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immersion objective in a Leica TCS SP8 MP confocal laser microscope (Leica
Microsystems, Buffalo Grove/lL, USA). Images were analyzed by Imaged software
(n=10).

Flow cytometry

After incubation with the CytoPainter LysoDeep® Red Indicator, live cells were
resuspended in HHBS buffer and analyzed for fluorescence intensity levels by
Invitrogen® Attune® NXT flow cytometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham/MA,
USA). First, an FSC/SSC gate was delineated to define a live gate analysis (designated
as the right pink area R5 in Supplementary figure 2). Fluorescence intensity from
samples was then compared by histogram analysis. The first comparison was among
MPS | and normal fibroblasts (n=5). Then the two treated groups were compared to
MPS | untreated group at different times of culture (2 d, 15 d, and 30 d). For each
sample, 10,000 events were acquired.

Data analysis

Films obtained in agarose gel electrophoresis and pictures obtained in
microscopy were scanned to capture their images. Optical density (OD) of each gel
and picture was measured using the NIH Imaged 1.44b software. Results were

expressed as the mean + standard deviation of at least three independent experiments.

For statistical analysis, the GraphPad Prism software was used. Student’s ttest
was used to compare mean droplet size, zeta potential, and Normal and MPS | groups
from flow cytometry assay. One-way ANOVA with Tukey as post-hoc were used to
compare MPS | and treated groups in flow cytometry results. For IDUA activity and
confocal microscopy, Kruskal-Wallis test with Dunns as post hoc were used, and
results were expressed as the mean * standard error of the mean of ten independent

experiments. Statistical differences among groups were considered when p<0.05.
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RESULTS

Physicochemical properties of the formulations

The physicochemical properties of N, NA, and NE formulations and complexes
were summarized in Table 2.1. Mean droplet size of the nanoemulsions N, NA, and
NE ranged from 175 to 214 nm. Droplet size tended to increase with the addition of
DNA to the blank formulations, but there was no significant difference between NA and
NE. Blank formulation N showed a positive zeta potential of approximately +40 mV,
which significantly decreased when DNA was added to the formulation (NA and NE)
(Student's t-test, p < 0.05).

The polydispersity index was significantly lower for the complexes (NA and NE)
when compared with the blank formulation (N).

Table 2.1. Physicochemical properties of N, NA, and NE formulations at +4/ -1 charge
ratios: droplet size, polydispersity index (P.l.), and Zeta potential.

Formulation Droplet size (nm) P.l Zeta potential (mV)
N 175.8+1.6 0.24 £ 0.01 +40.6 1.2
NA 2125 +1.02 0.12£0.04 +30.2£1.2°
NE 214.3 £2.62 0.14 £0.03 +28.5+1.1P

Results represent the mean * standard deviation of three experiments; difference before and after
complexation. Student's t-test, p < 0.05. 2 Mean diameter. b Zeta potential. N = blank nanoemulsion, NA
= nanoemulsion/adsorbed DNA, and NE = nanoemulsion/encapsulated DNA.

DNA decomplexation assay

The nucleic acids complexation with nanoemulsions was evaluated by agarose
gel electrophoresis. Nucleic acids were retained at the application site of agarose gel
for both NA and NE, indicating the complexes formation. Nucleic acids decomplexation
was evaluated after incubation in serum-free DMEM or DMEM/ 10 % FBS and 1 %
ampicillin/ streptomycin (Figure 2.3).

It is possible to observe that the nucleic acids were not released from NA or NE
(Figure 2.3A) complexes after 1 h of incubation in both DMEM with or without FBS
supplementation. However, after 24 h of incubation in DMEM, one can notice that
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CRISPR/Cas9 plasmid was slightly released from NA complexes, but not the
oligonucleotide (Figure 2.3A), while encapsulated DNA was not released from the NE
complexes. After 24 h of incubation in DMEM supplemented with 10 % FBS and 1 %
ampicillin / streptomycin, the DNA was released from NA complexes and presented
slight degradation (Figure 2.3A), while the DNA remained encapsulated in NE
complexes. After 48 h of incubation in DMEM, NA (Figure 2.3A) showed both plasmid
and oligonucleotide slight decomplexation, however, NE complex still did not present
DNA release (Figure 2.3A). After 48 h of incubation in supplemented DMEM, the two
complexes NA and NE presented fragments of slightly degraded DNA.
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Figure 2.3. (A) CRISPR-Cas9 plasmid and p.Trp402* donor oligonucleotide
decomplexation from NA and NE after incubation in DMEM or DMEM + 10 % FBS.
DNA migration after 1 h, 24 h, and after 48 h of incubation. (B) Mean diameter (bars)
and ¢-potential (circles or squares) of NA and NE after incubation in DMEM (grey bars
and circles) or DMEM supplemented with 10 % FBS (white bars and squares). Results
represent the mean * standard deviation of three experiments. Naked CRISPR/OLIGO
= free DNA; NA = nanoemulsion/ adsorbed DNA; NE = nanoemulsion/ encapsulated
DNA.
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The physicochemical properties of the complexes were analyzed at the same
conditions under which the decomplexation of the CRISPR/Cas9 plasmid and
p.Trp402* donor oligonucleotide were assessed (Figure 2.3B). The overall results
showed no significant change in the droplet size of NA and NE (Figure 2.3B)
complexes, whose droplet sizes remained at approximately 200 - 250 nm after
incubation with DMEM supplemented or not with 10% FBS. Conversely, the zeta
potential of the complexes decreased to negative values over time. This reduction
occurred faster and to lower values when the complexes where incubated in DMEM/
10 % FBS. Thus, serum-free DMEM was chosen for the first 24 h incubation of

treatments, and then FBS was added to the cells.
In vitro experiments

IDUA activity

The transfection efficiency was assessed in MPS | patient’s fibroblasts treated

with NA (Figure 2.4, squares) or NE (Figure 2.4, circles) complexes at 2 d, 15 d, and
30 d after transfection.
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Figure 2.4. Transfection efficiency: percentage of normal IDUA activity achieved after
incubation with complexes. (A) Percentage of normal IDUA activity in cell lysate.
Untreated MPS | fibroblasts (triangles), MPS I fibroblasts treated with NA (squares) or
NE (circles). (B) Percentage of normal IDUA activity measured in DMEM culture
medium over time. Untreated MPS | fibroblasts (triangles), MPS | fibroblasts treated
with NA (squares) or NE (circles). Results represent the mean * standard error of the
mean of ten experiments; *p < 0.05, compared to untreated MPS | fibroblasts at the
same time of culture (Kruskal-Wallis test followed by Dunns post-hoc). NA =
nanoemulsion/ adsorbed DNA; NE = nanoemulsion/ encapsulated DNA; normal IDUA
activity in fibroblasts = 74 — 120 nmol/ h/ mg protein; normal IDUA activity in DMEM =
40 — 60 nmol/ h/ mL DMEM.
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Untreated MPS | fibroblasts were used as negative control and transfection
efficiency was presented as a percentage of IDUA activity in normal fibroblasts
(nmol/h/mg protein) or in DMEM (nmol/h/mL DMEM). Other controls were used, as
Naked Oligo, Naked CRISPR, and Naked Oligo/CRISPR, although there was no
significant difference between MPS | results (Supplementary figures 2.2A and 2.2C).

When NA or NE complexes were added to the cell cultures, a significant
increase in IDUA activity was observed after treatment (Figure 2.4A). However, there
was no statistical difference between the two treatments at the same time of culture.
Some single treatments achieved activities higher than 6 %, although the average
results were around 2 - 4 % of normal IDUA activity. The measurements in DMEM
culture medium were also significant for both formulations at all times of culture (Figure
2.4B). Both treatments were similar to Lipofectamine 3000™ transfection reagent
(Supplementary figures 2.2B and 2.2D).

Confocal microscopy

The fibroblasts were stained with Lysodeep® and Fluoroshield® with DAPI
stains and the images were analyzed under a confocal microscope (Figure 2.5).

The red dots are the lysosomes colored with Lysodeep®, and the blue areas
are the nucleic acids in the cell’'s nucleus stained with DAPI (Figure 2.5A). Untreated

MPS | fibroblasts and normal fibroblasts were used as controls.

After treatment with NA or NE a decrease in the red stained area could be
progressively observed, and the lysosomes seemed smaller in comparison with MPS
| fibroblasts. The analysis by ImagedJ (Figure 2.5B) confirmed statistical difference at
30 d after treatments, with a 22% reduction of fluorescence in the cells treated with NA,
and 20% with NE, similar to normal cells.
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Figure 2.5. Lysosome staining. (A) Fibroblasts were labeled with LysoDeep®; images
were acquired in fluorescence (Ex/ Em = 596/ 619 nm) and transmission channels with
a 63x glycerin-immersion objective in a Leica Microsystems confocal microscope.
Confocal microscopy images of untreated MPS | fibroblasts, normal fibroblasts, and
MPS | fibroblasts 2 d and 30 d after NA or NE treatments. (B) Quantification of red
stained area in the fibroblasts. *p<0.05 compared to untreated MPS | cells. Scale bars,
25 ym; magnification, 63x. NA = nanoemulsion/ adsorbed DNA; NE = nanoemulsion/
encapsulated DNA.
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Flow cytometry

MPS | patient’s fibroblasts treated with NA or NE complexes at +4/ -1 charge
ratio were stained with Lysodeep® Cytopainter and the fluorescence was analyzed
with a flow cytometer (Figure 2.6). Untreated MPS | fibroblasts and normal fibroblasts
were used as controls (Figure 2.6A). In figure 2.6B is possible to observe that there
was a reduction in the fluorescence of lysosomes after 30 d of culture. The Figure 2.6C
shows a representative histogram of NA and NE treatments at 2 d and 30 d after
treatments, when compared to MPS | untreated fibroblasts. Confirming the results from
the microscopy, a progressive reduction in the lysosome staining signal was observed,
reaching levels similar to normal at 30 days of culture for both NA e NE formulations.
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Figure 2.6. Representative histograms of lysosome dyed live cells analyzed for
fluorescence intensity levels. (A) Comparison among MPS | and normal fibroblasts.
(B) The NA and NE treated groups were compared to MPS | untreated group over time.
(C) Percentage of fluorescence found in normal, NA (striped bars) and NE (dark grey
bars) treatments at 2 d, 15 d, and 30 d of culture relative to MPS | fibroblasts. Values
refer to average of the percentage of cells in each gate of three independent
experiments + standard deviation. *p<0.05 compared with control (one-way ANOVA,
followed by Tukey post-hoc). NA = nanoemulsion/ adsorbed DNA; NE = nanoemulsion/

encapsulated DNA.
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DISCUSSION

This set of experiments described the co-complexation of two DNA sequences,
the plasmid encoding the CRISPR/Cas9 system and the p.Trp402* donor
oligonucleotide onto cationic nanoemulsions. As the Cas9 nuclease cuts the two
genomic DNA strands, a DNA template is needed to the homologous directed repair
(HDR) of the genomic DNA. The two DNA sequences must be delivered to the cell,
since without the CRISPR/Cas9 there would be no gene editing, and without the donor
oligonucleotide there would be no recombination. Thus, in both cases the mutation
would not be corrected. In this study, both nucleic acids were associated with
nanoemulsions by adsorption (NA) or by encapsulation of preformed nucleic acids/
DOTAP complexes (NE). The assessment of the extent of DNA complexation with
nanoemulsions was performed through a mobility shift assay. Nucleic acids seem to
be associated with nanoemulsions once no migration from complexes was detected in
the electrophoresis gel. Further evidences of nucleic acids association with
nanoemulsions (NA and NE) could also be detected by a significant reduction of the
zeta potential of the nanostructures. The electrostatic interactions between positively
charged DOTAP molecules and negatively charged phosphate groups in nucleic acids
have been considered to be the main force behind nucleic acid complexation with
nanotechnology-based systems [23,24].

Whatever the procedure used, the association of nucleic acids with
nanoemulsions yielded monodisperse complexes (IP<0.2) exhibiting 200nm in size, as
estimated by PCS. No differences were detected between complexes obtained by
adsorption or encapsulation, even after the association of a large size CRISPR/Cas9
plasmid (9.9 Kb). In addition, the size of the complexes remained quite similar after
their incubation with DMEM or DMEM supplemented with 10% FBS over time. Such
results could be related with the role of the polyethylene-glycol moiety of DSPE-PEG
on the stabilization of complexes due to the steric hindrance preventing aggregation
and neutralization of positive charge of the DNA/emulsion complex, especially in the
presence of serum proteins and electrolytes [6, 21]. It is believed that the PEGylated
lipid sterically keeps the approaching plasma proteins away from the surface by coating
it with PEG in mushroom or brush conformation [25]. However, the adsorption of
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proteins (from FBS) on nanocomplexes reduces progressively the zeta potential over
time, leading to the charge inversion to negative values after 48h of incubation.

Complexes were further incubated in cell culture conditions to assess the extent
of decomplexation of nucleic acids from NA and NE complexes, as well as the
protection against nuclease degradation. Results clearly showed that nucleic acids
were not released from both complexes after 1 h of incubation. However, nucleic acids
were released from NA in the presence of serum proteins after 24h of incubation,
whereas from NE, decomplexation of nucleic acids occur only after 48 h of incubation.
These results demonstrate that DNA localization in the inner oil core of nanoemulsions
may protect nucleic acids from degradation better than the adsorption on the surface,
thus promoting longer lasting DNA complexation [20]. Our results also showed that
degradation of nucleic acids in the presence of FBS 10% follow in line with their release
from complexes. Some degradation can be observed for complexes obtained by
adsorption at the interface of nanoemulsions (after 24 h of incubation) in comparison
with the encapsulated ones (only after 48h of incubation).

In vitro experiments performed in human MPS | fibroblasts showed that NA and
NE complexes were well tolerated by cells, demonstrating cell viability of about 80%.
The transfection and correction efficiency of NA and NE complexes were evaluated by
IDUA activity assay, which detected significant levels of IDUA in fibroblasts at 2 d after
treatments, and were kept until 30 d of cell culture. The measurements in DMEM also
showed a statistically significant increase. These results are important because they
may infer that the enzyme produced by the corrected cells could be released to the
culture medium. For treating MPS |, the correction of a few cells could lead to enzyme
release into the medium and the IDUA may be taken up by the neighboring cells,
resulting in widespread correction of the biochemical defects [11]. It has been reported
that the presence of less than 1% of normal IDUA activity in patients is sufficient to
moderate some of the severe clinical symptoms related to Hurler syndrome [26—28].

MPS | p.Trp402* (Hurler) is characterized by a near total absence of IDUA
activity, leading to the accumulation of GAGs within the lysosomes. The higher levels
of GAGs accumulation are associated with a superabundance of lysosomes with an
abnormal morphology [28,29]. Thus, to assess if the treatments were capable to reduce

the number of lysosomes and therefore to correct the cell phenotype, the cells were
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incubated with LysoDeep® Red, a fluorescent dye that is endocytosed into the
lysosomes. The confocal images showed that the two treatments were capable of
reducing the fluorescence intensity attributed to the lysosomes when compared to the
MPS | untreated fibroblasts. These results were confirmed by flow cytometry,
demonstrating that the treatments promoted a significantly reduction in the number of
lysosomes to values similar to those of normal fibroblasts. These findings may be
related to the phenomenon of cross-correction, which is the ability of enzyme-
expressing cells to correct neighboring cells that are enzyme-deficient and are in
agreement with the levels of IDUA activity [27,30].

The overall results reflect the efficient correction of the p.Trp402* mutation in
fibroblasts of MPS | patients. After the analysis of the results, it was possible to assume
that both nanoemulsions were effective for maintaining the enzymatic activity up to 30
d and for presenting a significant reduction in the number of lysosomes at 30 d after
treatment. The production of IDUA enzyme and the reduction in the area of lysosomes
proves the capacity of nanostructured carriers of co-delivering the CRISPR/Cas9
plasmid and the donor oligonucleotide, and shows the editing efficiency of this new

gene therapy tool.
CONCLUSION

This study investigated the ability of nanoemulsions as nonviral carriers of the
CRISPR/Cas9 plasmid and p.Trp402* donor oligonucleotide aiming for in vitro gene
therapy for the multisystemic disease MPS |. The overall results showed that the
administration of PEGylated nanostructured complexes led to an increase in IDUA
activity in the fibroblasts and in the culture medium. The lysosomes of treated
fibroblasts presented smaller areas when compared to MPS | cells analyzed by flow
cytometry, what may infer that the treatments could correct the mutation, allowing cell
production of functional IDUA, which was able to reduce lysosomal content. In addition,
it is worth noticing that a small-sized formulation and the ability of complexation,
protection and decomplexation of nucleic acids are requirements for transfection
efficiency, thus NA is a good candidate especially for in vitro assessments. Regarding
NE formulation, one can observe that the ability to complex with nucleic acids strongly
and the protection of DNA in the presence of serum proteins makes this a more

interesting formulation for in vivo studies. In conclusion, the set of results brings hope
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to the treatment of MPS | by gene editing with nanoemulsions as nonviral carriers for
the CRISPR/Cas9 system. These successful outcomes are highly encouraging for the
development of new strategies to improve transfection efficiency. This study shows the
feasibility of these complexes as nanotechnology-based carriers aiming for MPS | gene
editing.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Suppl. Table 2.1. Prediction of possible off-target events in éxons (crispr.mit.edu).

Locus MM Target sequence Gene

chr1:-50887260 4 [3:5:9:17] CGGCGCTTTGGCCTAGCGCGCGG DMRTA2
chr1:-154127358 4[2:5:14:20] CTACCCTTCGGCCGAGAGCCAGG  NuUP210L
chr1:-179263023 4[1:3:14:19] GGGCACTTCGGCCAAGAGGGCAG GRCh38
chr14:+101004991 4[1:3:15:16] GGCCACTTCGGCCTCCAGCGGGG BEGAIN
chr22:+38122486 4 [3:5:12:14] CGCCTCTTCGGGCAAGAGCGCAG TRIOBP
chr6:+106960649 4 [1:3:8:14] GGGCACTGCGGCCGAGAGCGGGG AIM1
chr8:+56436850 4[1:10:11:20] TGACACTTCATCCTAGAGCAGGG XKR4

MM: mismatches.
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Supplementary figure 2.1. Transfection efficiency in vitro: IDUA activity in human
fibroblasts and in supernatant (secreted IDUA). (A) IDUA activity shown as percentage
of activity found in normal fibroblasts or in (C) DMEM versus time of culture. Untreated
MPS | fibroblasts (full squares), MPS | fibroblasts treated with naked Trp402*
oligonucleotide (empty squares), MPS | fibroblasts treated with naked CRISPR plasmid
(empty circles), and MPS | fibroblasts treated with naked CRISPR/Trp402* plasmid
and oligonucleotide (full triangles), cultured for 2 days. (B) IDUA activity shown as
percentage of activity found in normal fibroblasts or in (D) DMEM versus time of culture.
MPS | fibroblasts treated with NA (empty squares), MPS | fibroblasts treated with NE
(empty circles), and MPS | fibroblasts treated with Lipofectamine 3000™ (full triangles)
cultured for 2, 15, and 30 days. Results represent the mean + standard error of the
mean of ten experiments; *p<0.05, compared to untreated MPS | fibroblasts or
Lipofectamine 3000™ (Student’s T test) or control groups (Anova, Dunn’s post-hoc).
NA: nanoemulsion adsorbed with CRISPR/Cas9 plasmid and Trp402* IDUA donor
oligonucleotide for in vitro correction of human fibroblasts. NE: nanoemulsion
encapsulated with CRISPR/Cas9 plasmid and Trp402* IDUA donor oligonucleotide for
in vitro correction of human fibroblasts.
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Supplementary figure 2.2. Representative dot plots of lysosome dyed live fibroblasts
analyzed for fluorescence intensity levels (SSC-A versus FSC-A) of MPS |, normal, NA
and NE at 2 d, and NA and NE at 30 d. The R5 pink area on the right was used as live
gate.
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CAPITULO 3







3.1. INTRODUCAO

Neste terceiro capitulo, é demonstrada a producao de lipossomas e nanoemulsées
por microfluidizacdo e sua caracterizacdo para utilizacdo como carreadores do
sistema CRISPR/Cas9, que pode envolver a complexacdo com somente um
plasmideo ou a co-complexacdo de um plasmideo e um oligonucleotideo. Os
lipossomas (DOPE, DOTAP e DSPE-PEG) e nanoemulsées (DOPE, DOTAP,
DSPE-PEG e TCM) foram preparados por microfluidizacdo com variacdo do numero
de passagens no equipamento a fim de obter-se o menor tamanho de
vesicula/goticula. A complexacdo com o DNA foi obtida através da adsorcao de um
plasmideo ou de uma mistura de plasmideo e oligonucleotideo em varias razées de
carga para determinag&o da relacdo mais estavel em que os acidos nucleicos estao
mais protegidos da degradacdo pela DNase I. Os principais resultados revelaram
que o processo de microfluidizacdo levou a uma reducdo do tamanho de particula
e indice de polidispersdo quando comparado a homogeneizacao a alta pressao
realizada no capitulo anterior. A incubagdo dos complexos com meio de cultura com
e sem soro fetal bovino e também em soro de camundongos demonstrou que ocorre
uma protecdo dos acidos nucleicos por até 24 h, evidenciando a liberagdo do
plasmideo apos 24 h e do oligonucleotideo apds 48 h. Os complexos demonstraram
manter a viabilidade celular acima de 70% e sua captacao por trés diferentes tipos
celulares foi avaliada. Esses resultados demonstraram que o0s lipossomas
produzidos com trés passagens e as nanoemulsées com quatro passagens sao
capazes de proteger os acidos nucleicos na relacdo de cargas +4/ -1, sendo
internalizados pelas células em cerca de 30% (Hep-G2 e fibroblastos) e 90% (HEK-
293). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre a utilizacao de lipossomas
ou nanoemulsées como carreadores, tampouco entre a associa¢cdo de uma ou duas
sequéncias de acidos nucleicos de tamanhos diferentes, concluindo que ndo ha
implicagcbes nesses quesitos para a utilizacdo no sistema CRISPR/Cas9.

129






3.2. ARTIGO CIENTIFICO

Physicochemical properties of cationic nanoemulsions and liposomes obtained by
microfluidization complexed with a single plasmid or along with an
oligonucleotide: implications for CRISPR/Cas technology

Submetido ao Materials Science and Engineering C







PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF CATIONIC NANOEMULSIONS AND
LIPOSOMES OBTAINED BY MICROFLUIDIZATION COMPLEXED WITH A SINGLE
PLASMID OR ALONG WITH AN OLIGONUCLEOTIDE: IMPLICATIONS FOR
CRISPR/CAS TECHNOLOGY

Roselena S. Schuh'3, Flavia N. S. Fachel', Edina Poletto?3, Ursula Matte?3, Guilherme

Baldo?3, Helder F. Teixeira®"

"Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS), Faculdade de Farmacia, Av. Ipiranga 2752, 90610-
000, Porto Alegre, RS, Brazil.

2Programa de Pos-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Campus do Vale, Av. Bento Gongalves, 9500,
91501-970, Porto Alegre, RS, Brazil.

3Centro de Terapia Génica - Hospital de Clinicas de Porto Alegre, R. Ramiro Barcelos
2350, 90035-903, Porto Alegre, RS, Brazil.

*Correspondence address:

Helder F. Teixeira

Avenida Ipiranga, 2752, ZIP Code: 90610-000 Porto Alegre/RS, Brazil. Telephone
number: +55 51 33085090; fax: +55 51 33085437 e-mail address:
helder.teixeira@ufrgs.br

133



ABSTRACT

In this study, we investigated the effects of the association of a single plasmid or its co-
complexation along with an oligonucleotide on the physicochemical properties of
cationic nanoemulsions and liposomes intended for gene editing. Formulations
composed of DOPE, DOTAP, DSPE-PEG (liposomes), and MCT (nanoemulsions)
were obtained by microfluidization. DSPE-PEG was found to play a crucial role on the
size and polydispersity index of nanocarriers. Nucleic acids were complexated by
adsorption at different charge ratios. No significant differences were noticed in the
physicochemical properties of nanocarriers (i.e. droplet size, polydispersity index, or
zeta potential) when a single plasmid or both plasmid and oligonucleotide were
adsorbed with the formulations. Transmission electron microscopy photomicrographs
suggested round nanostructures with the nucleic acids and DSPE-PEG enfolding the
surface. Complexes at +4/-1 charge ratio protected nucleic acids against DNase |
degradation. The oligonucleotide seemed to be released from the liposomal
complexes, while nanoemulsions only released the plasmid after 24 and 48 h of
incubation in DMEM supplemented or not. In vitro experiments demonstrated that
complexes were highly tolerable to human fibroblasts, Hep-G2, and HEK-293 cells,
demonstrating also an uptake ability of about 30 %, 30 %, and 90 %, respectively, no
matter what the formulation or the combination of nucleic acids used. The overall
results demonstrated the behavior of liposomes and nanoemulsions complexed with a
plasmid or a mixture of a plasmid and an oligonucleotide, and demonstrated that the
association with one or two nucleic acids sequences of different length does not seem
to interfere in the physicochemical characteristics of complexes or in the uptake

capacity by three different types of cells.

Keywords: nanoemulsion; liposome; co-complexation; CRISPR/Cas9;
microfluidization; plasmid and oligonucleotide.
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INTRODUCTION

Nucleic acids have been widely studied as alternative approaches to traditional
treatments, such as DNA vaccines, treatments to knockout gene expression, and gene
therapy. Although promising, these approaches face several limitations related to the
polyanionic and instable character of these molecules, which may interact and
aggregate with proteins, making it difficult to penetrate into cells through the plasma
membrane [1,2]. In this sense, some strategies have been researched, such as the
delivery of nucleic acids through the association with viral and nonviral vectors.

Nonviral lipid-based carriers are interesting alternatives, given that they are
biocompatible, biodegradable, low immunogenicity, and low cost structures [2—4].
Among them, vesicles composed of one or more lipid bilayers are liposomes, whereas
nanoemulsions comprise an oil core stabilized by an emulsifying layer. These
structures may contain a cationic lipid that associates with the phosphate groups of
nucleic acids through electrostatic interactions, allowing the complexation and
protection of RNA or DNA sequences [5-7].

New gene therapy approaches may require the delivery of one or more nucleic
acids into the cell nucleus. As an example, the CRISPR/Cas technology has been
studied for genome editing in humans [8,9], requiring the delivery of at least one nucleic
acid sequence, although it traditionally may require two: one encoding for the Cas9
protein and the other carrying the correct sequence for homologous recombination
[10-12].

In the meantime, these complexes between nucleic acids and nanocarriers must
be small-sized and stable to enhance the chances of penetration into the target cells.
With the aim of optimizing these odds, the production of small nanostructures requires
a high-pressure method to break down aggregates and to maximize the monodisperse
distribution of droplets. Microfluidization is one of the best methods that fit in this
category, as it forces the formulations into micro channels and homogenizes through
a combined mechanism of cavitation, impact, and shear [13—-15].

Based on this strategy, two nanocarriers were engineered to carry out the
efficient delivery of a single plasmid or combined along with an oligonucleotide.
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Therefore, this study aimed at investigating the physicochemical characteristics of
cationic nanoemulsions and liposomes produced by microfluidization associated with
a single CRISPR/Cas9 plasmid or co-complexed with the plasmid along with an
oligonucleotide, and above all aims to demonstrate the behavior of these systems in

vitro.
MATERIALS AND METHODS

Vectors

The PrecisionXTM® CRISPR/Cas9 SmartNuclease system (System Biology,
USA) was used on the experiments. In this system, the Cas9 nuclease and the guide
RNA formed by a crRNA-tracrBRNA transcript are present in a single vector. The
plasmid was grown in transformed Escherichia coli Top 10 (Life Technologies, USA)
using standard procedures and isolated using Maxi Prep® High Purity columns (Life
Technologies, USA) according to the manufacturer’'s instructions. The extracted
plasmid DNA was then sequenced by Sanger method to verify the correct orientation
of the insert. For targeted recombination, a 134 base oligonucleotide was synthesized

(a sequence homologous to the human alpha-L-iduronidase (IDUA) sequence).

Preparation of formulations and complexes

Preparation of formulations

Blank liposomes (L) were composed of 0.845 % (w/w) phospholipid 1,2-di-(9E-
octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE) (Lipoid, Ludwigshafen,
GER), 0.56 % (w/w) 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-trimethylammonium propane (DOTAP)
(Lipoid, Ludwigshafen, GER), glycerol (Merck, Rio de Janeiro, BRA), and double-
distilled water up to 100 %. For blank pegylated liposomes (LPeg), an equivalent
amount of 0.285 % (w/w) of DOPE was replaced by 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene  glycol)-2000] (ammonium  salt)
(DSPE-PEGQG) (Lipoid, Ludwigshafen, GER).

Blank nanoemulsions (N) were composed of 0.845 % (w/w) DOPE (Lipoid,
Ludwigshafen, GER), 0.56 % (w/w) DOTAP (Lipoid, Ludwigshafen, GER), 5.0 % (w/
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w) MCT (Lipoid, Ludwigshafen, GER), glycerol (Merck, Rio de Janeiro, BRA), and
double-distilled water up to 100 %. For blank pegylated nanoemulsion (NPeg), an
equivalent amount of 0.285 % (w/w) of DOPE was replaced by DSPE-PEG (Lipoid,
Ludwigshafen, GER).

For all formulations (L, LPeg, N, and NPegq), lipids were first dissolved in
chloroform and evaporated under reduced pressure (40 °C). The lipid film was
hydrated in an aqueous glycerol solution, vortexed for 1 min and left to stand overnight
at 4 °C. On the following day, formulations were sonicated for 15 min at 38 °C. Then
liposomes and nanoemulsions were passed through a LV-1 microfluidizer
(Microfluidics, Otawa, CAN) of a shear stress of 10,000 psi at various number of cycles
varying from 1 to 5.

Preparation of complexes

Complexes were prepared by the adsorption of nucleic acids to blank
formulations. DNA adsorption was performed by the addition of established amounts
of plasmid to liposomes and nanoemulsions at room temperature, resulting in LP,
LPegP, NP, and NPegP complexes. However, when the plasmid and the
oligonucleotide were added to the formulations, LPO, LPegPO, NPO, and NPegPO
complexes were formed. All the complexes were prepared at the theoretical +0.1/ -1,
+1/-1, +2/ -1, and +4/ -1 charge ratios (ratios of the positive charges from cationic lipids
to the negative charges from DNA phosphate groups and DSPE-PEG).

Caracterization of complexes
Physicochemical properties

The mean droplet size, polydispersity index, and {-potential of the formulations
and complexes were determined by photon correlation spectroscopy (PCS) at 90° and

electrophoretic mobility measurements (3000HS Zetasizer, Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). The samples were diluted in water.
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Nucleic acids complexation, decomplexation and stability

The complexation of the nucleic acids with the cationic formulations was verified
by agarose gel electrophoresis. The complexes were electrophoresed in 1 % agarose
gel stained with SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, USA). The
extent of nucleic acids decomplexation was assessed in a similar way. The complexes
were incubated in serum-free Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, LGC
Biotecnologia, Sdo Paulo, Brazil), in DMEM supplemented with 10 % fetal bovine
serum (FBS) (Life Technologies, Brazil), or pure mice serum for 1, 24, and 48 h.
Complexes were then loaded into a 1 % agarose gel and stained with SYBR® Gold
Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, USA). Naked DNA was used as control.
The stability of the DNA/formulation complexes was determined using a DNase |
(Invitrogen, Carlsbad, USA) digestion assay. After their preparation, complexes were
incubated with 1 U DNase | at 37 °C for 30 min. The samples were then subjected to
phenol—chloroform extraction followed by agarose gel electrophoresis. Naked DNA

with and without DNase | was used as control.

Morphology

The morphologic examination was evaluated by transmission electron
microscopy (TEM). One drop of the formulations and complexes was placed on a
carbon-coated copper grid (200 mesh), negative stained with a 2.0 % uranyl acetate
solution and left to dry for 24 hours before the examination. A JEM-1200 EXII
instrument (JEOL, Tokyo, JPN) operating at 80 kV was used for those analyzes.

In vitro experiments

The fibroblasts were obtained from subjects under informed consent and the
project was approved by the local ethics committee (CEUA/HCPA#150416). Hep-G2
(human hepatocellular carcinoma cell/ ATCC® HB-8065™) and Hek-293 (human
normal epithelial embryonic kidney cell/ ATCC® CRL-1573™) were obtained from
American Type Culture Collection (ATCC, USA). Cells were grown in DMEM
supplemented with 10% (w/v) FBS (Gibco, Grand Island, NY). The cultures were
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maintained in a humidified atmosphere at 37 °C, 5 % COz. The studies were performed
as cells reached 60 — 70 % confluence.

Cell viability assay

The toxicity of the blank formulations and the complexes was assessed in
human’s fibroblasts, Hep-G2, and Hek-293. Cell viability was evaluated using the 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT, USB Corporation,
Cleveland, USA) assay. Cells were cultivated in DMEM containing 10 % FBS and 1 %
ampicillin / streptomycin, and seeded at a density of 1 x 10* cells/well in a 96-well plate.
The cells were incubated at 37 °C with 5 % CO2 for 24 hours before the assay.
Increasing volumes of the complexes were incubated with the cells for 48 hours, then
the medium was removed, and a 5 mg / mL MTT solution was added. Cells were
incubated at 37 °C with 5 % COz2 for 4 hours. After that, 100 pL of dimethyl sulfoxide
(DMSO, Synth Solutions, Sdo Paulo, Brazil) were added to dissolve the blue formazan
crystals. The optical density was measured at 570 nm using a plate reader (Anthos,
Hamburg, GER). Cells incubated only in DMEM were used as a control for 100 %
cellular viability, while 0 % of cellular viability was obtained after incubation of cells with
Triton X-100 (2 %, w/v).

Cell uptake assay with NBD-PE labeled formulations

The NBD-PE (N-(7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl)-1,2-Dihexadecanoyl-sn-
Glycero-3-Phosphoethanolamine, Triethylammonium Salt) labeled phospholipid
(Thermo Fisher Scientific, USA) was dissolved in chloroform with the other lipids in the
proportion of 1 mg/ ml of formulation replacing the same amount of DOPE. The
preparation of the formulations continued as described to the blank liposomes (LPeg)
and nanoemulsions (NPeg), and the adsorption of the plasmid generated the NBD-PE
labeled LPegP and NPegP, or the co-complexation of the plasmid along with the
oligonucleotide generated the NBD-PE labeled LPegPO and LPegNO. Cell uptake
assay was performed after cell incubation with 60 pl of labeled complexes for 24 hours
in serum-free DMEM. Fluorescent labeling was studied under epifluorescence
microscope (Olympus-IX 71, Tokyo, Japan) equipped with a digital camera using a
plan-neofluar (Olympus-DP 71, Tokyo, Japan) objective (200x magnification).
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Flow cytometry

After cell incubation with the NBD-PE labeled complexes, live cells were
ressuspended in phosphate buffered saline (PBS, Gibco, Grand Island, NY) and
analyzed for fluorescence intensity levels with Invitrogen® Attune® NXT flow cytometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham/MA, USA). First, an FSC/SSC gate was delineated
to define a live gate analysis. Fluorescence intensity from samples was then compared
by histogram analysis. The first comparison was among untreated and treated cells
(n=8). Then the treated groups were compared to each other depending on the cell
type. For each sample, 10,000 events were acquired.

Data analysis

Films obtained in agarose gel electrophoresis were scanned to capture their
images. Optical density of each gel was measured using the NIH Imaged 1.44b
software. Results were expressed as the mean + standard deviation of at least three
independent experiments. For statistical analysis, the GraphPad Prism software was
used. Student’s t test was used to compare mean droplet size, zeta potential, and cell
viability; and one-way ANOVA, followed by Tukey post-hoc for cell uptake. Statistical

differences among groups were considered when p<0.05.

RESULTS

Physicochemical properties of the formulations

Figure 3.1 shows the effect of the number of microfluidization cycles (1 to 5) on
the droplet size and polydispersity of nanostructures. Coarse formulations were
prepared by thin lipid film formation manufacturing process, which exhibited droplets
of micrometric range (>1.5 um). An increase in the number of microfluidization cycles

led to a sharp and progressive reduction in droplet size to about 100-150 nm range.
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Considering the same number of cycles, small-sized droplets were obtained
when formulations contained DSPE-PEG, especially liposomes (LPeg). At the set
condition which led to the smallest mean droplet size (marked with an asterisk in Figure
1), 3 cycles for liposomes (LPeg) and 5 cycles for nanoemulsions (NPeg), the
polydispersity index was lower than 0.2.

2000 0.9

1750 - L 0.8

*

1500 - - 0.7
~=1250 - L 0.6
E [
= 1000 - 0.5
3 L
e T i

L 0.4
8 500 -
©
S 400 -0.3
Q
= 3004 0.2
200 -
L 0.1
100 -
0 L 0.0

012345 012345 012345 012345
Cycles L Cycles LPeg Cycles N Cycles NPeg

Figure 3.1. Mean droplet size distribution and P.l.of L, LPeg, N, and NPeg blank
formulations according to the number of microfluidization cycles used for production.
*Condition that led to the smallest mean droplet size. L = blank liposome, LPeg = blank
liposome containing DSPE-PEG, N = blank nanoemulsion, NPeg = blank
nanoemulsion containing DSPE-PEG, P.l. = polydispersity index.

The physicochemical properties of L, LP, LPO, LPeg, LPegP, and LPegPO were
listed in Table 3.1; while the characterization of NP, NPP, NPO, NPeg, NPegP, and
NPegPO complexes were described in Table 3.2.
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Table 3.1. Physicochemical properties of L, LP, LPO, LPeg, LPegP, and LPegPO formulations and complexes at +0.1/ -1, +1/-1, +2/
-1, and +4/ -1 charge ratios.

vl

Liposome (L) PEG-Liposome (LPeg)

Formulation Droplet size (nm) P.l. (-Potential (mV) Droplet size (nm) P.I. ¢-Potential (mV)
Blank 2721 +£30.0 057+x012 +26.5%5.9 98.5+1.0 0.22 +0.11 +38.3+2.9
P +0.1/ -1 307.3+21.22 059+0.09 -18.7+4.1° 129.1+2.82 0.25+0.10 -19.13+3.1°
P +1/ -1 2939+2272 056+0.11 -13.5+3.2° 133.5+2.22  0.23+0.08 -6.5+2.4°
P +2/ -1 2925+23.12 0.55%0.10 +42+3.0° 132.8 £1.52 0.20+0.12 +16.2+2.7°
P +4/ -1 287.6+33.12 0.60+0.12 +83%27P 134.9+232 0.18+0.09 +29.3+2.2P
PO +0.1/ -1 281.9+19.32 055+0.14 -165+59° 129.1 £2.82 0.25%0.10 -6.7+19°b
PO +1/ -1 2964 t2412 0.52+0.12 -8.7+4.1°b 1833.5+2.22 0.23+0.08 +25+2.0°
PO +2/ -1 283.0+21.92 0.48+0.14 +3.5%+3.2°P 132.8+1.52 0.20+0.12 +20.2+2.6°
PO +4/ -1 292.3+33.52 049+0.12 +10.2+3.0° 134.9+232 0.18+0.09 +36.0+1.9°

Results represent the mean + standard deviation of three experiments; difference before and after complexation. Student's t-test, p < 0.05.
a Mean diameter. ® {-Potential. L = blank liposome, LPeg = blank liposome containing DSPE-PEG, P = single plasmid,
PO = plasmid plus oligonucleotide, P.l. = polydispersity index.
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Table 3.2. Physicochemical properties of N, NP, NPO, NPeg, NPegP, and NPegPO formulations and complexes at +0.1/ -1, +1/ -1,

+2/ -1, and +4/ -1 charge ratios.

Nanoemulsion (N)

PEG-Nanoemulsion (NPeg)

Formulation Droplet size (nm) P.L ¢-Potential (mV) Droplet size (nm) P.lL ¢-Potential (mV)
Blank 281.5+170 0.32+0.12 +26.5+29 1385+120 0.15+0.03 +36.5+1.9

P +0.1/ -1 5474 +158.02 0.37+0.09 -257+4.1° 2114 +10.32 0.21+0.07 -257%4.1°
P +1/ -1 443.7 +123.02 0.37+0.11 -13.5+3.2° 228.7+15.02 0.23+0.08 -11.5%+3.2°
P +2/ -1 4326 +114.02 0.41+0.10 +10.2+3.0° 195.3+13.02 0.22+0.05 +12.1+1.3°P
P +4/ -1 4479 +152.02 0.40+0.12 +18.3+3.7P 164.2+12.02 0.24+0.04 +27.3+1.7°
PO +0.1/-1 4271 +127.02 0.33+0.10 -17.7+3.1°b 196.1 +14.22 0.15+0.08 -123+3.1°
PO +1/ -1 4335+118.02 0.33+0.08 -155+5.0° 226.5+10.02 0.23+0.06 -8.6+1.8°
PO +2/ -1 4328 +116.02 0.40+0.12 +11.2+4.7P 180.4+17.32 0.22+0.08 +13.9+1.7°
PO +4/ -1 429.9 £+132.02 043+0.09 +19.1+2.7°b 156.1 £10.12 0.21+0.09 +30.3+22°

Results represent the mean + standard deviation of three experiments; difference before and after complexation. Student's t-test, p < 0.05.
a Mean diameter. P {-Potential. N = blank nanoemulsion, NPeg = blank nanoemulsion containing DSPE-PEG, P = single plasmid,
PO = plasmid plus oligonucleotide, P.I. = polydispersity index.



Mean droplet size of L and N was about 280 nm, while the values for the
pegylated formulations LPeg and NPeg were contrasting, as they presented smaller
droplets (98 and 138 nm, respectively). The mean droplet size of all liposomes and
nanoemulsions tended to increase with the addition of the nucleic acids. However,
there was no statistical difference between the formulations containing a single plasmid
or co-complexed with a plasmid and an oligonucleotide.

The polydispersity index was lower for the complexes containing DSPE-PEG
(LPeg, LPegP, LPegPO, NPeg, NPegP, and NPegPO) when compared to the
formulations L, LP, LPO, N, NP, and NPO, that presented polydisperse populations of
nanostructures. Blank formulations L, LPeg, N, and NPeg showed a positive -potential
higher than +26 mV, which significantly decreased when a single plasmid or both
plasmid and oligonucleotide were added to the formulations (LP, LPegP, NP, NPegP,
LPO, LPegPO, NPO, and NPegPO).

Considering the characterization results, especially the increased size and
polydispersity index, all formulations and complexes without DSPE-PEG in the

composition were removed from the following experiments due to stability issues.

Loading and stability of complexes

The migration of nucleic acids from LPegP, LPegPO, NPegP, and NPegPO
complexes produced at +0.1/ -1, +1/ -1, +2/ -1, and +4/ -1 charge ratios can be
observed in Figure 3.2A. Only the complexes at +4/ -1 charge ratio were totally (100
%) retained at the application sites, indicating high stability of the association between
the nucleic acids and the nanostructures, as estimated by using the software ImageJ.

The complexes were assessed for their ability to protect the nucleic acids from
degradation in the presence of DNase |. The presence of bands of intact CRISPR/Cas9
plasmid and oligonucleotide could be observed after incubation with DNase |,
indicating that the interactions between the nucleic acids and the cationic formulations
were strong enough to protect against enzymatic degradation over a 30-minute period.
As can be seen in figure 3.2B, the naked plasmid and naked plasmid/oligonucleotide
bands presented high degradation after the incubation with DNase |. The presence of
intact bands of the plasmid in LPegP and NPegP (Figure 3.2B, on the left), and the
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presence of intact plasmid/oligonucleotide bands in LPegPO and NPegPO complexes
(Figure 3.2B, on the right) after DNA extraction, demonstrated the ability of these

nanostructures to efficiently protect the nucleic acids from degradation.
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Figure 3.2. Migration of the CRISPR/Cas9 plasmid and the oligonucleotide from
complexes and after 30 min of incubation with DNase I. (A) Migration of DNA from
LPegP, LPegPO, NPegP, and NPegPO complexes at +0.1/ -1, +1/ -1, +2/ -1, and +4/
-1 charge ratios. (B) The same complexes at +4/ -1 charge ratio were incubated for 30
min with DNase | and submitted to phenol/chloroform extraction. Naked plasmid = free
CRISPR/Cas9 plasmid, Naked Plasmid/ Oligo = free CRISPR/Cas9plasmid/ oligo, (-)
DNase = incubation without DNase |, (+) DNase = incubation with DNase I.

Morphological Analysis

The morphology of lipid nanostructures was evaluated by TEM (Figure 3.3). In
general, the photomicrographs showed spherical structures with a mean diameter
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range between 100 and 200 nm, with a well-defined interface, especially NPeg and
LPeg droplets. The photomicrographs suggested the formation of a thicker and more
disorganized layer around the formulations, which modified somewhat its rounded
shape, evidenced when the formulations were associated with the nucleic acids.

NPegP NPegPO

;0% 9. ®

LPeg LPegP

.....

Figure 3.3. Transmission electron (TEM) photomicrographs of NPeg, NPegP,
NPegPO, LPeg, LPegP, and LPegPO at +4/ -1 charge ratio obtained after negative
staining with uranyl acetate at 80 Kv with magnification of 100,000 and 500,000x. NPeg
= nanoemulsion with DSPE-PEG; LPeg = liposome with DSPE-PEG; NPegP =
nanoemulsion complexed with plasmid; LPegP = liposome complexed with plasmid;
NPegPO = nanoemulsion complexed with both plasmid and oligonucleotide; LPegPO
= liposome complexed with both plasmid and oligonucleotide.

Decomplexation of nucleic acids

Nucleic acids decomplexation and the physicochemical properties of the
complexes (mean droplet size and -potential) were evaluated after incubation in
serum-free DMEM, DMEM supplemented with 10 % FBS, or pure mouse serum at 1 h
(Figure 3.4 A, B, C, and D), 24 h (Figure 3.5 A, B, C, and D), and 48 h (Figure 3.6 A,
B, C, and D). Bands of free plasmid (10 Kb, Naked P) were placed near NPegP and
LPegP stains, while bands of free plasmid/oligonucleotide (10 Kb and 134 bp, Naked
PO) were placed near NPegPO and LPegPO stains, aiming to enable proper
comparison and identification of which nucleic acid sequence was released from the
complexes and migrated in the gel. After 1h of incubation, it was possible to observe
that the nucleic acids were firmly complexated with all the formulations incubated in
pure or supplemented DMEM (Figures 3.4A and B), although slight bands of free
plasmid could be seen after NPegPO and LPegPO incubation only in mouse serum,
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demonstrating some degree of plasmid release from complexes (Figure 3.4B). Figures
3.4C and D showed that the droplet size of all complexes remained stable, around 150

nm. In the meantime, zeta potential showed a decrease to negative values.
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Figure 3.4. CRISPR/Cas9 plasmid and oligonucleotide decomplexation after 1h of
incubation in DMEM, DMEM supplemented with 10 % FBS or pure mouse serum.
Plasmid migration from NPegP and LPegP after 1 h (A) of incubation, and both plasmid
and oligonucleotide migration from NPegPO and LPegPO after 1 h (B) of incubation.
Mean diameter (bars) and (-potential (circles or squares) of NPegP (grey bars and
circles) and LPegP (white bars and squares) after 1 h (C) of incubation and the same
measurements for NEPegPO (grey bars and circles), and LPegPO white bars and
squares) after 1 h (D) of incubation. Results represent the mean * standard deviation
of three experiments. Naked P=free plasmid; Naked PO=free plasmid and
oligonucleotide; NPegP = nanoemulsion complexed with plasmid; LPegP = liposome
complexed with plasmid; NPegPO = nanoemulsion complexed with both plasmid and
oligonucleotide; LPegPO = liposome complexed with both plasmid and oligonucleotide.
All complexes were produced at +4/ -1 charge ratio.

After 24 h of incubation in pure or supplemented DMEM, the adsorbed plasmid
was decomplexated from all the complexes, as could be observed by the free plasmid
bands in Figures 3.5A and B. In the meantime, migration of free oligonucleotide
occurred only from LPegPO complexes, while NPegPO complexes still maintained the
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association with the short length nucleic acids (Figure 3.5A). In addition, it is worth
noticing that after 24 h of incubation in pure mouse serum, all complexes demonstrated
undistinguished nucleic acids release, with a very slight degree of degradation (Figures
3.5A and B). Figures 3.5C and D showed that the droplet size and zeta potential of all
complexes remained stable.
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Figure 3.5. CRISPR/Cas9 plasmid and oligonucleotide decomplexation after 24h of
incubation in DMEM, DMEM supplemented with 10 % FBS or pure mouse serum.
Plasmid migration from NPegP and LPegP after 24 h (A) of incubation, and both
plasmid and oligonucleotide migration from NPegPO and LPegPO after 24 h (B) of
incubation. Mean diameter (bars) and -potential (circles or squares) of NPegP (grey
bars and circles) and LPegP (white bars and squares) after 24 h (C) of incubation and
the same measurements for NEPegPO (grey bars and circles), and LPegPO white bars
and squares) after 24 h (D) of incubation. Results represent the mean + standard
deviation of three experiments. Naked P = free plasmid; Naked PO = free plasmid and
oligonucleotide; NPegP = nanoemulsion complexed with plasmid; LPegP = liposome
complexed with plasmid; NPegPO = nanoemulsion complexed with both plasmid and
oligonucleotide; LPegPO = liposome complexed with both plasmid and oligonucleotide.
All complexes were produced at +4/ -1 charge ratio.

After 48 hours of incubation, the decomplexation profile of 24 h was maintained,
except for the complexes incubated in pure mouse serum, which continued to release

nucleic acids, although the spots have evolved to strongly stained bands of degraded
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and fragmented DNA (Figures 3.6A and B). The droplet size and zeta potential of
complexes (Figures 3.6C and D) remained similar to the values observed after 1 h of
incubation (3.4C and D).
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Figure 3.6. CRISPR/Cas9 plasmid and oligonucleotide decomplexation after 48 h of
incubation in DMEM, DMEM supplemented with 10 % FBS or pure mouse serum.
Plasmid migration from NPegP and LPegP after 48 h (A) of incubation, and both
plasmid and oligonucleotide migration from NPegPO and LPegPO after 48 h (B) of
incubation. Mean diameter (bars) and C-potential (circles or squares) of NPegP (grey
bars and circles) and LPegP (white bars and squares) after 48 h (C) of incubation and
the same measurements for NEPegPO (grey bars and circles), and LPegPO white bars
and squares) after 48 h (D) of incubation. Results represent the mean * standard
deviation of three experiments. Naked P = free plasmid; Naked PO = free plasmid and
oligonucleotide; NPegP = nanoemulsion complexed with plasmid; LPegP = liposome
complexed with plasmid; NPegPO = nanoemulsion complexed with both plasmid and
oligonucleotide; LPegPO = liposome complexed with both plasmid and oligonucleotide.
All complexes were produced at +4/ -1 charge ratio.

In vitro assays

Cell viability assay

The cell viability assay demonstrated that the addition of increasing amounts of
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formulations still led to high cell viability of human fibroblasts, HEK-293, and Hep-G2
cells (Figure 3.7).
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Figure 3.7. Cell viability after incubation of increasing volumes of NPeg (empty
squares), NPegP (empty circles), NPegPO (empty triangles), LPeg (full circles), LPegP
(full triangles), and LPegPO (full squares) complexes with human fibroblasts, HEK-
293, and Hep-G2 cells. Results represent the mean + standard deviation of three
experiments. NPeg = nanoemulsion with DSPE-PEG; LPeg = liposome with DSPE-
PEG; NPegP = nanoemulsion complexed with plasmid; LPegP = liposome complexed
with plasmid; NPegPO = nanoemulsion complexed with both plasmid and
oligonucleotide; LPegPO = liposome complexed with both plasmid and oligonucleotide.

Among the formulations and complexes evaluated, the blank formulations NPeg
and LPeg demonstrated the lower values of cell viability, although it was not
significantly different from the results obtained for the complexes. Cell viability after cell
incubation with the complexes was higher than 60% for fibroblasts and Hep-G2, and
90% for HEK-293. However, the five treatments did not show statistical difference
among formulations (p>0.05).
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Cell uptake assay with NBD-PE labeled formulations

The cell uptake assay was performed with fibroblasts, HEK-293, and Hep-G2
cells (Figure 3.8).
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Figure 3.8. Cell uptake assay with NBD-PE labeled NPegP, NPegPO, LPegP, and
LPegPO complexes analyzed under a fluorescence microscope after 24 h of incubation
(magnification 200x). The graph represents the percentage of fluorescence found in
untreated normal cells (black bars), and cells incubated with NPegP (light grey bars),
NPegPO (dark grey bars), LPegP (white/ black striped bars), or LPegPO (white bars)
complexes. Values refer to average of the percentage of cells in live gate after three
independent experiments + standard deviation. *p<0.05 compared with untreated
normal control cells (one-way ANOVA, followed by Tukey post-hoc). NPegP =
nanoemulsion complexed with plasmid; LPegP = liposome complexed with plasmid;
NPegPO = nanoemulsion complexed with both plasmid and oligonucleotide; LPegPO
= liposome complexed with both plasmid and oligonucleotide.
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Fibroblasts, HEK-293, and Hep-G2 cells were incubated with NBD-PE labeled
liposome or nanoemulsion associated with a single plasmid or a plasmid along with an
oligonucleotide, and analyzed under a fluorescence microscope. Representative
images of the green fluorescence of NBD-PE green-labeled liposome/nucleic acids
complexes (LPegP and LPegPQ) and nanoemulsion/nucleic acids complexes (NPegP
and NPegPO) could be observed after cell internalization (Figure 3.8, 200x
magnification). To better quantify the cell uptake events, flow cytometry was
performed. The percentage of fluorescent events was about 30 % for human fibroblasts
and Hep-G2 cells, while it was 90 % for HEK-293 cells.

DISCUSSION

CRISPR/Cas9 technology may require the delivery of a single plasmid or a
mixture of a plasmid along with an oligonucleotide into the target cell for an efficient
gene editing therapy. In this study, we aimed to characterize the physicochemical
properties of complexes formed by the association of nanocarriers and one or two
nucleic acids of different length, as well as their toxicity and uptake in different cell

lines.

Prior to complexes formation, the microfluidization operating conditions leading
to the smallest monodisperse droplet or vesicle size were determined. A progressive
reduction of mean size and polydispersity index was noticed with the increasing
number of microfluidization cycles, especially for DSPE-PEG-containing formulations
(NPeg and LPeg). In the set conditions, it is worth noticing that nanoemulsions were
larger-sized than liposomes, probably due to the presence of MCT in their inner core,
which limits particle disruption through microfluidization [16]. However, droplet size was
markedly smaller when compared to the ones obtained in previous high-pressure
homogenization studies from our research group [6,17].

Complexes were obtained at different charge ratios by adding increasing
amounts of a single plasmid or along with an oligonucleotide to blank liposomes or
nanoemulsions. Our results showed that DSPE-PEG played a crucial role on the size
and homogeneity of the complexes, as higher (from 0.33 to 0.48) polydispersity
indexes were noticed for all complexes prepared without DSPE-PEG. Previous

literature has shown that pegylated phospholipids on the nanostructures’ surface
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provides a strong repulsion that could overcome the attractive Van der Waals forces,
thus stabilizing the preparations by avoiding aggregation and leading to small-sized
nanostructures [18—20]. TEM photomicrographs corroborated the mean droplet size
estimated by PCS analyzes and suggested that the regularly spherical surface of NPeg
and LPeg structures contrasted with the rough surface observed for all the complexes.
Dehydration and shrinkage of the vesicles’ hydrophilic PEG chains may occur when
the nucleic acids are added to the formulations, a common effect known to be
associated with the negative-stain TEM techniques [21-24].

The extent of nucleic acids complexation with liposomes and nanoemulsions
was verified by agarose gel electrophoresis. No differences were noticed when a single
plasmid or a mixture of plasmid/oligonucleotide was associated to the nanostructures.
However, it must be mentioned that a complete retention of nucleic acids at the
application site was observed only for complexes prepared at the highest charge ratio
(+4/ -1). Even if nucleic acids may interact with the different lipids (phospholipids and
PEGylated phospholipids) located at the outer layers of nanostructures [25,26],
electrostatic interactions established between nucleic acids and the cationic lipid
DOTAP seem to play the main role in this association. Such interactions were found to
be strong enough to prevent the massive decomplexation of nucleic acids from
nanocarriers for up to 24 h of incubation. This assumption was based on the presence
of intact bands retained at the application points, demonstrating that the plasmid and/or
the oligonucleotide were, at least partially, protected and might still be viable to fulfill

their role in genomic editing.

The release of nucleic acids from positively charged lipid carriers occurs
especially after dilution in cell culture conditions due to the presence of competing
electrolytes and/or proteins of DMEM and FBS. The adsorption of these compounds
on the surface of both liposomes and nanoemulsions was suggested by the lowering
of {-potential of nanocarriers right after incubation. However, DSPE-PEG may act as a
barrier, reducing the kinetics of nucleic acids release. It is believed that nanostructures
could sterically keep the approaching plasma proteins away from the surface when
coated with PEG in mushroom or brush conformations [20,27]. However, when

incubated in pure mouse serum, nucleic acids decomplexated from the nanostructures
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and the effects of nucleases were noticed, as the degradation of nucleic acids started
to happen.

Special attention should be given to the decomplexation of nucleic acids after
24 h of incubation in pure or supplemented DMEM. The release of the CRISPR/Cas9
plasmid from all the complexes was observed. However, in the case of the
oligonucleotide, only liposomes (LPegPO) exhibited the corresponding bands of
decomplexation, while nanoemulsions (NPegPO) still seemed to retain the
oligonucleotide firmly associated after 48 h. One may speculate that a different
interaction between the nanoemulsion and the short length nucleic acids may be
occurring. In fact, regardless the surface charge, the size and organization of the
nanostructures appear to be directly involved in the decomplexation of nucleic acids of
different length. We assume that as liposomes are composed of lipid bilayers or
multilayers, it is likely that a partition between the lipid components may occur, making
it possible to have less cationic charges available at the external interface when
compared to nanoemulsions, which are composed of a single lipid layer [26,28,29].
The theoretical lower number of positive charges available on the external interface of
the liposome may result in more transient, weaker interactions with the nucleic acids,
which would have less interaction points and might be more easily released from the
liposomal complex. Another hypothesis would be the occurrence of interactions
between the positively charged lipids and the short length oligonucleotides, which
might cause a partial neutralization of the cationic charges forming a hydrophobic
complex that would have greater affinity for the internal oil phase that might promote a
slower rate of oligonucleotide release [6,26,28].

After demonstrating the physicochemical stability of the complexes, the in vitro
assays were performed with the purpose of determining their safety and their ability to
penetrate through cell membranes. Firstly, cell viability was shown to be high (60 % for
fibroblasts and Hep-G2, and 90 % for HEK-293), as all the complexes demonstrated
low toxicity. When matching cell viability and cell uptake results, one could observe
that fibroblasts and Hep-G2 cells seemed to be more difficult to transfect, as only
around 30 % of live cells were fluorescent, but maybe it occurs due to the lower viability
of these types of cells. On the opposite, HEK-293 cells showed more than 90 %
fluorescent cells, demonstrating that this cell line might more easily uptake the
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nanostructures and complexes, and maintain high viability. However, there was no
significant difference among all the groups of complexes when the same cell type was
analyzed.

It is worth noticing that the plasmid and the oligonucleotide should be protected
with the purpose of being delivered intact within the cells. This study showed that
liposomes and nanoemulsions could efficiently protect and deliver the nucleic acids,
as the decomplexation and cell uptake assays demonstrated, although these abilities
were not dependent on the nucleic acid length. The overall results demonstrated that
the charge ratio might be the main force that determines what the physicochemical
characteristics of the complexes are, while the length of the nucleic acids associated
with the formulations did not seem to be so important to affect some properties as
mean diameter, polydispersity index, zeta potential, complexation, and
decomplexation of nucleic acids. Cell viability and cell uptake also depended on the
cell type, but the nanostructure or the nucleic acid length did not seem to play a
decisive role in the results.

CONCLUSION

This study investigated the feasibility of liposomes and nanoemulsions as
nonviral carriers of the single CRISPR/Cas9 plasmid or co-complexated with an
oligonucleotide. One may notice that the co-complexation of two different DNA
constructs is not well reported in the literature. The overall results showed that there is
no impactful difference between nanoemulsions and liposomes regarding the
physicochemical properties of resulting formulations. Both nanostructured complexes
led to high cell viability of human fibroblasts, Hep-G2, and HEK-293 cells and these
complexes were efficiently uptaken by these cells. This work is highly important as it
demonstrated that there was no significant difference between the complexation of a
single plasmid or along with an oligonucleotide, as the charge ratio may be the most
important variable to be considered when delivering nucleic acids for gene editing with
the CRISPR/Cas9 system.
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CAPITULO 4







4.1. INTRODUCAO

Neste quarto capitulo, sdo apresentados os resultados relativos a injecdo
hidrodinamica dos lipossomas caracterizados no capitulo anterior, co-complexados
aos plasmideos do sistema CRISPR/Cas9 e doador da sequéncia do gene Idua tendo
como alvo a recombinacdo homdloga no léocus ROSA26 para edicdo génica em
camundongos MPS | neonatos. Tendo em vista que a correcao génica em modelo
animal murino adulto somente tem capacidade de promover a melhora clinica de
alguns sintomas, existe a possibilidade de administracdo hidrodindmica em
camundongos neonatos, o que aumentaria a eficiéncia de correcdo do defeito genético
antes da manifestacao dos sintomas da doencga, promovendo o aumento da producdo
vitalicia de IDUA. A injecdo hidrodindmica é uma opcao atraente para a administracao
de vetores ndo-virais contendo o gene de interesse pois tem demonstrado promover
maior expressdo génica principalmente no figado devido a sua arquitetura tnica de
direcionamento. O alvo do sistema CRISPR/Cas9 no genoma dos camundongos é o
lécus ROSA26, amplamente utilizado para alcancar expressao génica generalizada e
sequro para a insergdo de transgene. A partir dos resultados da caracteriza¢do fisico-
quimica obtidos no capitulo anterior e considerando o modelo de injecdo
hidrodindmica neonatal, este estudo foi realizado somente com os lipossomas por
terem menor tamanho de vesicula, menor indice de polidispersao e menor
concentracdo de lipidios. Como principais resultados, demonstrou-se que o0s
complexos foram capazes de transfectar fibroblastos de pacientes MPS I, que
produziram IDUA funcional por até 30 dias, promovendo a melhora do fendtipo
celular. Ja os resultados in vivo demonstraram que os complexos possuem maior
afinidade pelo pulmao, coracdo e figado, apresentando aumento significativo da
atividade enzimatica sérica e tecidual, com promog¢ao da reducao dos GAGs teciduais
e urindrios seis meses apos a injecdo neonatal. Este capitulo demonstrou que os
complexos sdo efetivos in vitro e in vivo, abrindo um leque de possibilidades para sua
utilizacao no tratamento da MPS |.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type | (MPS I) is a multisystemic disorder caused by the
deficiency of alpha-L-iduronidase (IDUA) that leads to intracellular accumulation of
glycosaminoglycans (GAGs). In the present study we aimed to use cationic liposomes
carrying the CRISPR/Cas9 plasmid and a donor vector for in vitro and in vivo MPS |
gene editing. The liposomal formulation composed of 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine (DOPE), and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-trimethylammonium
propane (DOTAP), and 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino
(polyethylene glycol)-2000] (DSPE-PEG) was prepared by microfluidization.
Complexes were obtained by the adsorption of DNA at +4/ -1 charge ratio. The overall
results showed complexes of about 110 nm, with positive zeta potential of +30 mV.
The incubation of the complexes with fibroblasts from MPS | patients led to a significant
increase in IDUA activity and reduction of lysosomal abnormalities. We also performed
hydrodynamic injection of the liposomal complex in newborn MPS | mice. There was a
significant increase in serum levels of IDUA, which was maintained during six months
of evaluation. The fluorescent complexes were markedly localized in the lungs and
heart, corroborating the results of increased IDUA activity and decreased GAGs
storage especially in these tissues, while the group that received the naked plasmids
presented increased enzyme activity especially in the liver. The production of IDUA in
cells and in multiple organs had a significant beneficial effect on the characteristics of
MPS [ fibroblasts and of MPS | mice, which may bring hope to gene therapy of patients
with Hurler disease.

Keywords: CRISPR/Cas; Gene therapy; Liposome; Lysosomal storage disease;
Mucopolysaccharidosis type |; Nonviral vector.
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INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis type | (MPS |, OMIM #607014 #607015 #607016) is an
autosomal recessive lysosomal storage disease (LSD) caused by the widespread
accumulation of the glycosaminoglycans (GAGs) heparan and dermatan sulfate, which
are partially degraded or not degraded due to a deficiency of the enzyme alpha-L-
iduronidase (IDUA, EC 3.2.1.76). This abnormal GAGs storage interferes with normal
functioning of cells, tissues, and organs, leading to organomegaly, skeletal deformities,
cardiac abnormalities, and developmental delay [1]. Among the MPS | IDUA variants,
Trp402* is the most prevalent mutation in patients, which do not produce IDUA protein,

and is associated with very severe clinical manifestations in homozygotes [2].

Enzyme replacement therapy (ERT) and hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT) are the two treatments currently available for MPS |. However,
these therapies are not completely effective as ERT is not capable of crossing the
blood—brain barrier (BBB) or has difficulty to reach some tissues, while HSCT shows
to have a considerable morbimortality, being effective to prevent the neurological
regression only if performed in early years [3-5]. In this sense, novel and alternative

therapies are required, and one of the most promising is gene therapy.

Ideally, this treatment would provide permanently adequate levels of the
deficient enzyme to prevent excessive lysosomal storage. Gene therapy could be
effective either by delivery of the gene directly to cells or by crossed provision of
enzyme from other corrected cells acting as an IDUA source. Lysosomal enzymes are
present in relatively low content, so little expression levels may lead to IDUA secretion
that can be taken up by neighboring cells through mannose 6-fosfate (M6P) receptors
[6].

Several studies of gene therapy in vitro and in animal models of MPS | have
been performed using viral [7—9] or nonviral vectors [10,11]. As a few examples, Fraga
et al. demonstrated increased levels of IDUA expression in MPS | mice after
intravenous injections of cationic nanoemulsions associated with a plasmid [12—14].
Kobayashi et al. performed neonatal gene therapy of MPS | mice by intravenous
injection of a lentiviral vector, which had a significant beneficial effect on the phenotypic

abnormalities of MPS | [15]. In the meantime, novel approaches of gene therapy are
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arising, as the CRISPR/Cas technology, which appears as an interesting candidate for
genome editing [16—18]. This system requires two components: the RNA-guided DNA
endonuclease Cas9 protein that cleaves DNA, and a variable CRISPR RNA (crRNA)
and a trans-activating crBRNA (tracrRNA) duplex that promotes DNA target recognition
of the specific genome site [19]. These components will cleave DNA at a specific point
and when a homologous sequence is provided along with the system (called “donor
sequence”) part of the cells will undergo homologous recombination, inserting the

donor sequence into the cell’s genome.

There are few studies reporting the delivery of the CRISPR/Cas9 system by
hydrodynamic injection [20] and by combined viral and nonviral delivery of CRISPR
system components in vivo [21], although there is no report about its use as in vivo
gene therapy for MPS or even any LSD to date. MPS | gene editing via the
CRISPR/Cas system could restore cellular IDUA production, enabling GAGs
degradation. However, the delivery of the CRISPR/Cas system also demands studies,
as nucleic acids must penetrate cells to function properly. In this sense, this work uses
liposomal carriers considering their main advantages, as low immunogenicity, large-
scale manufacture, low price, and the ability to carry and protect large nucleic acid

constructs [22].

In this study, we evaluated the potential to perform MPS | gene therapy by in
vitro transfection of fibroblasts from MPS | patients, and direct in vivo neonatal
hydrodynamic injection of a liposomal carrier complexed with the CRISPR/Cas9

system, using an Idua gene knockout murine model.
MATERIALS AND METHODS

Vectors

Vectors for in vitro experiments

The PrecisionX CRISPR/Cas9 SmartNuclease™ system (System Biosciences,
USA) was used for in vitro genome editing experiments. In this system, the Cas9
nuclease and guide RNA formed by a crRNA-tracrRNA transcript are present in a
single vector. A 20 bp target sequence adjacent to a NGG (PAM sequence) which is
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16 nucleotides distant from the mutated base on Trp402* was selected with the aid of
an online software (https://chopchop.rc.fas.harvard.edu) (Supplementary Figure 4.1A).
Sense and antisense oligonucleotides were synthesized, annealed and ligated to the
vector that encodes the Cas9. The plasmid was grown in transformed Escherichia coli
Top 10 (Life Technologies, USA) using standard procedures and isolated using Maxi
Prep™ High Purity columns (Life Technologies, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The extracted plasmid DNA was then sequenced by Sanger method to

verify the correct orientation of the insert.

For targeted recombination, a 134-base oligonucleotide homologous to the
Trp402* region was synthesized with the changed base in this mutation replaced by
the correct nucleotide (called donor oligonucleotide). To avoid cleavage of the
oligonucleotide by Cas9, as it contains the target region recognized by the nuclease, a
G to A transversion creating a silent mutation modified the PAM sequence in the donor

oligonucleotide (Supplementary Figure 4.1B).

Vectors for in vivo experiments

The same PrecisionX CRISPR/Cas9 SmartNuclease™ system (System
Biosciences, USA) was used for in vivo genomic editing experiments, except that the
target sequence for cleavage by the Cas9, 5'ggattctcccaggcccaggg3’, was selected at
the ROSA26 locus of the mouse genome and was inserted into the vector [23].

For homologous recombination, a vector containing the /dua cDNA that was
customized by the company System Biosciences (USA) was used. The construct
contains the mouse /dua cDNA sequence regulated by an EF promoter and two
homologous regions (approximately 1 Kb each) to the ROSA26 locus of mice, in the
region that Cas9 recognizes and cleaves (Supplementary Figure 4.2). It also contains

a hygromycin resistance gene for future experiments involving clone selection.

Preparation of formulations

Liposomal complexes were prepared by adsorption of DNA onto blank
liposomes at +4 /-1 charge ratio. The charge ratio refers to the positive charges of the
cationic lipid DOTAP and the negative charges of the phosphate groups of nucleic
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acids and DSPE-PEG phospholipid. A schematic representation of the preparation
method was depicted in Figure 4.1.

. P a2l
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>
>
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Figure 4.1. Schematic representation of the preparation of liposome/DNA complexes
by adsorption of DNA onto liposomes.

Blank liposomes were composed of 0.56% (w/w) phospholipid 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE) (Lipoid, Germany), 0.56% (w/w) 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-trimethylammonium propane (DOTAP) (Lipoid, Germany), and 0.285%
(w/w) 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- [amino (polyethylene
glycol)- 2000] (DSPE-PEG) (Lipoid, Germany). Lipids were dissolved in chloroform and
evaporated under reduced pressure (40°C). The thin lipid film was hydrated in an
aqueous glycerol solution (2.25% (w/w), Merck, Brazil), vortexed for 1 min and left to
stand overnight at 4°C. On the following day, formulations were sonicated for 10 min
at 38°C. Formulations were passed through a microfluidizer (Microfluidics, CAN) at
10,000 psi for 3 cycles.

Complexes were prepared by the adsorption of DNA on blank formulations.
DNA adsorption was performed by adding previously established amounts of DNA to
blank liposomes at room temperature for 30 min, resulting in L/CRISPR+Idua, when
CRISPR/Cas9 aiming at ROSA26 locus and Idua donor were associated; and
L/CRISPR+IDUA complexes when CRISPR/Cas9 aiming at Trp402* and Trp402*

donor oligonucleotide were associated to the liposomes.
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Fluorescent liposome for in vivo experiments

The NBD-PE (N-(7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl)-1,2-Dihexadecanoyl-sn-
Glycero-3-Phosphoethanolamine, Triethylammonium Salt) fluorescent labeled
phospholipid (Thermo Fisher Scientific, USA) was dissolved in chloroform with the
other lipids in the proportion of 1 mg/mL of formulation replacing the same amount of
DOPE. The preparation of the formulation continued as described to the blank
liposome and adsorption of CRISPR+Idua plasmids producing fluorescent
L/CRISPR+Idua complexes, referred as “fluorescent liposome complexes”.

Droplet size and zeta potential

The mean droplet size, polydispersity index and ¢-potential of the formulations
and complexes were determined by photon correlation spectroscopy (PCS) at 90° and
electrophoretic mobility measurements (3000HS Zetasizer, Malvern Instruments,

Worcestershire, UK). The samples were diluted in water or 1 mM NaCl.

In vitro experiments

Cells used in the experiments were from primary fibroblast culture obtained from
human skin biopsy. The cells were obtained from young MPS | patients with Hurler
syndrome (genotype Trp402*/Trp402*) and normal subjects under informed consent.
The project was approved by the local ethics committee (CEUA/HCPA #150416).
Fibroblasts were cultivated in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco, USA)
supplemented with 10% FBS (Fetal bovine serum, Gibco, USA) and 1% ampicillin /
streptomycin. The cells were grown to 70% — 80% confluence, and incubated in a
humidified COz2 incubator at 37°C.

Cell viability assay

Cell viability was assessed in MPS | fibroblasts using the 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT, USB Corporation, USA) assay,
performed after incubation with blank liposomes or L/CRISPR+IDUA complexes. Cells
were cultivated in DMEM containing 10% FBS, and 1% amepicillin / streptomycin, and
seeded at 1 x 10* cells/ well in a 96-well plate. Increasing volumes (0, 2.82, 5.64, 11.35,
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22.6, 45, and 90 uL) of the blank formulations or complexes (which contained 0, 1, 2,
4, 7.5, 15, and 30 pg of adsorbed DNA) were incubated with the fibroblasts cultivated
in DMEM for 48 h. Then, the medium was removed and a 5 g/L MTT solution was
added. Cells were incubated at 37°C with 5% COz for 4 h. After that, 100 pL of dimethyl
sulfoxide (DMSO, Synth Solutions, BRA) were added to dissolve the blue formazan
crystals. The optical density was measured at 570 nm using a spectrophotometer
(SpectraMax M2, Molecular Devices, USA). Cells incubated in DMEM were used as
control for 100% cellular viability, while 0% of cellular viability was obtained after
incubation of cells with Triton X-100 (2%, w/v) (Sigma-Aldrich, USA).

Gene transfer

MPS | fibroblasts at passages 2 - 6 were seeded at 5 x 10* cells/well in a 6-well
plate, cultivated in DMEM containing 10% FBS, and 1% ampicillin/streptomycin and
maintained in a humidified COz2 incubator at 37 °C for 24 h before the assay. The cells
were grown to 50 — 60% confluence and gene transfer was performed by incubating
the cells with 60 pL of L/CRISPR+IDUA complexes containing 10 pg of each DNA
sequence for 24 h in serum-free DMEM, then 10% FBS was added and cells were
incubated up to 48 h.

The donor sequence alone (Naked IDUA), the plasmid containing the
sequences encoding for the CRISPR-Cas9 elements alone (Naked CRISPR), the two
together (Naked CRISPR+IDUA), and the two together complexed with Lipofectamine
3000™ (according to the manufacturer’s instructions) were incubated in the same
conditions and used as additional controls for IDUA activity.

IDUA activity

At 2, 15 or 30 days after transfection, an aliquot of DMEM was removed, and
fibroblasts were harvested with trypsin, centrifuged, and suspended in purified water.
After vortex, cells were centrifuged and the supernatant was used to assess IDUA
activity. IDUA activity was performed using 4-methylumbelliferyl alpha-L-iduronide
(Glycosynth, UK) as a substrate. Cell lysate and DMEM were incubated at 37°C for 1
h in sodium formate buffer (pH 2.8) [24,25]. Fluorescence was measured with 365 nm
excitation and 450 nm emission filters in a fluorescence spectrophotometer
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(SpectraMax M2, Molecular Devices, USA). Results were calculated in nmol/h/mL of
DMEM or nmol/h/mg protein in fibroblasts and shown as a percentage of IDUA activity
measured in normal fibroblasts. The protein content was quantified using the method

described by Lowry and coworkers [26].

CytoPainter LysoDeep™ Red Indicator labeling

Since cells with lysosomal storage present an increase in lysosome number and
size, we used a lysosomal dye as a marker of lysosomal content. The cultivated cells
were transferred to cover slips inside a culture plate filled with DMEM supplemented
with 10 % FBS culture medium. At 2, 15 and 30 days after transfection treated
fibroblasts, MPS | untreated fibroblasts, and normal fibroblasts were labeled with the
fluorogenic probe CytoPainter LysoDeep™ Red Indicator Reagent (ab176829, Abcam,
USA) according to the manufacturer’s instructions. Cells were incubated with dye for
30 minutes at 37 °C and then washed in Hank's Balanced Salt Solution with 20 mM
Hepes buffer (HHBS). Half of the cells were analyzed for fluorescence intensity by flow
cytometry and other half was fixed in 4% paraformaldehyde and analyzed under a
Leica TCS SP8 MP confocal laser microscope (Leica Microsystems, USA).

Confocal microscopy

After 30 min of incubation at 37 °C with CytoPainter LysoDeep® Red Indicator,
cells on coverslips were fixed in 4 % paraformaldehyde for 15 minutes, and mounted
with Fluoroshield® mounting medium with DAPI (Abcam, USA). Images were acquired
in fluorescence (EX’Em = 596/619 nm) and transmission channels with a 63x glycerin-
immersion objective in a Leica TCS SP8 MP confocal laser microscope (Leica
Microsystems, Buffalo Grove, IL, USA).

Flow cytometry

After incubation with the CytoPainter LysoDeep™ Red Indicator, live cells were
ressuspended in HHBS buffer and analyzed for fluorescence intensity levels by
Invitrogen Attune™ NXT flow cytometer (Thermo Fisher Scientific, USA). First, an
FSC/SSC gate was delineated to define a live gate analysis. Fluorescence intensity
from samples was then compared by histogram analysis. The first comparison was
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between MPS | and normal fibroblasts (n=5). Then the three treated groups (2, 15, and
30 days) were compared to MPS | untreated group (n=5). For each sample, 10,000

events were acquired.

In vivo experiments

Animal model

Newborn MPS | C57BL/6 mice (2-3 days old) (/dua-KO, kindly donated by Dr.
Elizabeth Neufeld, UCLA, USA) (n= 8; n=4 for each treatment) were used for the
experiments. MPS | mice were genotyped by PCR reaction as previously described

[24] and maintained under standard conditions.

The treatments consisted in one hydrodynamic injection (10% of body weight)
of L/CRISPR+Idua complexes (called only “Liposome” group for in vivo experiments)
or Naked CRISPR+ldua plasmids (called “Naked” group for in vivo experiments) in the

superficial temporal vein of newborn mice [27].

Monthly after treatment, blood was collected and serum Idua activity was
determined. After six months, mice were anesthetized with isoflurane prior to cervical
dislocation, and perfusioned through the portal vein with a solution containing at least
20 mL of 0.9% NacCl for 3 min to eliminate blood. Brain, lung, heart, liver, spleen, and
kidney tissues were removed and flash frozen in liquid nitrogen for biochemical
analyzes or collected in 10% buffered formalin for histological analyzes. Two control
groups were used, untreated MPS | mice and normal six-month old mice (age of all the
animals at the time of euthanasia) (n= 6/group).

Biodistribution of fluorescent complexes after hydrodynamic injection

One experimental group of newborn MPS | mice (n=3) received one
hydrodynamic injection of fluorescent liposome complexes in the superficial temporal
vein. One minute after treatment, mice were euthanized by decapitation by guillotine
with a sharp blade. Blood was collected in EDTA. Brain, lung, heart, liver, spleen, and
kidney tissues were removed and mounted on a metal sample holder using Tissue-tec
O.C.T™ (Sakura Fine Technical, JPN). Then, the block was flash frozen in liquid
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nitrogen and stored at -20°C, and cut in 40 um thick slices with a cryostat (Leica CM
1850, JPN). The slices were mounted on a microscope slide and analyzed under a
fluorescence microscope (Olympus BX51TF, JPN). The images were taken at 100x for

overview images, or 400x for closer images.

Flow cytometry

After administration of the fluorescent labeled complexes, blood collected with
EDTA was diluted in HHBS buffer and analyzed for fluorescence intensity levels by
Invitrogen Attune™ NXT flow cytometer (Thermo Fisher Scientific, USA). First, an
FSC/SSC gate was delineated to define a live gate analysis. Fluorescence intensity
from samples was then compared by histogram analysis. The comparison was
between treated MPS | and untreated MPS | groups (n=3). For each sample, 50,000

events were acquired.

IDUA activity

About 30 mg of tissue was homogenized in distilled water and the fluorimetric
assay was performed [25] to evaluate IDUA activity. The results were expressed as
nmol/h/mg protein. Results were normalized by protein quantity and expressed as
percentage of normal mice. The protein content was measured using the method of
Lowry [28].

GAGs levels

Frozen tissues were homogenized in 0.5 mL phosphate buffer 50 mM pH 6.5
with 0.24 g/L L-cysteine and 0.4% EDTA 0.5 M, incubated for 2 h at 60°C, mixed with
150 pL chloroform and centrifuged for 15 minutes at 10,000G at 4°C. GAGs were
measured using the dimethyl blue (DMB) technique, in which 25 pL of supernatant was
mixed with freshly prepared DMB solution (DMB 0.3 mol/L with 2 mol/L Tris) and
absorbance was read at 530 nm. Results were normalized by protein quantity and
expressed as percentage of normal mice. Urine samples were centrifuged and 25 pL
were used for measuring GAGs levels. Results were normalized with creatinine, which

was measured using the picric acid method [24].
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Histological analyzes

The tissues were fixed with 10% buffered formalin, embedded in paraffin and
submitted to semi-thin sections for the assembly of the histological slides.
Hematoxylin-eosin (H&E) and Alcian-blue staining were used to investigate GAGs
accumulation. The slides were analyzed under a microscope (Olympus BX51TF, JPN)
(200x for overview images, or 400x for closer images).

Ethics statement and statistics

This study was approved by the authors' institutional ethics review board (permit

number #15-0416) and all experiments with animals were monitored by a veterinarian.

IBM SPSS Statistics version 20 (IBM, USA) was used for statistical analysis.
Possible gender effects were analyzed in all tests, and no significant differences were
found between males and females. Results were compared using ANOVA and Tukey
or Kruskall-Wallis and Mann-Whitney, or Student’s T test, as indicated. P values lower
than 0.05 were considered statistically significant, considering ***p<0.0005, **p<0.005,
*p<0.05. GraphPad Prism 5 (GraphPad, USA) software was used to graphic design.

RESULTS

Physicochemical properties of the formulations

The physicochemical properties of the formulations are listed in Table 4.1. Mean

droplet size of blank formulation L was around 80 nm.

However, mean diameter tended to increase and polydispersity index tended to
decrease after complexation with DNA. Blank formulation L showed a positive (-
potential of about +40 mV, which significantly decreased (up to approximately +25 mV)
when DNA was added to formulations (Student's t-test, p < 0.05).
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Table 4.1. Physicochemical properties of formulations.

Formulation Mean diameter (nm) P.l g-potential (mV)
Blank Liposome 80.9+45 0.35+£0.06 +38.3+1.4
L/CRISPR+IDUA 98.5 £6.52 0.19 £0.07 +25.1 £1.20
L/CRISPR+Ildua 102.3 £ 3.82 0.15+£0.11 +28.5+1.5°
Fluorescent Liposome 112.2 £5.92 0.18 £0.05 +24.3 +2.1°

Results represent the mean + standard deviation of three experiments; difference before and after
complexation. Student's t-test, p < 0.05. 2 Mean diameter. © {-Potential. L/CRISPR+IDUA: liposome
associated with CRISPR/Cas9 plasmid and Trp402* IDUA donor oligonucleotide for in vitro correction
of human fibroblasts; L/CRISPR+Idua: liposome associated with CRISPR/Cas9 plasmid and /dua donor
plasmid for in vivo mouse correction; Fluorescent Liposome: liposome produced with fluorescent lipid
NBD-PE associated with CRISPR/Cas9 plasmid and /dua donor plasmid.

In vitro experiments

IDUA activity

Firstly, the cell viability assay demonstrated that the administration of 60 pL of
both blank liposome and L/CRISPR+IDUA liposome complexes led to low levels of cell
death (25% and 20% respectively, Supplementary Figure 4.3). The two treatments did
not show statistical difference (p>0.05), and these results demonstrated that at the
volume of 60 pL the cells showed high viability and complexes were used for the
subsequent experiments. Thus, MPS | fibroblasts were transfected with liposome
complexes and IDUA activity was measured after the incubation. Untreated MPS | cells
produced undetectable levels of IDUA, also observed for cells incubated with Naked
IDUA, Naked CRISPR, and Naked CRISPR+IDUA, whose results were not different
from MPS | (Supplementary Figure 4.4A and 4.4C).

Enzyme activity after treatment was significantly maintained for up to 30 days
both within the fibroblasts as well as in DMEM, reaching an average of 4% of IDUA
activity found in normal fibroblasts. These results were similar to those obtained with
Lipofectamine 3000™ (Supplementary figure 4.4B and 4.4D). These findings show that
the enzyme was being produced and secreted to the extracellular medium (Figure 4.2).
Based on these results we performed the other assays in vitro only with the
L/CRISPR+IDUA liposome complexes.
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Figure 4.2. Enzyme activity after gene editing in vitro: IDUA activity in human
fibroblasts and in supernatant (secreted IDUA). (A) IDUA activity (considering results
from a normal fibroblast as 100%; 70-100 nmol/h/mg protein) versus time of culture.
Untreated MPS | fibroblasts (black bar), MPS | fibroblasts treated with
L/CRISPR+IDUA cultured for 2, 15, or 30 days (white bars). (B) Percentage of IDUA
activity found in DMEM of normal fibroblasts versus time of culture measured in
supernatant. Untreated MPS | fibroblasts (black bar), MPS | fibroblasts treated with
L/CRISPR+IDUA cultured for 2, 15, and 30 days (white bars). Results represent the
mean * standard error of the mean of ten experiments; ***p<0.0005, **p<0.005,
*p<0.05, compared to untreated MPS | fibroblasts (one-way Anova, Kruskal-Wallis test
followed by Dunns post hoc). L/CRISPR+IDUA: liposome associated with
CRISPR/Cas9 plasmid and Trp402* IDUA donor oligonucleotide for in vitro correction
of human fibroblasts.

Lysosomal storage

In order to determine if gene editing was able to decrease lysosomal storage,
lysosomal size and number were evaluated by confocal microscopy and flow
cytometry. The fibroblasts were stained with Lysodeep™ and Fluoroshield™ with DAPI
stains and the images were analyzed under a confocal microscope (Figure 4.3).
Untreated MPS | fibroblasts were used as negative control, and normal fibroblasts were
positive control (Figure 4.3A). When L/CRISPR+IDUA complexes were added to the
cell cultures, a decrease in the red stained area could be observed at any time of
culture, and it is lightly colored in comparison with untreated MPS | fibroblasts. The
fibroblasts were also analyzed by flow cytometry (Figure 4.3B). Untreated MPS |
fibroblasts were used as negative control, and normal fibroblasts were positive control.
It was possible to observe a reduction in the fluorescence of lysosomes after 2, 15, and
30 days of culture after treatment. After 30 days of culture the fibroblasts treated with
L/CRISPR+IDUA presented the same fluorescence intensity of normal fibroblasts
(p<0.05).
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Figure 4.3. Correction of lysosomal abnormalities after treatment in vitro.
Fibroblasts were labeled with LysoDeep™ and DAPI™; images were acquired in
fluorescence (EX’Em = 596/619 nm) and transmission channels with a 63x glycerin-
immersion objective in a Leica Microsystems confocal microscope. (A) Confocal
microscopy images of MPS | fibroblasts, normal fibroblasts, and MPS | fibroblasts 2,
15, and 30 days after L/CRISPR+IDUA treatment. Scale bars, 25 ym; magnification,
630x. (B) Representative graph of lysosome dyed live cells analyzed for fluorescence
intensity levels in flow cytometry. The normal and treated groups were compared to
MPS | untreated group. Values refer to average of the percentage of cells in each gate
of 5 independent experiments + standard deviation. ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05,
compared with MPS | cells and #p<0.05 compared with normal cells (one-way ANOVA,
followed by Tukey's test). L/CRISPR+IDUA: liposome associated with CRISPR/Cas9
plasmid and Trp402* IDUA donor oligonucleotide for in vitro correction of human
fibroblasts.
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In vivo experiments

Biodistribution of fluorescent liposome complexes

The biodistribution of the fluorescent liposome complexes in neonatal MPS |
mice after one hydrodynamic injection in the superficial temporal vein was analyzed.
The images can be seen in Figure 4.4, and they clearly demonstrated that lung, heart,
and liver tissues retained more complexes than the other organs. Flow cytometry was
performed in blood and we found 28% of fluorescent cells in comparison to untreated
MPS | mice, which presented less than 1%.

BRAIN CORTEX HEART KIDNEY LIVER LUNG SPLEEN

Figure 4.4. Biodistribution of fluorescent liposome complexes after injection.
The biodistribution of fluorescent L/CRISPR+Idua complexes in newborn MPS | mice
after one hydrodynamic injection in the superficial temporal vein was analyzed under
a fluorescence microscope. Images were acquired in fluorescence (Ex/Em = 596/619
nm) at 200x (top images, scale bars 100 um) and 400x (down images, scale bars 500
um) of magnification respectively, and are representative of three experiments.
Fluorescent L/CRISPR+Idua: liposome produced with the fluorescent lipid NBD-PE
associated with CRISPR/Cas9 plasmid and ROSA26 /dua donor plasmid. Untreated
MPS | mice had no detectable fluorescence in any organs in the set conditions of
microscopy.

Idua activity and GAGs measurement

Mice serum collected monthly after the hydrodynamic injection showed a
significant increase in Idua activity, which reached a constant average of 6% of enzyme
activity found in a normal mouse after liposome treatment and about 1.5% after Naked
injection, versus undetectable activity in untreated mice (Figure 4.5A). The analysis of
ldua activity in mice organs at 6 months after the hydrodynamic injection of liposome
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complexes showed statistical increase in the heart (12% of normal levels), lung (9%),
liver (3%), kidney (2%), and spleen (0.75%) but not in the brain (Figure 4.6A).
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Figure 4.5. Results of neonatal in vivo gene editing. The efficacy of the treatments
was demonstrated by Idua activity and GAGs levels after injection of L/CRISPR+ldua
or Naked DNA complexes. (A) IDUA activity in mouse serum measured monthly
(shown as percentage of normal activity). Untreated MPS | mice (black circles, MPS 1),
MPS | mice treated with L/CRISPR+Idua complex (red squares, Liposome), MPS |
mice treated with naked CRISPR+Idua plasmids (blue triangles, Naked). (B) Urinary
GAGs levels at 6 months expressed as pg of GAGs/ mg of creatinine. Results
represent the mean * standard deviation of at least four experiments; *p<0.05,
**p<0.005, ***p<0.0005, compared to untreated MPS | mice at the same age, and
#p<0.05 (one-way Anova and Tukey) compared to Naked group. L/CRISPR+Idua:
liposome associated with CRISPR/Cas9 plasmid and ROSA26 /dua donor plasmid for
in vivo mouse correction. Naked CRISPR+Idua: naked injection of CRISPR/Cas9
plasmid and ROSA26 Idua donor plasmid in 0.9% NaCl for in vivo mouse correction.

When comparing with the results of treated mice with the naked DNA, one can
affirm that this group achieved higher activities in the liver (5% of normal), kidney (3%),
and spleen (1%) (Figure 4.6A). Thus, the liposomal complex achieved significantly
better results in lung and heart, while the naked plasmids injection better transfected
the liver. Despite low enzyme levels, it was sufficient to significantly reduce urinary
GAGs levels (Figure 4.5B) and GAGs content in the lung, heart, kidney, and spleen
(figure 4.6B), although the liposome showed to be more effective in reducing urinary,
lung, and heart levels while naked plasmids were more efficient in lowering liver GAGs

content.
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Figure 4.6. Results of neonatal in vivo gene editing. The efficacy of the treatments
was demonstrated by Idua activity and GAGs levels after injection of L/CRISPR+Idua
or Naked DNA complexes. (A) IDUA activity in different tissues at 6 months (shown as
percentage of normal activity). (B) GAGs levels, expressed as pug of GAGs/ mg of
protein. Untreated MPS | mice (black bars, MPS 1), MPS | mice treated with
L/CRISPR+ldua complex (grey bars, Liposome), MPS | mice treated with naked
CRISPR+Idua plasmids (striped bars, Naked) and normal mice (white bars, Normal).
Results represent the mean * standard deviation of at least four experiments; *p<0.05,
**p<0.005, ***p<0.0005, compared to untreated MPS | mice at the same age, and
#5<0.05, #p<0.005, ##p<0.0005 (one-way Anova and Tukey) compared to the other
treated group. L/CRISPR+ldua: liposome associated with CRISPR/Cas9 plasmid and
ROSA26 /dua donor plasmid for in vivo mouse correction. Naked CRISPR+Idua: naked
injection of CRISPR/Cas9 plasmid and ROSA26 /dua donor plasmid in 0.9% NaCl for
in vivo mouse correction.
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Tissue GAGs storage

Finally, the potential to reduce GAGs accumulation was evaluated in dissected
organs, such as heart, kidneys, liver and lungs, 6 months post administration of
L/CRISPR+Idua complex or Naked CRISPR+Idua plasmids (Figure 4.7). All the MPS
| organs demonstrated expansion of tissue layers by clear cells containing GAGs
accumulation, which are Alcian blue positive (Figure 4.7, arrows). In agreement with
quantification of GAGs levels, both Naked and liposome-treated mice presented
reduction in the ballooned cells in all organs, but some discreet storage could still be
observed. Tissue sections of major organs showed no presence of necrosis or
inflammatory infiltrate, suggesting no obvious tissue toxicity by the two treatments. The
spleen is not shown because it is very difficult to observe differences between the
groups, as spleen cells are overlapped.

Figure 4.7. Representative histological sections stained with Hematoxylin-eosin and
Alcian blue stains of different organs from a normal, a six-month old untreated MPS |
mouse, a Naked CRISPR+Idua-treated MPS | mouse, and a L/CRISPR+Idua-treated
MPS | mouse. Cellular deposition of GAGs (Alcian blue positive material) within
vacuolated clear cells are seen (arrows as examples) in MPS | mice and are markedly
reduced in treated animals. Scale bar (200x), 100 um. L/CRISPR+Idua: liposome
associated with CRISPR/Cas9 plasmid and ROSA26 Idua donor plasmid for in vivo
mouse correction. Naked CRISPR+Idua: naked injection of CRISPR/Cas9 plasmid and
ROSA26 Idua donor plasmid in 0.9% NaCl for in vivo mouse correction.
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DISCUSSION

In this study we evaluated the potential to perform MPS | gene therapy by in
vitro transfection of fibroblasts from MPS | patients, and direct in vivo hydrodynamic
injection of a liposomal carrier associated with the CRISPR/Cas9 system in the MPS |

murine model.

Firstly, we assessed the physicochemical properties of the liposomal
complexes. They presented small monodisperse droplets (around 100 nm) even when
associated with DNA. This could be related to the stability provided by the
microfluidization procedure that homogenizes droplets by high pressure shear, and
also due to the presence of DSPE-PEG in the formulations, which stabilizes droplets
and may prevent their aggregation [29,30]. {-potential showed positive values that are
related to the excess of cationic lipid DOTAP, which is required for the properly
association with negatively charged nucleic acids and interaction with cell membranes
[31]. The complexes also presented low cytotoxicity.

The transfection of MPS | fibroblasts partially restored IDUA activity in these
cells. This was maintained for up to 30 days, suggesting that our sequences were
indeed able to integrate in the cell’'s genome. To evaluate if this increase led to cell
phenotype similar to normal, confocal microscopy and flow cytometry were performed
to visualize potential improvements in the lysosomal mass. GAGs accumulation in
homozygous Trp402* cells is associated with a superabundance of lysosomes, which
is a marker of most LSD [32]. The treatment was capable to reduce the fluorescence
intensity attributed to the lysosomes when compared to MPS | untreated fibroblasts.
These results, confirmed by flow cytometry, suggested that the treatment could
progressively reduce the expanded lysosomal area due to the excessive GAGs storage
[33]. The results from flow cytometry confirmed the reduction in the mass of lysosomes
to normal levels. Since not all cells were edited, these findings evidence the
phenomenon of cross-correction [34—36], which is the ability of enzyme-expressing
cells to correct neighboring cells that are enzyme-deficient. This effect is possible
because approximately 10% of the lysosomal enzymes will be secreted from cells to
the extracellular environment, and our results in vitro have also shown that the enzyme
produced is being secreted. Then, the enzyme is taken up by the neighboring cells
probably via M6P receptors, through receptor-mediated endocytosis. Thus, for an
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effective therapy, only a relatively small number of cells expressing IDUA is required
to correct many other cells that are unable to produce the enzyme [37].

The next step was assessing the ability of the liposomal complex
L/CRISPR+Idua to transfect cells in vivo, more specifically in newborn MPS | mice. We
chose to insert the whole mouse /dua cDNA because of the nature of the mouse
knockout, and because the approach of inserting our gene into a “safe harbor” would
imply in a more feasible approach in a clinical setting. The biodistribution of fluorescent-
labeled complexes after hydrodynamic injection demonstrated that the liposomal
carriers showed an enhanced affinity primarily to lungs, then heart, and finally to liver
also demonstrating ability to penetrate blood cells. The results obtained from Idua
activity, GAGs measurement, and representative histology 6 months after treatment
corroborate the findings of fluorescent-labeled liposome complex biodistribution.

The preferential distribution of the liposomal complex to lungs was not expected.
The rapid injection of a large volume of liposome/DNA complexes into a vein induces
immediate congestion of the heart, and then complexes reflux into the liver via the
hepatic vein, pushing the blood backward towards the portal vein, thereby avoiding
immediate mixing of DNA with nucleases from blood. Once in the liver, the pressurized
solution enlarges the liver fenestrae, and forces the permeability of the plasma
membrane to allow DNA to enter the cells [38]. In fact, gene transfer into cells in organs
other than the liver are not completely elucidated as there’s evidence that the
hydrodynamic delivery is applicable not only to fenestrated but also continuous
capillaries [39]. Although this delivery method may not be extrapolated to human clinic
yet, feasibility to perform the hydrodynamic procedure in large animals has been
demonstrated using an image-guided hydrodynamic procedure using a computer
controlled injection device [40,41].

It is known therefore that hydrodynamic delivery is an effective nonviral method
of liver-targeted gene delivery [27]. However, in this study we demonstrated that it
really depends on the vehicle used for transfection, as naked plasmids may be
promptly directed to the liver [42,43], as shown, although our liposomal carrier
demonstrated greater affinity to lungs and heart. Previous studies demonstrated
immediate lung accumulation after intravenous injection of cationic liposomes and their
DNA complexes [39,44,45]. Some studies have previously speculated that the
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increased IDUA activity in the lungs after intravenous administration of lipid complexes
may result from a possible lung embolization due to the cationic charge, and capture
by the fenestrated capillaries of the pulmonary alveoli [13,14]. The uptake of liposomal
complexes by lungs might be explained by the fact that this tissue is the first and largest
capillary bed that the cationic complexes encountered following hydrodynamic
administration, and the positively charged liposomes may perform electrostatic
interactions with blood cells and form transient aggregates which may be temporally
trapped in lung capillaries [46]. Our results suggest that these vectors could be used
for pulmonary diseases, as cystic fibrosis or lung cancers, for example, although more
studies are needed to study the efficacy of the system in these conditions.

Yin et al. reported a combined lipid nanoparticle—mediated delivery of Cas9
mRNA with adeno-associated viruses encoding a sgRNA and a repair template to
induce gene repair in a mouse model of human tyrosinemia. Treatment generated
fumarylacetoacetate hydrolase (Fah)-positive hepatocytes by correcting the causative
Fah-splicing mutation, rescuing disease symptoms such as weight loss and liver
damage. The efficiency of correction was >6% of hepatocytes after a single application,
suggesting potential utility of Cas9-based therapeutic genome editing for a range of
diseases [21]. In comparison, this study achieved similar levels of enzyme production
in serum, with the particularity of using only a nonviral vector, which has many
advantages over viral ones, making them more suitable for gene delivery [11].

Briefly, IDUA activity was correlated with GAGs measurements and histological
analyzes, which demonstrated that the more enzyme production, the less GAGs
accumulates. Urinary GAGs. a common biomarker used to monitor results of
treatments, was also responsive to the gene therapy protocol, reducing its levels.
However, GAGs levels in the brain were not reduced, probably due to low gene
transfection in that organ allied to the fact that the lysosomal enzyme produced by
peripheral organs does not cross the blood-brain-barrier, and therefore does not reach
this tissue [11,47].

186



CONCLUSION

This study assessed the ability of liposomes as nonviral carriers of the
CRISPR/Cas9 system, and Trp402* IDUA donor oligonucleotide in in vitro gene
therapy or ROSA26 Idua donor for MPS |. The overall results showed that cationic
liposomes led to increased IDUA activity and reduction in lysosomal mass in human

fibroblasts bearing the most common mutation found in MPS | patients.

The last and more important results demonstrated that these complexes
presented an unexpected biodistribution, as complexes were primarily detected in
lungs, heart, and less in the liver. IDUA activity, GAGs measurements, and histological
analyzes corroborated these results and demonstrated that liposomal CRISPR/Cas9
carriers effectively transfected mammalian cells and promoted long-lasting production
of functional IDUA.

Finally, this set of results brings hope to the treatment of MPS | by gene editing
with liposomes as nonviral carriers of the CRISPR/Cas9 system. Our future efforts will
focus on different administration routes and formulations to increase enzyme activity
in the organs and lead to a normalization of GAGs levels. We will also develop new
strategies to reach other organs relevant for this disease, such as the brain.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

A
Target sequence: 5GCTCTAGGCCGAAGTGTCGCES
E 3 @

Trp402* PAM

B
5'GCGGCTGGGCAACGACCCCACGCGGCGACGGCCCCCCCCC

GCCCCGCAGATGAGGAGCAGCTCTIGGCCGAAGTGTCGCIVYE
CCGGGACCGTCCTGGACAGCAACCACACGGTGGGCGTCCTGG
CCAGCGCCCA3

Supplementary Figure 4.1. Oligonucleotide vectors used in vitro. (A) A 20 bp target
sequence adjacent to a NGG (PAM sequence, highlighted) which is distant 16
nucleotides of the mutated base on Trp402* (G to A, highlighted). (B) Sequence of the
134 bases, homologous to the Trp402* region, oligonucleotide used for targeted
recombination. Underlined is the target region. Highlighted are: first, the corrected
base, and second, the PAM base change.

ARM 1 EF1 Idua cDNA bGH polyA PG | Hygro | SV40 polyA ARM 2

Supplementary Figure 4.2. Schematic design of the donor vector used for
homologous recombination in vivo. ARM 1 and ARM 2: 1 Kb regions homologous to
the ROSA26 locus; EF1 and PG: promoters; bGH polyA and SVpolyA: poly(A) tails;
Hygr: hygromycin resistance gene; Idua cDNA: mouse sequence for Idua cDNA.

100 - —&— Blank liposome

. —{— L/CRISPR+IDUA

80+

70+

60

50

40 -]

Cell viability (%)

304

204

104

0

Formulation (uL)
Supplementary figure 4.3. Cell viability after 48 h incubation of increasing volumes of
blank liposome (full circles) and L/CRISPR+IDUA (empty squares) complexes with
fibroblasts. Results represent the mean * standard deviation of three experiments.
L/CRISPR+IDUA: liposome associated with CRISPR/Cas9 plasmid and Trp402* IDUA
donor oligonucleotide for in vitro correction of human fibroblasts.
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Supplementary figure 4.4. Enzyme activity after gene editing in vitro: IDUA activity
in human fibroblasts and in supernatant (secreted IDUA). (A) IDUA activity shown as
percentage of activity found in normal fibroblasts or in (C) DMEM versus time of culture.
Untreated MPS | fibroblasts (black bar), MPS | fibroblasts treated with naked IDUA
oligonucleotide (white bar), MPS | fibroblasts treated with naked CRISPR plasmid (grey
bar), and MPS | fibroblasts treated with naked CRISPR+IDUA plasmid and
oligonucleotide (dark grey bar) cultured for 2 days. (B) IDUA activity shown as
percentage of activity found in normal cells or in (D) DMEM versus time of culture. MPS
| fibroblasts treated with L/CRISPR+IDUA (white bars), and MPS | fibroblasts treated
with Lipofectamine 3000™ (grey bars) cultured for 2, 15, and 30 days. Results
represent the mean * standard error of the mean of ten experiments; *p<0.05,
compared to untreated MPS | fibroblasts or Lipofectamine 3000™ (Student’s T test).
L/CRISPR+IDUA: liposome associated with CRISPR/Cas9 plasmid and Trp402* IDUA
donor oligonucleotide for in vitro correction of human fibroblasts.
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CAPITULO 5







5.1. INTRODUCAO

Este quinto capitulo visa aprofundar a investigacao dos efeitos da injecdo
hidrodinamica dos complexos lipossomais na edigcdo génica dos camundongos MPS
I. Em virtude dos resultados significativos de aumento da atividade enzimatica e
reducdo de GAGs em diversos tecidos, torna-se necessario avaliar se a correcao
génica do modelo animal murino teria a capacidade de promover alteracbes
morfologica nos orgéos e clinicas de alguns sintomas. Como o0s resultados foram
promissores em 6rgdos como pulmao e coracgéo, o funcionamento desses sistemas
foi avaliado, e mais alguns outros tecidos, com base em estudos que indicam que
algum tipo de melhora poderia ocorrer visto que houve aumento significativo da
atividade enzimatica sérica. Os resultados globais demonstraram que 0s animais
tratados apresentaram fendtipo intermediario entre o normal e o MPS |, corroborado
pela espessura intermediaria do 0sso zigomatico facial, enquanto o fémur apresentou
espessura similar a animais normais. Os animais tratados tiveram hipertrofia cardiaca
em menor grau e a contratilidade dos ventriculos foi normalizada, exceto pela
espessura das valvulas, que permaneceu similar ao modelo MPS |. A aorta, no
entanto, teve reducdo no didmetro com a contagem de quebras de elastina situada
entre o normal e o n3o tratado. Foi evidente a melhora na resisténcia pulmonar,
apesar do numero de animais ainda ser pequeno e do estudo estar em andamento.
O unico 6rgéo que nao apresentou nenhuma melhora significativa foi o cérebro, com
presenca de neuroinflamagcdo e demonstracdo da degeneracdo por testes
comportamentais. Por fim, este capitulo demonstrou que os complexos sdo efetivos
fisiologicamente e morfologicamente in vivo, abrindo interessantes perspectivas para
o tratamento da MPS |.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type | (MPS |) is a lysosomal disorder caused by the deficiency
of alpha-L-iduronidase (IDUA), which promotes multisystemic storage of
glycosaminoglycans (GAGs). Accumulation of dermatan and heparan sulfate in bone,
cartilage, heart valves, lungs, and widespread tissues likely contributes to reduced
mobility and increased morbidity in untreated MPS | individuals. We previously
reported that neonatal hydrodynamic injection of liposomal CRISPR/Cas9 complexes
expressing murine Idua resulted in long-lasting IDUA activity in lung and heart in MPS
I mice, and secreted IDUA was taken up from blood by other organs, except for the
brain. In the present study, we report the effect of this therapy on the cardiovascular,
respiratory, bone, and brain disease. There were improvements in facial morphology
and large bones, specifically in zygomatic and femoral width. The heart had reduced
systolic and diastolic diameters, and left ventricle shortening fraction was similar to
normal, although heart valves showed hyperplasia and lysosomal storage, and the
thickness was not significantly different from untreated. In addition, liposome-treated
MPS | mice had improved aortic diameter and elastin brakes, which were almost
normalized. The respiratory function was evaluated and lung resistance showed a
tendency to normalize. Nevertheless, the brain was not favored with improvements, as
neuroinflammation was still present. Furthermore, these mice had just partial
improvements in behavioral tests, suggesting some deterioration in brain function. We
conclude that neonatal gene therapy can improve some aspects of bone and heart
disease in MPS | mice. However, better delivery of IDUA to these and other “difficult-
to-treat” tissues will be necessary to achieve more profound effects in bone, heart, and
especially in brain.

Keywords: CRISPR; Gene therapy; Liposome; Lysosomal storage disease;
Mucopolysaccharidosis type |; Nonviral vector.
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INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis type | (MPS 1) is an autosomal recessive disease
caused by the deficiency of the lysosomal enzyme alpha-L-iduronidase (IDUA, EC
3.2.1.76), which is involved in the catabolism of the glycosaminoglycans (GAGs)
heparan and dermatan sulfate. Enzyme replacement therapy (ERT) and hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT) are the two treatments available for MPS |. However,
these therapies are not completely effective, as ERT is not capable of crossing the
blood—brain barrier (BBB) and reach the brain, joints, or bones, while HSCT shows to
be mostly effective only until two years old [1-3].

MPS | clinical spectrum varies from the severe Hurler syndrome (OMIM #67014)
to the attenuated Scheie syndrome (OMIM #67016), with intermediate disease
phenotypes classified as Hurler—Scheie syndrome (OMIM#67015) [1,4]. Multisystemic
manifestations as organomegaly, corneal clouding, heart and valve diseases,
pulmonary hypertension, and joint stiffness are commonly present in all forms of MPS
[, although Hurler patients may also present severe neurocognitive retardation [4-9].
Short and thick limbs and swollen joints may cause movement impairment, flattened
facial bone and cartilage and narrowing of the trachea can contribute to upper airway
disease [8,10]. MPS | hearts are often dilated, congestive heart failure is frequent in
patients with Hurler syndrome, and both Hurler and Scheie phenotypes usually
undergo valve replacement [11]. Additionally, reduced elasticity and increased breaks

in the elastin structure of the aorta may occur [12].

The MPS | mouse model used in this study was established in 2003 by the
disruption of the Idua gene with the neomycin resistance gene and has proven to be a
useful model for studying the pathogenesis of the disease as well as for the
development of treatment options [12—-19].

As MPS | is a cumulative disease, intervention in the neonatal period allows the
effects of gene therapy to be prophylactic, before lysosomal GAGs accumulation and
related pathology occur, as treatments performed after GAGs accumulation has led to
irreversible organ damage [18]. Additionally, treatment implemented at a later age
would need to clear accumulated GAGs in addition to preventing additional deleterious

effects, considering that clearance of preexisting storage may be a slow process [3,18].
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We have previously reported that neonatal hydrodynamic injection of liposomal
CRISPR/Cas9 complexes containing the murine Idua cDNA resulted in long-lasting
detection of the enzyme mainly in the serum, lung and heart of MPS | mice.
Furthermore, secreted IDUA was taken up from blood by other organs, except for the
brain, and reduced GAGs storage in these organs, correcting the biochemical defect
(Schuh et al., data not published). To have a better insight of these results, in the
present study we expand these analyses and report the effects of this therapy on bone,
cardiovascular, respiratory, and brain abnormalities in liposome-treated MPS | mice.

MATERIALS AND METHODS

Animal procedures

Neonatal MPS | C57BL/6 mice (2-3 days old) (/dua-KO, kindly donated by Dr.
Elizabeth Neufeld, UCLA, USA) (n= 4) were used for the experiments. MPS | mice
were genotyped by PCR reaction as previously described [20] and maintained under
standard conditions. Two control groups were used, untreated MPS | mice and normal
six-month old mice (age of the animals at the time of euthanasia) (n= 6/group). The
treatment consisted in one hydrodynamic injection (10% of body weight) of
LA/ROSA26 complexes in the superficial temporal vein of neonatal MPS | mice, as
previously described. At six months behavioral and echocardiographic tests were
performed. Then mice were weighted and euthanized by cervical dislocation under
anesthesia. Diameter of the ascending aorta was measured using a digital pachymeter
(MTX, Brazil) and liver, lungs, kidneys, heart, testicles, aorta, and brain cortex were
isolated and systematically divided in 2 pieces. One was flash frozen in liquid nitrogen
for biochemical analysis and the other portion was fixed in buffered formalin. Thin cross
sections were submitted to routine histologic processing, stained with hematoxylin—

eosin/alcian blue and Verhoeff-van Gieson Stain, and then analyzed.

Echocardiographic assessment

Six-month-old mice were anesthetized with isofluorane and placed in left lateral
decubitus position to obtain cardiac images. An EnVisor HD System, Philips Medical
(Andover, Mass, USA), with a 12-4—-MHz transducer was used, at 2-cm depth with
fundamental and harmonic imaging. Images were captured by a trained operator with
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experience in echocardiography of small animals. As measures of left ventricle
function, we evaluated left ventricular ejection fraction, LV fraction shortening and
fractional area change. As a measure of heart dilatation, we used the average of 3
measures of the heart diameter in systole (SD) and diastole (DD) using M-mode. All
details of echocardiographic assessment were previously described [21].

Behavioral tests

Open field test

Locomotor and exploratory activities were assessed using an open field test.
The test consisted of a square arena (52 x 52 cm?) with 60-cm high walls. The floor
was divided into 16 squares by parallel and intersecting lines, obtaining 4 centered
squares and 12 periphery squares. Mice were placed in one of the corners of the open
field and (a) ambulation (number of times a mouse crossed with 4 paws one of the
lines in the floor), and (b) exploratory behavior (rearings) were observed during 5
minutes for both control and MPS | animals.

Repeated open field test

This test is used as a measure of habituation memory [22]. In this test, mice are
put in the open field apparatus for 5 minutes and activity (number of crossings and
rearings) is measured. The test is repeated 30 and 60 minutes after the first trial to
evaluate habituation to the new environment (a reduction in the activity should be
observed in mice after each trial), and the results from the third trial are compared with
the first one.

Inhibitory avoidance

The inhibitory avoidance test in rodents is a widely used animal model of
aversively motivated learning and memory. The inhibitory avoidance training box was
a 50 x 25 x 25-cm acrylic box whose floor consisted of parallel stainless steel bars (1
mm diameter) spaced 1 cm apart (Insight, Sao Paulo, Brazil). We adapted a small
platform (1 x 3 x 2 cm) in the center of the apparatus. The animal was gently placed in
the platform and their latency to step-down on the grid with all four paws was recorded.
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In the training session, immediately after stepping down on the grid, animals were given
a 0.5 mA foot shock for 2 s. In retention test session, carried out 24 h after training (to
evaluate long-term memory retention), no foot shocks were given and a maximum of
300 s was imposed in the step-down latency. The time when the animal stepped down
was recorded and used for analysis.

Histological analyzes

The tissues were fixed with 10% buffered formalin, embedded in paraffin and
submitted to semi-thin sections for the assembly of the histological slides.
Hematoxylin-eosin (H&E) and Alcian-blue (1 %) staining were used to investigate the
GAGs accumulation. At least 2 different slides from each animal were analyzed. Wall
thickness of the ascending aorta was measured after Verhoeff-van Gieson staining by
obtaining the average of at least 5 wall measurements in different points of the cut, as
previously described [24]. Heart valve thickness was measured at 10 different points
and the mean result was considered. Glial Fibrilary Acid Protein (GFAP) was evaluated
by immunohistochemistry in 5-high power (400X magnification) fields as previously
reported (Baldo et al, 2013). The microscope slides were analyzed under a microscope
(Olympus BX51TF, JPN) (200x for overview images, or 400x for closer images).

Radiographs

Mouse limbs were isolated, cleaned of soft tissue, and radiographed as
described [23]. Bone width in mice were measured on radiographs, and were evaluated
and reported as width in mm.

Plethysmography

At the age of 6 months, all mice were anesthetized with intraperitoneal
administration of ketamine/xylazine at 100 and 10 mg/kg, respectively. The trachea
was cannulated, and the mice were mechanically ventilated at 150 strokes/min with a
150-ul stroke volume. Mice were placed in a forced pulmonary maneuver system
where pulmonary resistance and dynamic compliance were recorded using a

FinePointe™ RC System (Buxco Research Systems, USA). Peak values were
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designated as the maximum response with maximal lung resistance, and the units are
kPa/(L/s) [24].

Ethics statement and statistics

This study was approved by the authors' institutional ethics committee on animal
experimentation (Comissao de Etica no Uso de Animais do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre - permit number #15-0416) and all experiments with animals were
monitored by a veterinarian. IBM SPSS Statistics version 20 was used for statistical
analysis. Possible gender effects were analyzed in all tests, and no significant
differences were found between males and females if not specified. Results were
compared using ANOVA and Tukey or Kruskal-Wallis and Mann-Whitney, as indicated.
A Pearson test was used for correlation analysis. P values lower than 0.05 were
considered statistically significant. GraphPad Prism 7 software was used to graphic

design.
RESULTS

Mouse facial morphology and body weight

MPS | mice received a hydrodynamic injection at 2—3 days after birth with a
liposomal complex containing a CRISPR/Cas9 plasmid and a plasmid containing the
Idua cDNA. IDUA activity in serum was maintained at stable levels ranging from 5 to 7
% of normal in individual mice for 6 months, as previously reported and summarized in
Table 5.1. We also observe an inverse correlation between GAGs levels at 6 months
and IDUA activity in urine vs. serum, heart, and lungs (Supplementary Figure 5.1).

Figure 5.1A shows that an untreated MPS | mouse had a short, broad face at 6
months after birth. In contrast, the facial morphology of a liposome-treated mouse was
in between of untreated MPS | and normal mouse. The average body weight of the
liposome-treated MPS | male mice at 6 months was 32.6+0.8 g [standard error of the
mean (SEM)], as shown in Figure 5.1B. This was similar to that in age-matched normal
male mice (31.1£1.6 g) and was markedly lower than untreated MPS | males (34.7+0.9
g; p<0.001 for liposome-treated vs. untreated MPS | mice). Similarly, the average body
weight of the liposome-treated MPS | female mice (28.8+0.6 g) was lower than the
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average weight of 29.4+0.8 g in the untreated MPS | females, although this difference
was not statistically significant (p>0.05). The weights of the normal females were

significantly lower than in the other groups (24.9+0.2 g).

Table 5.1. Effect of neonatal gene therapy on serum IDUA levels, urinary GAGs and
pathology of visceral tissues.

Parameters Normal (n=5) MPS | (n=5) Treated (n=5)
Serum IDUA (nmol/h/mL) 2@ 6.14+0.11*  0.027+.014  0.40+0.050*
Urinary GAGs (ug/mg creatinine)  185.5+27.9* 510.5445.9 356.2+17.4*
Brain cortex 0 ++ ++
Heart 0 ++++ ++,+,+,+
Kidney 0 ++++ ++
Liver 0 ++++ ++
Lung 0 ++++ ++,+,+,+

Mice were treated as described in Fig. 5.1.

a The average serum ldua activity in nmol/h/mL for normal, untreated MPS | mice, and liposome-treated
MPS | mice, are shown. The severity of pathological evidence of lysosomal storage disease at 6 months
after birth was evaluated in the indicated tissues of normal, untreated MPS |, or liposome-treated MPS
| mice. Pathology in brain cortex, heart, kidney, liver, and lung tissues were evaluated. O represents
histology that is indistinguishable from normal; + represents animals in which storage was absent in
some fields and present in others; ++ represents animals in which storage was present in all fields, but
at low levels; +++ represents animals in which storage was present in all fields at moderate levels; and
++++ represents animals with large amounts of storage material in all fields. Unless otherwise indicated,
results from all of the animals of each group in a particular tissue were concordant. For results that were
discordant within the group, the results for each animal that was evaluated are shown. *p<0.05, when
compared to untreated MPS | mice (Anova and Tukey post hoc).

A é B
Body weight at 6 months
D 40
- * ** [J Normal
o 301 O Treated
' B Untreated
2 20
3 101 H
0
m o
Normal Treated Untreated FEMALE MALE

Figure 5.1. Facial morphology and body weight. Normal and untreated MPS | mice
did not receive any injections prior to euthanasia. Liposome-treated MPS | mice were
injected once with the liposome associated to a CRISPR/Cas9 plasmid and a donor
plasmid of /dua cDNA in a volume corresponding to 10% of body weight of at 2—3 days
after birth. (A) Facial morphology. Normal, liposome-treated, and untreated MPS | mice
were photographed at 6 months of age. (B) Body weight. The weights for males (4
normal, 3 liposome-treated MPS |, and 4 untreated MPS | mice were evaluated) and
females (4 normal, 2 liposome-treated MPS |, and 4 untreated MPS | mice were
evaluated) were determined at 6 months of age, and averages for all animals in each
group * the standard error of the mean (SEM) are shown. Anova and Tukey post hoc,
where *p<0.05, **p<0.005, versus untreated. MPS |, mucopolysaccharidosis type |.
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Bone Pathology

Radiographs of untreated MPS | mice (column 2 in Figure 5.2), demonstrated
that the long femoral bone (panel 5.2B) and the zygomatic facial bone (panel 5.2A)
were thick. These features were improved in the liposome-treated MPS | mice (column
3). Although the average width of the zygomatic bone was higher at 0.3 mm for
liposome-treated mice (Figure 5.2C), there was significant difference when compared
with values in untreated MPS | and normal mice (p<0.05). The width of the femoral
bone evaluated was significantly shorter in the liposome-treated MPS | mice (Figure
5.2C) than in the MPS | group, but not different from normal mice (p<0.05).

Normal Untreated

1.0
—_ [0 Normal
E 0.8 . [ Treated
- * B Untreated
£ 0.6
S
3 |
& 0.4 #%
g *
0.0

Zygomatic width Femoral width

B Normal Untreated Treated
x
F

Figure 5.2. Effect of gene editing on bone abnormalities. Normal (n= 14), liposome-
treated (n=5), and untreated MPS | (n= 14) mice radiographs at 6 months of age. (A)
Zygomatic bone (Z). (B) Femoral bone (F). (C) Bone width comparison (mm). Normal
(white bars), treated (grey bars), and untreated MPS | mice (black bars). Averages for
all animals in each group = the standard error of the mean (SEM) are shown. Anova
and Tukey post hoc, where *p<0.05, **p<0.005, (*) when significantly different from
untreated and (*) from normal group. MPS |, mucopolysaccharidosis type .

Cardiovascular disease

Echocardiographic analysis was performed in 6-month-old mice to assess heart
function. A total of 3 parameters were analyzed (Figure 5.3). Evaluating left ventricular
function and contractility, we obtained measures of left ventricular shortening fraction
(Figure 5.3A), which was reduced in MPS | mice but was similar to normal in the treated
group. We also obtained measures of systolic (Figure 5.3B) and diastolic diameters
(Figure 5.3C), to assess heart dilatation and hypertrophy. Both were increased in MPS
| mice, and normalized in the treated group.
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Figure 5.3. Cardiovascular parameters assessed by echocardiography. Normal
(n= 14, white bars), liposome-treated (n= 5, grey bars), and untreated MPS | (n= 14,
black bars) mice were submitted to echocardiography at 6 months of age. (A) LVSF,
left ventricular shortening fraction. (B) SD, systolic diameter of the left ventricle. (C)
DD, diastolic diameter of the left ventricle. Averages for all animals in each group + the
standard error of the mean (SEM) are shown. Anova and Tukey post hoc, where
*p<0.05, **p<0.005, and ***p<0.0005. MPS |, mucopolysaccharidosis type I. Liposome,
liposomal carrier associated to the CRISPR/Cas9 plasmid and /dua donor plasmid.

Pathology in the aorta and heart valves

GAGs storage in the MPS | mouse myocardium could be visualized in
histological sections from 6-month-old heart valves (Figure 5.4A).
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Figure 5.4. Heart valves thickening and GAGs storage. (A) Heart valve from the left
ventricle of normal, untreated, and treated 6-month old MPS | mice. (B) Heart valve
thickness at 6 months. Normal (white bar), treated (grey bar), and untreated MPS |
mice (black bar). Thickening of the heart valves was measured in 10 different points,
and the average value was recorded. Averages for all animals in each group * the
standard error of the mean (SEM) are shown. Anova and Tukey post hoc, where
*p<0.05, **p<0.005, and ***p<0.0005, (*) when significantly different from untreated
and (*) from normal group. Magnification: 200x. MPS |, mucopolysaccharidosis type |.
Liposome, liposomal carrier associated to the CRISPR/Cas9 plasmid and /dua donor
plasmid.
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Cells presenting GAGs storage were basically vacuolated interstitial cells. Heart
valves were stained with H-E and Alcian blue for GAGs analysis since they were too

small to quantify with a biochemical assay (Figure 5.4A). In addition, measuring the
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valve thickness at 10 different points revealed that the heart valves were thickened in
the MPS | mice (Figure 5.4B), and the treated group was not different from the
untreated.

Analyzes of the aorta revealed that untreated MPS | mice presented increased
aortic diameter and wall thickness (Figure 5.5A), with numerous white vacuoles in the
tissue, which correspond to GAGs storage (Figure 5.5C). Treated mice presented
decreased aortic diameter compared with MPS | mice, although there was still
difference when compared to normal mice, which suggests a mild effect of treatment
in this organ (Figure 5.5A).

When analyzing elastin breaks, one can observe that there was no difference
between liposome-treated mice and normal or MPS | mice, demonstrating that the
treated group was in between the two control groups (Figure 5.5B).
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Figure 5.5. Pathology in the aorta. (A) Diameter of the ascending aorta at 6 months.
(B) Elastin breaks at 6 months. (C) Aortic disease: Verhoeff-Van Gieson stain for
elastic fiber content. Representative sections of an aorta from a Normal, an untreated,
and a treated MPS | mice. Black arrows indicate GAGs storage and elastin breaks in
the tissue. Averages for all animals in each group * the standard error of the mean
(SEM) are shown. Anova and Tukey post hoc, where *p<0.05, **p<0.005, and
***p<0.0005, (*) when significantly different from untreated and (¥) from normal group.
Magnification: 200x. MPS |, mucopolysaccharidosis type I. Liposome, liposomal carrier
associated to the CRISPR/Cas9 plasmid and /dua donor plasmid.
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Respiratory disease

Lung resistance measured during plethysmography was used as a measure of
obstructive airway disease [24]. In Figure 5.6 one can observe that MPS | mice
presented higher lung resistance values, while treated mice were similar to normal

mice, and both were significantly different from the untreated group.
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Figure 5.6. Respiratory disease. Lung resistance derived from plethysmography
analysis from normal (white bar, n=5), treated (grey bar, n=3), and untreated MPS |
mice (black bar, n=5). Averages for all animals in each group * the standard error of
the mean (SEM) are shown. Anova and Tukey post-hoc, *p<0.05. MPS |,
mucopolysaccharidosis type |. Liposome, liposomal carrier associated to the
CRISPR/Cas9 plasmid and /dua donor plasmid.

Behavior analysis and brain histology

As a measure of locomotor activity and exploratory behavior, animals were
submitted to the open field test. MPS | mice presented reduced activity in both
parameters, although not significantly different from treated or normal mice (Figure
5.7A and C). The repeated open field test is a measure of non-aversive memory, and
MPS | mice showed impaired memory in horizontal activity in this test. However, there

was no difference between groups (Figure 5.7B and D).

We only observed significantly differences in the latency to step down the
platform during the training session in the inhibitory avoidance apparatus (Figure 5.7E).
Normal and treated mice presented low initial entrance latency displayed before the
training in comparison with untreated animals. However, during the trial session 24 h

after training, both untreated and treated MPS | mice presented a reduced time to step
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down the platform, evidencing memory deficits, although there was no significantly
difference between the groups (Figure 5.7F).
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Figure 5.7. Behavior analysis: open field and inhibitory avoidance test. (A and C)
Open field test. Mice were analyzed at 6 months and (A) Locomotor activity and (B)
Exploratory behavior were compared among groups. (C-D) Repeated open field test.
Three trials (with interval between trials of 30 minutes) were performed in the open field
test and the activity of the third trial was compared with the first one in the (A) number
of crossings and (B) number of rearings, represented as % of the first trial. (E) Results
from the inhibitory avoidance test. Time to step down the platform during training
session. (F) Time to step down the platform during trial session, 24 h after training.
Dots represent individual mice and trace indicated average and standard deviation.
Anova and Kruskal-Wallis, Dunns post hoc, *p<0.05.
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GFAP positive cells were increased in MPS | mice and in the treated group,
which evidences that treatment was not able to reduce neuroinflammation to normal

levels (Figure 5.8).
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Figure 5.8. Neuroinflammation. (A) Glial fibrillary acidic protein (black arrows) was
detected in the cortex of normal, untreated, and treated MPS | mice. (B) Quantification
of GFAP positive cells in 10 high-power fields. Averages for all animals in each group
* the standard error of the mean (SEM) are shown. Anova and Tukey post hoc, where
#5<0.05, #p<0.005, and ##p<0.0005. Magnification: 200x. MPS |,
mucopolysaccharidosis type |.

DISCUSSION

We have previously shown that the treatment in newborn MPS | mice enabled
constant production of IDUA by tissues and also its secretion. Furthermore, it
significantly reduced urinary and tissue GAGs (Schuh et al., data not published). The
increased production of IDUA and reduced GAGs storage in some specific tissues as
lungs and heart led to the expectation of finding functional improvements in these
systems, as reported here. However, some other organs could also benefit from
treatment despite low frequency of gene editing, since a fraction of the enzyme can be
secreted into blood from the edited cells, and could be taken up by cells in other organs

via the classical M6P receptor, in a process that would resemble ERT [25-27].

We extended the analysis of our previously reported findings in serum and
tissue IDUA and GAGs levels at the present work, aiming to look at possible
correlations. We consider particularly important the strong correlation between the
reduction in urinary GAGs and the increase in serum IDUA activity observed here, as
urine GAGs levels is the main biomarker used for monitoring therapeutic efficacy in

clinical trials [28].

Looking at phenotype correction, body weight measurements were obtained at
6 months. Male treated mice showed improved results, and female mice did not reach
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statistically significant values probably due to the small number of treated females. In
addition, we could observe that facial morphology of liposome-treated mice was in
between normal and untreated groups. This led us to perform X-ray analysis to obtain
a quantitative measure of this improvement. The zygomatic bones showed lower
widths in comparison to untreated mice, although not completely normalized. The
femoral long bone width differed from MPS | as well, but not from the normal group.
These results demonstrate the ability of the treatment to reach the bone tissue,
although unfortunately not sufficiently to normalize bone width. It is important to point
out that treatments such as ERT and even hematopoietic stem cell transplantation do
not improve bone disease, because the enzyme does not reach the bone tissue [29—
31]. Our results therefore might suggest that either our formulation might correct bone
cells or our enzyme could be able to reach the bone through a still unknown
mechanism. Our future studies will look at distribution and affinity of this specific
formulation for the bone and evaluation of enzyme and tissue GAGs levels in this tissue

as well, as it is clinically relevant [31,32].

The heart function was assessed by echocardiography. MPS | patients
frequently develop heart disease, therefore we aimed to look at aspects of cardiac
function [11]. The parameters of contractility of the left ventricle as well as heart
dimensions in systole and diastole suggest that the treatment is able to prevent both
left ventricle dysfunction and heart enlargement [12,15]. The thickness of the heart
valves showed no improvement in treated mice, which suggest that the treatment may
not be sufficiently efficient in preventing valve dysfunction. The heart valves are poorly
vascularized, being composed mainly of collagen fibrils [33]. This characteristic may
be likely responsible for a poor distribution of the enzyme through this tissue, and it
could explain why our gene therapy approach failed in correcting this aspect of the
disease. Previous work has shown that even with very high enzyme levels after gene
therapy, the heart valves are still not completely normalized, and therefore are in
agreement with our findings [34].

The ascending aorta is another tissue considered as ‘“difficult-to-treat” by
current therapies [18,35]. Therefore, it was unexpected that our liposome-treated mice
presented intermediate results of wall thickness and aortic diameter, as well as lower

count of elastin breaks. Although GAGs storage could still be observed in the treated
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mice, and IDUA activity levels were not measured due to insufficient sample, these
results highlight that the treatment approach could be a potential alternative to treat

some of the most affected organs in MPS I.

The pulmonary function results of the treated group showed a tendency to lower
lung resistance in comparison with untreated MPS | mice, in agreement with higher
IDUA levels and lower GAGs levels found in this tissue. This parameter is important
because upper and lower airway obstruction and restrictive pulmonary disease (which
can lead to recurrent upper and lower respiratory tract infections, obstructive sleep
apnea, impaired exercise tolerance, and respiratory failure) are very common in
patients with MPS. These symptoms are often the first to appear and are responsible
for morbidities in both children and adults with the disease [36,37].

It is a consensus that IDUA does not cross the blood-brain barrier in significant
amount in human patients, although some researchers have shown that, in mice, a
small fraction of the enzyme is able to reach the brain, when found in high levels in
serum [21,38]. We had previously shown that IDUA activity in the brain of treated-mice
was indeed undetectable, and GAGs levels were not reduced (Schuh, personal
communication). We confirmed those finding with behavior analysis and GFAP content
(as a marker of neuroinflammation) [13,17,22,39,40], which showed no improvement.
These results confirm that the treatment is not able to reach the brain when applied
intravenously, and new routes (intrathecal, nasal or in situ) will be tested in future

studies.

Taken together, our set of results suggest deterioration of function in some
organs (particularly heart valves and brain) while other organs, such as the
cardiovascular system, the aorta, the bones and the lungs, seem to have their function
at least partially normalized after neonatal treatment. It is important to notice that
besides the lack of achievement of complete functional normalization of tissues, this
treatment could be combined with other approaches to prevent some important

deteriorations found in patients treated by current therapies.
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CONCLUSION

These studies demonstrate that neonatal gene therapy can result in
improvements in bone, heart, and lung pathologies, which are likely responsible for the
improved mobility and decreased morbidity in mice. Achieving about 6% of normal
IDUA levels in serum improved facial dysmorphism, bone width, heart and lung
function, and aortic condition, possibly having a substantial effect in patients with the
disease. Alternative strategies might involve transplantation of gene-modified
autologous or normal allogeneic mesenchymal stem cells, or identification of ways to
improve the delivery of IDUA to difficult-to-treat tissues through modifications of the
protein or by increasing blood enzyme levels. The long term risks of any gene therapy
approach need to be considered. However, we have not seen any evidence of tumors
to date, and the administration of liposome to transgenic mice did not result in the
development of tumors. Further studies will be necessary to evaluate this potential risk
prior to implementation of this approach in patients. In conclusion, this set of results
brings hope to the treatment of MPS | by gene editing with liposomes as nonviral
carriers for the CRISPR/Cas9 system.
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Suppl. figure 1. Correlation between GAGs levels and IDUA activity in (A) urine
GAGs versus serum IDUA, (B) heart, and (C) lung, which showed an inverse
correlation with IDUA activity and GAGs levels found in treated MPS | mice (P<0.01,
Pearson test).
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A MPS | é causada pela deficiéncia de IDUA e tem como consequéncia o
acumulo de GAGs nao degradados nos lisossomos, provocando uma série de
sintomas multissistémicos (GIUGLIANI, 2012). Os tratamentos disponiveis para a
MPS | sdo o TCTH e a TRE, ambos com limitacées que incentivam a pesquisa de
novos tratamentos, a fim de encontrar uma terapia que seja mais duradoura e
melhore as condic¢des clinicas dos pacientes, como a terapia génica (CARVALHO et
al., 2015; GIUGLIANI et al., 2012; SCHUH; BALDO; TEIXEIRA, 2016).

Na terapia génica, o carreamento do gene de interesse normalmente ocorre
através da utilizagao de vetores virais ou ndo-virais. Os vetores virais possuem alta
eficiéncia de penetracdao celular e transferéncia do transgene, porém possuem
possibilidade de mutagénese insercional e podem provocar reagdes imunogénicas
(BALDO; GIUGLIANI; MATTE, 2014). Os vetores ndo-virais sdo considerados mais
seguros, estaveis e de facil producao (SCHUH; BALDO; TEIXEIRA, 2016). Os
lipossomas (FENSKE; CHONN; CULLIS, 2008) e as nanoemulsdes (FRAGA et al.,
2015a) sdo exemplos de sistemas carreadores lipidicos ndo-virais. Esses vetores
possuem pelo menos uma matéria prima catiénica que tem disponibilidade de
estabelecer interagdes eletrostaticas com os grupamentos fosfato aniénicos dos
acidos nucléicos e, assim, permitem sua complexacdo e consequentemente

protegem o DNA da degradacéo.

Nosso grupo de pesquisa descreveu a complexacao de um plasmideo doador
da sequéncia codificante para o gene IDUA com nanoemulsdes catidnicas (FRAGA
et al., 2015a, 2015b, 2017). Entretanto, a curta duracdo da expressao génica do
plasmideo epissomal fez com que o projeto avaliasse em estudos subsequentes as
potencialidades de sistemas de edicdo génica que tornassem a expressao do
transgene mais duradoura, idealmente vitalicia. Nesse contexto, o presente estudo
teve como principal objetivo utilizar nanocarreadores lipidicos como vetores nao-

virais para o sistema CRISPR/Cas9 para edicao génica da MPS I.

Na primeira etapa da presente tese, visamos realizar um compilado das
terapias disponibilizadas mais recentemente e das ultimas abordagens em ensaios
clinicos para o tratamento das MPS. Também discutimos os principais tipos de

biomateriais e carreadores nao-virais que poderiam ser utilizados, e ainda sua
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possivel aplicacdo em novas terapias, especialmente voltadas para pesquisadores
da area biomédica.

Em sequéncia, investigamos a co-complexagédo de nanoemulsdes produzidas
por homogeneizacdo a alta pressdao associadas a um plasmideo do sistema
CRISPR/Cas9 e um oligonucleotideo contendo a sequéncia correta do gene IDUA a

fim de corrigir a mutagao Trp402* em fibroblastos de pacientes MPS I.

Quanto a construcao do vetor do sistema CRISPR/Cas9, embora estudos
recentes sugiram o uso de multiplas sequéncias de gRNA, optamos por testar
apenas uma sequéncia pois este primeiro estudo tinha como objetivo apenas realizar
a prova de conceito da correcao génica. A escolha da sequéncia foi baseada numa
ferramenta online, que demonstrou que nao haviam potenciais sitios off-target no
genoma, considerando diferengas em até 3 bases na sequéncia do gRNA. O
tamanho do oligonucleotideo de recombinagéo foi escolhido baseado em dados da
literatura (WANG et al., 2013), que sugerem que regides flanqueadoras de 50-60 pb
produzem resultados 6timos de recombinacao.

As nanoemulsdes carreadoras foram produzidas por homogeneizacéao a alta
pressdao com e sem a adicdo de um fosfolipidio peguilado (DSPE-PEG), e foram
associadas aos acidos nucleicos por dois métodos diferentes: adsorgao a superficie

ou encapsulamento no nucleo oleoso.

Demonstrou-se que ha diferenca na estabilidade dos complexos produzidos
pelos diferentes métodos, e o encapsulamento pode promover um maior tempo de
retencdo dos acidos nucleicos. Tais resultados indicam que a internalizacado do DNA
(ou pelo menos a sua internalizagao parcial) no nacleo oleoso de nanoemulsées
pode desempenhar um papel na liberagdo do plasmideo a partir dos complexos,
demonstrando que os complexos encapsulados podem ser excelentes alternativas
para administracao in vivo. Para transfecgao in vitro seria ideal uma formulacéao que
libere o DNA mais facilmente, porém inicialmente protegendo-o da degradacéo.
Entretanto, ndo se observou diferenga na eficiéncia de transfecg¢ao celular entre os
dois tratamentos, 0 que demonstra que ambos sdo capazes de associar e proteger
os acidos nucleicos, e em seguida libera-los no interior da célula. O aumento

significativo da atividade enzimatica e a redugdo da area dos lisossomos
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demonstraram que os carreadores foram efetivos independentemente do método de

associacao do DNA.

Apesar dos resultados biolégicos terem sido extremamente satisfatorios, nao
foi possivel demonstrar a eficiéncia e porcentagem de correcao da mutacao in vitro.
De fato, tentamos executar diversos experimentos de sequenciamento de nova
geracao (Next Generation Deep Sequencing — NGS) do DNA gendmico obtido a
partir dos fibroblastos transfectados utilizando um painel usado no diagnéstico de
pacientes com MPS, analisado no equipamento lon Torrent® (TermoFisher, USA).
No entanto, ocorreu um problema: apesar da purificacdo com o protocolo ExoSAP™
(Invitrogen, USA) para purificacdo de primers e fragmentos para sequenciamento
automatizado de DNA usando SAP e Exonuclease |, a cobertura (o numero de
leituras) em nosso sitio corrigido foi excessivamente alta, cerca de 10-20 vezes
superior a cobertura encontrada numa amostra nao-corrigida. Isso ocorreu ao ponto
em que os autores acreditam que o oligonucleotideo usado para RH ainda estava
presente e também estava sendo sequenciado. A partir dessa duvida tomamos a
decisdo de n&o utilizar os dados de sequenciamento, uma vez que nao séo

confiaveis. A Figura 5 demonstra um exemplo das andlises resultantes.
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Figura 5. Visualizacdo do NGS (sequenciamento de nova geragao) de uma amostra
de DNA gendémico apos transfeccdo com os complexos. O numero de leituras na
regiao editada foi de 4106 leituras, contra uma média de 400 leituras num controle
nao-editado.

Parece que, mesmo com a purificagdo com a enzima, o NGS ainda analisou
o fragmento correspondente ao oligonucleotideo usado como modelo para RH,
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mostrando 100% de corre¢cdo da mutacdo pontual presente na variante Trp402*
(G>A). Como o numero de contagens também foi excessivo, concluimos que o
experimento ndo produziu dados confiaveis. Outras tentativas de eliminar o excesso
de oligonucleotideo também nao foram bem-sucedidas, como eletroforese em gel
de agarose e excesso de ExoSap.

Embora os resultados de sequenciamento tenham sido inconclusivos, os
experimentos adicionais (de atividade enzimatica e quantificacdo de massa
lisossébmica) puderam confirmar que realmente o tratamento proporcionou uma
correcdo de parte das células, sendo uma importante prova de conceito de que o
sistema pode ser utilizado para corregdo génica da principal mutacdo encontrada
nos pacientes com MPS |.

Apos os experimentos in vitro iniciais, langou-se mao da técnica de
microfluidizagdo para obtencao de carreadores lipidicos de tamanho reduzido. A
microfluidica é uma tecnologia versatil para manipular fluxos de liquidos através de
inumeros canais com dimensdes diminutas de cerca de 100 um, provocando o
cisalhamento e a consequente reducdo do tamanho das particulas. Os
microfluidizadores podem fornecer uma mistura rapida e ajustavel, um ambiente de
reacdo homogéneo e tamanhos de goticulas/vesiculas na ordem de dezenas de
nanémetros. Portanto, € uma tecnologia atraente para producdo de vetores para
terapia génica, que devem ser pequenos o suficiente para garantirem sua entrada
na célula (YU; LEE; LEE, 2009). Nesse contexto, visamos inicialmente otimizar as
condicoes de preparacao dos carreadores lipidicos no equipamento e apés, realizar

a caracterizacgao fisico-quimica dos carreadores e complexos.

Considerando-se que, em alguns casos, o sistema CRISPR/Cas pode
envolver a entrega de uma ou mais sequéncias de acidos nucleicos, o obijetivo
principal do estudo foi verificar se havia implicagdes na utilizacdo de complexos que
envolvessem esse tipo de carreamento ou co-complexacdo. E importante frisar que
até o presente momento ndo ha estudos na literatura que contemplem esses
objetivos. Os experimentos iniciais foram importantes pois determinaram o niamero
de ciclos de homogeneizacédo que seriam utilizados nos experimentos posteriores.

Com isso, demonstrou-se a viabilidade da obtencédo de nanoemulsdes e lipossomas
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com tamanho reduzido de goticula/vesicula em pelo menos 1/3 em comparagdo com
o0 método de homogeneizacao a alta pressao utilizado nos estudos anteriores da
presente tese (Capitulo 2) e do grupo de pesquisa (FRAGA et al., 2015c, 2017).
Outra constatacao importante foi a distribuicado uniforme dos tamanhos de goticula
das formulagcbes brancas e dos complexos, sendo que o tamanho reduzido das
formulacbdes peguiladas (LP) refletiu a presenca de DSPE-PEG, que melhora a
estabilidade dos complexos produzindo nanoestruturas mais estaveis e de menor
tamanho (CHAN et al., 2012; IMMORDINO; DOSIO; CATTEL, 2006; LOVELYN;
ATTAMA, 2011). A presenga de PEG demonstrou ser essencial para a estabilidade,
pois a partir do ensaio de descomplexacdo em meio de cultura a formulacao
lipossomal ndo-peguilada demonstrou agregacao e precipitacao (Figura 6B) e foi
excluida devido a baixa estabilidade, enquanto os complexos peguilados
permaneceram estdveis mesmo na presenca de eletrélitos do meio (Figura 6A).

Figura 6. Visualizagdo pelo microscopio Optico da incubagdo de nanoemulsdes
peguiladas (A) e nanoemulsées sem adicao de DSPE-PEG (B) com meio de cultura
DMEM em cultura de fibroblastos (magnificagdo 200x).

Os demais resultados demonstraram que os &cidos nucleicos parecem
associar-se de maneira diferente com as duas formulagdes, demonstrando uma
liberacao mais rapida quando complexados aos lipossomas. Essa capacidade de
complexacdo do DNA garante que o carreamento seja realizado protegendo os
acidos nucleicos da degradacéao por nucleases. Ja a descomplexacao € necessaria
apos um certo periodo de tempo, no intuito do plasmideo e o oligonucleotideo
alcancarem o nudcleo da célula, visto que as nanoestruturas ndo penetram na
carioteca. Quanto aos testes in vitro, os ensaios de captacado celular com o lipidio

NBD-PE demonstraram a capacidade dos lipossomas e nanoemulsdes de
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penetrarem no interior de trés tipos celulares: fibroblastos, Hep-G2 e HEK-293. As
imagens demonstraram uma grande concentracdo das nanoestruturas no interior
das células, corroborando com os resultados da quantificacdo por citometria de
fluxo, que demonstrou que o tipo celular € um determinante importante e decisivo
para a transfeccdo dos complexos. Entretanto, o tipo de carreador e o tamanho e
quantidade de sequéncias de acidos nucleicos associados nao parecem interferir na
eficiéncia de penetragdo celular, enquanto a relacdo de cargas parece ser o

determinante para o sucesso.

Apés a constatacdo de que ndo haveria implicagdes quanto ao uso dos
carreadores e das sequéncias de acidos nucleicos escolhidas para os experimentos
in vitro e in vivo, o proximo objetivo foi a avaliacdo biolégica dos complexos.
Primeiramente, a fim de verificar a capacidade de transfeccdo e o comportamento
biol6gico dos complexos lipossomais, realizou-se 0s mesmos experimentos in vitro
dos estudos anteriores (Capitulo 2) através da utilizacao dos lipossomas produzidos
por microfluidizacdo complexados ao sistema CRISPR/Cas9 e ao oligonucleotideo
contendo a sequéncia wild type (normal) do gene IDUA para edicao génica em
fibroblastos de pacientes MPS | com a mutacao Trp402*.

A eficiéncia de transfec¢cdo do complexo LA foi avaliada pela atividade de
IDUA nos fibroblastos e no meio de cultura. Os resultados corroboraram com o0s
achados no estudo anteriormente realizado no capitulo 2, e niveis significativos de
atividade enzimatica foram detectados apdés 2, 15 e 30 dias de cultura, ndo havendo
diferenga significativa entre o tratamento com o complexo lipossomal, com a
nanoemulsdo contendo os acidos nucleicos encapsulados (NE) nem com a que 0s
continha adsorvidos (NA). Esses resultados podem refletir a correcado das células e
a existéncia de atividade de IDUA no meio indica que a enzima esta sendo liberada
das células e esta disponivel para internalizacao pelas outras células adjacentes que
ndo produzem IDUA (HARTUNG et al., 1999; KEELING et al., 2001). Uma
explicagdo possivel para a reducdo da atividade enzimatica ao longo do tempo,
apesar de ainda ser significativa, € que o numero de células ndo modificadas pode
exceder o niumero de modificadas, assim a enzima se dilui muito no meio de cultura
e na ressuspensao das células. As células modificadas podem ter sua membrana
lesada pelos agentes de transfecg¢ao, podem entrar em apoptose por clivagens off-
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target da Cas9 ou, ainda, podem ter alteragbes metabdlicas pela producdo da

enzima até entdo desconhecida pela célula.

Em geral, as conclusbes obtidas a partir das imagens observadas ao
microscopio confocal puderam ser confirmadas por citometria de fluxo, e sugeriram
que o tratamento reduziu progressivamente o niumero de lisossomos e o fenotipo
das células aproximou-se a morfologia das normais. O acumulo de GAGs em células
homozigotas Trp402* esta associado com uma superabundancia de lisossomos que
possuem morfologia anormal (BIOULAC et al., 1975; KEELING et al., 2001).
Independentemente da quantidade de células corrigidas pelos tratamentos, a
melhora generalizada observada nos lisossomos pode estar relacionada com o
fendbmeno de corregao cruzada (ARONOVICH et al., 2009; HARTUNG et al., 1999;
KEELING et al., 2001), que é a capacidade que as células que expressam a enzima
possuem de corrigir as células vizinhas que sao deficientes. Esse efeito é possivel
pois cerca de 10 % das enzimas lisossomais produzidas sao secretadas a partir das
células para a circulacdo ou para o meio extracelular. As enzimas lisossomais
circulantes sao absorvidas pelas células vizinhas através de receptores de manose-
6-fosfato (M6PR), através de endocitose mediada pelo receptor. Assim, para uma
terapia eficaz, um numero relativamente pequeno de células que expressam a
enzima IDUA sao necessarias para corrigir muitas outras células que sédo incapazes
de produzir a enzima (BRADY; YANG; ZHUANG, 2013). Ha relatos de que apenas
1 % de atividade enzimatica seria suficiente para atenuar fenétipos graves in vitro
(KEELING et al., 2001). Os resultados globais refletem a corregdo efetiva da
mutacao Trp402* em fibroblastos de pacientes MPS I. A producgéo da enzima IDUA
e a reducdo do numero e melhora do fenétipo dos lisossomos comprovam a
capacidade dos trés carreadores lipidicos nanoestruturados (LA, NA e NE) em
liberar o plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 no meio intracelular. Contudo, o
sistema lipossomal demonstrou ser mais efetivo no carreamento do DNA, pois
demonstrou reduzir o nimero de lisossomos mais rapidamente em comparagéo com

as nanoemulsoes.

Em vista dos promissores resultados obtidos nos experimentos in vitro,
objetivou-se realizar experimentos in vivo. Assim, na etapa seguinte verificamos a

viabilidade de produzir lipossomas e nanoemulsdées peguilados como carreadores
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de um plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 e um plasmideo doador da sequéncia
de DNA codificante para a enzima /dua para fins de recombinagao homéloga no
l6cus ROSA26. E interessante ratificar que o modelo animal de MPS | utilizado
possui 0 gene da neomicina invertido no meio da sequéncia genémica do gene /ldua,
que leva este gene a knockout. Assim, escolhemos o I6cus ROSA26 para integracao
do transgene Idua, principalmente por ser um lécus seguro e de expressao génica
sustentada (NANCHI et al., 2015). Esse tipo de abordagem (insercdo de um gene
ou cDNA inteiro em um ponto seguro no genoma em vez de uma corre¢gao mutacao-
especifica) permite o desenvolvimento de uma plataforma de terapia génica com um
desenho de sequéncias que pode ser utilizada para multiplas doencas, pois 0 ponto
de clivagem no genoma é sempre 0 mesmo, apenas alternando-se o gene de
interesse (ANGUELA et al., 2013).

Os tratamentos foram realizados através de injecao hidrodinamica na veia
temporal superficial de camundongos MPS | neonatos. Essa inje¢cdo possui grande
capacidade de produzir resultados por forcar a passagem de um grande volume de
liquido pelo intersticio, e assim penetrar nas células (YAN et al., 2012). Porém, certa
mortalidade de animais esta associada a esse método e as chances de sucesso da
injecdo sao baixas, sendo que somente 35% dos animais foram perfeitamente

injetados e puderam ser utilizados em nossos experimentos.

Inicialmente, foram realizados testes piloto de injecdo com as nanoemulsdes
e lipossomas a fim de estabelecer aplicagdes reprodutiveis, visto que o local de
injecao é muito sensivel ao extravasamento e de dificil visualizacao (Figura 7).

Figura 7. Visualizagédo da veia temporal superficial de camundongo MPS | neonato.
A seta indica a localizagdo da inser¢do da agulha para injecdo. MPS | =
mucopolissacaridose tipo I. Reproduzido de Baldo, 2012.
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Apoés a injegao, todos os animais que receberam o complexo formado pela
nanoemulsao em volume correspondente a 10% do peso corporal vieram a 6bito (n
injecdo = 5). A causa provavel poderia ser embolia pulmonar devido a presenca de
maior concentracao lipidica nas nanoemulsdes, ocorréncia previamente descrita em
diversos estudos (ESTEBE; MALLEDANT, 1991; FEIN et al., 2009; HULMAN, 1995;
LEKKA et al., 2004; MILLER et al., 2012). Entretanto, quando o complexo lipossomal
foi injetado, os camundongos demonstraram maior resisténcia e sobrevida, com 2
sobreviventes (n injecao=5), provavelmente pela menor concentracao lipidica e
menor tamanho e indice de polidispersdao desses carreadores. Dessa forma,

optamos por utilizar somente os lipossomas nos experimentos in vivo.

E possivel ressaltar que em estudos anteriores do grupo de pesquisa
injetamos com sucesso hanoemulsdes carreadoras do plasmideo pIDUA na veia da
cauda de animais adultos, e o volume maximo de injegéo foi de 1% do peso corporal
dos animais (FRAGA et al., 2015b, 2015d, 2017), consistindo em um protocolo bem

diferente do objetivado no presente estudo.

Em vista do sucesso das inje¢des apds o treinamento, a primeira avaliacdo a
ser realizada foi a de biodistribuicdo dos complexos lipossomais fluorescentes.
Surpreendentemente, apesar da injecao ser hidrodinamica, os complexos tiveram
principalmente uma maior afinidade pelos pulmdes e coracao, e em menor extensao

pelo figado.

Apo6s a injecao neonatal, os animais foram monitorados mensalmente e
demonstraram um aumento significativo de cerca de 6% na atividade sérica de ldua
em relagdo aos valores encontrados em camundongos normais, e o resultado foi
mantido por seis meses. Em comparacdo com o grupo injetado com plasmideo nu,
os resultados foram significativamente melhores, denotando uma melhor

capacidade de transfeccao dos complexos lipossomais.

ApoOs seis meses realizou-se a eutanasia e foram observados aumentos
significativos na atividade enzimatica especialmente no pulmao, coracao, figado e
rim; os mesmos 6rgaos que tiveram evidenciada a captura dos complexos marcados
com sonda fluorescente. Corroborando os resultados da atividade de IDUA, foi

demonstrada a reducdo significativa dos GAGs acumulados na urina e nesses
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tecidos, evidenciada pela analise histoldégica. Em contraste, os animais injetados
com o0s plasmideos nus demonstraram similaridade com resultados bem
estabelecidos de outros grupos de pesquisa (BONAMASSA; HAI; LIU, 2011;
PRESTON; PELLEGRINI; EBERT, 2016; SEBESTYEN et al., 2006; YAN et al,,
2012), em que prevalece a afinidade pelo figado. Uma anélise global dos resultados
demonstra que os complexos foram efetivos como prova de conceito da edicéao

génica em camundongos MPS 1.

Os resultados promissores da presente tese nos levaram a proteger a
producéao intelectual dos carreadores para edicdo génica in vitro, ex vivo e in vivo,

através de depdsito da propriedade intelectual no INPI (Anexo 1).

Em consequéncia aos resultados obtidos, objetivamos investigar mais
profundamente os efeitos do aumento da atividade enzimética e reducao dos niveis
de GAGs na morfologia da face e ossos e fisiologia dos sistemas cardiovascular e
respiratorio, além de possiveis efeitos no cérebro e comportamento dos animais. As
principais conclusdes séo preliminares pois o estudo ainda estd em andamento,
porém j& sugerem que o aumento da atividade enzimatica estd diretamente
correlacionado a melhora da fungdo dos 6rgaos, com resultados em geral
considerados intermediarios entre camundongos normais e MPS |. Ocorreu melhora
na aparéncia dos animais, na hipertrofia cardiaca e aorta, funcdo pulmonar, e
inclusive na espessura dos 0ssos, ndo havendo progresso somente no cérebro e
comportamento. Os resultados encontrados nesse estudo aparentam similaridades
com estudos realizados com transducdo viral, em que ocorre um aumento de
atividade enzimatica de 10 vezes a atividade normal, e mesmo assim a aorta e 0ssos
ndao demonstram importante melhora clinica (METCALF et al., 2010). Também é
importante enfatizar que a avaliacdo pulmonar de camundongos MPS | por
pletismografia nunca foi relatada, demonstrando o ineditismo desse tipo de analise.

Em contrapartida dos desfechos positivos obtidos na presente tese, a partir
dos resultados nao significativos de atividade de IDUA e redugcdo de GAGs no
cérebro dos camundongos MPS |, foi possivel concluir que os complexos ndo foram
efetivos para editar as células do sistema nervoso em quantidades relevantes.

Considerando-se que a enzima nao ultrapassa a BHE, n&o ocorreu redistribuicdo da
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enzima sérica, mesmo que isso tenha ocorrido em outros tecidos. Com base nessas
afirmacoes e em experimentos anteriores do grupo de pesquisa (Schuh et al., Dados
nao publicados), foram realizados testes piloto em animais MPS | adultos com o
intuito de formular um carreador capaz de transfectar células do sistema nervoso, e
esse seria entregue por via nasal, menos invasiva e de maior aderéncia ao
tratamento pelos pacientes. Como obtivemos resultados positivos e satisfatorios, foi
realizado um depdsito da protecao da propriedade intelectual junto ao INPI (Anexo
2) que demonstra a obtencao de carreadores para terapia génica do sistema nervoso
central (Figura 8, Dados nao publicados).
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Figura 8. Atividade de IDUA no tecido cerebral de animais MPS | tratados por via
nasal durante 30 dias com o complexo lipossomal. Anova, Tukey post-hoc, p<0.05.
MPS |= mucopolissacaridose tipo |. Liposome CRISPR/Rosa26 - animais tratados
com lipossomas contendo as sequéncias para edicao génica.

Faz-se importante ressaltar que pacientes com a forma Scheie da doenca
possuem apenas uma atividade residual da enzima e nao apresentam acometimento
cerebral significativo (GIUGLIANI, 2012; NEUFELD; MUENZER, 2007; WRAITH;
JONES, 2014). Isso nos leva a crer que, mesmo uma corre¢cdo modesta deste 6rgao
pode ser suficiente para prevenir o aparecimento dos sintomas neuronais, o que ja
foi demonstrado em experimentos envolvendo terapia génica em modelo animal de
MPS | (BALDO et al., 2013).
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Mais experimentos estendidos de administracdo nasal contemplando
diversas andlises como nivel de GAGs na urina e tecidos, GFAP no cbértex,
comportamento, fungdes cardiovasculares e respiratorias, e analise 6ssea dos

animais sao pretensoes para o pés-doutorado.

Existem diversos parametros que podem influenciar no sucesso da edi¢ao
gendmica com o sistema CRISPR/Cas9. Um deles é a eficiéncia de correcao por
recombinacdo homoéloga que pode ser influenciada por muitos fatores, que estao
associados principalmente ao desenho dos vetores. Em primeiro lugar, as alteracées
feitas na sequéncia do molde que n&o modificam suficientemente o local de
reconhecimento e clivagem da Cas9 podem resultar em mutagénese adicional por
UENH na mesma regiao, reduzindo as taxas de correcdo. O tamanho da regido
homologa também pode ter influéncia, e quanto maior for esta regido, maiores as
chances de ocorréncia de recombinacao. Ainda, vetores doadores com fita simples
também parecem ter mais sucesso de recombinacao do que vetores com fita dupla
de DNA, dependendo do tamanho da sequéncia a ser corrigida/inserida (CONG et
al., 2013; YANG et al., 2017). Neste trabalho optamos pelo uso de uma sequéncia
maior que esta sendo utilizada para outros experimentos, o que justifica a presenca
de um gene de resisténcia a higromicina. No entanto, em um estudo visando uma
aplicacao clinica, um desenho mais simples devera ser considerado, objetivando

reduzir o tamanho do inserto e, dessa forma, otimizar o processo.

Outro fator importante a ser analisado e que pode estar relacionado a um
possivel prejuizo é a ocorréncia de clivagens pela Cas9 fora do local de interesse
(off-target) (FINE; CRADICK; BAO, 2014). Novamente visando uma aplicacao
clinica, é importante que se faca uma analise dos possiveis locais onde possam
ocorrer clivagens off-target, para que nao sejam modificadas indiretamente outras
regides importantes dentro do genoma (FINE; CRADICK; BAO, 2014). Existem
ferramentas computacionais que fazem predicao de possiveis sitios de clivagem off-
target por meio do numero e localizagao de mismatches entre a sequéncia do RNA
guia e o genoma de referéncia. O proximo passo da analise seria a selecdo das
sequéncias com maior probabilidade de off-target e seu sequenciamento para
verificar a frequéncia de ocorréncia de clivagens nessas regiées. Caso
recombinacdes off-target estejam ocorrendo em locais importantes do genoma,
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algumas possiveis solugées sdo a diminuicdo da quantidade de vetor CRISPR/Cas9
utilizado na transfeccéo (o que poderia diminuir também a atividade da nuclease na
sequéncia alvo) (RAN et al., 2013). Os experimentos para identificacdo de alvos off-
target, quantificacao e sequenciamento dessas regides estdo em andamento.

Como existe uma preocupacao com a potencial de geracdo de mutagénese
insercional a partir do uso deste sistema, estamos realizando um projeto paralelo
gue monitorara durante dois anos 15 animais normais tratados, comparando a 15
controles (animais sem tratamento). Analises bioquimicas e histologicas estdo
sendo realizadas para demonstrar a possibilidade de inducéo tumoral do tratamento,
baseando-se em estudo similar que avaliou a capacidade de mutagénese insercional
apdés terapia genica com retrovirus (TITTIGER et al., 2008). Até o0 momento nao
foram identificadas diferengcas entre 0os animais normais (controle) e os tratados,

sugerindo a seguranca do tratamento até cerca de um ano apds a injecao.

Ainda séo poucos os estudos tanto in vitro quanto in vivo no campo da edi¢éo
génica com uso da ferramenta CRISPR/Cas9. Com a evolucéo rapida e o interesse
crescente dos pesquisadores, essa tecnologia pode significar a cura de doencas

para as quais s6 existem terapias crénicas e paliativas.
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CONCLUSAO







A principal conclusao deste trabalho se apoia na premissa de que é possivel
utilizar sistemas lipidicos nanoestruturados como vetores nao-virais para edicdo

génica via CRISPR/Cas9 em um modelo de doenca genética monogénica, a MPS .

e Publicamos um artigo de revisao bibliografica em que discutimos como a
nanotecnologia pode ser utilizada no tratamento das MPS. Comentamos quais tipos
de biomateriais e nanoestruturas podem ser utilizados, além de citar estudos atuais
em que se utilizam ou se poderia fazer uso dessas nanoestruturas.

e Lipossomas e nanoemulsbes foram produzidos e avaliados como co-
carreadores do plasmideo CRISPR/Cas9 e do oligonucleotideo doador da IDUA e
demonstraram ser estaveis e eficientes na liberacao intracelular dos acidos nucleicos.

e Fibroblastos de pacientes MPS | homozigotos para Trp402* foram
transfectados com lipossomas e nanoemulsbées complexados ao sistema
CRISPR/Cas9 e ao oligonucleotideo doador da sequéncia normal do gene IDUA. Os
complexos promoveram aumento significativo da atividade de IDUA e normalizacao
da morfologia dos lisossomos ap6s os tratamentos.

e Nanoemulsdées e lipossomas foram produzidos por microfluidizacdo e
caracterizados para verificar sua viabilidade como carreadores do sistema
CRISPR/Cas9. Ambos provaram ser efetivos carreadores, sem influéncia quanto ao
tipo ou tamanho da sequéncia dos acidos nucleicos.

e Foi realizada injecao hidrodindmica dos complexos lipossomais contendo os
plasmideos CRISPR/Cas9 e doador Idua ROSA26 em camundongos MPS | neonatos,
e foi demonstrado aumento significativo da atividade enzimatica e reducao dos GAGs
em diversos tecidos, gerando um depdésito no INPI da producao intelectual derivada
desse estudo.

e Os animais MPS | tratados com os complexos lipossomais demonstraram
melhora nas fung¢des pulmonar e cardiovascular, ossos, morfologia da face e aorta.
Somente ndo houve melhora no comportamento e neuroinflamagao.

e A partir dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, verificou-se a
possibilidade da administracao nasal de carreadores para terapia génica visando ao
cérebro. Um experimento piloto foi realizado e entdo ocorreu o depdsito da producao
intelectual envolvida nos resultados dos estudos.
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Relatério descritivo de patente de invencao

COMPOSICAO EDITORA DE GENOMA,
PROCESSO DE OBTENGAO E USO DA MESMA

Campo da invencao

[0001] A presente invengao descreve composicao editora de genoma compreendendo
carreadores lipidicos de tamanho nanométrico (< 1,0 micrémetro) complexados com
ao menos um acido nucleico para serem administrados in vitro, ex vivo ou in vivo para
fins de edicdo de genoma, e ainda os processos de obtencéo de tais carreadores. A
presente invencao pertence ao campo da nanotecnologia e consiste em formulacoes

aquosas que podem ser utilizadas nas areas farmacéutica e médica.

Antecedentes da invencao

[0002] Deficiéncias e/ou anomalias cromossémicas (mutagcédo, expressao aberrante,
etc) estdo envolvidas na origem de numerosas doencas, de carater hereditario ou nao.
A medicina convencional é limitada para tratar essas doencas, utilizando-se de
terapias para amenizacao dos sintomas. Mais recentemente, surgiu a terapia génica,
que consiste na insercao de um gene funcional a fim de corrigir uma disfuncao celular
ou prover novas funcdes a célula, com a introducado do material genético diretamente
nas células do paciente (in vivo), ou a partir da administracado das células apos
modificagdo in vitro (ex vivo). A terapia génica é definida como a modificacao genética
de células com a intencéo de alterar a expressao de algum gene para prevenir, impedir
ou reverter um processo patolégico (KAY, M. A. State-of-the-art genebased therapies:
the road ahead. Nature Reviews Genetics 2011, v. 12, p. 316— 328).

[0003] Entretanto, apesar de promissora, a terapia génica enfrenta diversas
limitacGes relacionadas a capacidade de penetracdo e estabilidade intracelular dos
acidos nucleicos, devido a seu carater altamente polianiénico, a possibilidade de
interacao e agregacao com proteinas, e a ocorréncia de degradacao enzimatica (LIU,
C.-H.; YU, S.-Y. Cationic nanoemulsions as nonviral vectors for plasmid DNA delivery.
Colloids and surfaces. B, Biointerfaces 2010, v. 79, n. 2, p. 509-515). Com o intuito de
transpor essas dificuldades, algumas estratégias tém sido utilizadas, como a
veiculacdo dos acidos nucleicos mediante a associagdo a vetores virais e/ou nao-

virais.



[0004] Os vetores virais mais utilizados em terapia génica sdo adenovirus, virus
adenoassociados, lentivirus e retrovirus. Apesar da grande eficiéncia de insercao e
transducdo oferecidas pelos vetores virais, eles apresentam alguns problemas
relacionados a imunogenicidade, replicacdo e seguranca (YIN, H. et al. Non-viral
vectors for gene-based therapy. Nature Reviews Genetics 2014, v. 15, n. 8, p. 541—
545). Para contornar esses problemas, faz-se uso dos vetores nao-virais, que
possuem relativa facilidade e baixo custo de producdo em larga escala, menor
toxicidade, baixa imunogenicidade, capacidade de complexar com acidos nucleicos
de alto peso molecular, maior seguranca e boa capacidade de transfeccao (NAM, H.
Y. et al. Lipid-based emulsion system as non-viral gene carriers. Archives of
Pharmaceutical Research 2009, v. 32, n. 5, p. 639-646; NORDLING-DAVID, M. M.;
GOLOMB, G. Gene Delivery by Liposomes. Israel Journal of Chemistry 2013, v. 53, n.
9-10, Sl, p. 737-747).

[0005] A transfeccao mediante o uso de vetores ndo-virais pode ocorrer através de
estruturas poliméricas ou lipidicas, sendo as ultimas mais classicas e mais seguras no
que se refere a toxicidade, a biocompatibilidade e biodegradabilidade dos biomateriais
utilizados. Entre os vetores baseados em lipideos catidnicos, os mais descritos na
literatura sao lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas sélidas e
carreadores lipidicos nanoestruturados. Os lipossomas catidnicos (NORDLING-
DAVID, M. M.; GOLOMB, G. Gene Delivery by Liposomes. Israel Journal of Chemistry
2013, v. 53, n. 9-10, SI, p. 737-747) e as nanoemulsdes catidnicas (BRUXEL, F. et
al. Investigation of the structural organization of cationic nanoemulsion/antisense
oligonucleotide complexes. Colloids and surfaces B, Biointerfaces 2013, v. 112, p.
530-536) estao dentre os vetores lipidicos ndo-virais mais descritos. Os lipossomas
podem ser definidos como dispersdes aquosas de uma mistura de fosfolipidios,
organizadas na forma de bicamadas e com um nucleo aquoso central. Ja as
nanoemulsdes, as nanoparticulas lipidicas solidas e os carreadores lipidicos
nanoestruturados, organizam-se como monocamadas com um nucleo lipidico
respectivamente liquido, sélido, ou ambos, dispersas em uma fase aquosa
(geralmente do tipo O/A), e estabilizadas por um filme interfacial constituido por
emulsificantes fosfolipidicos (SCHUH, R. S.; BRUXEL, F.; TEIXEIRA, H. F.
Physicochemical properties of lecithin-based nanoemulsions obtained by spontaneous
emulsification or high-pressure homogenization. Quimica Nova 2014, v. 37, p. 1193—
1198).



[0006] Independentemente da estrutura formada, esses sistemas naovirais contém
um lipidio catiébnico (normalmente uma amina quaternaria) que forma um par iénico
(complexo) com os grupamentos fosfato negativamente carregados dos acidos
nucleicos. Diversos estudos demonstram a eficiéncia desses complexos formados por
nanoestruturas lipidicas/acidos nucleicos (NORDLING-DAVID, M. M.; GOLOMB, G.
Gene Delivery by Liposomes. Israel Journal of Chemistry 2013, v. 53, n. 9-10, SI, p.
737-747; FRAGA, M. et al. PEGylated cationic nanoemulsions can efficiently bind and
transfect pIDUA in a mucopolysaccharidosis type | murine model. Journal of Controlled
Release 2015, v. 209, p. 37—46). Entretanto, algumas limitacbes relacionadas a
liberacao dos acidos nucleicos in vivo, devido a captura dos complexos pelo sistema
fagocitico mononuclear e sua limitada biodistribuicdo, exigem algumas estratégias de
formulacdo. Dentre essas, a incorporacao de fosfolipidios ligados covalentemente a
polimeros hidrofilicos como o polietilenoglicol (PEG) parece conferir um maior tempo
de circulagdo aos complexos e uma maior protecdo dos acidos nucleicos, o que
possibilita 0 aumento da sua biodistribuicdo nos tecidos e consequentemente, da
eficiéncia de transfeccao (FRAGA, M. et al. PEGylated cationic nanoemulsions can
efficiently bind and transfect pIDUA in a mucopolysaccharidosis type | murine model.
Journal of Controlled Release 2015, v. 209, p. 37—46).

[0007] Contudo, uma limitacdo da terapia génica ndo-viral € a duracao curta da
expressao génica apos a liberagao intracelular do material genético. A expressao
estavel de sequéncias de DNA exdgenas pode aumentar consideravelmente se
ocorrer sua integracdo no genoma da célula hospedeira. Entretanto, a integracao
raramente ocorre e, a fim de superar essa limitagédo, varios sistemas que promovem a
integracao dos genes terapéuticos ao genoma tém sido desenvolvidos.

[0008] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e patentaria, foram
encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o tema:

[0009] A incorporacdo da proteina Cas9 a lipossomas foi realizada por Liang et al.
(2015) com a utilizacdo de um reagente de lipofeccao comercial (LIANG, X., et al.;
“Rapid and highly efficient mammalian cell engineering via Cas9 protein transfection”.
Journal of Biotechnology, 2015, v. 208, p. 44-53).

[0010] Foi relatada a utilizacdo da injecao hidrodindmica para realizar a edicao de
genoma pela Cas9 no figado de camundongos (Xue, W., et al.; “CRISPR-mediated
direct mutation of cancer genes in the mouse liver”. Nature 2014, v.514, p. 380-4./ Yin,



H., et al.; “Genome editing with Cas9 in adult mice corrects a disease mutation and
phenotype”. Nature Biotechnology 2014, v. 32(6), p.551-3.).

[0011] Foi descrita a utilizacao de estruturas poliméricas chamadas de “nanoclews”,
que sao gaiolas de DNA formadas por uma fita simples enrolada com firmeza
parcialmente complementar ao RNA guia do CRISPR para entregar o sistema
CRISPR/Cas9 em células. Esses “nanoclews” foram recobertos por polietileneimina
para entrega do sistema CRISPR/Cas9 (Sun, W., et al.; “Efficient Delivery of CRISPR-
Cas9 for Genome Editing via Self-Assembled DNA Nanoclews”. Angewandte Chemie
2015; v. 54(41), p. 12029-33).

[0012] A tecnologia protegida pelo numero WO9712051 (A), 03/04/1997, descreve
uma composicao farmacéutica Util para a transfecgéo de ao menos um &cido nucleico
contendo ao menos um agente de transfecgdo e ao menos um composto pertencente
a familia das proteinas 3-hidroxi-3-methyl-glutaril (HMG) ou um de seus derivados. Os
compostos descritos no documento compreendem um composto da familia HMG, que
modifica o carreador e difere da presente invengédo. O documento nao cita a utilizacao
dos compostos para fins de edicdo de genoma.

[0013] A tecnologia protegida pelo pedido WO2015089462 (A1), 18/06/2015, descreve
a utilizacao de lipossomas como vetores do sistema CRISPR/Cas9, porém difere da
presente invengao, pois os lipossomas sdo produzidos por um método de extrusédo
através de membrana ou formacado espontdnea pela hidratacdo do filme lipidico
(Coelho et al, N Engl J Med 2013, v. 369, p. 819-29; Basha et al, Molecular Therapy
2011, v. 19(12), p. 1286-00; Morrissey et al, Nature Biotechnology 2005, v. 23(8), p.
1002-07; Zimrnerrnan et al, Nature Letters 2006, v. 441(4), p. 111-14; Geisbert et al,
Lancet 2010, v. 375, p. 1896-905; Semple et al, Nature Nanotechnology 2010, v. 28(2),
p. 172-177; Jayararnan A., Chem. Int. Ed. 2012, v. 51 , p. 8529-33; U.S. Pat. Nos.
5593972, 5589466 e 5580859). A tecnologia protegida também cita nanoplexos
(Bartlett et al, PNAS 2007, v. 104(39), p. 15549-54) e um sistema de entrega baseado
em nanoparticulas (Davis et al, Nature 2010, v. 464(15), p. 1067-70), que utilizam
ciclodextrinas em sua composicao, diferindo da presente invengao. As nanoparticulas
citadas contém polimeros, diferindo da presente invengéo.

[0014] A tecnologia protegida pelo numero W02015126502 (A2), 27/08/2015,
descreve a incorporacao de diversos oligonucleotideos modificados com tocoferol a

lipossomas compostos por apenas dois lipideos.



[0015] As tecnologias protegidas pelos numeros WO 2015089419 (A2) 18/06/2015, e
W02014093622 (A2) 19/06/2014, descrevem a utilizagao de particulas para entrega
do sistema CRISPR/Cas. Os lipossomas das tecnologias protegidas sao produzidos
por um método de extrusdo através de membrana ou formacao espontanea pela
hidratagao do filme lipidico (Coelho et al, N Engl J Med 2013, v. 369, p. 819-29; Basha
et al, Molecular Therapy 2011, v. 19(12), p.v1286-00; Morrissey et al, Nature
Biotechnology 2005, v. 23(8), p. 1002-07; Zimrnerrnan et al, Nature Letters 2006, v.
441(4), p. 111-14; Geisbert et al, Lancet 2010, v. 375, p. 1896-905; Semple et al,
Nature Nanotechnology 2010, v. 28(2), p. 172-177; Jayararnan A., Chem. Int. Ed.
2012, v. 51, p. 8529-33; U.S. Pat. Nos. 5593972, 5589466 e 5580859). A tecnologia
protegida também cita nanoplexos (Bartlett et al, PNAS 2007, v. 104(39), p. 15549-54)
e um sistema de entrega baseado em nanoparticulas (Davis et al, Nature 2010, v.
464(15), p. 1067-70), que utilizam ciclodextrinas em sua composi¢céo, diferindo da
presente invengéo. As nanoparticulas citadas contém polimeros;-diferindo da presente
invencao.

[0016] A tecnologia protegida pelo numero WO 2016161260 (A1) 06/10/2016,
descreve métodos e composi¢cdes que removem o material genético alvo proveniente
de uma infeccao viral através da administragdo hidrodinamica da Cas9, incluindo a
injecdo de nanoparticulas como lipossomas e polimeros catiénicos.

[0017] A tecnologia protegida sob o nimero WO2015191693 (A2) 17/12/2015, propde
a utilizacao de dois vetores diferentes, sendo que um carrega o RNA guia e outro o
sistema de edicdo de genoma, além de lipossomas e nanoparticulas poliméricas
produzidas por métodos diferentes dos mencionados na presente invengao.

[0018] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invencéo, de
forma que a solucdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva frente ao
estado da técnica.

Sumario da Invencao

[0019] Dessa forma, a presente invencao difere do estado da técnica, compreendendo
a utilizacao de quatro diferentes tipos de carreadores lipidicos nanométricos aquosos,
produzidos por métodos distintos dos mencionados no estado da técnica, contendo o
sistema de edicao de genoma e o vetor doador complexados na mesma formulagéo,

para utilizacao in vitro, ex vivo ou in vivo para fins de edicao de genoma.



[0020] Os lipossomas produzidos possuem caracteristicas diferentes do apresentado
no estado da técnica, sendo mais estaveis, pois passam por dois métodos de preparo,
homogeneizacao a alta pressao ou microfluidizacdo seguida de extrusao através de
membrana.
[0021] A presente invencao também apresenta a incorporagdo de um plasmideo do
sistema CRISPR/Cas9 juntamente com outro acido nucleico.
[0022] Em um primeiro objeto, a presente invencdo apresenta uma composicao
editora de genoma por compreendendo ao menos um &cido nucleico adsorvido ou
encapsulado e carreadores lipidicos, com diametro meédio de goticula/particula
compreendido na faixa de 0,001 a 1,0 micrémetro.
[0023] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta um processo de
obtencdo de composicdo editora de genoma, onde a obtencdo de carreadores
lipidicos compreendem as etapas de:

(@)  dissolver entre 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solucéo
organica;

(b)  dissolver entre 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucdo aquosa;

(c) evaporar a solucao organica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(d)  adicionar a solucdo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(e)  deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 12 a 72 horas em
uma temperatura entre 2°C e 20°C;

() sonicar a formulacdo obtida na etapa (e) por 5 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C; e

(9) homogeneizar a formulagéo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.
[0024] Em um terceiro objeto, a presente invencao apresenta um processo de
obtencdo de composicdo editora de genoma para obtencdo de nanoestruturas
lipidicas soélidas ou carreadores lipidicos nanoestruturados contendo os acidos
nucleicos adsorvidos, compreendendo as etapas de:

(A)  fundir de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a uma temperatura entre
302 C e 80° C;



(B)  dissolver, de 1,0% p/p a 5% p/p de tensoativo e de 0,1% p/p a 5,0% p/p
de um agente de tonicidade em uma solugcao aquosa, com temperatura de 30°C a
80°C;

(C) adicionar a solucéo aquosa da etapa (A) na solucao oleosa da etapa (B),
sob agitacao e com temperatura de 30° C a 80° C;

(D) agitar o produto obtido em (C) em dispersor ultra-turrax, a uma
velocidade entre 500 e 25000 rpm, sob aquecimento de 30° C a 80° C, durante 30
segundos a 5 minutos; e

(E)  homogeneizar a formulagédo obtida em (D) em homogeneizador a alta
pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.

(F)  acidos nucleicos para a proporcdo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).
[0026] Em um quarto objeto, a presente invencédo apresenta o uso da composicao
editora de genoma no preparo de um medicamento para o tratamento de doencas
causadas por deficiéncias ou anomalias cromossémicas.

[0027] Ainda, o conceito inventivo comum a todos os contextos de protegao
reivindicados uma composicdo editora de genoma, compreendendo carreadores
lipidicos de tamanho manométrico e ao menos um acido nucleico adsorvido ou
encapsulado com didmetro médio de goticula/particula compreendido na faixa de
0,001 a 1,0 micrémetro.

[0028] Estes e outros objetos da invencéao serdo imediatamente valorizados pelos
versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serdo descritos
em detalhes suficientes para sua reproducao na descricdao a seguir.

Breve Descricao das Figuras

[0029] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o contetdo do presente pedido de
patente, sdo apresentadas as presentes figuras:

[0030] A figura 1 demonstra a co-complexacédo das formulagdes com um plasmideo
do sistema CRISPR/Cas9 e um plasmideo doador da sequéncia da enzima alfa-L-
iduronidase (IDUA) utilizado para reparacao do genoma por recombinacéao homoéloga
apos clivagem pela Cas9, direcionado ao I6cus Rosa 26 de camundongos. Podem ser
observadas bandas dos plasmideos nus, e pode-se observar que as formulacdes
nanoemulsdo com 4&cidos nucleicos adsorvidos (NA), nanoemulsao com &cidos
nucleicos encapsulados (NE) e lipossomas com &cidos nucleicos adsorvidos (LA)
complexaram os plasmideos que ndo migraram no gel, demonstrando 100% de



complexagéo pois permaneceram no ponto de aplicacdo. A taxa de 100% foi calculada
através do software ImageJ®.

[0031] A figura 2 mostra a eficiéncia de transfecg¢ao: ensaio de captacao celular e
atividade de IDUA. (A) Ensaio de captacao celular com lipossoma marcado com
Vermelho do Nilo (20x). (B) Fibroblastos em detalhe (40x). (C) Um canal separado foi
gravado utilizando contraste de interferéncia diferencial e sobreposto no canal de
fluorescéncia para identificar limites celulares e caracteristicas estruturais comuns,
tais como o nucleo (20x). (D) Fibroblastos em detalhe (40x). (E) Atividade de IDUA
versus tempo de cultura. Fibroblastos MPS | ndo tratados (quadrados vazios),
fibroblastos MPS | tratados com LA cultivados durante 2 dias (circulos vazios), 15 dias
(triangulos cheios) e 30 dias (circulos cheios). Os resultados representam a média +
erro padrao da média de dez experimentos; * p <0,05, em comparagdo com 0sS
fibroblastos MPS | ndo tratados no mesmo tempo de cultura (teste de Kruskal-Wallis
seguido por Dunns post hoc).

[0032] A figura 3 mostra os valores da atividade enzimatica de IDUA murina
encontrada no soro de camundongos MPS | ndo tratados e em camundongos MPS |
tratados com o complexo LA CRISPR/pROSA26. Valores relativos a atividade

enzimatica de camundongos normais.

Descricao detalhada da invencao

[0033] A tecnologia de edicido de genoma possibilita a modificacdo de sequéncias
especificas do genoma através do reconhecimento da regido que se deseja alterar e
da utilizacado de nucleases capazes de clivar no local alvo. A manipulacao genémica
tem gerado expectativas, pois torna possivel visar qualquer gene alvo, e assim
aumenta as chances de tratamento para doencas genéticas. Para isso, sao utilizados
sistemas compostos por um dominio de reconhecimento e ligagdo a sequéncias
especificas do DNA genémico unido a um dominio de clivagem da sequéncia alvo no
DNA (COX, D. B. T.; PLATT, RJ.; ZHANG, F. Therapeutic genome editing: prospects
and challenges. Nature Medicine 2015, v. 21, n. 2, p. 121-131).

[0034] As plataformas de edicdo de genoma sdo baseadas em proteinas nucleases
direcionadas para clivagem de sitios alvo no genoma. A nuclease pode ser uma
nuclease efetora tipo ativadora de transcricao (TALEN), uma nuclease dedo de zinco
(ZFN), uma meganuclease ou uma nuclease associada a CRISPR (Cas). Em algumas

concretizacbes essas nucleases sao entregues em forma de sequéncias de acidos



nucleicos (plasmideos ou oligonucleotideos) codificantes para essas proteinas. Em
algumas concretizagoes, a proteina € uma nuclease associada a CRISPR e é
fornecida como parte de uma ribonucleoproteina (RNP) que inclui uma proteina Cas9
recombinante combinada com RNA guia (QRNA), que guia a nuclease até o sitio alvo
de clivagem no genoma.

[0035] Entretanto, a fim de aumentar a penetrabilidade intracelular dos carreadores
lipidicos contendo ao menos um acido nucleico para edicdo de genoma, a utilizacao
da injecao hidrodinamica se torna interessante. A entrega hidrodinamica envolve a
liberacao da nuclease (na forma de um ou de uma combinagao de acidos nucleicos,
proteinas e RNP) complexada com nanoestruturas lipidicas diretamente nos vasos
sanguineos de um sujeito sob pressao hidrodindmica, que ajuda a permeabilizar o
endotélio vascular e a membrana plasmatica das células circundantes, promovendo a
penetracao intracelular do &cido nucleico, proteina e/ou RNP.

[0036] Desta forma, a invencao proporciona métodos e composi¢cdes que editam o
material genético alvo de um individuo por administracdo hidrodindmica de
carreadores lipidicos contendo uma nuclease ou uma sequéncia de acido nucleico que
codifica uma nuclease que cliva o material genético alvo.

[0037] Em algumas concretizagdes, a invengao proporciona métodos e composicoes
que editam o material genético alvo de um individuo através da administracao in vivo
de carreadores lipidicos contendo uma nuclease ou uma sequéncia de acido nucleico
que codifica uma nuclease que cliva o material genético alvo.

[0038] Em algumas concretizacdes, a invengao proporciona métodos e composicoes
que editam o material genético alvo de uma célula através da administracao in vitro
de carreadores lipidicos contendo uma nuclease ou uma sequéncia de acido nucleico
que codifica uma nuclease que cliva o material genético alvo.

[0039] Em algumas concretizacdes, a invengao inclui a obtencdo de uma célula ou
populacao de células de um sujeito e a edicao do material genético alvo ex vivo através
de carreadores lipidicos contendo uma nuclease ou uma sequéncia de acido nucleico
que codifica uma nuclease que cliva o material genético alvo. Em algumas realizacoes,
ocorre posterior reintroducao das células modificadas ex vivo no sujeito. As células
podem ser expandidas in vitro antes da reintroducdo no sujeito. Em algumas
concretizacOes, as células podem ser células tronco ou precursoras de linhagens

celulares.



[0040] O acido nucleico pode ser o DNA de um vetor plasmideal, o RNA mensageiro
(mRNA) ou o gRNA que codifica uma enzima ou faz parte da enzima que atuara
clivando o material genético alvo, ou ainda pode ser uma sequéncia modelo utilizada
para reparacao do genoma alvo por recombinacao homaéloga. Onde o alvo no genoma
inclui qualquer sequéncia que possa ser modificada para promover o silenciamento, a
expressao ou superexpressao de proteinas, incluindo sequéncias de DNA viral. Em
concretizacdes preferenciais, o acido nucleico estard complexado a um carreador
lipidico que sera administrado in vivo inclusive por via hidrodindmica.

[0041] A nuclease segmentavel pode ser uma nuclease efetora tipo ativadora de
transcricdo (TALEN), uma nuclease de dedo de zinco (ZFN), uma meganuclease ou
uma nuclease associada a CRISPR (Cas). Em algumas concretizacdes, a nuclease
segmentavel € uma nuclease associada a CRISPR e é fornecida como parte de uma
RNP que inclui uma proteina Cas9 recombinante combinada com o gRNA. Em
concretizacbes preferenciais, a nuclease segmentavel esta complexada a um
carreador lipidico que sera administrado in vivo, inclusive por via hidrodinamica.
[0042] Face ao exposto, considerando a baixa penetrabilidade intracelular dos acidos
nucleicos nus, juntamente com as vantagens do uso de sistemas nanométricos no
carreamento e administracao de acidos nucleicos, juntamente com as potencialidades
bioldgicas da administracdo de plataformas de edicdo de genoma, a presente
invencao refere-se a formulacées aquosas compreendendo ao menos um Aacido
nucleico complexado a carreadores lipidicos de didametro médio de goticula/particula
inferior a 1,0 micrébmetro. Os nanocarreadores lipidicos da presente invencao
compreendem nanoemulsdes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas soélidas e
carreadores lipidicos nanoestruturados.

[0043] O processo de fabricacdo dos produtos compreende uma etapa de
homogeneizacdo a alta pressdo ou microfluidizagéo, a fim de produzir carreadores
lipidicos nanométricos de tamanhos uniformes e com alta estabilidade. Além disso, o
processo de fabricacdo das nanoemulsdes pode compreender uma etapa de pré-
complexacdo com o0s 4acidos nucleicos, que confere maior protecado contra
degradacao. Ja o processo de fabricagcdo dos lipossomas passa por uma etapa
adicional de extrusdo manual que confere alta estabilidade aos produtos. Os
carreadores contendo ao menos um acido nucleico para edicdo de genoma podem

ser utilizados in vitro, in vivo ou ex vivo.



[0044] Em um primeiro objeto, a presente invengdo apresenta uma composicao
editora de genoma por compreendendo ao menos um &cido nucleico adsorvido ou
encapsulado e carreadores lipidicos, com didmetro médio de goticula/particula
compreendido na faixa de 0,001 a 1,0 micrémetro.
[0045] Em uma concretizacdo, os acidos nucleicos sdao um ou mais selecionados do
grupo que consiste em: sequéncia de RNA guia, sequéncia codificadora de nuclease,
sequéncia de DNA modelo para recombinacao homoéloga ou sequéncia inteira de um
gene.
[0046] Em uma concretizacdo, a composicao editora de genoma compreende uma
nuclease.
[0047] Em uma concretizagao, a nuclease é a Cas9.
[0048] Em uma concretizagdo, as nanoestruturas sdao nanoemulsées com &acidos
nucleicos encapsulados, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas ou carreadores
lipidicos nanoestruturados.
[0049] Em uma concretizacdo, a composicdo editora de genoma compreende
excipientes farmaceuticamente adequados.
[0050] Em uma concretizacdo, a composicdo editora de genoma compreende
excipientes farmaceuticamente adequados.
[0051] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta um processo de
obtencdo de composicdo editora de genoma, onde a obtencdo de carreadores
lipidicos compreendem as etapas de:

(@)  dissolver entre 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solucao
organica;

(b)  dissolver entre 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucédo aquosa;

(c) evaporar a solucao organica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(d)  adicionar a solucdo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(e)  deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 12 a 72 horas em
uma temperatura entre 2°C e 20°C;

(f) sonicar a formulacdo obtida na etapa (e) por 5 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C; e

() homogeneizar a formulagéo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.



[0052] Em uma concretizagdo, a solucao organica descrita na etapa (a) € um solvente
organico apolar.

[0053] Em uma concretizacdo, caso o produto a ser obtido seja o lipossoma, o
processo compreende a etapa adicional:

(h)  extrusar a formulacéo obtida na etapa (g) em ao menos uma membrana
com tamanho de poro de 1000 nm a 220 nm e em a0 menos uma membrana com
tamanho de poro de 220 nm a 50 nm.

[0054] Em uma concretizacdo, a solucédo organica é um solvente organico escolhido
do grupo que compreende solventes organicos polares proticos, apréticos ou apolares
e/ou mistura dos mesmos.

[0055] Em uma concretizacao, para a obtencao de nanoemulsées contendo os acidos
nucleicos encapsulados, a solugao organica descrita na etapa (a) é a fase organica
do pré-complexo obtido através das etapas:

(i) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de lipideo catibnico e acidos nucleicos
em uma mistura monofasica de solventes apolar:prético:prético (1:2,1:1) por 30
minutos;

(i) adicionar ao produto obtido na etapa (i) 2 mL de solvente apolar e 2 mL
de solvente prético;

(i)  agitar o produto obtido na etapa (ii) brevemente em voértex;

(iv)  centrifugar o produto obtido na etapa (iii) a uma pressao entre 1000 e

4000 x g durante 2 a 30 min em uma temperatura entre 15 a 35°C; e (v) separar

a fase organica obtida na etapa (iv).
[0056] Em um terceiro objeto, a presente invencao apresenta um processo de
obtencdo de composicdo editora de genoma para obtencdo de nanoestruturas
lipidicas soélidas ou carreadores lipidicos nanoestruturados contendo os acidos
nucleicos adsorvidos, compreendendo as etapas de:

(A)  fundir de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a uma temperatura entre
30° C e 80° C;

(B)  dissolver, de 1,0% p/p a 5% p/p de tensoativo e de 0,1% p/p a 5,0% p/p
de um agente de tonicidade em uma solucdo aquosa, com temperatura de 30°C a
80°C;

(C) adicionar a solucao aquosa da etapa (A) na solugao oleosa da etapa (B),
sob agitacao e com temperatura de 30°C a 80°C;



(D) agitar o produto obtido em (C) em dispersor ultra-turrax, a uma
velocidade entre 500 e 25000 rpm, sob aquecimento de 30° C a 80° C, durante 30
segundos a 5 minutos; e

(E)  homogeneizar a formulagado obtida em (D) em homogeneizador a alta
pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.

[0057] Em uma concretizagdo, a formulagcdo é submetida a etapa posterior de
evaporacao da agua sob pressao normal ou reduzida entre 0 e 1000 mbar a uma
temperatura entre 10°C e 50°C.

[0058] Em uma concretizacdo, o solvente organico polar prético € metanol, e o
solvente orgéanico apolar ser cloroférmio.

[0059] Em uma concretizagao, a fase lipidica é escolhida do grupo que compreende:

a) lipideos liquidos tais como oleato de decila, isohexadecano, ésteres do
acido estedrico e/ou oléico, etanolamida de acido graxo de coco, éleos naturais, como
o Oleo de milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina,
triglicerideos de cadeia média, triglicerideos de cadeia longa, palmitatos, miristatos e
octildodecanol;

b) lipideos sélidos tais como triestearina, tricaprina, trilaurina, trimiristina,
tripalmitina, acido estearico, alcool cetilico, alcool estearilico, mateiga de cacau, cera
de carnauba, cera de abelhas, palmitato de cetila, monoestearato de glicerila,
behenato de glicerila, palmitoestearato de glicerila, tripalmitato de glicerila, trimiristato
de glicerila, triestearato de glicerila e/ou mistura destes;

C) tensoativos lipofilicos tais como lecitinas e fosfolipideos e/ou mistura dos

mesmos;
d) lipideos neutros;
e) lipideos catibnicos; e
f) lipidios com ramificacdo de PEG (peguilados).

[0060] Em uma concretizagdo, o agente de tonicidade ser escolhido do grupo que
compreende sorbitol, etilenoglicol, polietilenoglicol, manitol, glicerol, e/ou mistura
destes.
[0061] Em uma concretizacdo, a fase lipidica e fase aquosa do processo de obtencgao
dos lipossomas compreendem:
fase lipidica:

- DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p);



- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p); - DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p); e
fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p)

- acidos nucleicos para a proporgido +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).
[0062] Em uma concretizacao, a fase lipidica e fase aquosa do processo de obtencéo
das nanoemulsées compreendem:
fase lipidica:

- DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p);

DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
- DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p);
- triglicerideos de cadeia média (2,0% p/p a 20,0% p/p); e

fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p)

- acidos nucleicos para a proporcédo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).
[0063] Em uma concretizacao, a fase lipidica e fase aquosa do processo de obtencao
das nanoparticulas lipidicas sélidas compreendem:
fase lipidica:

- monoestearato de glicerila (2,0% p/p a 10,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
fase aquosa:

- 1,0% p/p Polissorbato 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p);

- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p); e

- acidos nucleicos para a proporcéo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).
[0064] Em uma concretizacao, a fase lipidica e fase aquosa do processo de obtencao
dos carreadores lipidicos nanoestruturados compreendem:
fase lipidica:

- mistura na propor¢ado 7:3 de monoestearato de glicerila e triglicerideos
de cadeia média (2,0% p/p a 10,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
fase aquosa:

- 1,0% p/p Polissorbato 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p);

- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p); e

- acidos nucleicos para a proporcdo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).



[0065] Em um quarto objeto, a presente invencao apresenta o uso da composicao
editora de genoma no preparo de um medicamento para o tratamento de doencas
causadas por deficiéncias ou anomalias cromossémicas.

[0066] Em uma concretizacdo, o uso da composicao editora de genoma € no preparo
de um medicamento para o tratamento das mucopolissacaridoses.

[0067] Em uma concretizagcdo, o uso da composicao editora de genoma é na
administracao ser em células in vitro, ou apds a remocao de células para modificacao
ex vivo, ou in vivo, inclusive por injecao hidrodinamica.

[0068] A presente invencao apresenta como vantagens uma maior penetrabilidade
intracelular devido ao uso de sistemas nanométricos no carreamento e administragao
de acidos nucleicos possibilitando a edicdo genoma, que com o uso de nucleases e
acidos nucleicos guia, possibilita uma especificidade na edicdo. Também é uma
vantagem a possibilidade de tratamento de doencas que possam ser causadas por
problemas genémicos utilizando os produtos da presente invencao.

Exemplos - concretizacoes

[0069] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma das
inUumeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, 0 escopo da
mesma.

Acidos nucleicos

[0070] O sistema para edicdo de genoma deve conter ao menos um acido nucleico,
seja ele uma sequéncia de RNA guia, um plasmideo ou oligonucleotideo contendo a
sequéncia codificadora para a proteina Cas, uma sequéncia de DNA doadora para
recombinagdo homdloga ou ainda uma sequéncia inteira de um gene. A nuclease
proteica pode fazer parte do sistema de edicao de genoma.

[0071] Nas composi¢cdes da presente invencao, o acido nucleico pode ser tanto um
acido desoxirribonucleico, como um acido ribonucleico. Pode tratar-se de sequéncias
de origem natural ou artificial.

[0072] Com relacdo mais particularmente aos acidos
desoxirribonucleicos, eles podem ser de fita simples ou dupla. Esses &cidos
desoxirribonucleicos podem codificar para enzimas, RNAm ou ainda sequéncias
parciais ou inteiras genes terapéuticos. Pode ser, ainda, DNA proveniente de virus.



[0073] No sentido da invencdo, entende-se por gene terapéutico notadamente
qualquer gene codificando para um produto proteico tendo um efeito terapéutico. O
produto proteico assim codificado pode ser uma proteina, um peptideo, etc. Este
produto proteico pode ser homdlogo com relacao a célula alvo (isto é, um produto que
€ normalmente expresso na célula alvo, quando esta ndo apresenta nenhuma
patologia). Nesse caso, a expressao de uma proteina permite por exemplo paliar uma
expressao insuficiente na célula, ou a expressdao de uma proteina inativa ou
fracamente ativa em razdo de uma modificacdo, ou ainda superexpressar a referida
proteina. O gene terapéutico pode ainda codificar para uma proteina celular mutante,
tendo uma estabilidade aumentada, uma atividade modificada, etc. O produto proteico
pode igualmente ser heter6logo com relacao a célula alvo. Neste caso, uma proteina
expressada pode por exemplo completar ou promover uma atividade deficiente para
a célula, permitindo-lhe lutar contra uma patologia, ou estimular uma resposta imune.
Fase lipidica
[0074] A fase lipidica adequada para a presente invencdo é constituida por
tensoativos lipofilicos, éleos, lipideos sélidos e liquidos e/ou mistura desses.
[0075] Os tensoativos lipidicos incluem, mas n&o se limitam a, lecitina e fosfolipidios.
Lecitinas sdo conhecidas como glicerofosfolipidios os quais sdo formados a partir de
acidos graxos, glicerol, acido fosforico e colina por esterificacdo. As lecitinas séao
frequentemente referenciadas como fosfatidilcolinas. Os fosfolipidios adequados para
0 uso na presente invencgao incluem, mas nao se limitam, a fosfolipidios encontrados
na gema de ovo e na soja. Sdo exemplos de fosfolipidios e seus derivados,
fosfatidilcolina (PC), dioleilfosfatidilcolina (DOPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC),
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), diestearoilfosfatidilcolina (DSPC),
fosfatidiletanolamina (PE), dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE),
diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE), fosfatidilserina (PS), dimiristoilfosfatidilglicerol
(DMPG),  dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG),  fosfatidilinositol (P,
dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS), diestearoilfosfatidilserina fosfatidilinositol (Pl),
dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS), diestearoilfosfatidilserina (DSPS).
[0076] Substancias oleosas adequadas para o uso na presente invencao incluem,
mas nao se limitam a, oleato de decila, isohexadecano, ésteres do acido estearico
e/ou oléico, etanolamida de acido graxo de coco, 6leos naturais, como o 6leo de milho,
amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina, triglicerideos de cadeia
média, triglicerideos de cadeia longa, palmitatos, miristatos e octildodecanol.



[0077] Lipidios sélidos adequados para o0 uso na presente invencao incluem, mas nao
se limitam a, triglicerideos (triestearina, tricaprina, trilaurina, trimiristina, tripalmitina),
acidos graxos (acido estearico), alcoois graxos (alcool cetilico, alcool estearilico),
ceras (mateiga de cacau, cera de carnauba, cera de abelhas, palmitato de cetila),
glicideos parciais (monoestearato de glicerila, behenato de glicerila, palmitoestearato
de glicerila, tripalmitato de glicerila, trimiristato de glicerila, triestearato de glicerila)
e/ou mistura destes.

[0078] Os lipidios podem ser peguilados, isto €, possuindo uma ramificacdo de
polietilenoglicol (PEG) em sua cadeia, como DSPE-PEG, DMPEPEG, colesterol-PEG,
DPPE-PEG (dipalmitoilglicerofosfoetanolamina-polietilenoglicol), DLPE-PEG
(dilauroilglicerofosfoetanolamina-polietilenoglicol), entre outros.

[0079] Os lipidios podem ser catibnicos, como 1,2-di-orto-octadecenil-
3trimetilaméniopropano (DOTMA), 1,2-dimiristoleil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (EPC),
didodecildimetilaménio (DDAB), 1, dimetildioctadecilaménio (DODAP),
dioleiltrimetilamdénopropano (DOTAP), dimetilaminoetanocarbamoilcolesterol (DC-
colesterol), entre outros.

[0080] Para se obter um efeito 6timo das composicbes da invencéo, as proporcoes
respectivas de acido nucleico e de lipidio catidnico sao, de preferéncia, determinadas
de maneira que a relagao cargas positivas do agente de transfeccao/cargas negativas
dos acidos nucleicos seja compreendida entre 0,1 e 15 e, com maior preferéncia, entre
2 e 8. Essa relagao de cargas pode contabilizar ou nao outros lipidios carregados
positivamente ou negativamente na formulacao.

[0081] Com maior preferéncia, as composi¢coes da invencdo compreendem, ainda,
um ou varios lipideos neutros. A requerente prevé que a adicao de um lipidio neutro
permite melhorar a formacao das particulas lipidicas e, de maneira surpreendente,
favorecer a penetragdo da particula na célula, desestabilizando sua membrana. De
maneira particularmente vantajosa, utilizam-se lipidios naturais ou sintéticos,
zwitteridnicos ou desprovidos de carga idnica nas condicdes fisioldgicas. Eles podem
ser escolhidos mais particularmente entre a dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), a
oleilpalmitoilfosfatidiletanolamina (POPE), a di-estearoil, - palmitoil, -miristoil
fosfatidileta-5 nolamina, assim como seus derivados N-metilados 1 a 3 vezes; os
fosfatidilglicerois, os diacilglicerois, os glicosildiacilglicerois, os cerebrosidios (tais
como notadamente o0s galactocerebrosidios), os esfingolipidios (tais como



notadamente as esfingomielinas), ou ainda os asialogangliosidios (tais como
notadamente os asialoGM1 e Glv12).

[0082] De preferéncia, as composicoes da invencao, que empregam um lipofectante
a titulo de agente de transfecg¢éao, compreendem uma relacéao de 0,1 a 20 equivalentes
de lipidio neutro para 0,1 a 20 equivalentes de lipidio catibnico, e, com maior
preferéncia, a relagdo é respectivamente de 1 a 5 para 1 a 5, respectivamente.
[0083] No caso em que o agente de transfeccdo € um lipidio catibnico, as
composicoes da invencao compreendem, além do lipidio catibnico nas relagdes
citadas acima, de 0,1 a 20 equivalentes molares de lipidio neutro para 1 equivalente
molar de fosfato do acido nucleico, e, com maior preferéncia, de 2 a 8.

[0084] Em uma realizacao preferencial os lipossomas descritos na presente invencao
compreendem o uso de DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p), DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p)
e DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p).

[0085] Em uma realizacdo preferencial as nanoemulsdes descritas na presente
invencao compreendem o uso de DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p), DOTAP (0,5% p/p a
5,0% p/p), DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p) e triglicerideos de cadeia média (2,0%
p/p a 20,0% p/p).

[0086] Em uma realizacao preferencial as nanoparticulas lipidicas sélidas descritas
na presente invencdo compreendem o uso de monoestearato de glicerila (2,0% p/p a
10,0% p/p).

[0087] Em uma realizacao preferencial os carreadores lipidicos nanoestruturados
descritos na presente inven¢cado compreendem o uso de uma mistura na proporgao 7:3
de monoestearato de glicerila e triglicerideos de cadeia média (2,0% p/p a 10,0% p/p).

Agentes de tonicidade

[0088] Os agentes de tonicidade podem ser glicerol, manitol, propilenoglicol,
etilenoglicol, sorbitol, etc. A concentragdo pode estar entre 0,1% p/p € 5,0% p/p.
Tensoativos hidrofilicos

[0089] Os tensoativos hidrofilicos adequados para o uso na presente invencao
incluem os surfactantes aniénicos, nao aniénicos, catibnicos e anfoteros.
Preferencialmente, os surfactantes da presente invengdo podem ser escolhidos de
grupo que compreende, sem, contudo, limitar, surfactantes ndo i6nicos como
polissorbato 20, polissorbato 40, polissorbato 80, monoestearato de sorbitano 20,
monoestearato de sorbitano 40, monoestearato de sorbitano 60, monoestearato de



sorbitano 80, emulsificantes colato de sddio, deoxicolato de sdédio, glicolato de sédio,
poloxameros, taurocolato de sdédio, taureodexicolato de sédio, e/ou mistura destes.
[0090] Em uma realizacdo preferencial as formulacdes descritas na presente
invencao compreendem o uso de polissorbarto 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p).

Solventes orgénicos

[0091] Solventes organicos adequados para 0 uso na presente invencao incluem,
mas nao se limitam a, solventes organicos polares proticos e apréticos, como por
exemplo etanol, acetona e/ou mistura desses, e solventes organicos apolares, como
por exemplo, cloroférmio.

[0092] Em uma realizagéo preferencial os lipossomas e as nanoemulsdes da presente
invencao compreendem o uso de cloroférmio para a solubilizagdo dos componentes
da fase lipidica e uma mistura de cloroférmio: metanol: a4gua (1:2,1:1).

Obtencao das nanoestruturas lipidicas

[0093] Os processos de obtencédo das nanoemulsdes compreendem as etapas de:

a) dissolver de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solucéao
organica composta por um solvente organico apolar;

b) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucao aquosa;

C) evaporar todo o solvente organico do produto obtido na etapa a, obtendo
assim um filme lipidico;

d) adicionar a solucao aquosa ao filme lipidico e deixar por 12 a 72 horas
em 2°C a 20°C;

e) sonicar a formulagao por 5 a 60 minutos a uma temperatura entre 25°C
e 50°C;

f) homogeneizar a formulagdo em homogeneizador a alta pressdao ou
microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.
[0094] Os processos de obtencao dos lipossomas compreendem as etapas de:

a) dissolver de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solugcao
organica composta por um solvente organico apolar;

b) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucao aquosa;

C) evaporar todo o solvente organico do produto obtido na etapa a;

d) adicionar a solucao aquosa ao filme lipidico e deixar por 12 a 72 horas
em 2°C a 20°C;



e) sonicar a formulacao por 5 a 60 minutos a uma temperatura entre 25°C
e 50°C;

f) homogeneizar a formulagcdo em homogeneizador a alta pressao ou
microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

Q) extrusar a formulacdo em ao menos uma membrana com poro de 1000
nm a 220 nm e em ao menos uma membrana de 220 nm a 50 nm.

[0095] E um objeto adicional da presente invengdo os processos de obtencdo das
nanoemulsdes que terdao os acidos nucleicos encapsulados, com as etapas de:

a) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de lipideo catibnico juntamente com os
acidos nucleicos em uma mistura monofasica de solventes apolar: protico: protico
(1:2,1:1) por 30 minutos;

b) separar a monofase num sistema de duas fases pela adicdo de um solve
apolar e um proético (2 mL cada), seguido por vértex breve. As fases polar e apolar sédo
separadas por centrifugacdo a uma pressao entre 1000 e 4000 x g durante 2 a 30 min
em temperatura entre 15°C e 35°C;

c) adicionar de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a fase organica do
pré-complexo;

d) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucdo aquosa;

e) evaporar o solvente organico para formar um filme;

f) adicionar a fase aquosa;

Q) deixar por 12 a 72 horas em 2°C a 20°C;

e) sonicar por 5 a 60 minutos a uma temperatura entre 25°C e 50°C;

f) homogeneizar a formulagcdo em homogeneizador a alta pressao ou
microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.

[0096] O processo de obtencao das nanoestruturas lipidicas sélidas e carreadores
lipidicos nanoestruturados contendo os acidos nucleicos adsorvidos, compreende as
etapas de:

a) fundir de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a uma temperatura entre
30° C a 80°C;

b) dissolver de 1,0% p/p a 5,0% p/p de tensoativo e de 0,1% p/p a 5,0% p/p
de agente de tonicidade em uma solucdo aquosa, com temperatura de 30°C a 80°C;

C) adicionar a solucdo aquosa na solucao oleosa, sob agitacdo e com
temperatura de 30° C a 80° C;



d) agitar no dispersor ultra-turrax, a uma velocidade entre 500 e 25000 rpm
sob aquecimento de 30° C a 80° C, durante periodo compreendido de 30 segundos a
5 minutos;

e) homogeneizar a formulagcdo em homogeneizador a alta pressao ou
microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.
Formulacbées compreendendo os carreadores lipidicos

[0097] Os produtos da presente invengao sao formulacées que compreendem as
nanoestruturas lipidicas, associadas a excipientes adequados, Uteis nas areas
farmacéutica e médica.

[0098] Os carreadores da presente invencdo podem estar sob a forma de
nanoemulsdes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores lipidicos
nanoestruturados.

Especificacdo das nanoparticulas lipidicas

[0099] A formacao de nanoparticulas foi primeiramente confirmada pela evidéncia de
carater homogéneo (sem separacao de fases) e pela ndao ocorréncia de precipitados.
A seguir, as formulagées foram especificadas de acordo com o diametro médio de
goticula/vesicula, indice de polidispersdo, potencial zeta, e capacidade de
complexag&do com os acidos nucleicos.

[0100] Determinagédo do diametro de goticula/particula e do indice de polidispersao
(IPD).

[0101] As formulagdes foram especificadas através do espalhamento de luz dindmico
pela difusdo de raio laser monocroméatico que atravessa a dispersao coloidal. Essa
determinacao foi realizada observando-se o espalhamento a 173° C apéds diluicao das
amostras em agua purificada, previamente filtrada em membrana de 0,22 um. Os
resultados foram expressos como média de trés determinacdes independentes.
Determinacéao do potencial zeta

[0102] O potencial zeta foi determinado através da mobilidade eletroforética das
goticulas/vesiculas. As medidas foram realizadas apds calibracdo com uma solucao
padrao a —55 mV (latex poliestireno carboxilato). Todas as analises foram realizadas
apos a diluicdo das amostras em agua purificada, previamente filtrada em membrana
nylon de 0,22 um. Os resultados foram expressos como média de trés determinacdes
independentes.

Taxa de complexacdo com os &cidos nucleicos




[0103] A complexacédo dos acidos nucleicos com as formulacdes foi verificada através
de eletroforese em gel de agarose. Os complexos foram avaliados na relacédo de
cargas +4/ -1 (cargas do lipidio catidnico/cargas dos acidos nucleicos) e foram sujeitos
a eletroforese em gel de agarose 1 % corados com o corante SYBR® Gold Nucleic
Acid Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, EUA). A estabilidade dos complexos das
nanoestruturas catibnicas/DNA foi determinada utilizando um ensaio de digestdo com
DNase | (Invitrogen, Carlsbad, EUA). As bandas foram analisadas e sua intensidade
foi calculada através do software ImageJ®, gerando a taxa de complexagdo em
porcentagem.

Exemplo 1: Nanocarreador lipidico consistindo de uma nanoemulsdo com

complexacdo do acido nucleico por adsorcéo.

Composicao final:
[0104] Fase lipidica
a. 5% p/p Triglicerideos de cadeia média
b. 0,56% p/p DOPE
C. 0,56% p/p DOTAP
d. 0,285% p/p DSPE-PEG
[0105] Fase aquosa
a. 2,25% p/p Glicerol
b. acidos nucleicos para a proporcido +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).
Procedimento:

[0106] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e dissolvidos
em cloroférmio, com agitacdo constante. Os componentes da fase aquosa foram
pesados e dissolvidos em agua purificada, com agitacao constante. A fase organica
foi rota evaporada a pressdao normal e temperatura ambiente, para eliminacdo do
solvente organico e até a secura total, para formacao do filme lipidico. Ao final do
processo, a fase aquosa foi vertida sobre o filme lipidico, que foi mantido a 4°C durante
12 horas. Apoés, a formulacao foi sonicada a 37°C durante 15 minutos. Apdés, entdo, a
formulacao foi homogeneizada em homogeneizador a alta pressao por 10 ciclos de
500 bar cada, a fim de manter o didmetro de goticula da fase oleosa o0 menor possivel
e com menor indice de polidispersao. Por fim, os acidos nucleicos foram adicionados
a formulacao.

Produto obtido: Nanoemulséo (NA).

Resultados:



- Tamanho: 158 nm

- IPD: 0,12

- Potencial zeta: +40,1 mV

- Taxa de complexacao: 100%. Ver figura 1.

Exemplo 2: Nanocarreador lipidico consistindo de uma nanoemulsdo com

complexacdo do acido nucleico por encapsulamento.
Composigéo:
[0107] Fase lipidica
a. 5% p/p Triglicerideos de cadeia média
b. 0,56% p/p DOPE
C. 0,56% p/p DOTAP
d. 0,285% p/p DSPE-PEG
[0108] Fase aquosa
a. 2,25% p/p Glicerol
b. acidos nucleicos para a proporcdo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).
Procedimento:

[0109] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados. O complexo
hidrofébico DNA/DOTAP foi preparado através da incubagcdo dos acidos nucleicos
com o lipidio catiénico DOTAP numa mistura monofésica de cloroférmio:metanol:agua
(1:2,1:1) em temperatura ambiente durante 30 min. A monofase foi, entao, dividida em
duas fases pela adicdo de cloroférmio e agua (2 mL de cada), seguido por vortex
breve. As fases aquosa superior e organica inferior foram separadas por centrifugacao
a 2000 x g durante 10 min em temperatura ambiente. Na fase orgéanica, entéo, os
demais lipidios foram dissolvidos. Os componentes da fase aquosa foram pesados e
dissolvidos em agua purificada, sob agitacao constante. A fase organica foi rota
evaporada a pressao normal em temperatura ambiente, para eliminacdo do solvente
organico e até a secura total, para formacao do filme lipidico. Ao final do processo, a
fase aquosa foi vertida sobre o filme lipidico, que é mantido a 4°C durante 12 horas.
Apos, a formulagao foi sonicada a 37°C durante 15 minutos. Apés, entao, a formulagao
foi homogeneizada em homogeneizador a alta presséo por 10 ciclos de 500 bar cada,
a fim de manter o didmetro de goticula da fase oleosa 0 menor possivel e com menor
indice de polidispersao.

Produto obtido: Nanoemulséo (NE).

Resultados:



-Tamanho: 158 nm
-IPD: 0,12
-Potencial zeta: +42,2 mV
-Taxa de complexacao: 100%. Ver figura 1.
Exemplo 3: Nanocarreador lipidico consistindo de um lipossoma com complexacéo

do &cido nucleico por adsorcéo.
Composicao:
[0110] Fase lipidica
a. 0,56% p/p DOPE
b. 0,56% p/p DOTAP
c. 0,285% p/p DSPE-PEG
[0111] Fase aquosa
d. 2,25% p/p Glicerol
e. 4cidos nucleicos para a proporgao +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).

Procedimento:

[0112] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e dissolvidos
em cloroférmio, com agitacdo constante. Os componentes da fase aquosa foram
pesados e dissolvidos em agua purificada, com agitacdo constante. A fase organica
foi rota evaporada a pressdo normal e temperatura ambiente, para eliminacdo do
solvente organico e até a secura total, para formacao do filme lipidico. Ao final do
processo, a fase aquosa é vertida sobre o filme lipidico, que € mantido a 4°C durante
12 horas. Apdés, a formulacédo € sonicada a 37°C durante 15 minutos. Apés, entdo, a
formulacédo € homogeneizada em homogeneizador a alta pressao por 10 ciclos de 500
bar cada, a fim de manter o didmetro de goticula da fase oleosa o menor possivel e
com menor indice de polidispersao. Por fim, os acidos nucleicos foram adicionados a
formulacéo.

Produto obtido: Lipossoma (LA).

Resultados:
-Tamanho: 98 nm
-IPD: 0,18
-Potencial zeta: +42,8 mV
-Taxa de complexacdo: 100%. Ver figura 1.
Exemplo 4: Nanocarreador lipidico consistindo de uma nanopatrticula lipidica sélida

com complexacao do acido nucleico por adsorcao.




Composicao:
[0113] Fase organica
a. 1,4% p/p Monoestearato de glicerila
b. 0,6% p/p DOTAP
[0114] Fase aquosa
a. 1,0% p/p Polissorbato 80
b. 2,25% p/p Glicerol

c. acidos nucleicos para a propor¢ao +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).

Procedimento:

[0115] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e fundidos a

uma temperatura de 80° C, sob agitacdo constante. Os componentes da fase aquosa

foram pesados e dissolvidos em um volume final de 100 mL de agua purificada, sob

agitacao constante a uma temperatura de 80° C. A fase aquosa foi vertida sobre a

fase lipidica, mantendo-se a temperatura em 80° C e com agitacao constante durante

15 minutos. A formulagdo foi misturada em ultra-turrax durante 1 minuto, a uma

velocidade de 13.500 rpm e temperatura de 80° C. Ao final do processo, a formulagao

foi entdo homogeneizada a quente em homogeneizador a alta pressdo com 10 ciclos

de 750 bar cada, a fim de manter o diametro de particula da fase oleosa o menor

possivel e com menor indice de polidispersado. O produto foi deixado em repouso em

temperatura ambiente por no minimo 10 minutos.

Produto obtido: Nanoparticula lipidica sélida.

Resultados:
-Tamanho: 396 nm
-IPD: 0,60
-Potencial zeta: -22,20 mV
-Taxa de complexacéo: 100%.
Exemplo 5: Nanocarreador lipidico consistindo de um

carreador

lipidico

nanoestruturado.

Composicao:
[0116] Fase organica

a. 1,0% p/p Monoestearato de glicerila

b. 0,5% p/p DOTAP

c. 0,5% p/p Triglicerideos de cadeia média
[0117] Fase aquosa



d. 1,0% p/p Polissorbato 80

e. 2,25% p/p Glicerol

f. acidos nucleicos para a proporgéo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).
Procedimento:

[0118] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e fundidos a
uma temperatura de 80° C, sob agitacdo constante. Os componentes da fase aquosa
foram pesados e dissolvidos para um volume final de 100 mL de agua purificada, com
agitacao constante a uma temperatura de 80° C. A fase aquosa foi vertida sobre a
fase lipidica, mantendo-se a temperatura a 80° C e com agitacao constante durante
15 minutos. A formulagdo foi misturada em ultra-turrax durante 1 minuto, a uma
velocidade de 13.500 rpm e temperatura de 80° C. Ao final do processo, a formulacao
foi entdo homogeneizada a quente em homogeneizador a alta pressdo com 10 ciclos
de 750 bar cada, a fim de manter os diametros de particula da fase oleosa o menor
possivel e com menor indice de polidispersdo. O produto foi deixado em repouso a
uma temperatura ambiente por no minimo 10 minutos.

Produto obtido: Carreador lipidico nanoestruturado.

Resultados:
-Tamanho: 220 nm
-IPD: 0,451
-Potencial zeta: -13,36 mV
-Taxa de complexacdo: 100%.
Administrac&o hidrodindmica

[0119] Para a entrega dos carreadores lipidicos contendo ao menos um acido nucleico
para fins de edicdo de genoma, a invencdo inclui a obtengdo de uma célula ou
populacao de células de um sujeito e a edicao do material genético alvo ex vivo através
de carreadores lipidicos contendo uma nuclease ou uma sequéncia de acido nucleico
que codifica uma nuclease que cliva o material genético alvo. Em algumas realizacées,
ocorre posterior reintroducédo das células modificadas ex vivo no sujeito. Em algumas
concretizacoes, as células podem ser células tronco ou precursoras de linhagens
celulares.

[0120] Para a entrega dos carreadores lipidicos contendo ao menos um &cido
nucleico para fins de edicdo de genoma, a invengao proporciona a administracéo a
células in vitro. Em algumas concretizacdes, as células podem ser células tronco ou

precursoras de linhagens celulares.



[0121] Para a entrega dos carreadores lipidicos contendo ao menos um &cido
nucleico para fins de edicao de genoma, a invencao proporciona a administracao in
vivo. Esta administracdo pode se dar por via intravenosa através de injecdo com
seringa ou cateter em bolus ou através de infusdo, por via intramuscular, por
administracao intranasal, por administracao subcutadnea ou cutanea, entre outras vias
possiveis. As vias ndo citadas nao estao descartadas.

[0122] Para a entrega dos carreadores lipidicos contendo ao menos um acido
nucleico para fins de edicdo de genoma, a invencao proporciona o uso de injecao
hidrodindmica. Esta tecnologia controla a presséao hidrodinamica nos capilares para
promover a permeabilidade das células endoteliais e parenquimatosas (Suda, T. e Liu,
D. Hydrodynamic Gene Delivery: lts Principles and Applications, Molecular Therapy
2007, v. 15(12), p. 2063-2069). O primeiro teste clinico hidrodindmico em seres
humanos foi relatado no 9% Encontro Anual da Sociedade Americana de Terapia
Genética (Estudo Clinico com Distribuicdo de Gene Hidrodindmica em Hepatécitos em
Humanos).

[0123] E preferivel utilizar um volume de injecdo de 10% do peso corporal ou menos
para administracao hidrodinamica. Especificamente, cerca de 100 mL de formulagéo
por kg de peso corporal podem ser administrados (i.e., 10% do peso corporal). Mais
preferencialmente, o volume de injecéo esta compreendido entre 0,5 e 10% do peso
corporal.

[0124] Para a injegdo hidrodinamica, é fornecida uma solugdo a uma pressao
suficiente para gerar poros nas células proximas ao vaso sanguineo, ou uma pressao
logo abaixo desse limiar. A injecao hidrodindmica é utilizada para administrar uma
nuclease segmentavel ou um acido nucleico tal como um plasmideo que codifica a
nuclease segmentavel. Numa concretizagao preferida, a nuclease segmentavel é a
Cas9.

[0125] A Cas9 (proteina 9 associada a CRISPR) é uma enzima endonuclease de DNA
guiada por RNA. A Cas9 foi descoberta como parte do sistema imune de
Streptococcus pyogenes, onde memoriza e mais tarde cliva o DNA estranho ao
desenrola-lo para procurar regides complementares a uma regido espacadora de 20
pares de bases do RNA guia, onde depois cliva. A cas9 pode ser usada para fazer a
dupla vertente dirigida ao local de quebra de DNA, o que pode levar a inativacao
génica ou a introdugao de genes heterdlogos através de unido por extremidade nao
homéloga e recombinacdo homéloga. Outras ferramentas exemplares para edi¢ao de



genoma incluem nucleases dedo de zinco (ZNF) e proteinas nucleases efetoras do
tipo ativadoras de transcricao (TALEN).

[0126] O método inclui a utilizacdo de um sistema de inje¢cdo para gerar pressao
hidrodinamica e entregar a formulacao (que inclui a nuclease segmentavel) no vaso
sanguineo de um sujeito a uma pressao suficiente para fazer com que a nuclease
entre nas células préximas ao vaso sanguineo. De preferéncia, os sistemas
nanoestruturados contendo ao menos um acido nucleico da inveng¢ao sao utilizados
para administragcao hidrodinamica través de um cateter de administragao intravascular
(por exemplo, com posicionamento do cateter através de uma veia femoral do sujeito
e em uma veia hepética ou através de uma veia jugular do sujeito e em uma artéria
hepatica), de uma seringa operada manualmente ou com a utilizacdo de bomba de
infusdo exercendo uma pressado determinada ou com controle da velocidade de
infuséo.

Exemplos de aplicacao do produto obtido de acordo com o exemplo 3, acima descrito:

[0127] Os acidos nucleicos descritos no item d da fase lipidica do exemplo 3, foi DNA
na relacdo de cargas teodrica +4/-1, sendo metade composta por um plasmideo do
sistema CRISPR/Cas9 com RNA guia para a mutagdo p.W402X da
mucopolissacaridose tipo | (MPS |) e metade composta por um oligonucleotideo para
recombinacdo homéloga contendo a sequéncia gendmica correta da alfa-L-
iduronidase (IDUA).

Construcéo do plasmideo CRISPR/Cas9 e do oligonucleotideo W402X

[0128] Um plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado para os experimentos de

edicdo gendmica. Neste sistema, a nuclease Cas9 e o RNA guia formado por um
transcrito crRNA-tracrRNA estao presentes em um unico vetor, o0 sgRNA (single guide
RNA). Uma sequéncia alvo de 20 pb adjacente a uma NGG (sequéncia PAM) que esta
a 16 nucleotideos distante da base mutada na p.W402X foi selecionada. Os
oligonucleotideos senso e anti-senso foram sintetizados e ligados ao vetor que
codifica o Cas9. O vetor completo foi inserido por transformacao por choque térmico
em bactérias competentes TOP 10 (Invitrogen, USA), cujas coldnias foram entao
expandidas e submetidas a extragdo de plasmideo com o kit Maxiprep (Life
Technologies, EUA). O DNA plasmideal extraido foi entdo sequenciado para

verificagdo da correta orientagdo do inserto.



[0129] Para a recombinacao direcionada € utilizado um oligonucleotideo de 134 bases
homélogo a regiao W402X com a base que é alterada nesta mutagao substituida pelo
nucleotideo correto (chamado oligonucleotideo dador). Transfeccdo de fibroblastos

[0130] Os fibroblastos de um paciente MPS | (genétipo p.W402X/p.W402X) nas
passagens 3-8 foram semeados a 5 x 10* células / pogo numa placa de 6 pogos e

cultivados em DMEM contendo soro fetal bovino a 10% e ampicilina / estreptomicina
a 1%. As células foram mantidas em uma incubadora de CO2 umidificada a 37 °C por
24 horas antes do ensaio, quando adquiriram com 50% - 60% de confluéncia. A
transferéncia de genes foi realizada incubando as células com os complexos LA
durante 48 horas.

Captacéo celular do lipossoma marcado com Vermelho do Nilo

[0131] O corante Vermelho do Nilo (Thermo Fisher Scientific, EUA) foi dissolvido em
cloroférmio com os outros lipidios na proporcdo de 1 mg / ml de formulacdo. A

preparacao da formulagcédo continuou como descrito para o lipossoma branco. O ensaio
de captacao celular foi realizado ap6s incubacdo com o lipossoma marcado com
Vermelho do Nilo durante 24 h em DMEM isento de soro. A marcacao fluorescente foi
estudada sob microscopio de epifluorescéncia (Olympus-BX 51, Téquio, Japao),
equipado com uma camera digital usando um objetivo plano-neofluar (Olympus-DP
71, Téquio, Japao) (20x para imagens de visao geral ou 40x). Ver Figura 2 A-D.
Atividade enzimatica de IDUA

[0132] Aos 2 dias, 15 ou 30 dias apbés a transfeccdo, os fibroblastos foram

tripsinizados, centrifugados e suspensos em agua MilliQ®. Apds vértex, as células
foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para avaliar a atividade de IDUA. A
atividade de IDUA foi realizada utilizando 4-metilumbeliferil alfa-Liduronideo
(Glycosynth, Warrington, UK) como substrato. As células foram incubadas a 37 °C
durante 1 h em tampéo de formato de sédio (pH 2,8). A fluorescéncia foi medida com
excitagdo de 365 nm e filtros de emissdo de 450 nm num espectrofotdmetro de
fluorescéncia (SpectraMax M2, Molecular Devices, Sunnyvale, EUA). Os resultados
foram calculados em nmol / h / mg de proteina e apresentados como percentagem da
atividade de IDUA medida em fibroblastos normais. O teor de proteina foi quantificado
utilizando o método descrito por Lowry e colaboradores. Ver Figura 2 E.

Ensaios in vivo

Modelo murino de MPS |




[0133] Foi utilizado como modelo animal camundongos nocaute para o gene da ldua
(murina). Este modelo foi criado por meio da interrupcao do éxon 6 do gene da Idua.
No meio do éxon foi inserido um gene de resisténcia a neomicina em sentido inverso.
Como resultado foram produzidos camundongos com uma doenga que mimetiza a
Sindrome de Hurler, fenétipo mais grave da MPS |, com aumento do nivel de
glicosaminoglicanos na urina e em diversos tecidos, e atividade indetectavel de Idua.
[0134] Todos os procedimentos com animais foram realizados na Unidade de
Experimentacao Animal do Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, e seguem as normas de adequacao as diretrizes vigentes preditas
na Lei 11.794/08 e nas resolu¢cées normativas numeros 12

(Utilizacao de Animais para fins Cientificos e Didaticos) e 30 (Diretrizes da Pratica de
Eutanasia do CONCEA). Os animais sdo mantidos em ambiente controlado
(temperatura 20-24°C, umidade relativa do ar 40-60% e sistemas de exaustao de ar)
com ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e alimentacao comercial padrao
para a espécie e agua ad libitum. Todos os animais utilizados foram genotipados por
identificagdo molecular do transgene.

Construcéo dos plasmideos CRISPR/Cas9 ROSA26 e Doador /Idua ROSA26

[0135] Um plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado para os experimentos de

edicdo gendmica. Neste sistema, a nuclease Cas9 e o RNA guia formado por um
transcrito crRNA-tracrRNA estédo presentes em um unico vetor, o sgRNA (single guide
RNA). Uma sequéncia alvo para clivagem pela Cas9 foi selecionada no lé6cus ROSA26
do genoma de camundongos e foi inserida no vetor. O vetor completo foi inserido por
transformacao por choque térmico em bactérias competentes TOP 10 (Invitrogen,
USA), cujas col6nias foram entdo expandidas e submetidas a extracéo de plasmideo
com o kit Maxiprep (Life Technologies, EUA). O DNA plasmideal extraido foi entdo
sequenciado para verificagdo da correta orientacao do inserto.

[0136] Para a recombinacao direcionada é utilizado um vetor contendo o cDNA da
Idua. O construto contém a sequéncia de cDNA da Idua regulada por um promotor e
duas regides homélogas (de aproximadamente 1 kb cada uma) ao lécus ROSA26 de
camundongos, na regiao do lécus em que a Cas9 reconhece e cliva.

Tratamento

[0137] Um grupo (n=3) foi utilizado para a administracdo dos complexos LA e recebeu

por via hidrodindmica o complexo LA em uma aplicacdo. Como controles foram



utilizados camundongos normais que nao receberam nenhum tratamento (n=3) e
camundongos MPS | que ndo receberam nenhum tratamento (n=3).

[0138] Para a injecao hidrodindmica na veia temporal superficial, os animais sao
imobilizados pelo pesquisador e é injetada rapidamente uma dose de 8 — 10 % do
peso do animal. Nao ha repeticdo de dose.

Dosagem enzimatica sérica de ldua

[0139] O nivel sérico de Idua é mensurado nos animais tratados a partir de 30 dias
apos o tratamento, e apds, mensalmente. Os resultados sdo comparados com animais
MPS | ndo-tratados e animais normais. A atividade enzimatica € avaliada através do
ensaio enzimatico por método fluorimétrico utilizando o substrato artificial 4-metil-
umbeliferil-alfa-L-iduronideo. A unidade a ser adotada é nmol/ h/ mL de soro. Para
isto, o soro é incubado com o substrato fluorescente 4-metilumbeliferil a-L-iduronideo
a 37 °C por 1 h em tampéo formato de sodio (pH 2,8). A fluorescéncia é medida em
365 nm (excitacdo) e 450 nm (emissao) utilizando o fluorimetro SpectraMax M2
(Molecular Devices, CA, USA). Neste ensaio, a quantidade de IDUA é medida pela
quantidade de substrato clivado em 1 hora. Ver Figura 3.

Equivalentes

[0140] Diversas modificacées do invento e muitas outras concretizagdes do mesmo,
em adicao aos representados e descritos aqui, tornar-se-ao evidentes para o0s
especialistas na técnica do conteudo integral deste documento, incluindo referéncias
a literatura cientifica e de patentes aqui referidas. O assunto presente contém
informacdes importantes, exemplificacdo e orientacdo que pode ser adaptada a

pratica desta invengéo nas suas varias formas de realizacao e equivalentes.



Reivindicacoes

1. Composicao editora de genoma caracterizada por compreender ao
menos um &cido nucleico adsorvido ou encapsulado e carreadores lipidicos, com
didmetro médio de goticula/particula compreendido na faixa de 0,001 a 1,0
micrémetro.

2. Composicao editora de genoma, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelos acidos nucleicos serem um ou mais selecionados do grupo que
consiste em: sequéncia de RNA guia, sequéncia codificadora de nuclease, sequéncia
de DNA modelo para recombinagédo homéloga ou sequéncia inteira de um gene.

3. Composicao editora de genoma, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada por compreender uma nuclease.

4. Composicao editora de genoma, de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizada pela nuclease ser a Cas9.

5. Composicao editora de genoma, de acordo com qualquer uma das
reivindicacées de 1 a 4, caracterizada pelas nanoestruturas serem nanoemulsoes,
lipossomas, nanoparticulas lipidicas soOlidas ou carreadores lipidicos
nanoestruturados.

6. Composicao editora de genoma, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 5, caracterizada por compreender excipientes farmaceuticamente
adequados.

7. Processo de obtencao de composicao editora de genoma conforme
definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5, caracterizado pela obtencédo da
composicao editora de genoma compreender as etapas de:

(@)  dissolver entre 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solucéo
organica;

(b)  dissolver entre 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucdo aquosa;

(c) evaporar a solugcao organica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(d)  adicionar a solucdo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(e)  deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 12 a 72 horas em
uma temperatura entre 2°C e 20°C;

() sonicar a formulacdo obtida na etapa (e) por 5 a 60 minutos a uma

temperatura entre 25°C e 50°C; e



() homogeneizar a formulagéo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.

8. Processo de obtengcdo de composicao editora de genoma de acordo com a
reivindicacdo 7, caso o produto a ser obtido seja o lipossoma, caracterizado por
compreender a etapa adicional:

(h) extrusar a formulacao obtida na etapa (g) em ao menos uma membrana
com tamanho de poro de 1000 nm a 220 nm e em ao menos uma membrana com
tamanho de poro de 220 nm a 50 nm.

9. Processo de obtencdo de composicao editora de genoma, de acordo
com a reivindicacao 7, caracterizado pela solugcéo organica ser um solvente organico
escolhido do grupo que compreende solventes organicos polares préticos, apréticos
ou apolares e/ou mistura dos mesmos.

10.  Processo de obtengdo de composicao editora de genoma de acordo com
a reivindicacao 7, caracterizado pelo fato de que, para a obtencao de nanoemulsdes
contendo os acidos nucleicos encapsulados, a solugdo organica descrita na etapa (a)
€ a fase orgéanica do pré-complexo obtido através das etapas:

(i) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de lipideo catibnico e acidos nucleicos
em uma mistura monofasica de solventes apolar:protico:prético (1:2,1:1) por 30
minutos;

(i) adicionar ao produto obtido na etapa (i) 2 mL de solvente apolar e 2 mL
de solvente prético;

(iiiy  agitar o produto obtido na etapa (ii) brevemente em vortex;

(iv) centrifugar o produto obtido na etapa (iii) a uma pressao entre 1000 e 4000
x g durante 2 a 30 min em uma temperatura entre 15 a 35°C; e (v) separar a fase
organica obtida na etapa (iv).

11.  Processo de obtencdo de composicdo editora de genoma conforme
definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5, caracterizado por, caso o produto
a ser obtido seja nanoestruturas lipidicas sdélidas ou carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo os acidos nucleicos adsorvidos, compreender as etapas
de:

(A)  fundir de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a uma temperatura entre
302 C e 80° G;



(B)  dissolver, de 1,0% p/p a 5% p/p de tensoativo e de 0,1% p/p a 5,0% p/p
de um agente de tonicidade em uma solugédo aquosa, com temperatura de 30° C a 80°
C;

(C) adicionar a solugdo aquosa da etapa (A) na solucao oleosa da etapa

(B), sob agitacdo e com temperatura de 30° C a 80° C;

(D) agitar o produto obtido em (C) em dispersor ultra-turrax, a uma
velocidade entre 500 e 25000 rpm, sob aquecimento de 30° C a 80° C, durante 30
segundos a 5 minutos; e

(E)  homogeneizar a formulagdo obtida em (D) em homogeneizador a alta
pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.

12. Processo de obtencdo de composi¢do editora de genoma, de acordo
com as reivindicacdes 7 a 11, caracterizado pela formulacado ser submetida a etapa
posterior de evaporacao da agua sob pressdo normal ou reduzida entre 0 e 1000 mbar
a uma temperatura entre 10°C e 50°C.

13.  Processo de obtencdo de composi¢do editora de genoma, de acordo
com a reivindicacdo 10, caracterizado pelo solvente organico polar prético ser
metanol, e o solvente organico apolar ser cloroférmio.

14.  Processo de obtencdo de composicao editora de genoma, de acordo
com as reivindicacbes 7 a 11 caracterizado pela fase lipidica ser escolhida do grupo
que compreende:

a) lipideos liquidos tais como oleato de decila, isohexadecano, ésteres do
acido estearico e/ou oléico, etanolamida de acido graxo de coco, éleos naturais, como
o Oleo de milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina,
triglicerideos de cadeia média, triglicerideos de cadeia longa, palmitatos, miristatos e
octildodecanol;

b) lipideos solidos tais como triestearina, tricaprina, trilaurina, trimiristina,
tripalmitina, acido estearico, alcool cetilico, alcool estearilico, mateiga de cacau, cera
de carnauba, cera de abelhas, palmitato de cetila, monoestearato de glicerila,
behenato de glicerila, palmitoestearato de glicerila, tripalmitato de glicerila, trimiristato
de glicerila, triestearato de glicerila e/ou mistura destes;

C) tensoativos lipofilicos tais como lecitinas e fosfolipideos e/ou mistura dos
mesmos;

d) lipideos neutros;

e) lipideos catibnicos; e



f) lipidios com ramificacdo de PEG (peguilados).

15.  Processo de obtengcdo de composicao editora de genoma, de acordo
com as reivindicacbes 7 a 11, caracterizado pelo agente de tonicidade ser escolhido
do grupo que compreende sorbitol, etilenoglicol, polietilenoglicol, manitol, glicerol, e/ou
mistura destes.

16.  Processo de obtencdo de composicao editora de genoma, de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 6 a 16, caracterizado pela fase lipidica e fase
aquosa do processo de obtencao dos lipossomas compreenderem:
fase lipidica:

- DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p); - DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p); e
fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/p € 5,0% p/p)

- acidos nucleicos para a proporcdo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).

17. Processo de obtencédo de composicao editora de genoma, de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 6 a 16, caracterizado pela fase lipidica e fase
aquosa do processo de obtencao das nanoemulsées compreenderem:
fase lipidica:

- DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);

- DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p);

- triglicerideos de cadeia média (2,0% p/p a 20,0% p/p); e
fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/p € 5,0% p/p)

- acidos nucleicos para a proporcdo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).

18. Processo de obtencdo de composicao editora de genoma, de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 6 a 16, caracterizado pela fase lipidica e fase
aquosa do processo de obtencdo das nanoparticulas lipidicas sélidas
compreenderem:
fase lipidica:

- monoestearato de glicerila (2,0% p/p a 10,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
fase aquosa:

- 1,0% p/p Polissorbato 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p);



- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p); e

- acidos nucleicos para a proporcédo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).

19. Processo de obtencdo de composicao editora de genoma, de acordo com
qualquer uma das reivindicacoes 6 a 16, caracterizado pela fase lipidica e fase
aquosa do processo de obtencdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados
compreenderem:
fase lipidica:

- mistura na propor¢ao 7:3 de monoestearato de glicerila e triglicerideos
de cadeia média (2,0% p/p a 10,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
fase aquosa:

- 1,0% p/p Polissorbato 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p);

- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p); e

- acidos nucleicos para a proporcédo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO).

20. Uso da composicao editora de genoma conforme definido em qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 5, caracterizado por ser no preparo de um medicamento
para o tratamento de doengcas causadas por deficiéncias ou anomalias
cromossdmicas.

21.  Uso da composicao editora de genoma de acordo com a reivindicacao
21, caracterizado por ser no preparo de um medicamento para o tratamento das
mucopolissacaridoses.

22. Uso da composicao editora de genoma de acordo com as reivindicacoes
21 ou 22, caracterizada pela administracdo ser em células in vitro, ou ap6s a remogao

de células para modificagao ex vivo, ou in vivo, inclusive por injegao hidrodinamica.



Resumo

COMPOSICAO EDITORA DE GENOMA, PROCESSO DE OBTENGCAO

E USO DA MESMA

A presente invencdo descreve uma composicdo editora de genoma
compreendendo carreadores lipidicos de tamanho nanométrico (< 1,0 micrémetro)
complexados com ao menos um acido nucleico para ser administrada a células in vitro,
ou apds a remocgao de células para modificagdo ex vivo, ou administrados in vivo
inclusive via injecao hidrodinamica, para fins de edicdo de genoma, e ainda os
processos de obtencdo de tal composig¢do. A presente invencao pertence ao campo
da nanotecnologia e consiste em formulacdées que podem ser utilizadas nas areas

farmacéutica e médica.
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PORTARIA N2 7906 de 05/10/2016

Delegacao de competéncia ao Secretario de Desenvolvimento Tecnolégico.

O REITOR DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL, no uso
de suas atribuicées e tendo em vista o disposto nos artigos 11 e 12 do Decreto-Lei n®
200, de 25 de fevereiro de 1967, regulamentado pelo Decreto n® 62.460, de 25 de
marco de 1968,

RESOLVE:

Artigo 19 - Delegar competéncia ao Professor JOSE LUIS DUARTE
RIBEIRO, Secretario de Desenvolvimento Tecnoldgico, para, a partir de 30 de
setembro de 2016 e sem prejuizo das atribuicées que regimentalmente competem ao

titular do mesmo cargo, praticar os atos administrativos a seguir enumerados:

1. Solicitacdo de registro da propriedade intelectual, junto aos 6rgaos
competentes do pais e do exterior, bem como instrumentos de licenciamento de
tecnologia, sem exclusividade, a seguir relacionados:

1.1 - registro de patente (patentes de invencdo, modelos de utilidade, desenho
industrial, etc.);

1.2 - certificado de adicao;

1.3 - registro de marca;

1.4 - transferéncia de titularidade;

1.5 - registro de software;

1.6 - registro e protecao de cultivares;

1.7 - peti¢cbes para pagamento de anuidade, atendimanto de exigéncias, exames de
patentes, etc;



1.8 - demais documentos que tenham por objetivo solicitar registro de propriedade
intelectual da UFRGS;

1.9 - contratos de licenciamento de propriedade intelectual da UFRGS, na forma nao
exclusiva para o licenciante, com prévia analise da Procuradoria Geral da UFRGS.

2. Instrumentos legais firmados com parceiros externos, que ndo envolvem recursos
financeiros, apenas resguardam direitos de propriedade intelectual da instituicao.

2.1 - contratos de Co-Titularidade - Estes instrumentos legais sdo Firmados com o
objetivo de estabelecer o0s percentuais de co-titularidade e as obrigacdes de
cada uma das partes, com relacdo ao uso e manutencdo dos direitos de
propriedade intelectual sobre uma tecnologia;

2.2 - acordos de Confidencialidade - Os Acordos de Confidencialidade tém por
objetivo proteger a tecnologia, desenvolvida pelos pesquisadores da
UFRGS, com vistas a possibilitar seu emprego no processo produtivo econdmico
por parte de algum parceiro externo;

2.3 - acordos de Transferéncia de Material Biologico - Estes Acordos visam
assegurar os direitos das partes sobre os materiais biolégicos de sua propriedade,

na transferéncia, para fins de pesquisa, para uma instituicao parceira.

3. Firmar documentos, na esfera de competéncia da Secretaria de Desenvolvimento
Tecnolégico - SEDETEC, com parceiros externos onde nao ocorram repasse de
recursos financeiros, nem envolvam despesas para as partes.

3.1 - contratos onde, no objeto, estejam previstas atividades de P&D, com prévia
andlise legal pela Procuradoria Geral da UFRGS;

3.2 - termos de compromisso.

4. Firmar documentos onde exista repasse de recursos do exterior, voltados para P&D,
mas que nao gerem obrigacdes financeiras para a Instituicao.

4.1 - auxilio de paises desenvolvidos;

4.2 - doagdes oriundas do exterior;

4.3 - recursos de fundos perdidos.



Paragrafo Gnico: A administracdo financeira destes recursos, ficara a cargo da
PROPLAN/UFRGS.

Artigo 2° - As assinaturas de convénios nao estdo incluidas na delegacdo de
competéncia constante no artigo anterior, permanecendo com a tramitacao atual e
firmada pelo Reitor.

Artigo 39 - A autoridade a que se refere o artigo 1° da presente Portaria,
considerando a necessidade do servigo, podera subdelegar os poderes que, por este
ato, Ihe sédo delegados.

Artigo 4° - Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.

RUI VICENTE OPPERMANN.



Ministério da Educagao
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Av. Paulo Gama, 110 — 6° andar
90040-080 — Porto Alegre — RS
Fone: (51) 3308.3601, Fax: (51) 3308.3973

TERMO DE CONDUCAO DE CARGO

As dez horas do dia vinte e nove de setembro do ano de dois mil e
dezesseis, em Sessdo Solene no Saldo de Atos da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, o professor RUI VICENTE OPPERMANN ¢ conduzido ao cargo de Reitor desta
Universidade, para o qual foi nomeado com mandato de quatro anos, conforme Decreto
Presidencial de 20 de setembro de 2016, publicado no Diario Oficial da Unido no dia 21
de setembro de 2016, se¢do 2, pagina 1, e no qual tomou posse em Brasilia, no dia vinte e
oito de setembro de dois mil e dezesseis, perante o Excelentissimo Senhor Ministro da
Educagdo, José Mendonga Bezerra Filho. Do que para constar, eu, Claudia Regina Mano,
lavrei o presente termo, que vai assinado pelo Empossado e testemunhas.

WM/M’?

Professor Rui Vicente Oppermann







ANEXO 2
Patente de inovacao depositada no INPI
Composicao para terapia génica do sistema nervoso central, processo de

obtencao e uso da mesma
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Pedido nacional de Invencao, Modelo de Utilidade, Certificado de Adicéo de
Invencgéo e entrada na fase nacional do PCT

NUmero do Processo: BR 102017 016440 3

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razéo Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica

CPF/CNPJ: 92969856000198

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacao Juridica: Instituicao de Ensino e Pesquisa

Endereco: AV. PAULO GAMA N® 110, 62 ANDAR, CENTRO, PORTO ALEGRE, RS,
BRASIL

Cidade: Porto Alegre
Estado: RS

CEP: 90040-060

Pais: Brasil

Telefone: (51)3308.3800
Fax: (51)3308.4237

Email: propriedadeintelectual@ufrgs.br
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencgao (PI)
Titulo da Invengao ou Modelo de Utilidade (54):

COMPOSICAO PARA TERAPIA GENICA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL,
PROCESSO DE OBTENGCAO E USO DA MESMA

Resumo: A presente invencdo descreve uma composi¢cdo para terapia génica do
sistema nervoso central compreendendo carreadores nao-virais de tamanho
nanomeétrico (< 1,0 micrémetro) complexados com ao menos um acido nucleico para
fins de terapia génica via administragcdo nasal tendo como alvo principal o sistema
nervoso central, e ainda os processos de obtencao de tais carreadores. A presente
invencao pertence ao campo da nanotecnologia e consiste em formulacdes aquosas
que podem ser utilizadas nas areas farmacéutica e médica.

Figura a publicar: 1
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 6

Nome: ROSELENA SILVESTRI SCHUH
CPF: 00466421028

Nacionalidade: Brasileira
Qualificacao Fisica: Pesquisador
Endereco: Rua Venancio Aires, 3385
Cidade: Canoas

Estado: RS

CEP: 92110-001

Pais: BRASIL

Telefone: Fax:

Email: roselena.schuh@ufrgs.br

Inventor 2 de 6

Nome: HELDER FERREIRA TEIXEIRA

CPF: 47307420015

Nacionalidade: Brasileira

Qualificag&o Fisica: Professor do ensino superior
Endereco: Av. Loureiro da Silva, 1870 / apto. 1201
Cidade: Porto Alegre

Estado: RS

CEP: 90050-240

Pais: BRASIL

Telefone: Fax:

Email: helder.teixeira@ufrgs.br

Inventor 3 de 6

Nome: GUILHERME BALDO
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CPF: 00370352076

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacao Fisica: Professor do ensino superior
Endereco: Rua Professor Freitas Cabral, 370 / apto. 205
Cidade: Porto Alegre

Estado: RS

CEP: 90690-130

Pais: BRASIL

Telefone: Fax:

Email: gbaldo@hcpa.edu.br

Inventor 4 de 6

Nome: URSULA DA SILVEIRA MATTE

CPF: 67696201034

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacao Fisica: Professor do ensino superior
Endereco: Rua Felipe de Oliveira, 921 / apto. 1002
Cidade: Porto Alegre

Estado: RS

CEP: 90630-000

Pais: BRASIL

Telefone: Fax:

Email: umatte@hcpa.edu.br

Inventor 5 de 6

Nome: ROBERTO GIUGLIANI

CPF: 12155438087

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacao Fisica: Professor do ensino superior
Endereco: Rua Coronel Corte Real, 311/802
Cidade: Porto Alegre
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Estado: RS

CEP: 90630-080

Pais: BRASIL

Telefone: Fax:

Email: rgiugliani@hcpa.edu.br

Inventor 6 de 6

Nome: JULIANA BIDONE

CPF: 00733988962
Nacionalidade: Brasileira
Qualificacao Fisica: Pesquisador
Endereco: Rua Marechal Deodoro, 1173 apto 202
Cidade: Porto Alegre

Estado: RS

CEP: 96020-220

Pais: BRASIL

Telefone: Fax:

Email: julianabidone@gmail.com

Documentos anexados

Tipo Anexo Nome

Comprovante de pagamento de GRU GRU - Comprovante de pagamento.pdf
Rel Desc Relatério Descritivo

Reivindicacbes_ Reivindicacao

Resumo__ Resumo

Figuras Desenho

Portaria PORTARIA + DOU.pdf

Acesso ao Patriménio Genético

4| Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de
patente de invengdo nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de
componente do Patrim6nio Genético Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30
de junho de 2000, ou n&o se aplica.

[] Declaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo
completas e verdadeiras.
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Relatério descritivo de patente de invencao

COMPOSICAO PARA TERAPIA GENICA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL,
PROCESSO DE OBTENGCAO E USO DA MESMA

Campo da invencao

[0001] A presente invengdo descreve uma composicao para terapia génica do
sistema nervoso central compreendendo carreadores nao-virais de tamanho
nanomeétrico (< 1,0 micréometro) complexados com ao menos um acido nucleico para
fins de terapia génica via administragdo nasal tendo como alvo principal o sistema
nervoso central, e ainda os processos de obtencao de tais carreadores. A presente
invencao pertence ao campo da nanotecnologia e consiste em formulacdes aquosas
que podem ser utilizadas nas areas farmacéutica e médica.

Antecedentes da invencao

[0002] Deficiéncias e/ou anomalias genéticas (mutacao, expressao aberrante, etc)
estdo envolvidas na origem de numerosas doencas, de carater hereditario ou ndo. A
medicina convencional é limitada para tratar essas doencas, utilizando-se de terapias
para amenizagdao dos sintomas. Mais recentemente, surgiu a terapia génica, que
consiste na inser¢cdo de um gene funcional a fim de corrigir uma disfunc¢ao celular ou
prover novas fungdes a célula, com a introdu¢cdo do material genético diretamente
nas células do paciente (in vivo), ou a partir da administracdo das células apés
modificacdo in vitro (ex vivo). A terapia génica é definida como a modificacdo
genética de células com a intencado de alterar a expressdo de algum gene para
prevenir, impedir ou reverter um processo patologico (KAY, M. A. State-of-the-art
genebased therapies: the road ahead. Nature Reviews Genetics 2011, v. 12, p. 316—
328).

[0003] Entretanto, apesar de promissora, a terapia génica enfrenta diversas
limitac6es relacionadas a capacidade de penetragcado e estabilidade intracelular dos
acidos nucleicos, devido a seu carater altamente polianiénico, a possibilidade de
interacdo e agregacao com proteinas, e a ocorréncia de degradacao enzimatica (LIU,
C.-H.; YU, S.-Y. Cationic nanoemulsions as nonviral vectors for plasmid DNA
delivery. Colloids and surfaces. B, Biointerfaces 2010, v. 79, n. 2, p. 509-515). Com

o intuito de transpor essas dificuldades, algumas estratégias tém sido utilizadas,
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como a veiculagao dos acidos nucleicos mediante a associagdo a vetores virais e/ou
nao-virais.

[0004] Os vetores virais mais utilizados em terapia génica sao adenovirus, virus
adenoassociados, lentivirus e retrovirus. Apesar da grande eficiéncia de insercao e
transducédo oferecidas pelos vetores virais, eles apresentam alguns problemas
relacionados a imunogenicidade, replicagcdo e seguranga (YIN, H. et al. Non-viral
vectors for gene-based therapy. Nature Reviews Genetics 2014, v. 15, n. 8, p. 541—
545). Para contornar esses problemas, faz-se uso dos vetores nao-virais, que
possuem relativa facilidade e baixo custo de producdo em larga escala, menor
toxicidade, baixa imunogenicidade, capacidade de complexar com acidos nucleicos
de alto peso molecular, maior seguranca e boa capacidade de transfeccdo (NAM, H.
Y. et al. Lipid-based emulsion system as non-viral gene carriers. Archives of
Pharmaceutical Research 2009, v. 32, n. 5, p. 639—646; NORDLING-DAVID, M. M.;
GOLOMB, G. Gene Delivery by Liposomes. Israel Journal of Chemistry 2013, v. 53,
n. 9-10, SI, p. 737-747).

[0005] A transfeccdo mediante o uso de vetores nao-virais pode ocorrer através de
estruturas poliméricas ou lipidicas, sendo as ultimas mais classicas e mais seguras
no que se refere a toxicidade, a biocompatibilidade e biodegradabilidade dos
biomateriais utilizados. Entre os vetores baseados em lipideos catiénicos, os mais
descritos na literatura sédo lipossomas, nanoemulsées, nanoparticulas lipidicas
sOlidas e carreadores lipidicos nanoestruturados. Os lipossomas catiGnicos
(NORDLING-DAVID, M. M.; GOLOMB, G. Gene Delivery by Liposomes. Israel
Journal of Chemistry 2013, v. 53, n. 9-10, Sl, p. 737-747) e as nanoemulsdes
catibnicas (BRUXEL, F. et al. Investigation of the structural organization of cationic
nanoemulsion/antisense oligonucleotide complexes. Colloids and surfaces B,
Biointerfaces 2013, v. 112, p. 530-536) estdao dentre os vetores lipidicos naovirais
mais descritos. Os lipossomas podem ser definidos como dispersées aquosas de
uma mistura de fosfolipidios, organizadas na forma de bicamadas e com um nucleo
aquoso central. J& as nanoemulsdes, as nanoparticulas lipidicas sélidas e os
carreadores lipidicos nanoestruturados, organizam-se como monocamadas com um
nucleo lipidico respectivamente liquido, sélido, ou ambos, dispersas em uma fase
aquosa (geralmente do tipo O/A), e estabilizadas por um filme interfacial constituido
por emulsificantes fosfolipidicos (SCHUH, R. S.; BRUXEL, F.; TEIXEIRA, H. F.
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Physicochemical properties of lecithin-based nanoemulsions obtained by
spontaneous emulsification or high-pressure homogenization. Quimica Nova 2014, v.
37, p. 1193-1198).

[0006] Independentemente da estrutura formada, esses sistemas naovirais contém
um lipidio catiébnico (normalmente uma amina quaternaria) que forma um par iénico
(complexo) com os grupamentos fosfato negativamente carregados dos acidos
nucleicos. Diversos estudos demonstram a eficiéncia desses complexos formados
por nanoestruturas lipidicas/acidos nucleicos (NORDLING-DAVID, M. M.; GOLOMB,
G. Gene Delivery by Liposomes. Israel Journal of Chemistry 2013, v. 53, n. 9-10, Sl,
p. 737-747; FRAGA, M. et al. PEGylated cationic nanoemulsions can efficiently bind
and transfect pIDUA in a mucopolysaccharidosis type | murine model. Journal of
Controlled Release 2015, v. 209, p. 37-46). Entretanto, algumas limitacdes
relacionadas a liberagdo dos &cidos nucleicos in vivo, devido a captura dos
complexos pelo sistema fagocitico mononuclear e sua limitada biodistribuigcéo,
exigem algumas estratégias de formulacdo. Dentre essas, a incorporacdo de
fosfolipidios ligados covalentemente a polimeros hidrofilicos como o polietilenoglicol
(PEG) parece conferir um maior tempo de circulagdo aos complexos € uma maior
protecdo dos acidos nucleicos, o que possibilita 0 aumento da sua biodistribuicdo nos
tecidos e consequentemente, da eficiéncia de transfeccdo (FRAGA, M. et al.
PEGylated cationic nanoemulsions can efficiently bind and transfect pIDUA in a
mucopolysaccharidosis type | murine model. Journal of Controlled Release 2015, v.
209, p. 37-46).

[0007] Além disso, a utilizacdo de polications como a quitosana em formulagdes
para administracdo € ampla, especialmente devido a suas propriedades muco
adesivas, especialmente quando o alvo é a administracao nasal visando o tratamento
de desordens do sistema nervoso central (Khatri, K. et al. Surface modified liposomes
for nasal delivery of DNA vaccine. Vaccine, 2008, v. 26(18), p. 2225-33).

[0008] As possibilidades de tratamento de doencas geradas pela terapia génica sao
inomeras, e seu carreamento através de vetores ndo-virais aumenta muito as
chances de sucesso, porém a chegada dessas composicdes no sistema nervoso
central continua sendo um desafio. O cérebro € um 6rgao exclusivamente protegido
que reside dentro dos limites 6sseos do cranio, tornando dificil seu alcance através
da entrega sistémica de medicamentos. Uma variedade de obstaculos protege o
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sistema nervoso central e ao mesmo tempo impede a chegada de medicamentos ao
cérebro e medula espinhal e incluem a barreira hemato encefalica (BHE) e a barreira
do liquido cefalorraquidiano (BLCR). As barreiras sangue-cérebro restringem a
difusdo passiva de macromoléculas ao cérebro e constituem um obstaculo
significativo ao cérebro / sistema nervoso central (SNC) no tratamento farmacolégico
de doencas genéticas com acometimento neurolégico, e entre elas estdo as doencas
lisossébmicas de depédsito (Saraiva, C. et al. Nanoparticle-mediated brain drug
delivery: Overcoming blood—brain barrier to treat neurodegenerative diseases.
Journal of Controlled Release, 2016, v. 235, p. 34-47).

[0009] Métodos invasivos de tratamento do SNC incluem a administracdo
intracraniana direta de farmacos por administracdo intracerebroventricular,
intracerebral ou intratecal, e criam buracos na cabeca que interrompem a integridade
da barreira hematoencefalica pela ruptura osmética da barreira cerebral do sangue.
[0010] Assim, a via nasal passou a ser explorada como um método naoinvasivo para
contornar a BHE para o transporte de farmacos para o SNC e tem sido
comprovadamente efetiva para um numero de pequenas moléculas e peptideos.
Essa via de administracado de farmacos funciona devido a ligagéo neuronal Unica que
0os nervos trigémeo e olfativo possuem entre a cavidade nasal, o liquido
cefalorraquidiano (LCR) e o cérebro.

[0011] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e patentaria, foram
encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o tema:

[0012] As tecnologias protegidas pelos numeros WO 2015089419 (A2) 18/06/2015,
e W02014093622 (A2) 19/06/2014, descrevem a utilizacdo de particulas para
entrega do sistema CRISPR/Cas. Os lipossomas das tecnologias protegidas sao
produzidos por um método de extrusdo através de membrana ou formacao
espontanea pela hidratacao do filme lipidico (Coelho et al, N Engl J Med 2013, v. 369,
p. 819-29; Basha et al, Molecular Therapy 2011, v. 19(12), p. 1286-00; Morrissey et
al, Nature Biotechnology 2005, v. 23(8), p. 1002-07; Zimrnerrnan et al, Nature Letters
2006, v. 441(4), p. 111-14; Geisbert et al, Lancet 2010, v. 375, p. 1896-905; Semple
et al, Nature Nanotechnology 2010, v. 28(2), p. 172-177; Jayararnan A., Chem. Int.
Ed. 2012, v. 51 , p. 852933; U.S. Pat. Nos. 5593972, 5589466 e 5580859). A
tecnologia protegida também cita nanoplexos (Bartlett et al, PNAS 2007, v. 104(39),
p. 15549-54) e um sistema de entrega baseado em nanoparticulas (Davis et al,
Nature 2010, v. 464(15), p. 1067-70), que utilizam ciclodextrinas em sua composi¢ao,
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diferindo da presente invencdo. As nanoparticulas citadas contém polimeros,
diferindo da presente invengéo.

[0013] A tecnologia WO 2016197133 (A1) descreve como entregar o sistema
CRISPR com nanoparticulas lipidicas, porém nao descreve a complexacao com duas
sequéncias de acidos nucleicos diferentes ou proteinas.

[0014] A tecnologia protegida sob o numero WO 2015191693 (A2) 17/12/2015,
propde a utilizacao de dois vetores diferentes, sendo que um carrega o RNA guia e
outro o sistema de edicdo de genoma, além de lipossomas e nanoparticulas
poliméricas produzidas por métodos diferentes dos mencionados na presente
invencao.

[0015] A tecnologia protegida sob o nimero WO 2015US23882 (A2) descreve
métodos e composicdes para a prevengao ou tratamento de desordens do sistema
nervoso central, porém ndo descreve a utilizacdo de carreadores lipidicos para tal
fim.

[0016] A tecnologia EP 3087974 (A1) descreve nanocarreadores para entrega de
uma composicao editora de genoma, porém so cita lipossomas e micelas, e estes
possuem uma molécula ligante de algum receptor especifico.

[0017] A tecnologia protegida sob o numero WO 2015089462 (A1) descreve
composicoes nanoparticuladas lipidicas para entrega de CRISPR, porém é composta
somente por moléculas de RNA e nao cita composicoes contendo diferentes acidos
nucleicos e proteinas. Também determina uma razao de lipidio:gRNA de 5:1 a 15:1,
diferente das proposi¢cdes do presente invento.

[0018] A tecnologia WO 2013188979 (A1) refere-se, de um modo geral, a
nanoparticulas mucoadesivas formadas a partir de macromoléculas poliméricas
anfifilicas conjugadas a um revestimento polimérico para entrega de medicamentos
em geral, poréem nao utiliza lipideos em sua composic¢ao principal.

[0019] A tecnologia IN2011MUO01507 apresenta uma composicao farmacéutica
compreendendo farmaco ou veiculo de farmaco que apds administracao intranasal
conduz a uma melhora na captacao cerebral do farmaco mediada por receptor,
porém nao versa sobre a entrega de acidos nucleicos.

[0020] A tecnologia protegida sob o numero WO 200641942 (A2) descreve uma
composicao que pode ser utilizada como implante biodegradavel.

[0021] A tecnologia WO2016174250 (A1) refere-se a nanocarreadores com ligantes

de ancoragem para entregar uma ferramenta para a transferéncia génica a células.
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As ancoras possuem uma porcao de direcionamento que pode ser um carboidrato,
um anticorpo ou um fragmento de anticorpo, uma proteina, um aptamero, entre
outros.

[0022] A tecnologia protegida sob o numero W0O2015179492 (A1) demonstra
processos para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas contendo acidos
nucleicos para tratamento de doencas neurolégicas. Esse processo nao utiliza
componentes lipidicos em sua producao.

[0023] A tecnologia WO2015117021 (A1) refere-se em parte a métodos para entrega
de acidos nucleicos, porém possui como alvo principal a pele.

[0024] A tecnologia W0O2012135805 (A1) descreve uma composicao farmacéutica
para entrega de polinucleotideos porém nao determina a entrega de duas sequéncias
de &cidos nucleicos concomitantemente.

[0025] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invencao, de
forma que a solucédo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva frente ao
estado da técnica.

Sumario da Invencao
[0026] Dessa forma, a presente invencdo difere do estado da técnica,

compreendendo a utilizacao de quatro diferentes tipos de carreadores nanométricos
aquosos, produzidos por métodos distintos dos mencionados no estado da técnica,
contendo ao menos um &cido nucleico complexado na mesma formulagéo, para
administragdo nasal tendo como alvo o SNC para fins de terapia génica.

[0027] A tecnologia descrita no presente invento fornece novas composicdes e
métodos para tratar sindromes que acometem principalmente o sistema nervoso
central. Em algumas formas de realizagdo da seguinte invencdo, ela pode ser
administrada desde uma vez ao dia até diversas vezes ao dia durante varios dias.
[0028] Em algumas realizacbes, as composi¢des para terapia génica do sistema
nervoso central podem ser administradas como spray intranasal ou intratraqueal para
entrega cerebral, por via inalatoria, e/ou por meio de outros veiculos aerossois.
[0029] A presente invencdo também apresenta a incorporacdo de um plasmideo do
sistema CRISPR/Cas9 juntamente com outro acido nucleico.

[0030] A presente invengcdo também apresenta a incorporacao de um plasmideo

recombinante codificante para uma proteina.
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[0031] Em um primeiro objeto, a presente inveng¢do apresenta uma composi¢ao para
terapia génica do sistema nervoso central compreendendo ao menos um acido
nucleico adsorvido ou encapsulado e carreadores nao virais, com didmetro médio de
goticula/particula compreendido na faixa de 0,001 a 1,0 micrémetro.
[0032] Em um segundo objeto, a presente invencao apresenta um processo de
obtencdo de composicao para terapia génica do sistema nervoso central, onde a
obtencao de carreadores nao-virais compreende as etapas de:

(a) dissolver entre 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solugcao
organica;

(b)  dissolver entre 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucéao aquosa;

(c) evaporar a solucao organica obtida na etapa (a), para formar um

filme;

(d) adicionar a solucao aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(e) deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 4 a 72 horas em uma
temperatura entre 2°C e 20°C;

(f) sonicar a formulacdo obtida na etapa (e) por 1 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C;

(9) homogeneizar a formulagéo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

(h) acidos nucleicos para proporgdes entre +2/-1 e +10/-1 (DOTAP/ACIDO
NUCLEICO); e

(i) adicionar uma solugao de polications com concentragéo de 0,001mg/mL
a 10mg/mL.
[0033] Em um terceiro objeto, a presente invencado apresenta um processo de
obtencdo de composicdo para terapia génica do sistema nervoso central para
obtencdo de carreadores nao-virais, incluindo nanoestruturas lipidicas sélidas e
carreadores lipidicos nanoestruturados contendo os acidos nucleicos adsorvidos,
compreendendo as etapas de:

(@)  fundir de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a uma temperatura entre
302 C e 80° C;
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(b) dissolver, de 1,0% p/p a 5% p/p de tensoativo e de 0,1% p/p a 5,0% p/p
de um agente de tonicidade em uma solugéo aquosa, com temperatura de 30° C a 80°
C;

(c) adicionar a solu¢do aquosa da etapa (A) na solugao oleosa da etapa (B),
sob agitacao e com temperatura de 30° C a 80° C;

(d) agitar o produto obtido em (C) em dispersor ultra-turrax, a uma
velocidade entre 500 e 25000 rpm, sob aquecimento de 30° C a 80° C, durante 30
segundos a 10 minutos; e

(e) homogeneizar a formulacao obtida em (D) em homogeneizador a alta
pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

(f) acidos nucleicos para proporgdes entre +2/-1 e +10/-1 (DOTAP/ACIDO
NUCLEICO); e

(9) adicionar uma solugéo de polications com concentragéo de 0,001mg/mL
a 10mg/mL.

[0034] Em um quarto objeto, a presente invencao apresenta o uso da composicao
para terapia génica do sistema nervoso central no preparo de um medicamento para
o tratamento de doencas causadas por deficiéncias ou anomalias genéticas como as
doencas lisoss6micas de depdsito.

[0035] Ainda, os conceitos inventivos comuns a todos os contextos de protecao
reivindicam uma composicdo para terapia génica do sistema nervoso central,
compreendendo carreadores ndo-virais de tamanho manométrico € ao menos um
acido nucleico adsorvido ou encapsulado com didmetro médio de goticula/particula
compreendido na faixa de 0,001 a 1,0 micrémetro.

[0036] Ainda, as composicdes poderdo ser incorporadas em forma de solucao,
suspensao, gel, po, entre outras.

[0037] Esses e outros objetos da invencao serdao imediatamente valorizados pelos
versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao descritos
em detalhes suficientes para sua reproducao na descricdao a seguir.

Breve descricao das fiquras
[0038] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o conteldo do presente pedido

de patente, sdo apresentadas as presentes figuras: [0039] A figura 1 demonstra a
co-complexacao das formulagées com um plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 e um
plasmideo doador da sequéncia da enzima alfa-L-iduronidase (IDUA) utilizado para

reparacdo do genoma por recombinacdo homoéloga apds clivagem pela Cas9,
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direcionado ao lécus Rosa 26 de camundongos. Podem ser observadas bandas dos
plasmideos nus, e pode-se observar que as formulagdes nanoemulsdo com acidos
nucleicos adsorvidos (NA), nanoemulsao com acidos nucleicos encapsulados (NE) e
lipossomas com acidos nucleicos adsorvidos (LA) complexaram os plasmideos que
nao migraram no gel, demonstrando 100% de complexacao pois permaneceram no
ponto de aplicacao. A taxa de 100% foi calculada através do software ImageJ®.
[0040] A figura 2 mostra os valores de atividade enzimatica de IDUA murina
encontrada no soro de camundongos MPS | ndo tratados, e em camundongos MPS
| tratados com o complexo LA CRISPR/pROSA26 ou com os plasmideos
CRISPR/pROSA26 nus, por via nasal durante 15 dias. Valores relativos a atividade
enzimatica de camundongos normais.

[0041] A figura 3 mostra os valores de atividade enzimatica de IDUA murina
encontrada em diferentes seccdes do cérebro de camundongos MPS | nao tratados
e em camundongos MPS | tratados com o complexo LA CRISPR/pROSA26 ou com
os plasmideos CRISPR/pROSA26 nus por via nasal durante 30 dias. Valores
relativos a atividade enzimatica de camundongos normais.

[0042] A figura 4 demonstra a co-complexacao das formulagcdées com um plasmideo
(pIDUA) contendo o cDNA da /IDUA construido usando o vetor de expressao
comercial pREP9 (Invitrogen, USA) como descrito por Camassola e colaboradores
(M. Camassola, L.M. Braga, A. Delgado-Canedo, T.P. Dalberto, U. Matte, M. Burin,
R. Giugliani, N.B. Nardi, Nonviral in vivo gene transfer in the mucopolysaccharidosis
| murine model, J. Inherit. Metab. Dis. 28 (2005) 1035—-1043). Podem ser observadas
bandas dos plasmideos nus, e pode-se observar que as formulagcées nanoemulsao
com acidos nucleicos adsorvidos (NA) e a nanoemulsdao com acidos nucleicos
encapsulados (NE) complexaram os plasmideos que nao migraram no gel,
demonstrando 100% de complexacao pois permaneceram no ponto de aplicacao. A
taxa de 100% foi calculada através do software ImageJ®.

[0043] A figura 5 mostra os valores de atividade enzimatica de IDUA encontrada em
diferentes 6rgdos e mais precisamente no cérebro de camundongos MPS | ndo
tratados e em camundongos MPS | tratados com o complexo NA/pIDUA por via nasal
em uma aplicacdo. Valores relativos a atividade enzimatica de camundongos
normais.

Descricao detalhada da invencao
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[0044] A terapia génica permite a um organismo produzir uma proteina deficiente
que é essencial para seu funcionamento adequado através da administracao de
sequéncias de acidos nucleicos que codificam para a proteina em questado. Para tal
feito pode-se utilizar um plasmideo recombinante que possua a sequéncia correta da
proteina anormal e seja capaz de superexpressa-la ou ainda pode-se lancar mao das
tecnologias de edicdo génica. Em concretizacbes preferenciais, o plasmideo
recombinante estd complexado a um carreador que sera administrado pela via nasal.
[0045] A tecnologia de edicao de genoma possibilita a modificagdo de sequéncias
especificas do genoma através do reconhecimento da regido que se deseja alterar e
da utilizacdo de nucleases capazes de clivar no local alvo. A manipulagdo genémica
tem gerado expectativas, pois torna possivel visar qualquer gene alvo, e assim
aumenta as chances de tratamento para doencas genéticas. Para isso, sdo utilizados
sistemas compostos por um dominio de reconhecimento e ligacdo a sequéncias
especificas do DNA gendmico unido a um dominio de clivagem da sequéncia alvo no
DNA (COX, D. B. T.; PLATT, RJ.; ZHANG, F. Therapeutic genome editing: prospects
and challenges. Nature Medicine 2015, v. 21, n. 2, p. 121-131).

[0046] As plataformas de edicdo de genoma sao baseadas em proteinas nucleases
direcionadas para clivagem de sitios alvo no genoma. A nuclease pode ser uma
nuclease efetora tipo ativadora de transcricdo (TALEN), uma nuclease dedo de zinco
(ZFN), uma meganuclease ou uma nuclease associada a CRISPR (Cas). Em
algumas concretizac6es essas nucleases sao entregues em forma de sequéncias de
acidos nucleicos (plasmideos ou oligonucleotideos) codificantes para essas
proteinas. Em algumas concretizacdes, a proteina € uma nuclease associada a
CRISPR e é fornecida como parte de uma ribonucleoproteina (RNP) que inclui uma
proteina Cas9 recombinante combinada com RNA guia (QRNA), que guia a nuclease
até o sitio alvo de clivagem no genoma.

[0047] O &acido nucleico a ser entregue pode ser o DNA de um vetor plasmideal, o
RNA mensageiro (MRNA) ou o gRNA que codifica uma enzima ou faz parte da
enzima que atuara clivando o material genético alvo, ou ainda pode ser uma
sequéncia modelo utilizada para reparacdo do genoma alvo por recombinacao
homéloga. Onde o alvo no genoma inclui qualquer sequéncia que possa ser
modificada para promover o silenciamento, a expressdao ou superexpressao de
proteinas. Em concretizagdes preferenciais, o acido nucleico estara complexado a

um carreador lipidico que sera administrado pela via nasal.
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[0048] A nuclease segmentavel pode ser uma nuclease efetora tipo ativadora de
transcricao (TALEN), uma nuclease de dedo de zinco (ZFN), uma meganuclease ou
uma nuclease associada a CRISPR (Cas). Em algumas concretizacdes, a nuclease
segmentavel é uma nuclease associada a CRISPR e é fornecida como parte de uma
RNP que inclui uma proteina Cas9 recombinante combinada com o gRNA. Em
concretizacées preferenciais, a nuclease segmentavel estd complexada a um
carreador que sera administrado pela via nasal.

[0049] Entretanto, algumas doencas possuem acometimento do SNC e necessitam
da chegada do tratamento ao cérebro. Para a administracdo dos vetores nao-virais
contendo um plasmideo recombinante ou o sistema CRISPR/Cas9 visando a terapia
génica de doengas com acometimento do SNC, sugere-se a via nasal, que é uma
regiao altamente vascularizada, de facil acesso e nao invasiva. Além de ser uma via
avaliada para absorcdo sistémica, mais recentemente tem sido estudada como via
de passagem direta de moléculas ao cérebro (GHORI, M. U. et al. Nasal Drug
Delivery Systems: An Overview. American Journal of Pharmacological Sciences, v.
3, n. 5 p. 110- 119, 18 dez. 2015.). Existem diversos relatos da satisfatéria
passagem de macromoléculas através da barreira hematoencefélica apés
administracdo nasal. Esta rota envolve o sistema olfatorio que inicia no cérebro e
termina na cavidade nasal, no epitélio respiratério, sendo a Unica regiao do sistema
nervoso central considerada de facil acesso (LOCHHEAD, J. J.; THORNE, R. G.
Intranasal delivery of biologics to the central nervous system. Advanced drug delivery
reviews, v. 64, n. 7, p. 614-628, maio 2012.).

[0050] Para que os carreadores cheguem principalmente ao sistema nervoso, a
administracao nasal pode se dar através de spray intranasal ou intratraqueal, por via
inalatéria, e/ou por meio de outros veiculos aerosséis. E ainda, as composicdes
poderao ser incorporadas em forma de solucao, suspensao, gel, pd, entre outras.
[0051] Desta forma, a invencao proporciona métodos e composi¢cdes que permitem
a producao de uma proteina deficiente por um individuo através da administracao
nasal de carreadores nao-virais contendo uma sequéncia de acido nucleico que
codifica uma proteina ou ainda uma nuclease que cliva o material genético alvo.
[0052] Face ao exposto, considerando a baixa penetrabilidade intracelular dos
acidos nucleicos nus, juntamente com as vantagens do uso de sistemas
nanométricos no carreamento e administracao de acidos nucleicos, juntamente com

as potencialidades biolégicas da administracdo desses complexos, a presente
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invencao refere-se a formulacbes aquosas compreendendo a0 menos um acido
nucleico complexado a carreadores nao virais de didmetro médio de
goticula/particula inferior a 1,0 micrémetro. Os nanocarreadores da presente
invencao compreendem nanoemulsées, lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas
e carreadores lipidicos nanoestruturados.
[0053] O processo de fabricagdo dos produtos compreende uma etapa de
homogeneizagéo a alta pressao ou microfluidizag&o, a fim de produzir carreadores
lipidicos nanométricos de tamanhos uniformes e com alta estabilidade. Além disso,
o processo de fabricacao das nanoemulsées pode compreender uma etapa de pré-
complexacdo com os &cidos nucleicos, que confere maior protecao contra
degradacao. Ja o processo de fabricacdo dos lipossomas passa por uma etapa
adicional de extrusdo manual que confere alta estabilidade aos produtos. Os
carreadores contendo ao menos um acido nucleico para edi¢cdo de genoma devem
ser utilizados preferencialmente por administragéo nasal.
[0054] Em um primeiro objeto, a presente invencao apresenta uma composicao para
terapia génica do sistema nervoso central compreendendo ao menos um &cido
nucleico adsorvido ou encapsulado e carreadores nao virais, com diametro médio de
goticula/particula compreendido na faixa de 0,001 a 1,0 micrémetro.
[0055] Em uma concretizacdo, os acidos nucleicos sdo um ou mais selecionados do
grupo que consiste em: plasmideo recombinante contendo a sequéncia inteira de um
gene, sequéncia de RNA guia, sequéncia codificadora de nuclease, sequéncia de
DNA modelo para recombinacao homdloga ou sequéncia inteira de um gene.
[0056] Em uma concretizagdo, a composicao para terapia génica do sistema nervoso
central compreende uma nuclease, que pode ser a Cas9.
[0057] Em uma concretizacado, as nanoestruturas sdo nanoemulsdes com acidos
nucleicos adsorvidos ou encapsulados, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas
ou carreadores lipidicos nanoestruturados.
[0058] Em uma concretizagao, a composicao para terapia génica do sistema nervoso
central compreende excipientes farmaceuticamente adequados.
[0059] Em um segundo objeto, a presente invencao apresenta um processo de
obtencdo de composicao para terapia génica do sistema nervoso central, onde a
obtencao de carreadores compreende as etapas de:

(a) dissolver entre 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solugéao

organica;
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(b)  dissolver entre 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucao aquosa;

(c) evaporar a solucao organica obtida na etapa (a), para formar um filme;

(d) adicionar a solucao aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido
na etapa (c);

(e)  deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 4 a 72 horas em uma
temperatura entre 2°C e 20°C;

(f) sonicar a formulacdo obtida na etapa (e) por 1 a 60 minutos a uma
temperatura entre 25°C e 50°C;

(9) homogeneizar a formulagéo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada; e

(h) adicionar uma solugao de polications com concentracéo de 0,001mg/mL
a 10mg/mL.

[0060] Em uma concretizagdo, a solugcdo organica descrita na etapa (a) € um
solvente orgéanico apolar.

[0061] Em uma concretizacdo, caso o produto a ser obtido seja o lipossoma, o
processo compreende a etapa adicional:

() extrusar a formulagao obtida na etapa (g) em ao menos uma membrana
com tamanho de poro de 1000 nm a 220 nm e em ao menos uma membrana com
tamanho de poro de 220 nm a 50 nm.

[0062] Em uma concretizacao, a solugao organica € um solvente organico escolhido
do grupo que compreende solventes organicos polares préticos, apréticos ou
apolares e/ou mistura dos mesmos.

[0063] Em uma concretizacdo, uma solucao de polications nao-lipidicos podera ser
adicionada apés a formagao das nanoestruturas.

[0064] Em uma concretizagdo, para a obtencdo de nanoemulsées contendo os
acidos nucleicos encapsulados, a solucdo organica descrita na etapa (a) é a fase
organica do pré-complexo obtido através das etapas:

(i) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de lipideo catibnico e acidos nucleicos
em uma mistura monofasica de solventes apolar:protico:prético (1:2,1:1) por 30
minutos;

(i) adicionar ao produto obtido na etapa (i) 2 mL de solvente apolar e 2 mL
de solvente prético;

(i)  agitar o produto obtido na etapa (ii) brevemente em vortex;
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(iv) centrifugar o produto obtido na etapa (iii) a uma pressao entre 1000 e 4000

X g durante 2 a 30 min em uma temperatura entre 15 a 35°C; e (v) separar a fase
organica obtida na etapa (iv).
[0065] Em um terceiro objeto, a presente invencdo apresenta um processo de
obtencdo de composicdo para terapia génica do sistema nervoso central para
obtencdo de nanoestruturas lipidicas sélidas ou carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo os acidos nucleicos adsorvidos, compreendendo as
etapas de:

(A)  fundir de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a uma temperatura entre
30° C e 80° C;

(B)  dissolver, de 1,0% p/p a 5% p/p de tensoativo e de 0,1% p/p a 5,0% p/p
de um agente de tonicidade em uma solugéo aquosa, com temperatura de 30° C a 80°
C;

(C)  adicionar a solu¢ao aquosa da etapa (A) na solucao oleosa da etapa (B),
sob agitacao e com temperatura de 30° C a 80° C;

(D) agitar o produto obtido em (C) em dispersor ultra-turrax, a uma
velocidade entre 500 e 25000 rpm, sob aquecimento de 30° C a 80° C, durante 30
segundos a 5 minutos;

(E)  homogeneizar a formulagdo obtida em (D) em homogeneizador a alta
pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada; e (F) adicionar
uma solucéo de polications com concentracéo de 0,001mg/mL a 10mg/mL.

[0066] Em uma concretizacédo, a formulacdo é submetida a etapa posterior de
evaporacao da agua sob pressado normal ou reduzida entre 0 e 1000 mbar a uma
temperatura entre 10°C e 50°C.

[0067] Em uma concretizacdo, o solvente organico polar prético € metanol, e o
solvente organico apolar é cloroférmio.

[0068] Em uma concretizacdo, uma solucao de polications nao-lipidicos podera ser
adicionada apés a formagao das nanoestruturas lipidicas.

[0069] Em uma concretizacao, a fase lipidica é escolhida do grupo que compreende:

a) lipideos liquidos tais como oleato de decila, isohexadecano, ésteres do
acido estearico e/ou oléico, etanolamida de acido graxo de coco, éleos naturais, como
o 6leo de milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina,
triglicerideos de cadeia média, triglicerideos de cadeia longa, palmitatos, miristatos e
octildodecanol;
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b) lipideos sélidos tais como triestearina, tricaprina, trilaurina, trimiristina,
tripalmitina, acido estearico, alcool cetilico, alcool estearilico, mateiga de cacau, cera
de carnaudba, cera de abelhas, palmitato de cetila, monoestearato de glicerila,
behenato de glicerila, palmitoestearato de glicerila, tripalmitato de glicerila, trimiristato
de glicerila, triestearato de glicerila e/ou mistura destes;

C) tensoativos lipofilicos tais como lecitinas e fosfolipideos e/ou mistura dos
mesmos;

d) lipideos neutros;
e) lipideos catibnicos; e
f) lipidios com ramificacdo de PEG (peguilados).

[0070] Em uma concretizacdo, o agente de tonicidade ser escolhido do grupo que
compreende sorbitol, etilenoglicol, polietilenoglicol, manitol, glicerol, e/ou mistura
destes.
[0071] Em uma concretizacdo, a solucdo de polications nao-lipidicos na
concentracdo de 0,001mg/mL (p/v) a 10mg/mL (p/v), compreende a quitosana,
brometo de hexadimetrina ou outro sal, poli-L-lisina, polialilamina, polietileneimina,
entre outros, e/ou mistura destes. A adicdo destes pode ser realizada apds a
formacao das nanoestruturas lipidicas ou dos complexos com os acidos nucleicos.
[0072] Em uma concretizacdo, a fase lipidica e fase aquosa do processo de
obtencao dos lipossomas compreendem:
fase lipidica:

- DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);

- DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p);
fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/p a 5,0% p/p);

- Acidos nucleicos para a proporcido entre +2/-1 e +8/-1 (DOTAP/ACIDO
NUCLEICO);

- Solugao de quitosana (0,001mg/mL a 10mg/mL).
[0073] Em uma concretizacdo, a fase lipidica e fase aquosa do processo de
obtencdo das nanoemulsées compreendem:
fase lipidica:

- DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);

- DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p);
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- Triglicerideos de cadeia média (2,0% p/p a 20,0% p/p);
fase aquosa:
- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p);
- acidos nucleicos para a proporcdo entre +2/-1 e +8/-1 (DOTAP/ACIDO
NUCLEICO);
- solucao de quitosana (0,001mg/mL a 10mg/mL).
[0074] Em uma concretizacdo, a fase lipidica e fase aquosa do processo de
obtencao das nanoparticulas lipidicas sélidas compreendem:
fase lipidica:
- monoestearato de glicerila (2,0% p/p a 10,0% p/p);
- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
fase aquosa:
- 1,0% p/p Polissorbato 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p);
- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p);
- Acidos nucleicos para a proporcio entre +2/-1 e +8/-1
(DOTAP/ACIDO NUCLEICO);
- Solugéo de quitosana (0,001mg/mL a 10mg/mL).
[0075] Em uma concretizacdo, a fase lipidica e fase aquosa do processo de
obtencdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados compreendem:
fase lipidica:
- Mistura na proporcao 7:3 de monoestearato de glicerila e
triglicerideos de cadeia média (2,0% p/p a 10,0% p/p);
- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
fase aquosa:
- Polissorbato 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p);
- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p);
- Acidos nucleicos para a proporgao entre +2/-1 e +8/-1
(DOTAP/ACIDO NUCLEICO);
- Solucgao de quitosana (0,001mg/mL a 10mg/mL).
[0076] Em uma concretizacdo, uma solucao de polications nao-lipidicos podera ser
adicionada apés a formacgao das nanoestruturas.
[0077] Em uma concretizacdo, as composi¢cdes poderdo ser incorporadas em
forma de solugao, suspensao, gel, pd, entre outras.
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[0078] Em um quarto objeto, a presente invengao apresenta o uso da composicao
para terapia génica do sistema nervoso central no preparo de um medicamento para
o tratamento de doencas causadas por deficiéncias ou anomalias genéticas.

[0079] Em uma concretizacdo, o uso da composicao para terapia génica do sistema
nervoso central € no preparo de um medicamento para o tratamento das doencas
lisossémicas de depdsito que possuam acometimento neurolégico.

[0080] Em uma concretizacao ideal, o uso da composi¢ao para terapia génica do
sistema nervoso central € através da administragdo nasal.

[0081] A presente invencdo apresenta como vantagens uma maior penetrabilidade
intracelular devido ao uso de sistemas nanométricos no carreamento e administracao
de acidos nucleicos possibilitando a producao de uma proteina deficiente, através do
uso de nucleases combinado a acidos nucleicos guia e acidos nucleicos contendo a
sequéncia parcial ou inteira de um gene, ou ainda de um plasmideo recombinante
contendo a sequéncia inteira de um gene. Também é uma vantagem a possibilidade
de tratamento de doencas que possam ser causadas por problemas gendmicos
utilizando os produtos da presente invencao.

Exemplos - concretizacoes

[0082] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma das
inUumeras maneiras de se realizar a invencao, contudo sem limitar o escopo da

mesma. Acidos nucleicos

[0083] A composicdo para terapia génica do sistema nervoso central deve conter ao
menos um acido nucleico, seja ele uma sequéncia de RNA guia, um plasmideo ou
oligonucleotideo contendo a sequéncia codificadora para a proteina Cas ou outra
nuclease, uma sequéncia de DNA doadora para recombinagdo homoéloga ou ainda
uma sequéncia inteira de um gene que pode ou nao estar contida em um plasmideo
recombinante. A nuclease proteica também pode fazer parte da composicao para
terapia génica do sistema nervoso central.

[0084] Nas composicdes da presente invencao, o acido nucleico pode ser tanto um
acido desoxirribonucleico, como um acido ribonucleico. Pode tratar-se de sequéncias
de origem natural ou artificial.

[0085] Com relacdo mais particularmente aos acidos desoxirribonucleicos, eles
podem ser de fita simples ou dupla. Esses acidos desoxirribonucleicos podem
codificar para enzimas, RNAmM ou ainda sequéncias parciais ou inteiras genes

terapéuticos.
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[0086] No sentido da invencao, entende-se por gene terapéutico notadamente
qualquer gene codificando para um produto proteico tendo um efeito terapéutico. O
produto proteico assim codificado pode ser uma proteina, um peptideo, etc. Este
produto proteico pode ser homélogo com relagao a célula alvo (isto €, um produto
que é normalmente expresso na célula alvo, quando esta ndo apresenta nenhuma
patologia). Nesse caso, a expressao de uma proteina permite por exemplo paliar uma
expressao insuficiente na célula, ou a expressdao de uma proteina inativa ou
fracamente ativa em razdo de uma modificacdo, ou ainda superexpressar a referida
proteina. O gene terapéutico pode ainda codificar para uma proteina celular mutante,
tendo uma estabilidade aumentada, uma atividade modificada, etc. O produto
proteico pode igualmente ser heterdlogo com relacao a célula alvo. Neste caso, uma
proteina expressada pode por exemplo completar ou promover uma atividade
deficiente para a célula, permitindo-lhe lutar contra uma patologia, ou estimular uma
resposta imune.

Fase lipidica

[0087] A fase lipidica adequada para a presente invengdo €& constituida por
tensoativos lipofilicos, éleos, lipideos sélidos e liquidos e/ou mistura desses.

[0088] Os tensoativos lipidicos incluem, mas nao se limitam a, lecitina e fosfolipidios.
Lecitinas sdo conhecidas como glicerofosfolipidios os quais sdo formados a partir de
acidos graxos, glicerol, acido fosférico e colina por esterificagdo. As lecitinas sdo
frequentemente referenciadas como fosfatidilcolinas. Os fosfolipidios adequados
para 0 uso na presente invengao incluem, mas néo se limitam, a fosfolipidios

encontrados na gema de ovo € na soja. Sao exemplos de fosfolipidios e seus

derivados, fosfatidilcolina (PC), dioleilfosfatidilcolina (DOPC),
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), Fosfatidiletanolamina (PE),
dioleilfosfatidiletanolamina  (DOPE), Diestearoilfosfatidiletanolamina  (DSPE),
fosfatidilserina (PS), Dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG),

dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), Fosfatidilinositol (PI), dipalmitoilfosfatidilserina
(DPPS),Diestearoilfosfatidilserina (DSPS).

[0089] Substancias oleosas adequadas para o uso na presente invencao incluem,
mas ndo se limitam a, oleato de decila, isohexadecano, ésteres do acido estearico
e/ou oléico, etanolamida de acido graxo de coco, 6leos naturais, como o 6leo de
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milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina, triglicerideos de
cadeia média, triglicerideos de cadeia longa, palmitatos, miristatos e octildodecanol.
[0090] Lipidios solidos adequados para o uso na presente invengao incluem, mas
nao se limitam a, triglicerideos (triestearina, tricaprina, trilaurina, trimiristina,
tripalmitina), acidos graxos (acido estearico), alcoois graxos (alcool cetilico, alcool
estearilico), ceras (mateiga de cacau, cera de carnauba, cera de abelhas, palmitato
de cetila), glicideos parciais (monoestearato de glicerila, behenato de glicerila,
palmitoestearato de glicerila, tripalmitato de (glicerila, trimiristato de glicerila,
triestearato de glicerila) e/ou mistura destes.

[0091] Os lipidios podem ser peguilados, isto é, possuindo uma ramificacao de
polietilenoglicol (PEG) em sua cadeia, como DSPE-PEG, DMPE-PEG, colesterol-
PEG, DPPE-PEG (dipalmitoilglicerofosfoetanolaminapolietilenoglicol), DLPE-PEG
(dilauroilglicerofosfoetanolamina-polietilenoglicol), entre outros.

[0092] Os lipidios podem ser catibnicos, como 1,2-di-orto-octadecenil-
3trimetilaméniopropano (DOTMA), 1,2-dimiristoleil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (EPC),
didodecildimetilamdnio (DDAB), 1,  dimetildioctadecilamdnio (DODAP),
dioleiltrimetilaménopropano (DOTAP), dimetilaminoetanocarbamoilcolesterol (DC-
colesterol), entre outros.

[0093] Para se obter um efeito 6timo das composicdes da invencgao, as proporcdes
respectivas de acido nucleico e de lipidio catibénico sao, de preferéncia, determinadas
de maneira que a relagcdo cargas positivas do agente de transfeccao/cargas
negativas dos acidos nucleicos seja compreendida entre 0,1 e 15 e, com maior
preferéncia, entre 2 e 8. Essa relacdo de cargas pode contabilizar ou ndo outros
lipidios carregados positivamente ou negativamente na formulagao.

[0094] Com maior preferéncia, as composi¢cdes da invengcdo compreendem, ainda,
um ou varios lipideos neutros. A requerente prevé que a adicdo de um lipidio neutro
permite melhorar a formacao das particulas lipidicas e, de maneira surpreendente,
favorecer a penetragao da particula na célula, desestabilizando sua membrana. De
maneira particularmente vantajosa, utilizam-se lipidios naturais ou sintéticos,
zwitteribnicos ou desprovidos de carga ibnica nas condicodes fisioldgicas. Eles podem
ser escolhidos mais particularmente entre a dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), a
oleilpalmitoilfosfatidiletanolamina (POPE), a di-estearoil, - palmitoil, -miristoil
fosfatidileta-5 nolamina, assim como seus derivados N-metilados 1 a 3 vezes; os
fosfatidilglicerois, os diacilglicerois, os glicosildiacilglicerois, os cerebrosidios (tais
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como notadamente os galactocerebrosidios), os esfingolipidios (tais como
notadamente as esfingomielinas), ou ainda os asialogangliosidios (tais como
notadamente os asialoGM1 e Glv12).

[0095] De preferéncia, as composi¢des da invencao, que empregam um lipofectante
a titulo de agente de transfeccdo, compreendem uma relagdo de 0,1 a 20
equivalentes de lipidio neutro para 0,1 a 20 equivalentes de lipidio catiénico, e, com
maior preferéncia, a relacao é respectivamente de 1 a 5 para 1 a 5, respectivamente.
[0096] No caso em que o agente de transfeccdo € um lipidio catibnico, as
composi¢gdes da invengcdo compreendem, além do lipidio catibnico nas relagdes
citadas acima, de 0,1 a 20 equivalentes molares de lipidio neutro para 1 equivalente
molar de fosfato do acido nucleico, e, com maior preferéncia, de 2 a 8.

[0097] Em uma realizacao preferencial os lipossomas descritos na presente
invencao compreendem o uso de DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p), DOTAP (0,5% p/p a
5,0% p/p) e DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p).

[0098] Em uma realizacdo preferencial as nanoemulsdes descritas na presente
invencao compreendem o uso de DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p), DOTAP (0,5% p/p a
5,0% p/p), DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p) e triglicerideos de cadeia média (2,0%
p/p a 20,0% p/p).

[0099] Em uma realizacao preferencial as nanoparticulas lipidicas solidas descritas
na presente invencao compreendem o uso de monoestearato de glicerila (2,0% p/p
a 10,0% p/p).

[0100] Em uma realizagdo preferencial os carreadores lipidicos nanoestruturados
descritos na presente invencdo compreendem o uso de uma mistura na proporgao
7:3 de monoestearato de glicerila e triglicerideos de cadeia média (2,0% p/p a 10,0%
p/p). Agentes de tonicidade

[0101] Os agentes de tonicidade podem ser glicerol, manitol, propilenoglicol,
etilenoglicol, sorbitol, etc. A concentracdo pode estar entre 0,1% p/p e 5,0% p/p.

Tensoativos hidrofilicos

[0102] Os tensoativos hidrofilicos adequados para o uso na presente invengao
incluem os surfactantes anibnicos, n&o anibnicos, catibnicos e anfbteros.
Preferencialmente, os surfactantes da presente invencao podem ser escolhidos de
grupo que compreende, sem, contudo, limitar, surfactantes ndo i6nicos como
polissorbato 20, polissorbato 40, polissorbato 80, monoestearato de sorbitano 20,
monoestearato de sorbitano 40, monoestearato de sorbitano 60, monoestearato de
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sorbitano 80, emulsificantes colato de sodio, deoxicolato de sddio, glicolato de sédio,
poloxameros, taurocolato de sdédio, taureodexicolato de sédio, e/ou mistura destes.
[0103] Em uma realizacao preferencial as formulagdes descritas na presente
invencao compreendem o uso de polissorbarto 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p).
Policétions

[0104] A fase aquosa pode conter polications nao-lipidicos tais como quitosana,
brometo de hexadimetrina ou outro sal, poli-L-lisina, polialilamina, polietileneimina,
entre outros. A adi¢ao destes pode ser realizada durante ou apo6s a formacao das
nanoestruturas lipidicas.

[0105] Em uma realizacdo preferencial as formulacdes descritas na presente
invencdo compreendem o uso de quitosana (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).
Solventes organicos

[0106] Solventes organicos adequados para 0 uso na presente invencao incluem,
mas nao se limitam a, solventes orgéanicos polares préticos e apréticos, como por
exemplo etanol, acetona e/ou mistura desses, e solventes organicos apolares, como
por exemplo, cloroférmio.

[0107] Em uma realizacéo preferencial os lipossomas e as nanoemulsdes da
presente invencdo compreendem o uso de cloroférmio para a solubilizacdo dos
componentes da fase lipidica e uma mistura de cloroférmio: metanol: 4gua (1:2,1:1).
Obtencao das nanoestruturas lipidicas

[0108] Os processos de obtencado das nanoemulsdes compreendem as etapas de:

a) dissolver de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solugao
organica composta por um solvente organico apolar;

b) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucéao aquosa;

C) evaporar todo o solvente organico do produto obtido na etapa a, obtendo
assim um filme lipidico;

d) adicionar a solugao aquosa ao filme lipidico e deixar por 4 a 72 horas em
2°C a 20°C;

e) sonicar a formulacao por 1 a 60 minutos a uma temperatura entre 25°C
e 50°C;

f) homogeneizar a formulagcdo em homogeneizador a alta pressao ou
microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

g) adicionar polications ndo-lipidicos (0,001 mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).
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[0109] Os processos de obtencao dos lipossomas compreendem as etapas de:

a) dissolver de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solugéo organica
composta por um solvente organico apolar;

b) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucdo aquosa;

c) evaporar todo o solvente organico do produto obtido na etapa a;

d) adicionar a solugcao aquosa ao filme lipidico e deixar por 4 a 72 horas em
2°C a 20°C;

e) sonicar a formulacao por 1 a 60 minutos a uma temperatura entre 25°C
e 50°C;

f) homogeneizar a formulagcdo em homogeneizador a alta pressao ou
microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

Q) extrusar a formulacdo em ao menos uma membrana com poro de 1000
nm a 220 nm e em ao menos uma membrana de 220 nm a 50 nm.

h) adicionar polications nao-lipidicos (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).
[0110] E um objeto adicional da presente invengédo os processos de obtencdo das
nanoemulsdes que terdo os acidos nucleicos encapsulados, com as etapas de:

a) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de lipideo catibnico juntamente com os
acidos nucleicos em uma mistura monofasica de solventes apolar: protico: protico
(1:2,1:1) por 30 minutos;

b) separar a monofase num sistema de duas fases pela adicdo de um solve
apolar e um proético (2 mL cada), seguido por vértex breve. As fases polar e apolar sédo
separadas por centrifugacdo a uma pressao entre 1000 e 4000 x g durante 2 a 30 min
em temperatura entre 15°C e 35°C;

c) adicionar de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a fase organica do
pré-complexo;

d) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma
solucédo aquosa;

e) evaporar o solvente organico para formar um filme;

f) adicionar a fase aquosa;

Q) deixar por 4 a 72 horas em 2°C a 20°C;

h) sonicar por 1 a 60 minutos a uma temperatura entre 25°C e 50°C;

i) homogeneizar a formulagcdo em homogeneizador a alta pressao ou

microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada;

327



) adicionar polications nao-lipidicos (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).
[0111] O processo de obtencdo das nanoestruturas lipidicas sélidas e carreadores
lipidicos nanoestruturados contendo os acidos nucleicos adsorvidos, compreende as
etapas de:

a) fundir de 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a uma temperatura

entre 30° C a 80° C;

b) dissolver de 1,0% p/p a 5,0% p/p de tensoativo e de 0,1% p/p a 5,0% p/p
de agente de tonicidade em uma solucédo aquosa, com temperatura de 30°C a 80°C;

C) adicionar a solugcdo aquosa na solucao oleosa, sob agitacdo e com

temperatura de 30° C a 80° C;

d) agitar no dispersor ultra-turrax, a uma velocidade entre 500 e 25000 rpm
sob aquecimento de 30° C a 80° C, durante periodo compreendido de 30 segundos a
5 minutos;

e) homogeneizar a formulacdo em homogeneizador a alta pressao ou
microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada.

f) adicionar polications nao-lipidicos (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).

Formulacdes compreendendo os carreadores lipidicos

[0112] Os produtos da presente invengédo sao formulacdes que compreendem as
nanoestruturas lipidicas, associadas a excipientes adequados, uteis nas areas
farmacéutica e médica.

[0113] Os carreadores da presente invencdo podem estar sob a forma de
nanoemulsées, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores lipidicos
nanoestruturados.

[0114] Em uma concretizacdo, as composi¢cdes poderdo ser incorporadas em forma
de solucao, suspensao, gel, po, entre outras.

Especificacdo das nanoparticulas lipidicas

[0115] A formacdo de nanoparticulas foi primeiramente confirmada pela evidéncia
de carater homogéneo (sem separacdo de fases) e pela ndo ocorréncia de
precipitados. A seguir, as formulagdes foram especificadas de acordo com o diametro
médio de goticula/vesicula, indice de polidispersao, potencial zeta, e capacidade de
complexag&o com os acidos nucleicos.

[0116] Determinagao do diametro de goticula/particula e do indice de polidispersao
(IPD):
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[0117] As formulacdes foram especificadas através do espalhamento de luz
dindmico pela difusdo de raio laser monocromatico que atravessa a dispersao
coloidal. Essa determinacao foi realizada observando-se o espalhamento a 173° C
apos diluicao das amostras em agua purificada, previamente filtrada em membrana
de 0,22 pm. Os resultados foram expressos como média de trés determinacdes
independentes.

Determinacao do potencial zeta

[0118] O potencial zeta foi determinado através da mobilidade eletroforética das
goticulas/vesiculas. As medidas foram realizadas apds calibracdo com uma solucao
padrao a —55 mV (latex poliestireno carboxilato). Todas as anélises foram realizadas
apos a diluicdo das amostras em agua purificada, previamente filtrada em membrana
nylon de 0,22 um. Os resultados foram expressos como média de trés determinagbes
independentes.

Taxa de complexacéo com os acidos nucleicos

[0119] A complexacdo dos acidos nucleicos com as formulagcbes foi verificada
através de eletroforese em gel de agarose. Os complexos foram avaliados na relacao
de cargas +4/ -1 (cargas do lipidio catibnico/cargas dos &cidos nucleicos) e foram
sujeitos a eletroforese em gel de agarose 1 % corados com o corante SYBR® Gold
Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, EUA). A estabilidade dos complexos
das nanoestruturas catiénicas/DNA foi determinada utilizando um ensaio de digestao
com DNase | (Invitrogen, Carlsbad, EUA). As bandas foram analisadas e sua
intensidade foi calculada através do software ImageJ®, gerando a taxa de
complexagao em porcentagem.

Exemplo 1: Nanocarreador lipidico consistindo de uma nanoemulsao com

complexacdo do acido nucleico por adsorcéo.

Composicao final:
[0120] Fase lipidica
a. 0,56% p/p DOPE
b. 0,56% p/p DOTAP
c. 0,285% p/p DSPE-PEG
[0121] Fase aquosa
d. 2,25% p/p Glicerol
e. 4cidos nucleicos para a proporgdo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO)
f. 0,001mg/mL p/v quitosana.
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Procedimento:

[0122] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e dissolvidos
em cloroférmio, com agitacao constante. Os componentes da fase aquosa foram
pesados e dissolvidos em agua purificada, com agitacao constante. A fase organica
foi rota evaporada a pressao normal e temperatura ambiente, para eliminacao do
solvente orgéanico e até a secura total, para formacao do filme lipidico. Ao final do
processo, a fase aquosa foi vertida sobre o filme lipidico, que foi mantido a 4°C
durante 12 horas. Apés, a formulacao foi sonicada a 37°C durante 15 minutos. Apos,
entdo, a formulacao foi homogeneizada em homogeneizador a alta presséo por 10
ciclos de 500 bar cada, a fim de manter o didmetro de goticula da fase oleosa o
menor possivel e com menor indice de polidispersao. Por fim, os acidos nucleicos
foram adicionados a formulacao e apés, a solucao de quitosana.

Produto obtido: Nanoemulsao (NA).

Resultados:
- Tamanho: 163 nm
- IPD: 0,14
- Potencial zeta: +47,1 mV
- Taxa de complexacao: 100%. Ver figura 1.

Exemplo 2: Nanocarreador lipidico consistindo de uma nanoemulsdo com

complexacéo do acido nucleico por encapsulamento.
Composicao:
[0123] Fase lipidica
a. 5% p/p Triglicerideos de cadeia média
b. 0,56% p/p DOPE
c. 0,56% p/p DOTAP
d. 0,285% p/p DSPE-PEG
[0124] Fase aquosa
d. 2,25% p/p Glicerol
e. 4cidos nucleicos para a proporcdo +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO)
f. 0,001mg/mL p/v quitosana.

Procedimento:

[0125] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados. O complexo
hidrofébico DNA/DOTAP foi preparado através da incubacao dos acidos nucleicos
com o lipidio catibnico DOTAP numa mistura monofasica de
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cloroférmio:metanol:agua (1:2,1:1) em temperatura ambiente durante 30 min. A
monofase foi, entdo, dividida em duas fases pela adi¢éo de cloroformio e agua (2 mL
de cada), seguido por vortex breve. As fases aquosa superior e organica inferior
foram separadas por centrifugacdo a 2000 x g durante 10 min em temperatura
ambiente. Na fase organica, entdo, os demais lipidios foram dissolvidos. Os
componentes da fase aquosa foram pesados e dissolvidos em agua purificada, sob
agitacdo constante. A fase organica foi rota evaporada a pressao normal em
temperatura ambiente, para eliminagcdo do solvente organico e até a secura total,
para formacao do filme lipidico. Ao final do processo, a fase aquosa foi vertida sobre
o filme lipidico, que € mantido a 4°C durante 12 horas. Apds, a formulacdo foi
sonicada a 37°C durante 15 minutos. Apéds, entdo, a formulacao foi homogeneizada
em homogeneizador a alta pressao por 10 ciclos de 500 bar cada, a fim de manter o
didmetro de goticula da fase oleosa o menor possivel e com menor indice de

polidispersao. Por fim a solu¢éo de quitosana foi adicionada a formulacao.

Produto obtido: Nanoemulséo (NE).
Resultados:
-Tamanho: 163 nm
-IPD: 0,14
-Potencial zeta: +48,7 mV
-Taxa de complexacao: 100%. Ver figura 1.
Exemplo 3: Nanocarreador lipidico consistindo de um lipossoma com complexacao

do 4cido nucleico por adsorcéo.
Composicéao:
[0126] Fase lipidica
a. 0,56% p/p DOPE
b. 0,56% p/p DOTAP
c. 0,285% p/p DSPE-PEG
[0127] Fase aquosa
d. 2,25% p/p Glicerol
e. 4cidos nucleicos para a proporgao +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO)
f. 0,001mg/mL p/v quitosana.

Procedimento:

[0128] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e dissolvidos

em cloroférmio, com agitacdo constante. Os componentes da fase aquosa foram
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pesados e dissolvidos em agua purificada, com agitacdo constante. A fase orgéanica
foi rota evaporada a pressdo normal e temperatura ambiente, para eliminacdo do
solvente organico e até a secura total, para formacao do filme lipidico. Ao final do
processo, a fase aquosa é vertida sobre o filme lipidico, que € mantido a 4°C durante
12 horas. Apoés, a formulacéo € sonicada a 37°C durante 15 minutos. Apéds, entéo, a
formulacdo é homogeneizada em homogeneizador a alta pressao por 10 ciclos de
500 bar cada, a fim de manter o didmetro de goticula da fase oleosa o menor possivel
e com menor indice de polidispersao. Por fim, os acidos nucleicos foram adicionados
a formulacao e, apés, a quitosana.

Produto obtido: Lipossoma (LA).

Resultados:
-Tamanho: 108 nm
-IPD: 0,17
-Potencial zeta: +38,7 mV
-Taxa de complexacdo: 100%. Ver figura 1.
Exemplo 4: Nanocarreador lipidico consistindo de uma nanoparticula lipidica sélida

com complexacdo do acido nucleico por adsorcéo.

Composicao:
[0129] Fase organica

a. 1,4% p/p Monoestearato de glicerila
b. 0,6% p/p DOTAP
[0130] Fase aquosa
c. 1,0% p/p Polissorbato 80
d. 2,25% p/p Glicerol
e. 4cidos nucleicos para a proporcdo +4/-1 (DOTAP/ACIDO
NUCLEICO)
f. 0,005mg/mL p/v quitosana.

Procedimento:

[0131] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e fundidos a
uma temperatura de 80° C, sob agitacao constante. Os componentes da fase aquosa
foram pesados e dissolvidos em um volume final de 100 mL de agua purificada, sob
agitacao constante a uma temperatura de 80° C. A fase aquosa foi vertida sobre a
fase lipidica, mantendo-se a temperatura em 80° C e com agitagao constante durante

15 minutos. A formulagéo foi misturada em ultra-turrax durante 1 minuto, a uma
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velocidade de 13.500 rpm e temperatura de 80° C. Ao final do processo, a formulacéao
foi entdo homogeneizada a quente em homogeneizador a alta pressdo com 10 ciclos
de 750 bar cada, a fim de manter o diametro de particula da fase oleosa o menor
possivel e com menor indice de polidispersao. O produto foi deixado em repouso em
temperatura ambiente por no minimo 10 minutos. Por fim a solugéo de quitosana foi
adicionada.

Produto obtido: Nanoparticula lipidica sélida.

Resultados:
-Tamanho: 388 nm
-IPD: 0,69
-Potencial zeta: +2,20 mV
-Taxa de complexacéao: 100%.
Exemplo 5: Nanocarreador lipidico consistindo de um carreador lipidico

nanoestruturado.

Composicao:
[0132] Fase organica

a. 1,0% p/p Monoestearato de glicerila
b. 0,5% p/p DOTAP
c. 0,5% p/p triglicerideos de cadeia média
[0133] Fase aquosa
d. 1,0% p/p polissorbato 8°
e. 2,25% p/p glicerol
f. acidos nucleicos para proporgao +4/-1 (DOTAP/ACIDO NUCLEICO)
g. 0,05mg/mL p/v quitosana.
Procedimento:

[0134] Primeiramente, os componentes da fase lipidica foram pesados e fundidos a
uma temperatura de 80° C, sob agitacao constante. Os componentes da fase aquosa
foram pesados e dissolvidos para um volume final de 100 mL de agua purificada,
com agitagdo constante a uma temperatura de 80° C. A fase aquosa foi vertida sobre
a fase lipidica, mantendo-se a temperatura a 80° C e com agitacdo constante durante
15 minutos. A formulagédo foi misturada em ultra-turrax durante 1 minuto, a uma
velocidade de 13.500 rpm e temperatura de 80° C. Ao final do processo, a formulacao
foi entdo homogeneizada a quente em homogeneizador a alta pressdo com 10 ciclos
de 750 bar cada, a fim de manter os diametros de particula da fase oleosa o menor
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possivel e com menor indice de polidispersao. O produto foi deixado em repouso a
uma temperatura ambiente por no minimo 10 minutos. Por fim a quitosana foi
adicionada.

Produto obtido: Carreador lipidico nanoestruturado.

Resultados:
-Tamanho: 238 nm
-IPD: 0,48
-Potencial zeta: +3,12 mV
-Taxa de complexacéo: 100%.
Administracdo nasal

[0135] Para a entrega dos carreadores lipidicos contendo ao menos um &cido
nucleico para fins de terapia génica do sistema nervoso central, a invencao
proporciona a administragcao nasal in vivo. Esta administragéo pode se dar com gotas
nasais, por spray intranasal ou intratraqueal para entrega pulmonar e/ou cerebral,
por via inalatéria, e/ou por meio de outros veiculos aerossais.

[0136] Para a entrega dos carreadores lipidicos contendo ao menos um acido
nucleico para fins de terapia génica do sistema nervoso central, a invencao prioriza
0 uso da via nasal. Muitos farmacos potenciais para o tratamento de doencas
neurolégicas sao incapazes de atingir o cérebro em concentragdes suficientes para
serem terapéuticas devido a barreira hematoencefalica. Por outro lado, a
administracao direta de farmacos ao cérebro proporciona a possibilidade de uma
maior efetividade terapéutica do que com a administracao sistémica de um farmaco,
exatamente por contornar a barreira hematoencefalica e por proporcionar o
transporte de moléculas de alto peso molecular. A utilizacao da administragao nasal
de agentes terapéuticos ao cérebro proporciona um meio de contornar a barreira
hematoencefélica de uma forma nao invasiva. Nesse contexto, mostrou-se que 0s
transportadores de farmaco nanomeétricos melhoram a administra¢do de farmacos ao
sistema nervoso central em comparacao com solucdes de farmaco equivalentes. As
condicdes neuroldgicas que poderiam se beneficiar da administracao nasal para
entrega no cérebro incluem dor, epilepsia, doencas neurodegenerativas e doencgas
infecciosas (WY, O. et al, Nose-tobrain drug delivery by nanoparticles in the treatment
of neurological disorders, Curr Med Chem, 2014, 21(37), p. 4247-56).

Exemplos de aplicacdo do produto obtido de acordo com o exemplo 3, acima

descrito:
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Ensaios in vivo em modelo murino de MPS |

[0137] Foi utilizado como modelo animal camundongo nocaute para o gene da Ildua
(murina). Este modelo foi criado por meio da interrupcao do éxon 6 do gene da Idua.
No meio do éxon foi inserido um gene de resisténcia a neomicina em sentido inverso.
Como resultado foram produzidos camundongos com uma doenga que mimetiza a
Sindrome de Hurler, fen6tipo mais grave da MPS I, com aumento do nivel de
glicosaminoglicanos na urina e em diversos tecidos, e atividade indetectavel de Idua.
[0138] Todos os procedimentos com animais foram realizados na Unidade de
Experimentacao Animal do Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, e seguem as normas de adequacéao as diretrizes vigentes preditas
na Lei 11.794/08 e nas resolu¢des normativas niumeros 12 (Utilizagdo de Animais
para fins Cientificos e Didaticos) e 30 (Diretrizes da Pratica de Eutanasia do
CONCEA). Os animais sdo mantidos em ambiente controlado (temperatura 20-24°C,
umidade relativa do ar 40-60% e sistemas de exaustédo de ar) com ciclos de 12 horas
de luz e 12 horas de escuro e alimentacdo comercial padrao para a espécie e agua
ad libitum. Todos os animais utilizados foram genotipados por identificacdo molecular
do transgene.

Construcao dos plasmideos CRISPR/Cas9 ROSA26 e Doador /dua ROSA26

[0139] Um plasmideo do sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado para os experimentos

de edicao genémica. Neste sistema, a nuclease Cas9 e o RNA guia formado por um
transcrito crBNA-tracrRNA estdo presentes em um unico vetor, o sgRNA (single
guide RNA). Uma sequéncia alvo para clivagem pela Cas9 foi selecionada no l6cus
ROSA26 do genoma de camundongos e foi inserida no vetor. O vetor completo foi
inserido por transformacao por choque térmico em bactérias competentes TOP 10
(Invitrogen, USA), cujas col6nias foram entao expandidas e submetidas a extragdo
de plasmideo com o kit Maxiprep (Life Technologies, EUA). O DNA plasmideal
extraido foi entdao sequenciado para verificacdo da correta orientagéo do inserto.
[0140] Para a recombinacao direcionada € utilizado um vetor contendo o cDNA da
Idua. O construto contém a sequéncia de cDNA da Idua regulada por um promotor e
duas regides homélogas (de aproximadamente 1 kb cada uma) ao l6cus ROSA26 de
camundongos, na regiao do lécus em que a Cas9 reconhece e cliva.

[0141] Ja para os experimentos de terapia génica do sistema nervoso central com
plasmideo recombinante, foi utilizado um plasmideo (pIDUA) contendo o cDNA da
IDUA construido usando o vetor de expressdao comercial pREP9 (Invitrogen, USA)
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como descrito por Camassola e colaboradores (M. Camassola, L.M. Braga, A.
Delgado-Carnedo, T.P. Dalberto, U. Matte, M. Burin, R. Giugliani, N.B. Nardi, Nonviral
in vivo gene transfer in the mucopolysaccharidosis | murine model, J. Inherit. Metab.
Dis. 28 (2005) 1035— 1043).

Tratamentos

[0142] Um grupo (n=>5) foi utilizado para a administracao dos complexos lipossomais
contendo o plasmideo CRISPR/Cas9 e o plasmideo ldua/Rosa26 (LA) e este recebeu
por via nasal o complexo LA em 30 aplicagcdes de 120uL. Como controles foram
utilizados camundongos normais que ndo receberam nenhum tratamento (n=3) e
camundongos MPS | que nao receberam nenhum tratamento (n=3). Para a
administragdo nasal, os animais sdo imobilizados pelo pesquisador e sao instiladas
seis doses de 10uL em cada narina, a cada 15 minutos, uma vez por dia, durante 30
dias.

[0143] Outro tratamento foi concretizado utilizando-se um grupo (n=5) para a
administracdo dos complexos de nanoemulsées contendo o plasmideo pIDUA
(NA/pIDUA) e este recebeu por via nasal o complexo em 2 aplicagdes de 120uL.
Como controles foram utilizados camundongos normais que nao receberam nenhum
tratamento (n=3) e camundongos MPS | que ndo receberam nenhum tratamento
(n=3). Para a administragdo nasal, os animais sao imobilizados pelo pesquisador e
séo instiladas seis doses de 10uL em cada narina, a cada 15 minutos, duas vezes

em um dia. Dosagem enzimatica sérica de /dua

[0144] O nivel sérico e tecidual de /dua foi mensurado nos animais tratados com LA
a partir de 15 dias apdés o tratamento, e apds, 30 dias. Os resultados foram
comparados com animais MPS | ndo-tratados e animais normais. A atividade
enzimatica foi avaliada através do ensaio enzimatico por método fluorimétrico
utilizando o substrato artificial 4-metil-umbeliferil-alfa-Liduronideo. A unidade a ser
adotada foi nmol/h/mL de soro ou nmol/h/mg de proteina (medida através do método
de Lowry). Para isto, o soro foi incubado com o substrato fluorescente 4-
metilumbeliferil a-L-iduronideo a 37 °C por 1 h em tampao formato de sédio (pH 2,8).
A fluorescéncia foi medida em 365 nm (excitacdo) e 450 nm (emissao) utilizando o
fluorimetro SpectraMax M2 (Molecular Devices, CA, USA). Neste ensaio, a
quantidade de IDUA foi medida pela quantidade de substrato clivado em 1 hora. Ver
Figuras 2 e 3.
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[0145] A figura 5 mostra os valores de atividade enzimatica de IDUA encontrada em
diferentes 6rgdos e mais precisamente no cérebro de camundongos MPS | néo
tratados e em camundongos MPS | tratados com o complexo NA/pIDUA por via nasal
em uma aplicacdo. Valores relativos a atividade enzimatica de camundongos
normais.

Equivalentes

[0146] Diversas modificagdes do invento e muitas outras concretizagdes do mesmo,
em adicdo aos representados e descritos aqui, tornar-se-d0 evidentes para o0s
especialistas na técnica do conteudo integral deste documento, incluindo referéncias
a literatura cientifica e de patentes aqui referidas. O assunto presente contém
informacgdes importantes, exemplificagdo e orientacdo que pode ser adaptada a

pratica desta invengao nas suas varias formas de realizagao e equivalentes.
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REIVINDICACOES

1. Composicdo para terapia génica do sistema nervoso central
caracterizada por compreender ao menos um &cido nucleico adsorvido ou
encapsulado e carreadores nao-virais, com diametro médio de goticula/particula
compreendido na faixa de 0,001 a 1,0 micrémetro.

2. Composicgao para terapia génica do sistema nervoso central, de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizada pelos acidos nucleicos serem um ou mais
selecionados do grupo que consiste em: sequéncia de RNA guia, sequéncia
codificadora de nuclease, sequéncia de DNA modelo para recombinagdao homéloga,
sequéncia inteira de um gene ou plasmideo recombinante contendo a sequéncia
inteira de um gene.

3. Composicao para terapia génica do sistema nervoso central, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes de 1 e 2, caracterizada pelas nanoestruturas
serem nanoemulsodes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas ou carreadores
lipidicos nanoestruturados.

4. Composicao para terapia génica do sistema nervoso central, de acordo
com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 3, caracterizada por compreender
excipientes farmaceuticamente adequados.

5. Processo de obtencao de composicao para terapia génica do sistema
nervoso central conforme definido em qualquer uma das reivindicagcées 1 a 4,
caracterizado pela obtencado da composicao para terapia génica do sistema nervoso

central compreender as etapas de:

(@) dissolver entre 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica em uma solucao
organica;
(b) dissolver entre 0,1% p/p a 5,0% p/p de agente de tonicidade em uma

solucao aquosa;
(c) evaporar a solucao organica obtida na etapa (a), para formar um filme;
(d) adicionar a solucéo aquosa obtida na etapa (b) ao filme lipidico obtido

na etapa (c);
(e) deixar descansar o produto obtido na etapa (d) por 4 a 72 horas em uma

temperatura entre 2°C e 20°C;
() sonicar a formulacdo obtida na etapa (e) por 1 a 60 minutos a uma

temperatura entre 25°C e 50°C;
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(9) homogeneizar a formulagéo obtida na etapa (f) em um homogeneizador
a alta presséo ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada; e
(h) adicionar polications nao-lipidicos (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).

6. Processo de obtencdo de composicdo para terapia génica do sistema
nervoso central de acordo com a reivindicagcao 7, caso o produto a ser obtido seja o
lipossoma, caracterizado por compreender a etapa adicional:

(i) extrusar a formulacdo obtida na etapa (g) em a0 menos uma membrana
com tamanho de poro de 1000 nm a 220 nm e em ao menos uma membrana com
tamanho de poro de 220 nm a 50 nm.

7. Processo de obtencdo de composicao para terapia génica do sistema
nervoso central, de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pela solucao
organica ser um solvente organico escolhido do grupo que compreende solventes
organicos polares proticos, apréticos ou apolares e/ou mistura dos mesmos.

8. Processo de obtencado de composicao para terapia génica do sistema
nervoso central de acordo com a reivindicacao 6, caracterizado pelo fato de que,
para a obtencdo de nanoemulsdes contendo os acidos nucleicos encapsulados, a
solucdo organica descrita na etapa (a) € a fase organica do pré-complexo obtido
através das etapas:

(i) dissolver de 0,1% p/p a 5,0% p/p de lipideo catibnico e acidos nucleicos
em uma mistura monofasica de solventes apolar:prético:prético (1:2,1:1) por 30
minutos;

(ii) adicionar ao produto obtido na etapa (i) 2 mL de solvente apolar e 2 mL
de solvente prético;

(iii)  agitar o produto obtido na etapa (ii) brevemente em vortex;

(iv)  centrifugar o produto obtido na etapa (iii) a uma pressédo entre 1000 e
4000 x g durante 2 a 30 min em uma temperatura entre 15 a 35°C; e

(V) (v) separar a fase organica obtida na etapa (iv).

9. Processo de obtencdo de composicdo para terapia génica do sistema
nervoso central conforme definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado por, caso o produto a ser obtido seja nanoestruturas lipidicas sélidas
ou carreadores lipidicos nanoestruturados contendo os acidos nucleicos adsorvidos,

compreender as etapas de:
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(A)  fundirde 2,0% p/p a 20,0% p/p de fase lipidica a uma temperatura entre
302 C e 80° C;

(B)  dissolver, de 1,0% p/p a 5% p/p de tensoativo e de 0,1% p/p a 5,0% p/p
de um agente de tonicidade em uma solucdo aquosa, com temperatura de 30° C a
80° C;

(C) adicionar a solugcdo aquosa da etapa (A) na solucéo oleosa da etapa
(B), sob agitacdo e com temperatura de 30° C a 80° C;

(D) agitar o produto obtido em (C) em dispersor ultra-turrax, a uma
velocidade entre 500 e 25000 rpm, sob aquecimento de 30% C a 80° C, durante 30
segundos a 5 minutos;

(E)  homogeneizar a formulacédo obtida em (D) em homogeneizador a alta
pressao ou microfluidizador, por 2 a 20 ciclos de 250 a 2000 bar cada; e (F) adicionar
polications nao-lipidicos (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).

10.  Processo de obtencédo de composicao editora de genoma, de acordo
com as reivindicacdes 5 a 9, caracterizado pela formulacdo ser submetida a etapa
posterior de evaporagdo da agua sob pressao normal ou reduzida entre 0 e 1000
mbar a uma temperatura entre 10°C e 50°C.

11.  Processo de obtengdo de composicao para terapia génica do sistema
nervoso central, de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado pelo solvente
organico polar prético ser metanol, e o solvente orgéanico apolar ser cloroférmio.

12. Processo de obtencdo de composicao para terapia génica do sistema
nervoso central, de acordo com as reivindicacbes 5 a 9 caracterizado pela fase
lipidica ser escolhida do grupo que consiste em:

a) lipideos liquidos tais como oleato de decila, isohexadecano, ésteres do
acido estearico e/ou oléico, etanolamida de acido graxo de coco, éleos naturais, como
o 6leo de milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina,
triglicerideos de cadeia média, triglicerideos de cadeia longa, palmitatos, miristatos e
octildodecanol;

b) lipideos sélidos tais como triestearina, tricaprina, trilaurina, trimiristina,
tripalmitina, acido estearico, alcool cetilico, alcool estearilico, mateiga de cacau, cera
de carnaudba, cera de abelhas, palmitato de cetila, monoestearato de glicerila,
behenato de glicerila, palmitoestearato de glicerila, tripalmitato de glicerila, trimiristato
de glicerila, triestearato de glicerila e/ou mistura destes;
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C) tensoativos lipofilicos tais como lecitinas e fosfolipideos e/ou mistura dos

mesmos;
d) lipideos neutros;
e) lipideos catibnicos; e
f) lipidios com ramificacdo de PEG (peguilados).

13.  Processo de obtencao de composicado para terapia génica do sistema
nervoso central, de acordo com as reivindicacdes 5 a 9, caracterizado pelo agente
de tonicidade ser escolhido do grupo que compreende sorbitol, etilenoglicol,
polietilenoglicol, manitol, glicerol, e/ou mistura destes.

14.  Processo de obteng¢do de composi¢ao para terapia génica do sistema
nervoso central, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 5 a 13,
caracterizado pela fase lipidica e fase aquosa do processo de obtencdo dos
lipossomas compreenderem:

fase lipidica:
_ DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);

- DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p); fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p);

- Acidos nucleicos para a proporcédo entre +2/-1 e +8/-1 (DOTAP/ACIDO
NUCLEICO);

- Solucéo de polications nao-lipidicos (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).

15. Processo de obtencdo de composicao para terapia génica do sistema
nervoso central, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 5 a 13,
caracterizado pela fase lipidica e fase aquosa do processo de obtencdo das
nanoemulsées compreenderem:
fase lipidica:

- DOPE (0,5% p/p a 5,0% p/p);
DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
- DSPE-PEG (0,25% p/p a 5,0% p/p);
- Triglicerideos de cadeia média (2,0% p/p a 20,0% p/p);

fase aquosa:

- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p)

- Acidos nucleicos para a proporcido entre +2/-1 e +8/-1 (DOTAP/ACIDO
NUCLEICO);
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- Solugéo de polications ndo-lipidicos (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).

16. Processo de obtencdo de composicdo para terapia génica do sistema
nervoso central, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 5 a 13,
caracterizado pela fase lipidica e fase aquosa do processo de obtencdo das
nanopatrticulas lipidicas so6lidas compreenderem:
fase lipidica:

- monoestearato de glicerila (2,0% p/p a 10,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
fase aquosa:

- 1,0% p/p Polissorbato 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p);

- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p); e

- Acidos nucleicos para a proporcido entre +2/-1 e +8/-1 (DOTAP/ACIDO
NUCLEICO);

- Solugéo de polications ndo-lipidicos (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).

17. Processo de obtencédo de composicao editora de genoma, de acordo com
qualquer uma das reivindicacées 5 a 13, caracterizado pela fase lipidica e fase
aquosa do processo de obtencao dos carreadores lipidicos nanoestruturados
compreenderem:
fase lipidica:

- Mistura na propor¢ao 7:3 de monoestearato de glicerila e triglicerideos
de cadeia média (2,0% p/p a 10,0% p/p);

- DOTAP (0,5% p/p a 5,0% p/p);
fase aquosa:

- 1,0% p/p Polissorbato 80 (1,0% p/p a 5,0% p/p);

- Glicerol (0,1% p/p e 5,0% p/p); e

- Acidos nucleicos para a proporcédo entre +2/-1 e +8/-1 (DOTAP/ACIDO
NUCLEICO);

- Solugéo de polications nao-lipidicos (0,001mg/mL p/v a 10mg/mL p/v).

18.  Processo de obtengdo de composicao para terapia génica do sistema
nervoso central, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 5 a 13,
caracterizado pela adicdo de uma solucdo de polications nao-lipidicos na
concentracao de 0,001mg/mL (p/v) a 10mg/mL (p/v), que compreende a quitosana,

brometo de hexadimetrina ou outro sal, poli-L-lisina, polialilamina, polietileneimina,
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entre outros, e/ou mistura destes. A adicdo destes pode ser realizada antes ou apés
a formacéao das nanoestruturas lipidicas ou dos complexos com os acidos nucleicos.

19.  Processo de obtencdo de composicao para terapia génica do sistema
nervoso central, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 5 a 18,
caracterizado pela incorporacdo das composicoes em forma de solucao,
suspensao, gel, po, entre outras formas farmacéuticas.

20. Uso da composicao para terapia génica do sistema nervoso central
conforme definido em qualquer uma das reivindica¢des 1 a 4, caracterizado por ser
no preparo de um medicamento para o tratamento de doencas causadas por
deficiéncias ou anomalias genéticas que possuam acometimento neurolégico.

21.  Uso da composicao para terapia génica do sistema nervoso central de
acordo com a reivindicacdo 20, caracterizado por ser no preparo de um
medicamento para o tratamento das doencas lisossdmicas de deposito.

22. Uso da composicao para terapia génica do sistema nervoso central de
acordo com as reivindicagdes 20 ou 21, caracterizada pela administracdo ser nasal

tendo como alvo o sistema nervoso central.
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RESUMO
COMPOSICAO PARA TERAPIA GENICA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL,
PROCESSO DE OBTENGAO E USO DA MESMA

A presente invencdo descreve uma composi¢cao para terapia génica do
sistema nervoso central compreendendo carreadores nao-virais de tamanho
nanomeétrico (< 1,0 micréometro) complexados com ao menos um acido nucleico para
fins de terapia génica via administracao nasal tendo como alvo principal o sistema
nervoso central, e ainda os processos de obtencéo de tais carreadores. A presente
invencgao pertence ao campo da nanotecnologia e consiste em formulagdes aquosas

que podem ser utilizadas nas areas farmacéutica e médica.

344



FIGURAS

V] +Soapiwse|d

N +Soaplwse|d

VN +soaplwse|d

snusoapluwse|d

Figura 1

345



% da atividade de Idua normal

N

3 *
44
3-
2
11 -
0 P— —
MPS | Nu CRISPR/Idua LA CRISPR/Idua
Figura 2

346




16

14

127

Atividade de IDUA (nmol/h/mg prot)
oo

0151
0.1-
0.05-
olmml 1l |
(o}
N4 N
oc}”“\ Qg‘z’("
&£ &
&
00

Il MPSI

[ Liposome CRISPR/Rosa26

3 Normal

i

i

hoh

Figura 3

347




Naked pIDUA pIDUA/NE pIDUA/NE-PEG

Figura 4

348



IDUA activity (nmol/h/mg protein)

0.35

0.30+

0.25-

0.20+

0.15+

0.10

0.05

r

H

o+

.
i | T

CJ MPS |
O pIDUA/NE-PEG

|
1

T
A

B [
ke

0.00

BRAIN KIDNEY LIVER
Figura 5

349

LUNG

SPLEEN




PORTARIA N2 7906 de 05/10/2016

Delegacao de competéncia ao Secretario de Desenvolvimento Tecnolégico.

O REITOR DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL, no uso
de suas atribuicées e tendo em vista o disposto nos artigos 11 e 12 do Decreto-Lei n®
200, de 25 de fevereiro de 1967, regulamentado pelo Decreto n® 62.460, de 25 de
marco de 1968,

RESOLVE:
Artigo 1° - Delegar competéncia ao Professor JOSE LUIS DUARTE
RIBEIRO, Secretario de Desenvolvimento Tecnoldgico, para, a partir de 30 de
setembro de 2016 e sem prejuizo das atribuicdes que regimentalmente competem ao
titular do mesmo cargo, praticar os atos administrativos a seguir enumerados:

1. Solicitacdo de registro da propriedade intelectual, junto aos 6rgaos
competentes do pais e do exterior, bem como instrumentos de licenciamento de
tecnologia, sem exclusividade, a seguir relacionados:

1.1 - registro de patente (patentes de invencdo, modelos de utilidade, desenho
industrial, etc.);

1.2 - certificado de adicao;

1.3 - registro de marca;

1.4 - transferéncia de titularidade;

1.5 - registro de software;

1.6 - registro e protecao de cultivares;

1.7 - peticdes para pagamento de anuidade, atendimanto de exigéncias, exames de
patentes, etc;

1.8 - demais documentos que tenham por objetivo solicitar registro de propriedade
intelectual da UFRGS;

1.9 - contratos de licenciamento de propriedade intelectual da UFRGS, na forma nao
exclusiva para o licenciante, com prévia andlise da Procuradoria Geral da UFRGS.
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2. Instrumentos legais firmados com parceiros externos, que ndo envolvem recursos
financeiros, apenas resguardam direitos de propriedade intelectual da instituicao.

2.1 - contratos de Co-Titularidade - Estes instrumentos legais sdo Firmados com o
objetivo de estabelecer o0s percentuais de co-titularidade e as obrigacdes de
cada uma das partes, com relagdo ao uso e manutencdo dos direitos de
propriedade intelectual sobre uma tecnologia;

2.2 - acordos de Confidencialidade - Os Acordos de Confidencialidade tém por
objetivo proteger a tecnologia, desenvolvida pelos pesquisadores da
UFRGS, com vistas a possibilitar seu emprego no processo produtivo econédmico
por parte de algum parceiro externo;

2.3 - acordos de Transferéncia de Material Biologico - Estes Acordos visam
assegurar os direitos das partes sobre os materiais biolégicos de sua propriedade,

na transferéncia, para fins de pesquisa, para uma instituicao parceira.

3. Firmar documentos, na esfera de competéncia da Secretaria de Desenvolvimento
Tecnolégico - SEDETEC, com parceiros externos onde nao ocorram repasse de
recursos financeiros, nem envolvam despesas para as partes.

3.1 - contratos onde, no objeto, estejam previstas atividades de P&D, com prévia
andlise legal pela Procuradoria Geral da UFRGS;

3.2 - termos de compromisso.

4. Firmar documentos onde exista repasse de recursos do exterior, voltados para P&D,
mas que nao gerem obrigacdes financeiras para a Instituigao.

4.1 - auxilio de paises desenvolvidos;

4.2 - doacgdes oriundas do exterior;

4.3 - recursos de fundos perdidos.

Paragrafo uUnico: A administracdo financeira destes recursos, ficara a cargo da
PROPLAN/UFRGS.

Artigo 2° - As assinaturas de convénios ndo estdo incluidas na delegagcdo de
competéncia constante no artigo anterior, permanecendo com a tramitacao atual e

firmada pelo Reitor.
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Artigo 3° - A autoridade a que se refere o artigo 1° da presente Portaria,
considerando a necessidade do servico, podera subdelegar os poderes que, por este
ato, lhe sédo delegados.

Artigo 4° - Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.

RUI VICENTE OPPERMANN.
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