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RESUMO

BORGHETI-CARDOSO, L.N. Sistemas liquido cristalinos de geleificacdo in situ
de administracao intratumoral para liberacdo localizada de siRNA na terapia do
cancer de pele. 2016. 121f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

O mecanismo de interferéncia por RNA (RNAI) € um evento de silenciamento génico
através da degradacdo do RNA mensageiro. Desta forma, a administracdo de siRNA
(molécula efetora do RNAI) € uma terapia promissora para o tratamento de diversas
doencas como o cancer. Porém, para a sua efetiva aplicacéo terapéutica é necessario
o desenvolvimento de sistemas de liberacéo capazes de liberar o sSiRNA nas células
alvo, promover a sua internalizacdo celular e evitar a sua degradacdo. Dentre os
sistemas de liberacéo, os de liberacdo localizada, como os sistemas de geleificacédo
in situ, apresentam vantagens sobre administracdo sistémica. Formulacdes fluidas
precursoras (FFP) que formam sistemas liquido cristalinos viscosos in situ podem ser
obtidas a partir de lipideos anfifilicos que absorvem &4gua do meio e se rearranjam.
Neste contexto, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar o gel formado in situ
a partir da FFP (G-FFP), composta por monoglicerideos (MO), polietilenoimina (PEI),
propilenoglicol (PG) e tampao tris, como sistema de liberagéo localizada de siRNA na
terapia do cancer de pele. Os resultados mostraram que o G-FFP € uma mistura de
fase cubica e fase hexagonal. O G-FFP liberou o siRNA de maneira sustentada e
complexado ao PEI. A FFP pode ser esterilizada por filtragdo em membrana e foi
capaz de complexar altas concentracdes de siRNA (15 mM) e de proteger o siRNA da
degradacéo. A citotoxicidade foi dependente da concentracdo de FFP e esta quando
complexada com siRNA teve a toxicidade diminuida. O siRNA liberado do G-FFP foi
internalizado pelas células A431, FaDu, Hela, A549, WM35/DLC2-GFP e MCF-
7/DLC2-GFP. Além disto, siRNAs especificos liberados pelo G-FFP foram capazes de
reduzir a expressao da proteina Firefly luciferase em células HeLa e FaDu, p6rem nao
foram capazes de reduzir a expressao do receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) nas células A431, HelLa, A549 e FaDu. A reducao da expressdo de EGFR em
células A549 foi observado quando a terapia com siRNA foi combinada com
internalizacdo fotoquimica. Destes resultados, pode-se inferir que a transfeccao
celular do siRNA e o silenciamento génico promovido por ele foi dependente tanto do
tipo de linhagem celular como do alvo desejado. Os estudos in vivo mostraram que
ocorre a formacéao de gel intratumoral e apés 3 dias da administracéo intratumoral da
FFP contendo siRNA especifico para EGFR houve reducéo de 30% no tamanho dos
tumores comparados aos tumores tratados com FFP sem siRNA. Diante destes
resultados, pode-se concluir que o sistema desenvolvido tem potencial como sistema
de liberacéo localizada de siRNA quando aplicado subcutaneamente ou intratumoral,
uma vez que complexa o siRNA, promove a sua internalizacdo celular e o SiRNA
liberado no citoplasma das células pode reduzir a expressao de proteinas de
interesse.

Palavras-chave: sistema de liberag&o liquido cristalino, gel in situ, SIRNA, cancer de
pele e EGFR



ABSTRACT

BORGHETI-CARDOSO, L.N. In situ gelling liquid crystalline system for
intratumoral and localized delivery of siRNA for skin cancer therapy. 2016. 121f.
Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

RNA interference (RNAI) is a mechanism in which small interfering RNA molecules
(siRNA) inhibit gene expression, by causing the messenger RNA degradation. Thus,
siRNA is a promising therapy for the treatment of several diseases such as cancer.
However, the development of delivery systems able to protect the siRNA from
degradation and promote its cell uptake is essential for therapeutic use of siRNA.
Among the delivery systems, the localized delivery system such as in situ gelling
delivery system, have advantages over systemic administration. Precursor fluid
formulations (FFP), which forms in situ viscous liquid crystalline systems, can be
obtained from amphiphilic lipids that absorb water from the environment and self-
assembling. In this context, the present study aimed to evaluate the in situ gel formed
from the FFP (G-FFP), composed of monoglycerides (MO), polyethyleneimine (PEI),
propylene glycol (PG) and Tris buffer, as localized delivery system for siRNA in skin
cancer therapy. The results showed that the G-FFP is a mixture of cubic and hexagonal
phase. The G-FFP sustained release of siRNA and the siRNA is released complexed
with PEI. The FFP can be sterilized by membrane filtration at 0.22 um. FFP was able
to complex high siRNA concentration (15 mM) and protect the siRNA from degradation.
The cytotoxicity was dependent on the FFP concentration, when FFP was complexed
with siRNA it was observed a decreased in toxicity. The siRNA released from G-FFP
was uptake by A431, FaDu, HelLa, A549, WM35/DLC2-GFP and MCF-7/DLC2-GFP
cells. In addition, specific sSiRNAs released from G-FFP were able to reduce the
expression of Firefly luciferase in HeLa and FaDu cells, but they were unable to reduce
the expression of the epidermal growth factor receptor (EGFR) in A431, HelLa, A549
and FaDu cells. The reduction of expression of EGFR in A549 cells was observed
when siRNA therapy was combined with photochemical internalization. From these
results, can be inferred that the efficiency of siRNA transfection and knockdown was
dependent on both the type of cell line and the desired target protein. In vivo studies
showed that the gel was formed in situ after intratumoral injection. 3 days after
intratumoral administration of FFP containing EGFR specific sSiRNA, 30% of reduction
in the tumors size compared to tumors treated with FFP without sSiRNA was observed.
Based on these results, could be concluded that the developed system is a potential
SiRNA delivery system when administered subcutaneously and intratumoral, because
it was able to complex siRNA, promoted its cell uptake and the siRNA released into
the cytoplasm of the cell may reduce the expression of target proteins.

Keywords: liquid crystalline delivery system, in situ gel, siRNA, skin cancer, EGFR
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Figura 18. Intensidade média da fluorescéncia (IMF) das células A431, WM35/DLC2-
GFP e MCF-7/DLC2-GFP determinada pela medida da fluorescéncia em lisados
celulares. Os valores da fluorescéncia foram corrigidos pela quantidade de proteina. *
p < 0,05 comparado as células ndo-tratadas. NT: células ndo tratadas, Lipof:
Lipofectamina complexada a Alexa488 siRNA (50 pmol/1x10° células), PEI: 0,65% de
PEI em tampé&o tris complexado ao Alexa488 siRNA (50 pmol/1x10° células), FFP:
FFP complexada ao Alexa488 siRNA (50 ou 200 pmol/1x10° células). O simbolo * na
legenda do eixo x se refere a “/1x10° células”. (N=3). .....ccovevviieiiieiiieiiie e 56
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Introducéo 2

1.1. Terapia Génica - Interferéncia por RNA (RNAI)
1.1.1. Terapia Génica

A terapia génica tem o potencial de alterar profundamente a maneira de abordar
e tratar doencas cronicas e adquiridas porque permite regular, reparar, substituir,
adicionar, deletar ou silenciar uma sequéncia génica que € identificada como benéfica
ou prejudicial ao funcionamento adequado do organismo (NABEL, 2004; WIRTH;
PARKER; YLA-HERTTUALA, 2013). Mais de 1800 testes clinicos de terapia génica
aprovados foram ou estdo sendo conduzidos (WIRTH; PARKER; YLA-HERTTUALA,
2013). Embora os desafios e riscos associados a esta terapia sejam maiores do que
0 previsto inicialmente, todo o conhecimento adquirido com estes estudos permitiu a
proposicao de terapias mais efetivas, dentre elas as que envolvem o silenciamento de
genes tém atraido a atencdo de muitos pesquisadores e pode ser alcancada por
diferentes processos (NABEL, 2004).

O silenciamento de genes pode ser realizado no nivel transcricional ou pos-
transcricional. O silenciamento génico transcricional € baseado na manipulacdo de
sequéncias génicas pela insercdo de mutacbes em regides especificas do gene,
produzindo proteinas truncadas ou proteinas com dominios nao funcionais. Ja no
silenciamento génico pés-transcricional a repressao da expressao génica é feita pela
degradacédo do RNA mensageiro (RNAm) (CAPECCHI, 1989; SCHERER; ROSSI,
2003; SIFUENTES-ROMERO; MILTON; GARCIA-GASCA, 2011).

O processo de silenciamento génico pds-transcricional foi descrito pela primeira
vez pelos grupos de Richard Jorgensen and Joseph Mol enquanto eles tentavam
aumentar a expressao de genes em petunias. Eles introduziram multiplas cépias do
gene envolvido na producdo da pigmentacdo e, surpreendentemente, houve
silenciamento tanto do gene exdégeno quanto do gene endbgeno, o que resultou em
flores totalmente brancas ou irregularmente coloridas. A este processo foi dado o
nome de co-supressao porque o0 gene enddgeno e 0 ex0geno promoveram O
silenciamento um do outro (JORGENSEN et al., 1996; SIFUENTES-ROMERO;
MILTON; GARCIA-GASCA, 2011; VAN DER KROL et al., 1990). Ao mesmo tempo,
Guo e Kemphues, ao investigar a funcdo de genes no nematodo Caenorhabditis
elegans, administraram RNA antisense para bloquear a producdo da proteina de
interesse, obtendo o resultado esperado. Porém, eles observaram o mesmo efeito
guando a fita sense do RNA foi injetada como controle negativo (GUO; KEMPHUES,

1995). Enquanto isto, o grupo de Andrew Fire and Craig Mello obtiveram resultados
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similares aos de Guo e Kemphues ao injetar a fita sense e antisense separadamente
no nematodo. Mas, eles injetaram também a fita sense e antisense juntas e
descobriram que a dupla-fita de RNA (dsRNA) foi muito mais efetiva em produzir a
interferéncia do que cada fita isolada. Este processo foi denominado interferéncia por
RNA (RNAI) (FIRE et al., 1998).

1.1.2. Interferéncia por RNA (RNAI)

RNAI € um mecanismo de silenciamento génico poés-transcricional e desde a
sua descoberta tem revolucionado as pesquisas das areas das ciéncias biolégicas e
biomédicas (DE PAULA; BENTLEY; MAHATO, 2007).

O mecanismo de RNAI (Figura 1) pode ser didaticamente dividido em duas
fases: a fase de iniciacdo e a fase de execucdo. A fase de iniciacdo consiste na
geracado ou introducdo de moléculas efetoras (small interfering (SIRNA) e microRNA
(miRNA)) no citoplasma das células. O siRNA é gerado no citoplasma pela clivagem
de dsRNA pela enzima Dicer em pequenos nucleotideos de aproximadamente 21-23
bases. A geracdo do miRNA inicia-se no nucleo onde os miRNA primarios (pri-RNA)
codificados endogenamente s&o processados em precursor miRNA (pre-miRNA).
Estes pre-miRNA séo transportados para o citoplasma onde séo clivados pela Dicer.
Na fase de execucao, o SiRNA e o miRNA séo incorporados em complexos proteicos
denominados RISC (RNA Induced Silencing Complex). Uma helicase presente neste
complexo abre a dupla-fita do siRNA, a fita antisense é usada como guia para
reconhecer o RNAm alvo, que é clivado pelo complexo, degradando-o (DE PAULA;
BENTLEY; MAHATO, 2007; ELBASHIR; LENDECKEL; TUSCHL, 2001; VICENTINI et
al., 2013b; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009). O siRNA tem uma
complementaridade perfeita com o RNAm alvo, enquanto o miRNA tem normalmente
uma sequéncia imperfeita, o que leva o silenciamento génico sem a degradacao do
RNAmM (DAVID et al., 2010).

Desde a identificacdo do mecanismo de RNAI, siRNA tem sido muito usado
como ferramenta na pesquisa da fungcdo de genes (ELBASHIR et al., 2002),
identificacdo de potenciais genes causadores de doencas (CAMPOCHIARO, 2006) e
como uma promissora abordagem no tratamento de doencas (DE PAULA; BENTLEY;
MAHATO, 2007; MASIERO et al., 2007; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009),

isto porque em principio qualquer alvo pode ser inibido, o SiRNA é especifico,
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facilmente sintetizado e serd sempre uma molécula com as mesmas caracteristicas
fisico-quimicas (BUMCROT et al., 2006; DAKA; PEER, 2012; XU; WANG, 2015).
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Figura 1. Mecanismo de interferéncia por RNA. Adaptado com autorizacéo de (VICENTINI et
al., 2013b). Copyright (2013) Springer.

RNAI tem mostrado potencial para tratar diversas doencas incluindo desordens
da pele (JACOBSON et al., 2010; VICENTINI et al., 2013a), aterosclerose (LI et al.,
2010), cancer (ABBASI et al., 2011; ARIMA et al., 2012; HSU et al., 2013; TARATULA
et al., 2011) e infeccbes virais (ALVAREZ et al.,, 2009; BITKO et al.,, 2005;
DEVINCENZO et al., 2008, 2010; LI et al., 2005; ZAMORA et al., 2011). Também tem
mostrado potencial para regeneracéo de tecidos (MITTNACHT et al., 2010; NELSON
et al., 2012; RUJITANAROJ et al., 2013). O RNAI apresenta varias vantagens sobre a
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terapia convencional com farmacos, que envolve o0 uso de pequenas moléculas ou
proteinas, e sobre a terapia génica baseada em DNA. A principal vantagem do RNAI
sobre a terapia convencional é que em principio qualquer alvo pode ser inibido. RNAI
pode silenciar proteinas que ndo sao facilmente bloqueadas por farmacos
convencionais por apresentarem conformac¢des ndo acessiveis a estes farmacos.
Além disto, o siRNA é especifico e consegue bloquear a expressdo somente da
proteina de interesse, jA com o farmaco convencional, devido a similaridade estrutural
entre algumas proteinas, o bloqueio ndo-especifico pode acontecer. Outra vantagem
do RNAI sobre farmacos convencionais € que a inibicao da expressao génica pode
ser mais efetiva para o alcance do resultado terapéutico do que o bloqueio da proteina
alvo, isto porque uma molécula de RNAm é traduzida em varias copias de proteina e
um siRNA pode silenciar multiplas cépias de RNAm (BUMCROT et al., 2006; DAKA,;
PEER, 2012). O siRNA também tem a vantagem de ser uma molécula com
aproximadamente as mesmas caracteristicas fisico-quimicas e sua producéo sintética
ser relativamente facil (BUMCROT et al., 2006). Possuir as mesmas caracteristicas
fisico-quimicas €& vantajoso pois facilita o desenvolvimento de formulagéo
farmacéutica para a sua aplicacdo clinica, permitindo que, independentemente da
sequéncia de siRNA usada, os mesmos requisitos para uma formulacéao ideal seja
necessario. Porém, estas mesma caracteristicas fisico-quimicas sédo os principais
desafios para a sua aplicacdo terapéutica, ja que o SiRNA precisa alcancar o
citoplasma das células para ter acdo. Embora isto seja um importante obstaculo a ser
superado, € menos desafiador do que as terapias baseadas em DNA, que sao
moléculas maiores e precisam alcancar o nucleo (DAVID et al., 2010).

Embora os beneficios para usar RNAI na terapia sdo obvios, poucos siRNAs
tém sido avaliados para aplicacéo clinica (ZHOU et al., 2013). Desde a descoberta do
RNAI, houve pouco mais de 50 ensaios clinicos envolvendo 26 siRNAs diferentes
(OZCAN et al., 2015). Os estudos clinicos iniciais foram feitos para o tratamento de
doencgas nas quais a administracdo localizada de siRNA era desejada como, por
exemplo, degeneracdo macular, edema macular diabético, glaucoma e infec¢éo pelo
virus sincicial respiratorio. Na maioria destes estudos os siRNAs foram injetados ou
aplicados topicamente na sua forma naked. No entanto, estes ensaios clinicos
decepcionaram as elevadas expectativas da comunidade cientifica e médica.
Problemas de seguranca em relacéo ao siRNA (por exemplo, terapias baseadas em
siRNA naked desencadearam respostas imunoldgicas) e baixa eficacia no tratamento
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foram relatados, o que levou a finalizagdo de muitos estudos antecipadamente
(OZCAN et al.,, 2015; SARETT; NELSON; DUVALL, 2015). Os estudos clinicos
envolvendo administracdo sistémica de siRNA tiveram como orgdo alvo
principalmente o figado. Esta abordagem é motivada pela habilidade de explorar a
funcéo fisiologica do figado como sistema de depuracado e filtragdo. Usando esta
estratégia, muitos siRNAs se mostraram eficazes em testes pre-clinicos e clinicos
para silenciar genes hepaticos relevantes. Porém, a administracéo sistémica de siRNA
para outros tecidos além do figado tem sido mais desafiador (SARETT; NELSON;
DUVALL, 2015). Dos 12 testes clinicos administrando siRNA por injecdo intravenosa
gue foram ou estdo sendo realizados, 11 deles usaram ou usam sistemas de liberacéo
(OZCAN et al.,, 2015). Estes estudos clinicos nos mostram que é fundamental
desenvolver sistemas de liberacdo para administracdo localizada ou sistémica de

siRNA de forma segura e eficaz.

1.2. Sistemas de Liberacéao
1.2.1. Sistemas de liberacdo para administracdo de siRNA

A aplicacgao terapéutica do siRNA é um desafio, devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas como apresentar carga negativa e ter alto peso molecular (~ 13 kDa).
Os principais desafios para a aplicacédo clinica do siRNA sao a instabilidade do siRNA
no corpo, a ineficiente internalizacdo celular e — até quando a internalizacdo celular
ocorre -, o dificil escape endossomal (Figura 2) (SCHROEDER et al.,, 2010;
WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009). Portanto, € necessario o
desenvolvimento de sistemas de liberacao para que estes desafios sejam superados
e 0 siRNA seja liberado no citoplasma, incorporado ao RISC e ocorra o silenciamento

génico.
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Figura 2. Desafios da terapia com siRNA.

Para um sistema de liberacdo de siRNA ser efetivo ele deve satisfazer dois
requisitos contraditérios: complexar o siRNA de modo a protegé-lo das condi¢des
extracelulares e promover a sua internalizacao celular e, no ambiente intracelular,
eficientemente liberar o siRNA no citoplasma. O equilibrio entre a protecdo e a
liberacdo do siRNA no citoplasma celular tem sido o maior desafio dos sistemas de
liberacdo nao-virais (CONDE et al., 2015; KAPOOR; BURGESS, 2013; KIM; PARK;
SONG, 2013; LIU et al., 2011) e muitas vezes isto justifica a menor eficiéncia de
silenciamento por siRNAs veiculados por estes sistemas quando comparados aos
sistemas virais. Os sistemas virais, embora tenham alta eficiéncia de transfeccéo,
apresentam muitos riscos relacionados as rea¢des imunes e toxicas além de possivel
recombinacao viral, assim, as questfes de seguranca sao um obstaculo para seu uso
(GHOSN et al., 2010; REISCHL; ZIMMER, 2009).

Os sistemas de liberagcdo né&o-virais normalmente consistem de complexos
formados entre polimeros ou lipideos catidnicos e siRNA. Eles sdo bastante
promissores devido a sua segurancga, mas a supressao da expressao génica mediada
por estes carreadores ainda € baixa quando comparada aos vetores virais (REISCHL;
ZIMMER, 2009) pelos motivos descritos acima. Os lipideos e polimeros catidnicos
formam complexos com siRNA através de interacdes eletrostaticas de sua carga
positiva com a carga negativa do siRNA. As interaclOes eletrostaticas devem ser
suficientemente estaveis para sustentar a complexagdo do &cido nucléico com o

lipideo ou polimero catibnico durante o seu transporte até a célula alvo - protegendo-
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o da degradacdo- e promover a sua internalizacdo celular. A complexacéo
siRNA/carreador catidnico evita os problemas de repulsao pela membrana celular que
tem carga residual negativa e diminui o tamanho dos acidos nucléicos devido a
condensacgédo da molécula (BEYERLE et al., 2011; GUNTHER et al., 2011; LIU et al.,
2011; SCHROEDER et al., 2010; WONG; PELET; PUTNAM, 2007).

Os &cidos nucléicos podem ser internalizados nas células por diversas vias de
entrada e a preferencialmente utilizada dependera das caracteristicas do seu sistema
carreador (tamanho, carga superficial, conformacédo e presenca de ligantes) e da
linhagem celular (SAHAY; ALAKHOVA; KABANOV, 2010; VERCAUTEREN et al.,
2012). A principal via de entrada do siRNA na célula é por endocitose (SCHROEDER
et al., 2010). A endocitose pode ser mediada por clatrina, via preferencial de
lipoplexos, ou por caveolina, via de internalizacéo efetiva de poliplexos (FERREIRA et
al., 2014; REJMAN; CONESE; HOEKSTRA, 2006). O destino intracelular dos acidos
nucléicos esta relacionado ao mecanismo de internalizacdo celular e subsequente
processamento  intracelular  (SAHAY; ALAKHOVA; KABANOV,  2010;
VERCAUTEREN et al., 2012), como por exemplo a endocitose mediada por clatrina
pode levar a degradacéo lisossémica do siRNA (FERREIRA et al., 2014). Foi proposto
gue o escape endossomal de complexos internalizados pela endocitose mediada por
clatrina ocorre pela desestabilizacdo da membrana do endossoma pela presenca dos
lipideos presentes nestes complexos. Caso esta desestabilizacdo ndo ocorra, 0
conteudo nédo sera liberado no citoplasma e ocorrera a degradacao lisossomal. Na
endocitose mediada por caveolina, o escape endossomal ocorre principalmente pela
ruptura osmética do endossomo num processo denominado “efeito esponja de
prétons” (REJMAN; CONESE; HOEKSTRA, 2006). Assim, o complexo precisa ter
caracteristicas adequadas para que ocorra o escape endossomal (SCHROEDER et
al., 2010).

A alta eficiéncia de transfeccao de acidos nucléicos promovida por polimeros
catibnicos como por exemplo a polietilenoimina (PEI) se deve em grande parte a
maneira como este facilita o escape endossomal pelo processo “efeito esponja de
prétons” (GUNTHER et al., 2011). Ap6s a endocitose, o endossoma acidifica
protonando as aminas dos polimeros e lipideos catidnicos que tem pKa normalmente
entre 7 e 5. Isto é seguido por um influxo de prétons adicionais bem como ions cloreto.
A captacdo de ions gera um desequilibrio osmotico, resultando em um influxo de 4gua

para alcancar o equilibrio. O endossomo entdo se incha até o seu rompimento. A
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ruptura do endossomo libera o contelido para o citoplasma (GUNTHER et al., 2011;
SCHROEDER et al., 2010). Uma vez no citoplasma, caso o complexo ainda néao tenha
sido dissociado, € necessario que as interacdes eletrostaticas permitam a dissociacéo
do complexo para que o siRNA fique disponivel para a maquinaria celular e exerca
sua atividade terapéutica (SCHROEDER et al., 2010). Acredita-se que apenas 1-2%
do siRNA liberado por nanoparticulas lipidicas, por exemplo, séo liberadas no citosol
e estao disponiveis ao RISC (GILLERON et al., 2013).

Assim, em principio, um sistema de liberacdo de siRNA ideal deve
(SCHROEDER et al., 2010):

- proteger o siRNA da degradacgéo enzimatica,

- evitar a eliminacgao precoce,

- administrar o siRNA em tecidos alvos e evitar a toxicidade em outros tecidos,

- aumentar a internalizacdo em células alvo,

- facilitar o escape endosomal e,

- liberar o siRNA no citoplasma.

As caracteristicas necessarias para um sistema de liberacdo ser efetivo
também ir4 depender da via de administracédo deste sistema e do tecido alvo. Uma
apreciacdo do tecido ou fisiologia do érgado e andlise da patologia envolvida é
fundamental para projetar e otimizar o sistema de liberagéo.

1.2.2. Sistemas de liberacdo para administracdo localizada de siRNA

O siRNA pode ser administrado sistemica ou localmente. A administragéo
sistémica de siRNAs deve lidar com diversos desafios além dos inerentes da aplicacédo
de siRNA, como interacdo dos siRNAs com componentes do sangue, a depuracao
renal e permeacao dentro do tecido, além de problemas de toxicidade em tecidos néo-
alvo (PEER; LIEBERMAN, 2011; SARETT; NELSON; DUVALL, 2015). A
administracdo local pode superar estes desafios e apresenta varias vantagens como
possibilita administracdo de doses menores, permite liberagédo local e sustentada e
diminui a imunoestimulacdo (CONDE et al., 2015; GUZMAN-VILLANUEVA et al.,
2012; VICENTINI et al., 2013b). A administracdo localizada de siRNA através do
pulméo, vagina, pele, sistema nervoso, olho ou intratumoralmente tem mostrado
beneficios em relagdo a administracdo sistémica para o tratamento de patologias que
acometem estes tecidos. Além de ser interessante na regeneracdo de tecidos
(SARETT; NELSON; DUVALL, 2015; VICENTINI et al., 2013b). Porém, em algumas
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patologias como carcinomas metastaticos e infecgfes sistémicas, a administracéo
sistémica é necesséria (SARETT; NELSON; DUVALL, 2015).

Entre os sistemas para administracao localizada, os sistemas de geleificacéo
in situ sdo uma interessante abordagem para a liberagdo de siRNA (BORGHETI-
CARDOSO et al., 2014, 2015; HAN et al., 2011; KIM; PARK; SONG, 2012, 2013;
KREBS; JEON; ALSBERG, 2009; NGUYEN; DANG; ALSBERG, 2013). Estes
sistemas apresentam varias vantagens como serem minimamente invasivos e
dolorosos quando comparados aos implantes porque eles podem ser injetados
através de uma seringa no corpo e, apés injecdo, eles formam um gel localmente, que
pode promover uma liberacdo sustentada do farmaco (HATEFI; AMSDEN, 2002;
PACKHAEUSER et al., 2004).

Baseado no mecanismo de formacao de gel in situ estes sistemas podem ser
classificados em:

() Pastas termoplésticas, que sao sistemas poliméricos injetados fundidos que
formam gel quando resfriam no corpo;

(i) Sistemas crosslinked in situ, que podem ser formados por varios mecanismos tais
como foto-iniciacao, interacao ibnica ou polimerizagao iniciada por radicais;

(i) Sistemas obtidos por precipitacdo in situ de polimeros, os quais sao formados por
polimeros que ao serem injetados subcutdnea ou intramuscularmente precipitam
formando um implante solido polimérico. Esta precipitacdo pode ser induzida por
remocao de solvente, mudanca na temperatura ou alteracdo de pH;

(iv) solidificacdo in situ de organogels, que sdo compostos de lipideos polares ou
outras anfifilas os quais intumescem na presenca de agua e formam varios tipos de
cristais liquidos liotrépicos (BORGHETI-CARDOSO et al., 2013; HATEFI; AMSDEN,
2002; PACKHAEUSER; KISSEL, 2007).

Os primeiros sistemas de geleificacéo in situ para liberagdo de siRNA foram
obtidos pelo método de crosslinking in situ ou precipitacdo (HAN et al., 2011; KREBS;
JEON; ALSBERG, 2009). Embora estes sistemas tenham liberado o siRNA
localmente, a liberagdo do siRNA a partir destes géis néo foi controlada. Além disto, o
siRNA foi liberado sem estar complexado ao carreador, o que pode resultar em curto
tempo de meia-vida e baixa eficiéncia de transfeccdo (KIM; PARK; SONG, 2012;
NGUYEN; DANG; ALSBERG, 2013). Aléem disto o método de crosslinking e
precipitacdo podem ser prejudiciais ao tecido e ao siRNA (PACKHAEUSER et al.,
2004). Por outro lado, os organogéis que se solificam in situ sob condicfes bioldgicas
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no local de administracdo podem superar estes desafios. Os organogéis podem ser
obtidos a partir de lipideos anfifilicos tais como monoglicerideos (MO) (Figura 3) que
absorvem agua do meio e se rearranjam em estruturas liquido cristalinas (AGARWAL,;
RUPENTHAL, 2013; CHANG; BODMEIER, 1997a, 1997b, 1998; HATEFI; AMSDEN,
2002; LARA; BENTLEY; COLLETT, 2005; RIZWAN et al., 2009; YAGHMUR;
RAPPOLT; LARSEN, 2013).
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Figura 3. Estrutura quimica dos principais monoglicerideos usados na obtencédo de cristais
liquidos: (A) monolinoleato de glicerila (monolinoleina) e (B) monoleato de glicerila
(monoleina).

A

B

1.2.3. Sistemas liquido cristalinos

Os cristais liquidos sdo definidos como o estado da matéria cujas propriedades
mecanicas e simétricas sao intermediarias entre os sélidos cristalinos e os liquidos
isotropicos. A diferenga entre os cristais soélidos e os liquidos isotropicos € o estado
de ordem. Nos cristais as moléculas estdo altamente organizadas enquanto nos

liquidos as moléculas se difundem livremente (SINGH, 2000). Eles podem ter diversos



Introducéo 12

tipos de estruturas moleculares, sendo classificados em termotropicos ou liotrépicos.
Os termotrépicos sao os cristais liquidos obtidos por aumento da temperatura e os
liotropicos sdo aqueles no qual a sua obtencdo é influenciada pela presenca e
proporcdo dos solventes (SINGH, 2000), sendo classificados em: fase lamelar,
hexagonal e cubica (SHAH; SADHALE; CHILUKURI, 2001).

A fase lamelar (Figura 4A) consiste de estruturas lineares de bicamadas
lipidicas alternadas entre canais de agua e pode ser usada para obter a fase cubica
devido a sua habilidade de absorver excesso de agua dos fluidos biolégicos. A fase
cubica (Figura 4D, E e F) consiste de bicamadas lipidicas curvas em trés dimensodes
separadas por canais de agua, é formada com o aumento de agua e é altamente
viscosa e fisicamente estavel, podendo ter a conformacdo Im3m, Pn3m e la3d
(LARSSON, 1989). A fase hexagonal (Figura 4B e C) é caracterizada por longas
estruturas cilindricas bidimensionais, podendo existir na forma de fase reversa, a qual
as cabecas polares da anfifila ficam na regido interna dos cilindros e a porgao apolar
fica localizada ao redor dos cilindros; e na forma de fase normal, onde as cabecas
polares da anfifila localizam-se na regido externa dos cilindros (BORNE; NYLANDER;
KHAN, 2001).
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Figura 4. Fases liquido cristalinas: (A) fase lamear; (B) fase hexagonal; (C) fase hexagonal
inversa; (D) fase cubica bicontinua Im3m; (D) fase cubica bicontinua Pn3m e (E) fase cubica
bicontinua la3d. Adaptada com autorizacdo de (KOYNOVA; TENCHOV; MACDONALD,
2015). Copyright (2015) American Chemical Society.
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A mudanca de uma fase menos viscosa, como por exemplo a fase lamelar, em
estrutura bicontinua cubica ou fase hexagonal reversa pode ser explicada pelo fator
de empacotamento (K). O fator de empacotamento relaciona a forma da molécula com
propriedades que influenciam a curvatura da interface polar-apolar e,
consequentemente, o tipo de agregado formado. Portanto, o fator de empacotamento
€ um parametro muito Util para predizer a mesofase que € preferencialmente formada

por uma anfifila e pode ser calculada pela equacdo 1 (MITCHELL; NINHAM, 1981):

~Vh
o Ao.Lc (Equacao 1)

onde K representa o fator de empacotamento, Vh relaciona-se ao volume da cauda
hidrocarbonada, Ao a &area da cabeca polar e Lc ao comprimento do anfifilico
(MITCHELL; NINHAM, 1981).

Os valores do fator de empacotamento sdo normalmente ~1 para fase lamelar
(ENGSTROM; ENGSTROM, 1992), ~1,3 para fase cubica bicontinua e ~1,7 para fase
hexagonal reserva (LARSSON, 1989). A Figura 5 relaciona o fator de empacotamento
com os tipos de fases formadas.

O aumento do conteudo de agua permite que 0s grupos das cabecas polares
do MO se movam mais livremente em uma direcéo perpendicular relativa ao plano da
camada de agua. Estes movimentos promovem desordem da cadeia hidrofobica do
MO, aumentando assim Vh. Como a interacdo dos grupos da cabeca polar séo fortes,
devido a pontes de hidrogénio, a sua secao transversal tende a ser constante. Assim,
o fator de empacotamento aumento porque Vh aumenta, enquanto Ao e Lc
permanecem constante, facilitando a transformacao de fase lamelar para fase cubica
(AMAR-YULI; GARTI, 2005).

O tipo de sistema liquido cristalino formado ird depender das propriedades
estruturais dos lipideos, temperatura, caracteristica dos componentes incorporados e
guantidade de agua no sistema devido estes fatores alterarem o fator de
empacotamento dos lipideos anfifilicos (CHANG; BODMEIER, 1998; FONG;
HANLEY; BOYD, 2009).
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Figura 5. Relacdo entre o fator de empacotamento e as estruturas liquido cristalinas formadas.
Adaptado de (BORNE; NYLANDER; KHAN, 2001; LOPES, 2005).

Os sistemas liquido cristalinos sdo de grande interesse para a administracédo
de farmacos, peptideos e genes porque eles podem incorporar compostos com
diferentes solubilidades, proteger os farmacos da degradacéo fisica e enzimatica,
aumentar sua penetracdo na pele e controlar a sua liberacdo (LIBSTER; ASERIN;
GARTI, 2011; LOPES; SPERETTA; BENTLEY, 2007; LOPES et al., 2006a, 2006b;
MOEBUS; SIEPMANN; BODMEIER, 2012; VICENTINI et al., 2013a; YARIV et al.,
2010).

Baseado nas vantagens da administracdo localizada de siRNA e da formagao
de gel in situ pelo mecanismo de solidificagdo in situ de organogel, na presente
pesquisa, foi proposto um sistema de liberacdo localizada para administracdo de
SiRNA obtido a partir de MO. Os MOs sdo 0 componente responsavel pela formacéo
de cristais liquidos viscosos como a fase cubica e hexagonal. Propilenoglicol (PG) e
tampéo tris 0,1M pH 6,5 foram incorporados ao sistema para garantir a fluidez

necessaria para a injecao da formulacédo e o PEI 25 kDa foi usado para conferir um
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residual de carga positiva ao sistema e assim permitir a formacgé&o de complexo entre
o0 sistema e o0 siRNA.

O PEI (Figura 6) € um polimero sintético soluvel em agua que pode ser linear
ou ramificado, com uma alta densidade de carga catiénica em pH fisiolégico, devido
aos seus grupos amina livre (GUNTHER et al., 2011; KREBS; ALSBERG, 2011). PEI
€ um dos mais eficientes carreadores de genes ndo virais devido as suas
caracteristicas de possuir alta densidade de carga e por facilitar o escape endossomal
pelo “efeito esponja de protons” (GUNTHER et al., 2011; LIU et al., 2011; YIN et al.,
2014). A eficiéncia de transfeccao do PEI depende da sua estrutura e peso molecular,
sendo que o PEI ramificado de 25 kDa e o de 22 kDa sao os mais eficientes. Porém,
estes PEIls apresentam certa toxicidade e além disto a eficiéncia de transfeccéo ainda
¢ moderada quando comparada aos sistemas virais (GUNTHER et al., 2011; LIU et
al., 2011).

_ (\NHz l/\H/\\/NH}i

HoN T NSNS NS SN Gy,
7
HQN/\VN\/\NHQ

— —In

Figura 6. Estrutura quimica do polimero catiénico polietilenoimina (PEI), 25 kDa, ramificado.

Nos ultimos anos tornou-se cada vez mais evidente que o desenvolvimento de
novos farmacos por si s6 ndo seria suficiente para garantir o progresso nas terapias.
Assim, uma estratégia para superar este problema € o desenvolvimento de sistemas
de liberagc&o de farmacos. A principal vantagem desta abordagem € que o destino do
farmaco in vivo ndo € mais somente determinado pelas caracteristicas do farmaco,
mas também pelo sistema de liberacdo, o qual deve proporcionar uma liberacao
localizada e controlada do farmaco (SIMOES; SOUSA; PAIS, 2015).
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1.3. Cancer de pele
1.3.1. Epidemiologia, etiologia e tratamentos

O céancer esta entre as principais causas de morte no mundo, sendo
responsavel por 8,2 milhées de mortes (14,6% do total) em 2012 (FERLAY et al.,
2015). Céancer € um termo genérico usado para se referir a um grande namero de
doencas complexas com crescimento celular irregular (HANAHAN; WEINBERG,
2011). O desenvolvimento de células cancerigenas € um processo multi-etapas, com
alteracdo em uma variedade de eventos de sinalizacdo celular que levam a
modificacdes no perfil da expresséo de determinados genes (GUO et al., 2011). Estas
mudancas alteram a funcdo das células permitindo a expressdo de sinais de
crescimento, inibicdo da apoptose, ilimitado potencial de replicacdo, angiogénese,
invasdo e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011; URIBE; GONZALEZ, 2011).

O cancer de pele é o tumor maligno mais comum nos seres humanos,
especialmente, na populacdo branca (D’ORAZIO et al., 2013; SIMOES; SOUSA;
PAIS, 2015). Na populacdo brasileira, para o biénio 2016-2017, estima-se que
ocorrerdo aproximadamente 180 mil casos novos de cancer de pele ndo melanoma e
6 mil de melanoma, o que corresponde a 30% dos casos novos de cancer no pais
(SILVA, 2015).

Os céanceres de pele sdo denominados de acordo com as células a partir das
guais eles surgem e de seus comportamentos clinicos. Os trés tipos de canceres mais
comuns sdo os carcinomas de células basais, os carcinomas de células escamosas e
os melanomas (ARMSTRONG; KRICKER, 2001; D'ORAZIO et al., 2013;
NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010). Os carcinomas de células basais e os
carcinomas de células escamosas também sdo conhecidos como carcinoma de pele
nao melanoma. A sua incidéncia € bem maior do que a incidéncia de melanoma, mas
felizmente, eles sdo mais faceis de tratar e tem um progndéstico melhor. Embora a
mortalidade seja baixa nestes canceres, principalmente devido ao fato de serem
localizados, eles podem resultar em desfiguracdo significativa, levando a
consequéncias fisicas e emocionais adversas para os pacientes. Além disto, estes
canceres, que causam consideravel morbidade, colocam um enorme fardo sobre os
sistemas de satde em todo o mundo (NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010; SIMOES;
SOUSA,; PAIS, 2015). O carcinoma de células escamosas, que corresponde a 15-20%
de todos os cénceres de células ndo melanomas, € mais propenso a invadir outros
tecidos, e pode causar a morte (NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010; SIMOES;
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SOUSA; PAIS, 2015). E relatado que no carcinoma de células escamosas ha risco de
metéstase em 12% dos casos (URIBE; GONZALEZ, 2011).

Os carcinomas de células basais e os de células escamosas séo derivados de
queratinécitos e o melanoma de melandcitos (Figura 7) (GARCIA-URIBE et al., 2012;
NYS; AGOSTINIS, 2012). Os queratindcitos sdo as principais células da pele
constituindo cerca de 90-95% da epiderme, que € a camada mais externa da pele
tendo a funcdo de barreira. A epiderme esta em constante renovacao devido a
atividade mitotica das células da camada basal que originam 0s novos queratinécitos,
gue entdo, passam por um processo de diferenciacao induzido pelo processo de morte
celular se movendo para a camada externa da epiderme onde se tornam os
cornedcitos. Na epiderme os queratinécitos estdo em contato com os melandcitos,
gue sao células produtoras de pigmento (ERNFORS, 2010; HOUBEN; DE PAEPE;
ROGIERS, 2007).

O aumento da incidéncia de cancer de pele nas ultimas décadas é uma
consequéncia direta da exposicdo a genotdxica e mutagéncia radiacdo ultravioleta
(UV). A maioria das propriedades mutagénicas e cancerigenas da luz solar tem sido
atribuida ao UVB. Quando uma célula é danificada gravemente pelo UVB e os
mecanismos de reparo da célula ndo séo suficientes para reverter os danos, a célula
entra em processo de apoptose. Este processo € muito importante para impedir a
sobrevivéncia das células lesadas que frequentemente carregam genes supressores
de tumor ou protooncogenes mutados e que podem ser transmitidos aos seus
descendentes (NYS; AGOSTINIS, 2012). Quando a processo de apoptose falha e as
células danificadas sobrevivem pode-se resultar em cancer. E importante ressaltar
gue estudos recentes sugerem que o desenvolvimento de células epidérmicas em
tumores malignos ocorre por mais de uma via, como € evidenciado pelos diferentes
perfis moleculares, distintas distribuicbes anatdémicas e diversos fatores de risco para
subgrupos de canceres de pele (SIMOES; SOUSA; PAIS, 2015).
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Figura 7. Representagcdo esquematica da epiderme humana. Sob a exposi¢cdo excessiva de
radiagdo UVB pode ser desenvolvido o cancer de pele. Adaptado com autorizagéo de (NYS;
AGOSTINIS, 2012). Copyright (2012), com permisséo de Elsevier.

O tratamento do cancer € tdo complexo quanto o seu desenvolvimento. A
terapia anti-cancer ideal deve matar as células cancerigenas sem afetar as células
saudaveis. Atualmente, o sucesso da terapia anti-cancer depende principalmente do
estado da doenca no momento do diagnéstico e a terapia € normalmente baseada na
remocao cirurgica do tumor, quimioterapia, radioterapia ou ha combinacao destas. No
cancer de pele a retirada do tumor por cirdrgia continua sendo o principal tratamento
(CLARKE, 2012; LAZARETH, 2013). O tratamento do cancer de pele tem trés
objetivos centrais: erradicacdo completa do cancer, preservacdo da funcdo normal da
pele e cuidado com a cosmética (SIMOES; SOUSA; PAIS, 2015). Embora as terapias
anti-canceres tenham evoluido, elas ainda apresentam limitacbes e estdo longe de
ser o ideal. Portanto, novas pesquisas e tratamentos inovadores sdo necessarios.

A descoberta do silenciamento génico por sSiRNA apresentou novas
oportunidades para a terapia do cancer (GUO et al.,, 2011). O siRNA esta sendo
empregado no silenciamento de genes envolvidos em diversas vias que levam ao
desenvolvimento e progressdo do cancer incluindo as vias de oncogénese,
angiogénese (KIM et al.,, 2008; SALVA et al.,, 2012; SCHIFFELERS et al., 2004),
apoptose, regulacao do ciclo celular (BROWN et al., 2010; NYS; AGOSTINIS, 2012),
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senescéncia celular, interacdo tumor-hospedeiro e resisténcia as terapias
convencionais (HAN et al., 2011).

Na terapia do cancer a administracdo sistémica tem sido extensivamente
utilizada, embora alguns carcinomas sao ideais para administracéo localizada como
os canceres de pele (SARETT; NELSON; DUVALL, 2015). As terapias localizadas
permitem o acimulo da substancia no tumor sem toxicidade no resto do corpo, porém
ndo permitem atingir as mestastases (SIMOES; SOUSA; PAIS, 2015). A
administracd@o intratumoral de hidrogéis que formam gel in situ contendo siRNA se
mostrou eficiente e segura para a terapia do cancer em estudos com animais (HAN et
al., 2011; KIM; PARK; SONG, 2012, 2013; SEGOVIA et al., 2015).

Ao longo dos anos, o0 aumento do conhecimento sobre 0s processos envolvidos
na carcinogénese, no crescimento e na transformacéo maligna do tumor tem resultado
na identificacdo de alvos moleculares relevantes para o tratamento do cancer. A
familia HER dos receptores de tirosina quinase € uma das mais estudadas redes de
sinalizacao que contribuem com o desenvolvimento e crescimento do tumor. Assim,
um alvo atraente para a terapia do cancer € o receptor do fator de crescimento
epidérmico (do inglés, epidermal growth fator receptor (EGFR)) (CHO et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2010).

1.3.2. Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

O EGFR é uma glicopreoteina transmembranica de 170 kDa que pertence a
familia de receptores também conhecidos como receptores tipo 1 de tirosina quinase
ou familia dos receptores ErbB. Esta familia € composta de quatro receptores
intimamente relacionados: o proprio receptor EGFR (ErbB1/HER1), ErbB2
(HER2/neu), ErbB3 (HER3) e ErbB4 (HER4). Cada um destes receptores € composto
por 3 dominios: o dominio de ligacdo extracelular, o segmento lipofilico
transmembranico e o dominio intracelular da proteina tirosina quinase com um
segmento de regulagéo carboxilico terminal (CT) (WELLS, 1999; YARDEN, 2001). O
dominio extracelular € uma estrutura dindmica que pode se organizar em uma
estrutura fechada com baixa afinidade pelo ligante ou uma estrutura aberta com alta
afinidade pelo ligante. O segmento CT no dominio intracelular contém residuos de
tirosina que modulam a transducéo de sinal mediada pelo EGFR ap0s fosforilagdo. O

CT também tem varios residuos de treonina e serina, cuja fosforilacdo parece estar
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envolvida nos processos de endocitose e downregulation do receptor (FERGUSON,
2004; NORMANNO et al., 2006).

A ativacdo do EGFR ocorre quando os ligantes, tais como o fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de transformacgao de crescimento a (TGF-a),
afiregulina, betacelulina, EGF ligado a heparina ou epiregulina, se ligam ao receptor
apresentando a conformacéo aberta. Este evento resulta na fosforilacdo de diversos
substratos intracelulares, ativando certo nimero de cascatas que conduzem o sinal
para o nucleo (Figura 8). As quatro vias de sinalizacdo mais conhecidas sdo a
proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPK), o fosfatidilinositol-3-OH quinase
(PI3K)/Akt, o transdutor de sinal e ativador de transcricdo mediado por STAT e a via
fosfolipase Cy (PLCy). Cada sinal vai ativar a expressao de genes e, por fim, induzir
respostas celulares, tais como a proliferacdo celular, diferenciacdo, invasao,
migracdo, adesdo, sobrevivéncia e reparacdo celular (CHOI et al., 2010;
KALINOWSKI et al., 2012; NORMANNO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006).

O EGFR é expresso em todos os tipos celulares exceto em células
hematopoéticas. Na maioria dos canceres humanos epiteliais, tais como carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescoco, cancer do pulméo de ndo pequenas
células, cancer de colo, cancer de mama e cancer pancreético, ocorre uma super
expressdo do EGFR (BARO et al., 2014; EIBLMAIER et al., 2008). E relatado que a
expressdo de EGFR é desregulada em pelo menos 33-50% dos tumores epiteliais
humanos (SEBASTIAN et al., 2006). Em relacdo aos canceres de pele, EGFR foi
detectado em aproximadamente 50% dos carcinomas de células basais e cerca de
100% dos carcinomas de células escamosas, sendo super expresso em 73% dos
casos dos carcinomas de células escamosas. No carcinoma de células escamosas,
esta superexpressao parece também conduzir & um fendtipo mais agressivo do cancer
(SIM@ES; SOUSA,; PAIS, 2015; URIBE; GONZALEZ, 2011).
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Figura 8. Ativagdo do EGFR e sinal de transducéo. A ligacdo do ligante ao EGFR resulta em
fosforilacdo dos residuos de tirosina no dominio terminal carboxilico, recrutamento de
proteinas de sinalizacdo e, por ultimo, a fosforilacdo de substratos intracelulares ativando
vérias vias de transducao de sinal. Estas vias transmitem o sinal para o nucleo e modulam a
transcricdo celular e a progressao do ciclo celular. Por fim, estes efeitos no nicleo séo
traduzidos em aumento da diferenciacao, proliferacéo e resisténcia a apoptose. Além disso,
invasdo, migracdo e metastase das células sdo promovidas e angiogénese € estimulada.
DAG: diacilglicerol, IP3: inositol trifosfato, MAPK: proteino-quinases ativadas por mitégenos,
MEK: quinase MAPK, PKC: proteina quinase C, PI3K: fosfatidilinositol-3-OH quinase, PLC:
fosfolipase C, STAT: transdutor de sinal e ativador de transcricdo. Adaptado com autorizacdo
de (OLIVEIRA et al., 2006). Copyright (2006) Taylor & Francis.

Desde que foi mostrado que o EGFR esta envolvido na iniciagcéo, crescimento
e metastese de muitos tumores humanos, varias estratégias para reduzir a atividade
deste receptor tém sido desenvolvidas (CHOI et al., 2010). Estas estratégias podem
ser divididas em trés tipos dependendo da localizacéo onde a acao é realizada (Figura
9) (OLIVEIRA et al., 2006):
- no dominio extracelular do EGFR, interferindo com a ligacao do ligante o ao receptor,

por exemplo, pela utilizacdo de anticorpos monoclonais (mAbs) como o cetuximab e
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panitumumab que sdo aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration)
(CIARDIELLO; TORTORA, 2008);

- no dominio intracelular, inibindo a ativacdo da proteina tirosina-quinase, como por
exemplo usando inibidores da tirosina quinase como o erlotinib e o gefinitinib
(aprovados pelo FDA) (CIARDIELLO; TORTORA, 2008).

- no nivel do RNAm, interferindo com a producédo de EGFR, por exemplo, utilizando
siRNA que promove a degradacdo do RNAm que codifica a proteina EGFR e assim
reduzindo a sua expressao na célula.

Intervindo na expressdo ou inativacdo do EGFR através do uso de mAbs,
inibidores de tirosina quinase ou interferentes de RNAmM, obtem-se atividades
antitumorais por varios efeitos celulares tais como controle do ciclo celular, inducéo
da apoptose, diminuicdo da proliferacdo celular, reducdo da capacidade de

mestastase e inibicdo da angiogénese.

EGFR mRNA W

3 siRNA

Proteina EGFR

Figura 9. Estratégias para bloquear a transducao de sinais pelo EGFR pode ser feito em 3
diferentes niveis: (1) no dominio extracelular do EGFR interferindo na ligacédo do ligante com
0 receptor; (2) no dominio intracelular, inibindo a ativacdo da proteina tirosina quinase; (3) a
nivel de RNAm, pela inibicdo da traducdo do RNAm. TKI: inibidor da tirosina quinase.
Adaptado com autorizag&o de (OLIVEIRA et al., 2006). Copyright (2006) Taylor & Francis.
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Embora muitos testes clinicos tém mostrado que as terapias com mAbs e
inibidores da tirosina quinase tém sido promissores no tratamento de tumores, a baixa
eficacia em alguns casos requer o desenvolvimento de terapias mais efetivas contra
este alvo. A baixa eficacia tem sido relacionada ao fato de tumores adquirirem
resisténcia a estas terapias (WHEELER; DUNN; HARARI, 2010). A resisténcia
adquirida ou intrinseca das células em relacdo a estes agentes terapéuticos pode
ocorrer por varios mecanismos tais como (i) mutacdes dentro do EGFR e em seus
efetores de downstream que ativam a sinalizacdo, (i) sinalizagdo compensatoria
através de outros receptores de tirosina quinase e (iii) transicdo de um fendtipo
epitelial para mesenquimal (KALINOWSKI et al., 2012).

Alguns estudos também tém mostrado que estes agentes podem ser efetivos
para uns tumores, mas nao sao para outros. Como por exemplo, os testes clinicos
com radiagdo em combinagdo com cetuximab tiveram resultados promissores no
tratamento de cancer de cabeca e pescoco, porém os estudos combinando
guimioterapia e radioterapia com cetuximab n&o demonstraram diferencas
significativas no tratamento de cancer de pulméo de néo pequenas células (RABEN
et al., 2005). Varios testes clinicos de fase Ill corroboram com este resultado,
mostrando que o cetuximab ndo melhorou significativamente os resultados clinicos
em pacientes com cancer de pulméo de células ndo pequenas (QIAN et al., 2014). O
uso de erlotinib ou gefitinib combinados com quimioterapia também ndo mostraram
diferencas quando comparado com a gquimioterapia sozinha (GATZEMEIER et al.,
2007; HERBST et al., 2004). A maioria dos pacientes com cancer de pulméo de néo
pequenas células também néo respondem ao gefitinib, apenas 10% destes pacientes
tiveram uma boa resposta clinica a esta terapia. Algumas mutacdes no dominio da
tirosina quinase do gene EGFR foram as responsaveis por conferir resposta a este
inibidor de tirosina quinase (LYNCH et al., 2004). Portanto, novas estratégias sao
necessarias para efetivamente bloquear a atividade deste receptor ou silenciar o gene
EGFR e, assim, inibir todas as vias de sinaliza¢cdo que a sua ativagao desencadeia.

Neste contexto o uso de siRNA, que interefere no nivel de RNAmM é uma
abordagem promissora para a inibicdo da sintese de EGFR e esta estratégia tem se
mostrado eficiente na terapia do cancer tanto aplicada sozinha quando combinada a
outras terapias (CHEN et al., 2012; LI et al., 2008; ZHANG et al., 2013).

A duracgéo do silenciamento do gene promovido pelo siRNA depende tanto do

numero de moléculas de siRNA transfectadas quanto da taxa de duplicacao da célula.
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O siRNA parece ter um efeito de silenciamento génico mais prolongado em células
com baixa taxa de divisdo celular do que em células que se dividem rapidamente.
Como por exemplo, a atividade do siRNA dura de 3-7 dias em células proliferativas
enquanto que em células tais como neurdnios tem atividade por 3 semanas
(MASIERO et al., 2007). Desta forma, sistemas de liberacao localizada e sustentada
sdo bastante promissores para a liberacdo de siRNA em células tumorais, uma vez

que o periodo de retencédo do siRNA nestas células € bastante curto.

Neste contexto, a presente pesquisa propds uma nova abordagem para a
terapia génica do cancer de pele empregando sistemas de geleificagéo in situ

para administracado intratumoral de siRNA.
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A presente pesquisa visa avaliar sistemas liquido cristalinos de geleificacao in situ
como sistema de liberacéo localizada de siRNA na terapia do cancer de pele. Para tal,
a capacidade deste sistema de liberar, complexar e proteger o SiRNA, promover a sua
internalizacéo celular e o silenciamento de proteinas de interesse foi avaliado in vitro,
bem como foi avaliado in vivo a formacao do gel, o silenciamento da expressao de
EGFR e a reducao do tumor apds administragdo intratumoral do sistema complexado

ao SiRNA especifico para EGFR.

2.1. Objetivos especificos:

2.1.1. Obtencéao da formulagéo fluida precursora (FFP);

2.1.2. Avaliacdo da formacdo de gel in vitro e caracterizacdo do gel formado em
excesso de agua;

2.1.3. Avaliacédo do perfil de liberacdo do siRNA in vitro;

2.1.4. Determinacao do processo de esterilizacdo da FFP;

2.1.5. Determinacado da capacidade da FFP complexar siRNA,;

2.1.6. Avaliacdo da estabilidade do siRNA complexado a FFP;

2.1.7. Avaliacdo da viabilidade celular;

2.1.8. Avaliacéo da internalizagdo celular do siRNA liberado do G-FFP por medida da
fluorescéncia em lisado celular e microscopia confocal em células HelLa, FaDu, A549,
A431, WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP;

2.1.9. Avaliacdo da eficiéncia de silenciamento de Firefly luciferase em células Hela,
FaDu e A549 pelo siLuc liberado do G-FFP;

2.1.10. Avaliacdo da eficiéncia de silenciamento de EGFR em células FaDu, A549,
HelLa e A431 pelo EGFR siRNA liberado do G-FFP;

2.1.11. Avaliacédo da eficiéncia de silenciamento de EGFR pelo EGFR siRNA liberado
do G-FFP combinado com a Internalizacdo Fotoquimica (IFQ) em células A549;
2.1.12. Avaliacdo da formacgao do gel intratumoral;

2.1.13. Andlise da expresséo de EGFR nos tumores por Western Blotting;

2.1.14. Andlise da expressdo de EGFR RNAmM nos tumores por RT-PCR;

2.1.15. Anélise da expresséo de EGFR nos tumores por Imunohistoquimica (IHQ);

2.1.16. Avaliacéao in vivo da reducédo do tumor.
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A formulacéo fluida precursora (FFP) de geleificacao in situ que € utilizado nesta
pesquisa foi desenvolvida no projeto de mestrado de Livia N. B. Cardoso,
intitulado “Sistemas de liberac&o de geleificacéo in situ para veiculacdo de siRNA:
desenvolvimento, caracterizacdo e estudos in vitro e in vivo em modelo animal”,
projeto Fapesp n° 2010/11736-0. No projeto de mestrado, os géis obtidos a partir
dos sistemas (MO/PG/tampé&o tris 0,1M pH6,5 e PEI ou oleilamina foram
caracterizados como sistemas liquido cristalinos por microscopia de luz polarizada
e difracdo de raios-X. Os sistemas formam complexo com o siRNA devido a
presenca do polimero ou lipideo catiénico. Os estudos in vivo com administracéao
subcutédnea das FFPs mostraram que o gel obtido in situ é biodegradavel e
biocompativel (BORGHETI-CARDOSO et al.,, 2014, 2015). Baseado nestes
resultados, escolhemos a FFP composta por MO/PEI/PG/tampédo tris
(7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p)) para avaliar a sua eficacia em promover a
internalizacao celular do siRNA e a sua liberac&o efetiva no citoplasma para que
ocorra o silenciamento de proteinas de interesse, bem como, avaliar a eficiéncia
da FFP em promover uma liberacdo localizada de siRNA na terapia génica do

cancer de pele ndo melanoma ap6s administracao intratumoral.

3.1. Material:

3.1.1. Solventes, reagentes e matérias-primas:

e Monoglicerideo (MO) (Myverol 18-92 K consistindo de 93% de monoglicerideos
(contendo 65% de monolinoleato de glicerila, 23% de monoleato de glicerila, 6%
de monoglicerideo (C16), 4% de monoglicerideo (C18), 1% de monoglicerideo
(C20), 1% de monoglicerideo (C18:3)), 6% de diglicerideos e triglicerideos
seguindo o mesmo perfil de acidos graxos dos MO e <1% de acidos graxos livres
e glicerol e tragos de acido citrico, acido ascérbico e tocoferaois) - Kerry Bio Science,
(Zwijndrecht, Holanda)

¢ Polietilenoimina (PEI) - Sigma Aldrich Co., (St. Louis, MO, EUA)

¢ Propilenoglicol (PG) - Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda, (Diadema, SP,
Brasil) ou Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Alemanha).

e Tris (hidroximetil) aminometano — Merck KGaA (Germany) ou Roche Diagnostics
GmbH (Mannheim, Alemanha)

e UltraPure™ Agarose — Invitrogen, (Carlsbad, CA, EUA)
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e Heparina (Heparina sédica 5.000 U.l./mL) — Blausiegel, (Cotia, SP, Brasil)

e Brometo de etidio - Sigma Aldrich Co., (St. Louis, MO, EUA)

e SIRNA nao especifico (ns-siRNA) - Silencer Negative Control #1 siRNA
(#AM4635) Ambion (Austin, TX, EUA)

¢ SIRNA néo especifico (ns-siRNA) - Integrated DNA Technologies (Leuven,
Belgica)

e EGFR siRNA - STW projer dupler 5, MW 13300 g/mol - Integrated DNA
Technologies (Leuven, Belgica)

e EGFR siRNA (SC-29301) - Santa Cruz Biotechnology, INC (Santa Cruz, CA,
EUA)

e EGFR siRNA (in vivo) (Reference # 67191424) - Integrated DNA Technologies
(Leuven, Belgica)

e siLuc (sense: GAUUAUGUCCGGUUAUGUACG, antisense:
UACAUAACCGGACAUAAUCGG) - Integrated DNA Technologies (Leuven,
Belgica) ou Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA)

e Lipofectamina 2000 - Life Technologies (Paisley, Reino Unido)

e HiPerFect Transfection Reagent - QIAGEN GmbH (Hilden, Alemanha)

e GelRed — Biotium (Hayward, CA, Estados Unidos)

e CellTiter 96 AQueous MTS Reagent Powder (MTS) - Promega Corporation
(Madison, WI, EUA)

e Di(monoetanolamina)meso-tetrafenil  porfirina  disulfonato  (a=adjacente)
(MEA).TPPS2a, fotosensibilizador) - PCI Biotech AS (Oslo, Noruega)

e Dimetilsulféxido (DMSO) Hybri-Max: Sigma Aldrich (St. Louis, EUA)

e Vetor pCMV-Luc (expressao de Firefly luciferase (FL)) - PlasmidFactory
(Bielefeld, Alemanha)

e Vetor pGL4.74 [hRIuc/TK] (expresséo de Renilla luciferase (RL)) - Promega
(Leiden, Holanda)

e Dual Luciferase Reporter Assay System kit - Promega (Leiden, Holanda).

¢ Ripa Buffer Cat No. R3792 - Teknova (EUA)

e Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-free (100x) Prod#877585 - Thermo
Scientific ((Rockford, IL, EUA)

e Micro BCA™ Protein Assay Kit (Prod No. 23225) - Thermo Scientific (Rockford,
IL, EUA)
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e Anticorpo EGFR: EGF receptor (D38B1) XP(R) rabbit mAB - Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, EUA)

e Anticorpo B-Actina: beta-Actin Antibody rabbit mAB - Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, EUA)

e Segundo anticorpo: Alexa Fluor 680 goat anti-rabbit 1IgG (H+L) 2 mg/mL -
Invitrogen (Eugene, Oregon, EUA)

e Glicina — Riedel de Haen (Hanover, Alemanha)

e Odyssey Block Buffer — Westburg (Leusden, Holanda)

e Albumina do soro bovino (BSA) — MP Biomedical (Santa Ana, CA, EUA)

¢ Acrilamida/Bis — BioRad (Veenendaal, Holanda)

e Ladder: Precision Plus ProteinTM All Blue Standards - Bio-Rad Laboratories B.V
(Veenendaal, Holanda)

e OPTI-MEMR | + GLUTAMAXTM | 1X (Optimem) Ref 51985-026: Life
Technologies (Paisley, Reino Unido)

e F-12K Nut Mix - Nutrient Mixture Kaighn's Modification [+] Glutamine (F-12K): Life
Technologies (Paisley, Reino Unido)

e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) - Gibco® by Life Technology
(Paisley, Reino Unido)

e Camundongo NU/NU nude Crl:NU-Foxnlnu, homozigoto (code 088) - Charles
River (Leiden, Holanda)

¢ Tissue homogenizing CKMix - Precellys Lysing Kit - Bertin Technologies (France)
e TRIzol Reagent (Ref 15596018) - Ambion by Life Technologies (Paisley, Reino
Unido)

e RNAseZAP - Sigma Aldrich (EUA)

e GeneAmp RNA PCR kit - Applied Biosystems (EUA)

e TagMan Universal Master Mix Il - Applied Biosystems (EUA)

e TagMan Gene Expression Assays (EGFR, Actin) (EUA)

e Primeiro anticorpo (imunohistoquimica): rabbit a-EGFR (#4267) - Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, EUA)

e Segundo anticorpo (imunohistoquimica): goat a-rabbit-HRP - Dako Netherlands
bv (Heverlee, Bélgica)

e Terceiro anticorpo (imunohistoquimica): rabbit a-goat-HRP - Dako Netherlands

bv (Heverlee, Bélgica)
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e Loading buffer 6X (Dye #R0611) - Thermo Scientific (Rockford, IL, EUA)

3.1.2. Equipamentos e acessorios:
e Microscopio o6tico modelo AxioPlan 2 Image (Carl Zeiss) equipado com filtro
polarizador e acoplado a camera digital Axiocan HRc (Carl Zeiss AG, Alemanha)
e Balanca analitica (Ohaus)
e Agitador mecanico tipo mixer (IKa)
e Chapa de aquecimento (Fisatom)
e Medidor de pH (Digimed)
e Cuba eletroforética (BioRad)
e Banho termoregulado (FANEM® modelo 1100)
e Concentrador (Eppendorf Concentrator 5301)
e Membrana de 0,22 um (Corning Incorporated, Alemanha)
e Membrana de nitrocellulose 0,2 um (GE Healthcare, Alemanha)
e Membrana de transferéncia PVDF Immobilon FL Cat No. IPFLO0010 Pore Size
0,45 pym (Millipore, Alemanha)
e Insert com membrana com poro de 1 um (Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, NY, USA)
¢ Fluxo laminar (Veco modelo VLFS 12M)
e Criostato (Leica CM1850)
e Odyssey Infrared Imager (LI-COR® Biosciences, EUA)
e Equipamentos do Western Blotting (BioRad)
e LumiSource® (PCI Biotech AS, Oslo, Noruega)
e Precellys®24-Dual (3x20 s, 5500 rpm)
e GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems)
¢ ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
e SpectraMax L luminescence microplate reader (Molecular Devices)
e BioStation IM-Q (Nikon)
e Microscoépio de Fluorescéncia (Leica DMI 6000B)
e Microscoépio Confocal (Leica TCS SP8)
e Microscopio Confocal (Zeiss LSM 700)
e Leitor de placa SpectraMax M2 (Molecular Devices)

e Leitor de placa EnSpire® Multimode Plate Reader (PerkinElmer)
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e Leitor de placas Synergy 2 (Biotek) com o programa Gen5 Data Analysis
Software
e Transilluminator L PIX, Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia, Brasil) com o

programa Lablmage 1D Gel Analysis Software

3.2. Métodos
3.2.1. Obtencéao da formulacéo fluida precursora (FFP)

Para a obtencao da FFP, o MO (Myverol 18-92K, Kerry Bio Science, Holanda)
foi aquecido em banho de agua termostatizado até a temperatura de fuséo (42 °C) e,
em seguida, foram adicionados o PEI (25 kDa, ramificado) e o PG. A mistura obtida
foi homogeneizada. Apds a homogeneizacao foi adicionado o tampao Tris-HCI 0,1
M, pH 6,5 (tampé&o tris) previamente aquecido a mesma temperatura. O sistema foi
deixado em repouso por 24 h apds o preparo para equilibrio e acondicionados ao
abrigo da luz.

Para a complexacao da FFP com o siRNA, o mesmo foi adicionado ao sistema
na proporcdo 1:1 (v/v) e a mistura foi agitada em vértex e incubada a temperatura

ambiente por 30 min.

3.2.2. Avaliacéo da formacéao de gel in vitro e caracterizagcdo do gel formado em
excesso de 4gua
3.2.2.1. Avaliacédo da formagé&o do gel in vitro

A avaliacao da formacgéao de gel in vitro foi realizada adicionando-se 100 pL da
FFP:4gua ou FFP:solucdo aquosa de siRNA (1:1, v/v) a 900 uL de &gua, mantidos a
37 °C em banho termoregulado. Apés a adicdo do siRNA a FFP, o sistema foi agitado
em vortex e deixado em repouso por 30 min para que ocorra a complexacéo antes de
ser adicionado a 900 pL de agua. O gel obtido a partir da FFP em excesso de agua
(G-FFP) foi analisado por microscopia de luz polarizada e SAXS apos 24 h de sua
obtencéo.

3.2.2.2. Caracterizacéo do gel por microscopia de luz polarizada e por espalhamento
de raios X a baixo angulo (SAXS, Small Angle X-ray Scattering)
O G-FFP foi caracterizado por microscopio 6ptico modelo Axioplan 2 (Carl Zeiss
AG, Alemanha) equipado com filtro polarizador e acoplado a camara digital Axiocan
HRc (Carl Zeiss AG, Alemanha) e por SAXS.
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As estruturas liquido cristalinas do G-FFP contendo 10 e 100 uM de siRNA
(concentracéo final na formulacdo) foram determinadas por SAXS usando o Bruker
AXS Nanostar small angle X-ray camera com um sistema microfocus Genix 3D (A =
0,15418 nm) e detector 2D Vantec-2000. O tempo de aquisicdo de cada amostra foi
de 3 h a temperatura ambiente. As medidas de intensidade foram analisadas em
funcado do vetor de onda q = (4nsen0)/A. A distancia amostra-detector foi de 667 mm,
que forneceu valores de g entre 0 e 3,5 nm™. Os G-FFPs foram acondicionadas em
suporte, entre folhas de mica. Os resultados experimentais foram corrigidos pela
resposta do detector. A transmisséo das amostras e do suporte isolado com as folhas
de mica foram medidas e os dados de SAXS foram normalizados pela transmissao
em cada caso, bem como foi removido o espalhamento das folhas de mica do
espalhamento das amostras. As estruturas liquido cristalinas foram determinadas
calculando os valores das distancias interplanares, d, da lei de Bragg, e estas
distancias foram associadas ao indice de Miller de estruturas simétricas (LINDBLOM,;
RILFORS, 1989).

3.2.3. Avaliacéo do perfil de liberacdo do siRNA in vitro

O perfil de liberacdo do siRNA foi avaliado em placa de 12 pocos com insert
com membrana com poro de 1 um. A FFP foi adicionado siRNA na concentragéo final
de 10 pM e apés agitacdo, deixada em repouso por 30 min para que ocorra a
complexacdo. Como controle foi utilizado o siRNA em &gua DEPC. 100 pL da
formulacdo e do controle foram adicionados sobre a membrana do insert. O meio
receptor utilizado foi agua DEPC (1800 uL) e em intervalos de tempos pré-
estabelecidos (24 h, 48 h e 7 dias), o meio receptor foi coletado e novamente reposto
com agua DEPC. A placa de 12 pocos foi mantida em banho termostatizado a 37° C.
As amostras coletadas foram secas no concentrador de amostra, ressuspendidas em
60 pL de agua livre de RNAse e dividas em dois eppendorfs. Em um eppendorf foi
adicionado 10 pL de heparina 5.000 U.I./mL, no outro, agua. Entédo, as amostras foram
colocadas em banho termostatizado a 37° C por 1 h. O siRNA liberado foi determinado
em gel de agarose 2% por eletroforese. As corridas eletroforéticas foram processadas
em cuba horizontal contendo tampéao TAE, sob uma voltagem de 100 V, durante 20
min. No gel foi aplicado uma curva-padrdao na concentracdo de 0,9375 a 15 uM de
SiRNA. A intensidade das bandas da curva-padrao e das amostras foram calculadas
pelo NIH ImageJ software (http://rsbweb.nih.gov/ij/).
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3.2.4. Determinacao do processo de esterilizacao da FFP

A formulacéo foi esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um em fluxo
laminar. O teste de esterilidade foi realizado de acordo com o preconizado pela
U.S.Pharmacopeia (USP 33-NF 28, 2010, item 71 do Capitulo Geral) e os critérios de
aceitabilidade seguiram os estabelecidos por esta farmacopéia. Para padronizar e
verificar a eficiéncia do processo de esterilizacdo os seguintes experimentos foram
realizados: determinacdo da quantidade de microrganismos presentes nas matérias-
primas e formulacdo (FFP), teste de esterilizacdo da formulacdo e teste de

esterilizacdo da formulacédo desafiado com Pseudomonas diminuta.

3.2.4.1. Determinagdo da quantidade de microrganismos presentes nas matérias-
primas e formulacéo (FFP)

3.2.4.1.1. Determinacéo do diluente

Foram testados como diluente solucdo salina, PG e miristato de isopropila
(MIP). As matérias-primas (MO, PG, tampao tris) e a FFP foram diluidas nos diferentes
diluentes na proporgéao de 1:99. As que solubilizaram, foram lavadas duas vezes com
200 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) contendo 3% de polissorbato 80 (Agua de lavar
I) e em seguida, lavadas uma vez com 100 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) (agua
de lavar Il) (AHMED; DASHEVSKY; BODMEIER, 2010).

3.2.4.1.2. Avaliacéo do diluente quanto a capacidade de néo inibir o crescimento de
microrganismos

MIP foi escolhido como diluente e foi filtrado assepticamente em membrana de
0,22 um. Entdo, 100 unidades formadoras de colonias (UFC) de Staphylococcus
aureus foram adicionadas ao MIP estéril e misturado. O MIP com microrganismos foi
assepticamente filtrado em membrana de 0,22 um seguido de duas lavagens de 200
mL de agua de lavar | e 100 mL agua de lavar Il. A membrana foi colocada em uma
placa de triptona caseina soja (TCS) e incubada a 35 °C por 48 h. Como controle foi
utilizada salina estéril adicionada de 100 UFC de Staphylococcus aureus e 0 mesmo
procedimento repetido. O crescimento de Staphylococcus aureus na placa de TCS
indica que o diluente nao inibe o crescimento de microrganismos e pode ser usado na

avaliacdo do processo de esterilizagao.



Material e Métodos 35

3.2.4.1.3. Avaliacdo dos microrganismos presentes na matéria-prima e FFP

1 g de cada matéria-prima e da FFP foi adicionado a 100 mL de MIP estéril.
Estas amostras foram filtradas assepticamente em membrana de 0,22 um e lavadas
duas vezes com 200 mL de agua de lavar | e 100 mL agua de lavar Il. A membrana
foi colocada em placa de TCS e incubada a 35 °C por 3 dias ou em placa de potato-
dextrose-agar (PDA) e incubada a 30 °C por 5 dias. Foi utilizado como controle
negativo a filtracdo de 100 mL de solucédo salina estéril e como controle positivo foi
adicionado 300 pL de uma suspensao de 100 UFC de Staphylococcus aureus na placa
de TCS e incubado a 35 °C por 3 dias. Apos incubacéo, as colbnias microbianas foram
contadas, cada colbnia é o resultado do crescimento de uma célula bacteriana ou

levedura/bolor.

3.2.4.2. Teste de esterilizacdo da formulacéo

1 g da FFP foi adicionado a 100 mL de MIP estéril. Esta solucgéo foi filtrada em
membrana de 0,22 um. O filtrado estéril foi novamente filtrado em membrana de 0,22
um. Esta membrana foi entdo cortada ao meio com auxilio de pinca e tesoura estéril
e cada parte foi colocada em caldo de TCS ou Tioglicolato e incubados a 30 °C e 37
°C, respectivamente, por 14 dias. Os caldos foram visualizados diariamente, a
presenca de turbidez indica que a amostra ndo esta estéril. Apos os 14 dias de
incubacédo, 100 UFC de Staphyloccocus aureus foram adicionados nas amostras que

nao tiveram crescimento microbiano e foram incubados por mais 3 dias.

3.2.4.3. Teste de esterilizacdo da formulacéo desafiado com Pseudomonas diminuta
O experimento descrito acima foi completamente repetido, porém desta vez 106

UFC de Pseudomonas diminuta foi adicionado a FFP antes de ser diluida em MIP.

3.2.5. Determinacao da capacidade da FFP complexar siRNA

Para determinar o maximo de siRNA que a FFP é capaz de complexar,
diferentes concentracoes de siRNA n&o-especifico (ns-siRNA, Integrated DNA
Technologies, Belgium) (12,5 yL) foi adicionado a 12,5 uL de FFP. As misturas foram
agitadas em vortex e incubadas a temperatura ambiente por 30 min. Em 25 uL da FFP
com siRNA foi adicionado 5 pL de loading buffer 6X (Dye #R0611 - Thermo Scientific).

Entado, 25 pL de cada mistura foi aplicada no gel de agarose 2% contendo GelRed. A
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eletroforese foi realizada a 100 V por 20 min. As bandas foram visualizadas sob luz

ultravioleta.

3.2.6. Avaliacédo da estabilidade do siRNA complexado a FFP

A estabilidade do siRNA complexado a FFP foi avaliado por um estudo de
estabilidade em soro (SHEN et al., 2011). Para tal, sSIRNA nao-especifico (Silencer
Negative Control #1 siRNA (#AM4635), Ambion, EUA, 10 e 100 uM) foi complexado
com a FFP por 30 min. Entdo, foi adicionado 25% de SFB (soro fetal bovino) e
incubado por 24 h a 37 °C. Ao mesmo tempo, siRNA em &gua livre de RNAse,
lipofectamina/siRNA e PEI/siRNA (0,65% de PEI em tampé&o tris) foram incubados
com 25% de SFB a 37 °C por 24 h como controles. As amostras foram entdo divididas
em 2 eppendorfs, uma parte foi incubada por 1 h com heparina (5000 Ul/mL) e a outra
com &gua livre de RNAse. A heparina foi utilizada para que ocorresse a
descomplexacao do siRNA, devido a competicao polianidnica (SHEN et al., 2011). Foi
utilizado 25% de heparina para descomplexar as amostras complexadas com 10 uM
de siRNA e 35% de heparina para descomplexar as amostras complexadas com 100
UM de siRNA. Apés este tempo, foi adicionado 25% de loading buffer as amostras.
Este tampé&o é utilizado para conferir densidade a amostra analisada, sendo composto
por: azul de bromofenol (0,25% p/v), xileno cianol FF (0,25% p/v), orange G (0,25%
p/v), Tris-HCI pH 7,5 (10 mmol/L), EDTA (10 mmol/L) e sacarose (0,65%, p/v).

As corridas eletroforéticas foram processadas em cuba horizontal contendo
tampédo TAE, sob uma voltagem de 100 V, durante 20 min. Os géis foram corados
com brometo de etideo e as bandas visualizadas sob luz ultravioleta. Para obtencéo

das imagens utilizou-se o Lablmage 1D Gel Analysis Software.

3.2.7. Experimentos in vitro — Linhagem, cultivo celular e consideragdes gerais

Os experimentos in vitro foram realizados utilizando células tumorais humanas
A431 (carcinoma epidermoide), A549 (carcinoma de pulmé&o), FaDu (carcinoma de
células escamosas da hipofaringe), HeLa (cancer cervical), WM35 (melanoma) e
MCF-7 (cancer de mama). As células WM35 e MCF-7 foram transduzidas por
lentivirus carregando o vetor com o inserto (FugW-EGFP-DLC2) e expressam
estavelmente a proteina DLC2 e GFP (Green Fluorescent Protein), por este motivo
neste trabalho serdo denominadas WMS35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP. As
células A431, FaDu, HeLa e MCF-7/DLC2-GFP foram cultivadas em meio de cultura
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com 1% (v/v) de antibiotico
(penicilina/streptomicina, P/S)) e 10% (v/v) de SFB inativado. As células A549 foram
cultivadas em meio F-12K Nut Mix com 1% de P/S e 10% de SFB e as células
WM35/DLC2-GFP foram cultivadas em meio TU (78,22% de meio MCDB-153, 19,6%
de meio L-15, 2% de SFB, 0,098% de insulina (5 mg/mL) e 0,082% de CaClz 2M).
Todas as células foram incubadas a 37 °C com 5% de CO2. As células foram
subcultivadas a cada 3-4 dias, usando PBS para lava-las e tripsina 0,5% (g/v) para
desaderi-las do frasco. Apos desfazer a aderéncia, as células foram centrifugadas a
1000 rpm por 3 min a 4 °C, ressuspendidas no meio de cultivo e, para contagem de

células foi utilizado a camara de Neubauer.

3.2.8. Avaliacédo da viabilidade celular

A citotoxicidade da FFP foi avaliada por CellTiter 96 Aqueous MTS Reagent
(Promega Corporation, USA), que é formado por uma solucéo de tetrazolium (MTS) e
metosulfato de fenazina, em diferentes linhagens celulares (A431, HelLa, A549 e
FaDu). As células foram plagueadas em placas de 24 pocos (A431: 1,5x10%
células/poco, HelLa: 3,75 x10% células/poco, A549: 5x10* células/pocgo e FaDu: 7,5x104
células/pocgo ) e incubadas a 37 °C e 5% de CO2z por 24 h. ApGs 24 h, o meio foi
substituido por um novo e a FFP contendo ou ndo siRNA foi adicionada. As células
foram incubadas a 37 °C e 5% de CO:2 por 48 h. Apés 48 h de tratamento, 100 uL da
solucéo de MTS foi adicionada em cada poco. A placa foi incubada por 3ha37°Ce
5% de CO2. 100 uL de cada poco foi transferido para uma placa de 96 pocos e a
absorbéancia foi determinada a 490 nm em leitor de placa de Elisa (SpectraMax M2).
Como controle foi utilizado 500 yL de meio + 100 uL de solugéo de MTS. A viabilidade
celular foi calculada normalizando a absorbancia das amostras a 490 nm com a
absorbéancia do controle.

A citotoxicidade da FFP nas células WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP
foram avaliadas pelo método da reacédo de reducéo da resazurina. As células foram
incubadas e tratadas como descrito acima, sendo que 4x10* células/poco foram
plagueadas. Apods 48 h de tratamento, 12,5 pyL da solugédo de resazurina (700 uM) foi
adicionada em cada poc¢o. Como controle foi utilizado 500 uL de meio + 12,5 pL de
solucdo de resazurina. 100 uL de cada pogo foi transferido para uma placa de 96
pocos e a fluorescéncia foi determinada (Excitagdo: 530/25, Emissao: 590/35) em
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leitor de placa Synergy 2. A viabilidade celular foi calculada normalizando a
fluorescéncia das amostras com a do controle.
Também foi avaliado a viabilidade celular das células tratadas com PEl em

tampao tris, que sera utilizado como controle nos experimentos in vitro.

3.2.9. Avaliacdo da internalizacdo celular do siRNA liberado do G-FFP por
medida da fluorescéncia em lisado celular e microscopia confocal em células
HelLa, FaDu, A549, A431, WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP

Os estudos de internalizagdo celular do siRNA veiculado pela FFP foram
realizados utilizando Alexa488 siRNA nas células HelLa, FaDu e A549 e, Alexa647
SsiRNA nas células A431, WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP. Como controles
foram utilizados lipofectamina e 0,65% de PEI em tampao tris complexados ao siRNA.

A medida da fluorescéncia em lisados celulares foi realizado seguindo o método
proposto por Vader et al. (2010) (VADER et al., 2010). Células A549, FaDu, Hela,
A431, WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP foram plagueadas em placas de 6
pocos a densidade de 2x10°, 3x10° 1,5x10°, 1x10°, 2 x10° e 2x10° células/poco,
respectivamente, em 2 mL de meio com 10% de SFB e 1% P/S e incubadas a 37 °C
e 5% de CO:2 por 24 h, com excecdo da célula WM35/DLC2-GFP que foi incubado
com meio contendo 2% de SFB. Ap6s 24 h, o meio foi substituido por outro sem SFB
e P/S e, foi adicionado FFP, lipofectamina ou PEI em tampao tris complexados a 50
ou 200 pmol Alexa488 ou 647 siRNA/1x10° células. As células foram incubadas por
48 h a 37 °C e 5% de CO2. Apds as primeiras 24 h, 200 uL de SFB foi adicionado.
ApOs o tratamento de 48 h, as células foram lavadas duas vezes com PBS e lisadas
no gelo por 30 min com 400 pL de tampé&o de lise (1% de Triton X-100, 2% SDS em
PBS). O lisado celular foi transferido para eppendorfs e centifugado a 14000 g, 4 °C
por 15 min. Entédo, 200 uL do sobrenadante foi transferido para uma placa preta de 96
pocos para medida da fluorescéncia no SpectraMax M2 (Alexa 488 siRNA) ou no
EnSpire® Multimode Plate Reader (Alexa 647 siRNA). 50 yL do sobrenadante foi
usado para determinar o contetido de proteina usando o Micro BCA™ Protein Assay
(Pierce, Rockford, USA) de acordo com o protocolo do fabricante. Para determinacgéo
da intensidade média da fluorescéncia (IMF), a fluorescéncia determinada na medida
da fluorescéncia foi corrigida pela quantidade de proteina em cada amostra. De
acordo com o preconizado pelo método proposto por Vader et al. (2010), antes da

realizacdo deste experimento, avaliamos se 2% de SDS é capaz de promover a
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descomplexacao do siRNA da FFP. Para tal, siRNA foi complexado a FFP ou 0,65%
de PEI em tampao tris por 30 min, depois foi adicionado 2% de SDS e as amostras
foram incubadas a 37 °C por 1 h. Entéo, foi realizado eletroforese em gel de agarose
2% com gel red por 60 min, 80 V.

Para avaliagdo da internalizag&o celular do siRNA por microscopia confocal,
células A549, FaDu, Hela, A431, WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP foram
plaqueadas em placa de 24 pocos (5x104, 7,5x104, 3,75x10%, 2,5x10%, 5x10% e 5x104
células/poco, respectivamente) em 500 yL de meio com 10% SFB e 1% de P/S, e
incubadas a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h, com excecao da célula WM35/DLC2-GFP
que foram incubadas com meio com 2% de SFB. Antes de plaquear as células,
laminulas foram adicionadas em cada poc¢o. Apés 24 h, o meio foi substituido por outro
sem SFB e P/S e, foi adicionado FFP complexada a 50 ou 200 pmol Alexa488 ou 647
siRNA/1x10° células ou os controles (lipofectamina e PEI em tampéo tris). As células
tratadas com o complexo foram incubadas por 4 ou 48 h a 37 °C e 5% de CO2. ApGs
as primeiras 24 h, 50 yL de SFB foi adicionado. O meio foi retirado e as células lavadas
rapidamente com PBS. Entao, foi adicionado 1% de paraformaldeido em cada poco e
a placa foi armazenada a 4 °C overnight. Os pocos foram lavados com PBS e
laminulas e as laminas foram montadas usando Prolong Gold que contém DAPI para
coloracdo do nucleo de azul. As laminas foram armazenadas no escuro para secar e
entdo, foram avaliadas no Microscépio Confocal (células tratadas com Alexa 488
SiRNA no Zeiss LSM 700 e as células tratadas com Alexa 647 siRNA no Leica TCS
SP8).

A internalizagdo celular do Alexa 647 siRNA nas células WM35/DLC2-GFP e
MCF-7/DLC2-GFP também foi avaliada por time-lapse no equipamento BioStation IM-
Q da Nikon. As células foram plaqueadas em placa de cultura dividida em quatro
segmentos (Greiner), cada parte foi plaqueada com 5x10* células em 750 uL de meio
com 10 % SFB (células MCF-7/DLC2-GFP) e meio com 2% de SFB (células
WM35/DLC2-GFP ), e incubadas a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h. Apés 24 h, as células
foram incubadas com 10 mg/mL de Hoescht por 15 min para coloragdo do ndcleo,
entdo, o meio foi substituido por outro e foi adicionado FFP complexada a 200 pmol
Alexa647 siRNA/1x10° células ou os controles (lipofectamina e PEI em tampdo tris).
As placas foram colocadas no BioStation em ambiente controlado (37 °C e 5% de
CO2) por 48 h. Ap6s 1 h de tratamento, iniciou-se a aquisicdo das imagens, que

registraram imagens a cada 20 min por 48 h.
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3.2.10. Avaliacéo da eficiéncia de silenciamento de Firefly luciferase em células
HelLa, FaDu e A549 pelo siLuc liberado do G-FFP

A eficiéncia de silenciamento in vitro do siRNA veiculado pelo gel obtido a partir
da FFP foi investigado usando células HeLa, FaDu e A549 e ensaio duplo de luciferase
(Luciferase Reporter Assay System) (Promega, Holanda). Primeiro, 2x10°® células
foram semeadas em garrafas de 25 cm? com meio sem antibiético por 24 h. Entéo,
estas células foram transfectadas com vetores para Firefly luciferase (pCMV-Luc)
(PlasmidFactory, Alemanha) e Renilla luciferase (pGL4.74 [hRIuc/TK]) (Promega,
Holanda) por 24 h complexados a lipofectamina. Entéo, as células HelLa, A549 e FaDu
foram lavadas com PBS, tripsinizadas e plagueadas em placa de 24 pocos na
densidade de 3.75x10%, 5x10% e 7,5x10* células/poco, respectivamente. Apds 24 h, o
meio foi substituido por um novo sem antibidtico e as células foram tratadas com
Lipofectamina 2000 ou 0,65% de PEI em tampé&o tris complexados a 100 pmol de
Firefly luciferase siRNA (siLuc)/1x10° células ou ns-siRNA (controles). As células
também foram tratadas com FFP complexada com 400 pmol siLuc/1x10° células ou
ns-siRNA. As células foram incubadas por 48 h a 37 °C e 5 % de CO.. Entéo, as
células foram lisadas com Passive Lysis Buffer (Promega) (200 pL/poc¢o) numa
plataforma de agitacdo de placas por 45 min e armazenada a -20 °C até a analise. A
placa foi descongelada e 10 pL foi transferido para uma placa branca de 96 pogos.
Um ensaio duplo de luciferase foi realizado pela adicao de 50 uL de reagente de
Luciferase as amostras na placa. A luminescéncia foi imediatamente medida em um
leitor de placas com mistura inicial por 2 s seguido da medida da luminescéncia por 5
s em intervalos de 0.5 s. Subsequente, 50 uL do reagente Stop&Glo foi adicionado em
cada amostra e a luminescéncia foi medida. Para calcular a eficiéncia de
silenciamento, a luminescéncia da Firefly luciferase foi normalizada pela
luminescéncia da Renilla luciferase pela formula: AUC-5s Luminescéncia da Firefly /
AUC-5s Luminescéncia da Renilla.

3.2.11. Avaliagdo da eficiéncia de silenciamento de EGFR em células FaDu,
A549, HelLa e A431 pelo EGFR siRNA liberado do G-FFP

Os estudos de silenciamento in vitro de EGFR foram investigados nas células
FaDu, A549, HelLa e A431 por Western Blotting (WB). As células foram plagueadas
em placas de 12 pocos com 1,0 mL de meio por 24 h e incubadas a 37 °C e 5% de

COs2. As densidades de células/pogo estdo descritas nos resultados. Também esta
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descrito nos resultados a composi¢éo do meio, a concentracdo de EGFR siRNA (sc-
29301, Santa Cruz Biotechnology, INC., EUA) e o tempo de tratamento com a FFP e
0s controles, uma vez que experimentos com diferentes parametros foram realizados.
Apos as 24 h, o meio foi substituido por um novo e as células foram tratadas com FFP
ou os controles (Lipofectamina 2000 ou 0,65% de PEI em tampao tris) complexados
ao EGFR siRNA ou ns-siRNA e incubadas a 37 °C e 5% de COz2. As células foram
entdo lavadas com PBS e lisadas usando o tampéo de lise (Halt™ Protease Inhibitor
Cocktail/Ripa Buffer), apos 10 min de incubacdo com o tampéo de lise em gelo, as
células foram removidas usando “scraper celular’. O lisado foi transferido para
eppendorf, agitado em vortex e centrifugado por 15 min, 14.000 g e 4 °C. O
sobrenadante foi armazenado a — 20 °C até o uso. A quantidade de proteina total do
lisado celular foi determinada usando Micro BCA™ Protein Assay. 10 ug de proteina
total foi adicionada em cada poco do gel de acrilamida 12%. A eletroforese foi
realizada a 100 V por 15 min, seguido de 125 V por 60 min. Subsequentemente, as
proteinas foram electro-transferidas para a membrana PVDF Immobilon FL a 125 V
por 60 min. Proteinas ndo-especificas foram bloqueadas da membrana usando 5 mL
de Odyssey Blocking Buffer por 2 h a temperatura ambiente com constante agitacao.
Em seguida, a membrana foi incubada por 2 h a temperatura ambiente, agitacéo
constante, com anticorpo primario EGF receptor (D38B1) XP(R) rabbit mAB ou beta-
Actin Antibody (8H10D10) mouse mAB na diluicdo de 1:1000 em Antibody Incubation
buffer odyssey (50 % Dilute odissey blocking buffer + 50 % TBS-Tween). Finalmente, a
membrana foi incubada com anticorpo secundario Alexa Fluor 680 goat anti-rabbit 1IgG
(H+L) 2 mg/mL ou Alexa Fluor 680 goat anti-mouse IgG (H+L) 2 mg/mL na diluicdo de
1:7500 em Blocking Buffer (5% w/v BSA em 1x TBS). Para visualizacdo da
fluorescéncia, Odyssey Infrared Imager (LI-COR® Biosciences, EUA) foi usado. A
intensidade das bandas foi quantificada pelo NIH ImageJ software
(http://rsbweb.nih.goV/ij/).

3.2.12. Avaliagdo de eficiéncia de silenciamento de EGFR pelo EGFR siRNA
liberado do G-FFP combinado com a Internalizacdo Fotoquimica (IFQ) em
células A549

Para realizar este experimento, células foram plaqueadas em placas de 12
pocos com 1,0 mL de meio contendo 10% de SFB e 1% P/S e cultivadas a 37 °C, 5%

de COz2 por 24 h. Ap6s 24 h, o meio foi removido e foi adicionado 800 L de solugao
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do fotosensibilizador (FS, preparada partindo de uma solugéo estoque de 6200 pg/mL
de FS em DMSO em meio de cultura com 10% de SFB). Nesta pesquisa,
(MEA):TTPS2a (Di(monoetanolamina)mesotetrafenil porfirina disulfonato
(a=adjacente) (PCI Biotech AS, Noruega) foi utilizado como FS. A placa foi coberta
com papel aluminio e incubada overnight na estufa a 37 °C e 5% de CO:2. A solucéo
do FS foi removida e foi adicionado meio sem antibiotico. Entdo, as células foram
tratadas com EGFR siRNA ou ns-siRNA complexado a Lipofectamina, 0,65% de PEI
em tampao tris ou FFP por 48 h. Apos 48 h de incubacéo, o meio foi removido e
substituido por meio com 10% SFB e 1% P/S. A placa foi entdo, iluminada no
LumiSource® (375-450 nm, com irradiacéo de 13 mW/cm?, PCI Biotech AS, Noruega)
por 60 ou 75 s. Apoés iluminacao, as células foram incubadas novamente por mais 48
h. Finalmente, as células foram lisadas e WB foi realizado para avaliar a expressao
do EGFR como descrito acima (3.2.11).

Tabela 1. CondicBes experimentais do tratamento das células A549 com EGFR siRNA
combinado a IFQ.

Parametros Condi¢bes experimentais

Numero de células plagueadas 7,5x10* células/poco

Meio de cultura F-12K Nut Mix + 10% SFB
Concentracdo de siRNA complexado com FFP 200 pmol/1x10° células
Tempo de tratamento 48 h

Concentracdo da solucdo de FS 0,5,0,8,1,2e1,6 ug/mL
Tempo de exposicdo a luz 60e 75s

3.2.13. Estudos in vivo

A inducdo do carcinoma de células escamosas foi realizada em camundongo
NU/NU mude Crl:NU-Foxnlnu, homozigoto. Camundongos foram mantidos em caixas
com filtros sob condi¢cdes padrdoes (25 °C, 50% humidade relativa, 12 h ciclo
claro/escuro), agua e alimentacdo foram fornecidas ad libitum. O tumor subcutaneo
foi induzido pela inoculacédo 10° células da linhagem A431 (1x10° células em 100 uL
de PBS gelado) no dorso direito dos camundongos. Tumores foram medidos usando
um paquimetro digital e quando atingiram aproximadamente 100-150 mm?3, os
camundongos foram incluidos no estudo (OLIVEIRA et al., 2010).

Os estudos in vivo foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade de

Utrecht (Dierexperimentencommissie Utrecht), nUumero 2014.111.04.037.
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3.2.14. Avaliacéo da formacéo do gel intratumoral

Camundongos com tumores medindo 100-150 mm?3foram tratados com injecéo
intratumoral de FFP (12,5 pL) ou FFP contendo EGFR siRNA (25 uL: 12,5 yL FFP +
12,5 pL siRNA contendo 2,5 mg de EGFR siRNA (Ref# 67191424, Integrated DNA
Technologies (IDT), Leuven, Bélgica), incubados por 30 min antes da inje¢do. Os
camundongos foram sacrificados em tempos pré-estabelecidos (24 h, 7 e 14 dias) ou
guando atingiram o Human Endpoint. Assim, tivemos 6 grupos com 7 animais cada.
Apos o sacrificio dos animais, os tumores foram retirados e congelados em nitrogénio
liquido. Os tumores foram armazenados a — 80 °C até serem utilizados. Foram
realizados cortes histologicos de 5 ym de espessura em criostato (Microm HMS560).
Os cortes foram dispostos em laminas e corados com hematoxilina-eosina (H&E). As
laminas foram observadas ao microscopio Axio—Zeizz e as imagens foram obtidas

usando o programa ZEN lite 202.

3.2.15. Andlise da expressado de EGFR nos tumores por Western Blotting

Para extracdo da proteina EGFR, aproximadamente 200 mg de tumor foi diluido
em 1 mL de Halt Protease/Ripa Buffer e colocado em tubo “Tissue homogenizing
CKMix” e entdo homogeneizado no Precellys®24-Dual (3x20 s, 5500 rpm). O tubo com
o homogenato foi entdo centrifugado (14.000 g, 4 °C, 15 min) para remocao do tecido
residual. A quantidade de proteina total foi determinada usando Micro BCA™ Protein
Assay e as amostras para o Western Blotting foram preparadas com 10 ug de proteina

total. O Western Blotting foi realizado como descrito acima (item 3.2.11).

3.2.16. Andlise da expressdo de EGFR RNAmM nos tumores por RT-PCR

Para extracdo do RNAmM que codifica a proteina EGFR dos tumores,
aproximadamente 50 mg do tumor foi diluido em 0,5 mL de reagente TRIzol e colocado
em tubo “Tissue homogenizing CKMix” e entdo homogeneizado no Precellys®24-Duall
(3x20 s, 6000 rpm). O tubo com o homogenato foi entdo centrifugado (14.000 g, 4 °C,
15 min) para remoc¢ao do tecido residual. A quantidade de RNA foi medida no
NanoVue Plus e diluida para obter 1 pg de RNA. O RNA foi convertido em DNA
complementar (cDNA) por transcricdo reversa no GeneAmp PCR System 2700
(Applied Biosystems), realizado nas seguintes condi¢des: extensao dos primers (25
°C por 10 min), transcrigao reversa (42 °C por 15 min), desnaturacéo (99 °C por 5 min)

e resfriamento (5 °C por 5 min). Em seguida, foi feita a amplificacdo do cDNA por PCR
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usando o TagMan Universal Master Mix Il. 19 pL do premix preparado a partir do Kit
foi adicionado na placa de reagdo MicroAmp Optical 96-well e foi adicionado entéo, 1
puL da amostra. A placa foi centrifugada rapidamente. O RT-PCR foi realizado nas
seguintes condi¢des usando o Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR System:
incubacéo com a enzima uracil-N-glicosilase (50 °C por 2 min), ativagao da polimerase
(95 °C por 10 min), desnaturacao (95 °C por 15 s), anelagao/extensao (60 °C por 1
min). Foi realizado uma quantificacdo relativa do RNAmM usando [B-actina como

controle.

3.2.17. Andlise da expressédo de EGFR nos tumores por Imunohistoquimica (IHQ)

Para analise por imunohistoquimica, foram realizados cortes histolégicos de 5
Mm de espessura em criostato (Microm HM560) dos tumores. Os cortes foram
dispostos em laminas e congelados. Antes de iniciar o processo de fixagao dos cortes
e marcacao, as laminas congeladas foram deixadas overnight a temperatura ambiente
para secarem. Os cortes foram fixados em acetona por 10 min e entédo secados ao ar
frio. Foi feito um circulo em volta de cada corte usando uma PAP Pen e seco por 10
min. Os cortes foram lavados 2 vezes com TBS-Tween por 2 min. Em seguida, foram
blogueados usando soro normal de cabra (1:20) durante 45 min a temperatura
ambiente. As laminas foram entdo mergulhadas em TBS. Os cortes foram entdo
incubados com o primeiro anticorpo (100 pL de rabbit a-EGFR (Cell Signaling; #4267)
diluido 100 vezes em PBS com 5% de soro fetal de vitelo) a temperatura ambiente em
um ambiente Umido por 45 min. A solu¢cao com primeiro anticorpo foi aspirada seguido
de trés lavagens com TBS-Tween por 5 min. Para evitar coloracdo inespecifica por
peroxidase enddgena, os cortes foram incubados com 175 pL H202 (30%) + 70 mL
PBS por 20 min, seguido de 3 lavagens com PBS por 2 min cada. Os cortes foram
entdo incubados com o segundo anticorpo (100 pL de goat a-rabbit-HRP (Dako)
diluido 100 vezes em PBS com 5% de soro fetal de vitelo e 2% de soro normal de
rato) a temperatura ambiente em um ambiente Umido por 45 min. A solugdo com o
segundo anticorpo foi aspirada seguido de trés lavagens com TBS-Tween por 5 min.
Em seguida, os cortes foram entdo incubados com o terceiro anticorpo (100 pL de
rabbit a-goat-HRP (Dako) diluido 100 vezes em PBS com 5% de soro fetal de vitelo e
2% de soro normal de rato) a temperatura ambiente em um ambiente amido por 30
min. A solugdo com o terceiro anticorpo foi aspirada seguido de trés lavagens com

TBS-Tween por 5 min. Os cortes foram entdo incubados com cromogénio (solucéo de



Material e Métodos 45

3-amino-9-etilcarbazole (AEC)) para o desenvolvimento da coloragdo imuno-
histoquimica por 5 min. Os cortes foram lavados 2 vezes com agua deionizada por 5
min, corados com hematoxilina por 3 min e novamente lavados 3 vezes com agua de
torneira por 3 min. As laminas foram montadas com Glicerol de Kaiser em gelatina. As
laminas foram visualizadas em microscopio 6ptico modelo Axioplan 2 (Carl Zeiss AG,
Alemanha). Esta andlise foi realizada com animais sacrificados 24 h e 7 dias apos
tratamento com FFP e FFP + siRNA.

3.2.18. Avaliagéo in vivo da reducgédo do tumor

Os tumores foram medidos durante todo o estudo (antes e ap0s a injecao da
FFP contendo ou ndo EGFR siRNA) usando um paquimetro digital, porém as analises
estatisticas da diferenca do tamanho dos tumores entre os grupos foram realizadas
com tumores de até 7 dias apds o tratamento, porque apds 7 dias ndo obtivemos um
“n” suficiente para a realizagédo das estatisticas devido muitos animais terem atingido
o Human Endpoint antes de 14 dias. A diferenca do tamanho dos tumores dos grupos
foi avaliada por t-test e os valores extremos foram excluidos de acordo com Thompson

Tau Test.

3.2.19. Estatistica
Diferencas significativas entre dois grupos foram analisadas usando t-test.
Comparacédo entre mais de dois grupos foram feitas usando one-way ANOVA com

teste Tukey post-hoc. Diferencas significativas foram consideradas quando p < 0,05.
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4.1. Obtencao e caracterizacdo da FFP e do gel formado em excesso de agua

A combinacéo adequada de MO, PEI, PG e tampao tris permitiu a obtencéo de
sistemas fluidos que em contato com excesso de agua formam gel liquido cristalino.
Os géis obtidos em excesso de agua foram caracterizados por microscopia de luz
polarizada e SAXS (BORGHETI-CARDOSO et al., 2015).

A FFP composta por MO/PEI/PG/tampéo tris 7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p) foi a
formulacdo de trabalho escolhida para esta pesquisa. O G-FFP contendo ou néo
siRNA na concentracédo final de 10 e 100 uM foi caracterizada como fase hexagonal
por microscopia de luz polarizada (Figura 10A) e como uma mistura de fase cubica e
hexagonal por SAXS (Figura 10B e Tabela 2). A presenca de siRNA n&o alterou a fase
liquido cristalina obtida, porém promoveu um aumento no parametro de rede como

observado na Tabela 2.
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Figura 10. (A) Fotomicrografia por microscopia de luz polarizada do gel obtido a partir da FFP
(G-FFP). Aumento 200x. (B) SAXS do G-FFP com e sem siRNA. FFP: MO/PEI/PG/tampéo
tris 7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p). G-FFP: Gel formado em excesso de 4gua a partir da FFP.
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Tabela 2. Vetor de espalhamento, distancias interplanares, estruturas liquido cristalinas e
parametros de rede determinados por SAXS dos géis obtidos a partir da FFP
(MO/PEI/PG/tampao tris 7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p)) sem e com a adicdo de 10 e 100 uM de
SiRNA.

Amostra Pico g(m?) d(nm) Razdo Estrutura Média do parametro
de rede (nm)

1 07966  7,8875  1:1 Cubica D

2 1,237 55915 12  CdbicaD
3 1,2517 5,0197 1:1 Hexagonal a.=7,894 +0,012
G-FEP 41,3798 45537 1N3  ClbicaD  an=5,778+0,016

5 21761 2,8874 1~3  Hexagonal

6 25174 24959 1~4  Hexagonal

1 07824 80307 11 Cubica D

2 1,095 56631 12  CulbicaD
G-FFP + 3 12517 50197 1:1  Hexagonal  a.=8,031+0,022
10 uMsiRNA 4  1,3513 4,6497 173  Cubica D an = 5,813 £ 0,017

5 21619 29063 1~3  Hexagonal

6 24890 255244 14  Hexagonal

1 07824 80307 11 Cubica D

2 1,1095 56631 1~2  CulbicaD

G-FFP +

100 4 3 12375 50773 1:1  Hexagonal  a.=8,003+ 0,031
SRNA 4  1,3655 4,6014 1~3  CubicaD an = 5,859 + 0,007

5 21477 29255 1~3  Hexagonal

6 24747 25390 1~4  Hexagonal

G-FFP: gel obtido a partir da FFP (MO/PEI/PG/tampéo tris 7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p)); ac: média do
parédmetro de rede da estrutura cubica; a+: média do parametro de rede da estrutura hexagonal.

4.2. Avaliagéo do perfil de liberagdo do siRNA in vitro

O estudo de liberagao do siRNA (10 pM) complexado a FFP mostrou que houve
uma liberagéo sustentada do siRNA (Figura 11A). Como esperado, o controle (Agua
DEPC) liberou todo o siRNA em 24 h (98%) e alcancou 100% de siRNA em 48 h. A
formulacéo liberou 25% do siRNA em 24 h e alcancou 40 e 44% do siRNA liberado
apos 48 h e 7 dias, respectivamente. Este estudo também mostra que o siRNA foi
liberado complexado ao PEIl porque somente na presenca de heparina (agente
descomplexante), o siRNA foi visualizado (Figura 11B) (BORGHETI-CARDOSO et al.,
2015).
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Figura 11. (A) Gréfico da liberagéo do siRNA a partir do gel obtido da FFP e do controle. (B)
Eletroforese das amostras obtidas no estudo de liberagcéo e da curva-padréao (siRNA em agua
livre de RNAse em diferentes concentragfes). Controle: siRNA em agua livre de RNAse (10
UM). FFP: FFP + siRNA (10 uM). Hep: Heparina. CP: curva-padrdo. Adaptado de (BORGHETI-
CARDOSO et al., 2015). Copyright (2015), com permissao de Elsevier.

4.3. Determinacao do processo de esterilizacao da FFP

Para determinar o processo de esterilizacao, a primeira etapa foi determinar a
presenca de microrganismos nas matérias-primas e FFP.

Para determinar a presenca de microrganismos, de acordo com o preconizado
pela USP XXXIIl, a amostra deve ser diluida. Para tal foi avaliado trés diluentes e os

resultados encontrados estdo abaixo na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados do teste de diluicdo de 1 g das matérias-primas e FFP em 100 mL de
diluente.

Matéria-prima Diluente Sistema obtido Sistema obtido apés solugéo ser
((Ns)] (200 mL) com a dilui¢cdo lavada com agua peptonada
MO Salina Gel + 4gua -
MO PG Solugéo Gel + 4gua
MO MIP Solugéo Goticulas 6leo em agua
FFP Salina Gel + 4gua -
FFP PG Solugéo Goticulas 6leo em agua
FFP MIP Solugéo Goticulas 6leo em agua

Diante destes resultados, foi selecionado o MIP como diluente das amostras.
Apos a escolha do diluente, foi verificado se 0 mesmo néo inibe o crescimento de
microrganismos. Os resultados mostraram que os Staphylococcus aureus adicionados
ao MIP cresceram nas placas, provando que o MIP n&o inibe o crescimento de

microrganismaos.
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A qualidade microbiana das matérias-primas e FFP foi avaliada e os resultados
mostraram que 0S mesmos apresentam baixa quantidade de microrganismo (Tabela
4).

Tabela 4. Avaliacdo da qualidade microbiana das matérias-primas e FFP.

Amostra Numero de UFC Tipo de microrganismo

Placas de PDA

Solugéo salina estéril (controle negativo) Auséncia -

1 g de tampédo tris em 100 mL de MIP Auséncia -

1 g de PG em 100 mL de MIP 3 Fungo

1 g de MO em 100 mL de MIP 2 Fungo

1 g de FFP em 100 mL de MIP 1 Fungo
Placas de TCS

Solucéo salina estéril (controle negativo) Auséncia -

Solugdo salina com 100 UFC de 102 Bactéria

Staphyloccocus aureus (controle positivo)

1 g de tampé&o tris em 100 mL de MIP Auséncia -

1 g de PG em 100 mL de MIP Auséncia -

1 g de MO em 100 mL de MIP 4 -

1 g de FFP em 100 mL de MIP Auséncia -

O processo de esterilizacdo mostrou que a filtracdo asséptica em membrana
de 0,22 um é efetiva para esterilizar a formulacado desenvolvida, uma vez que, apés
14 dias ndo se observou turvacdo dos caldos. Pode-se afirmar que a auséncia de
crescimento microbiano foi devido a esterilizacdo adequada e ndo devido a fatores
gue inibiram o crescimento dos microrganismos, porque observou-se a turvacdo dos
caldos ap6s 3 dias de adi¢do do Staphyloccocus aureus. A esterilizagdo por filtracdo
em membrana 0,22 um também foi eficiente quando a FFP foi desafiada com
Pseudomonas diminuta, microrganismo indicado pela USP XXXIII para a realizacéo
deste desafio.

Apbs a filtracdo em membrana de 0, 22 um a FFP foi capaz de se geleificar,

nao alterando as propriedades do sistema.

4.4. Determinacao da capacidade da FFP complexar siRNA
A capacidade da FFP complexar siRNA foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose adicionando-se siRNA a FFP até a concentragdo de 60 mM. Como observado

na Figura 12, a FFP foi capaz de complexar até 15 mM de siRNA.
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Figura 12. Capacidade da FFP complexar siRNA. Eletroforese em gel de agarose 2%, 100 V,
20 min.

4.5. Avaliacao da estabilidade do siRNA complexado a FFP

A habilidade da FFP complexar e aumentar a estabilidade do siRNA foi avaliada
em um ensaio utilizando 25% de SFB por 24 h, seguido de descomplexagcdo com
heparina. Como se pode observar na Figura 13, 25% de SFB degradou
completamente 10 uM de siRNA livre em agua e cerca de 70% do siRNA 100 uM
(intensidade da banca calculada por ImageJ). Pela andlise das amostras sem a
presenca de heparina, pode-se concluir que o PEI, a lipofectamina e a FFP foram
capazes de complexar ambas concentracfes de siRNA. Ja a analise das amostras
incubadas com heparina mostra que todos os agentes complexantes (PEl,
lipofectamina e FFP) foram capazes de proteger, pelo menos uma alta porcentagem,
0 SiRNA da degradagéo por SFB. O PEI e a FFP foram ligeiramente mais eficientes
do que a lipofectamina em estabilizar o sSiRNA na presenca de SFB. Na concentracéo
de 100 pM foi aplicado um volume quatro vezes menor de siRNA/lipofectamina
comparado as outras amostras, portanto, justifica a visualizagcdo de uma banda mais
fraca. Pela analise da intensidade da banda (ImageJ), a concentracdo corrigida de
siRNA encontrada na amostra siRNA/Lipofectamia/SFB/Heparina (100 pM) é similar

a concentragédo da amostra de siRNA/PEI/SFB/Heparina.
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Figura 13: Avaliacdo da estabilidade do siRNA (10 e 100 pM) livre em agua, complexado ao
PEI, lipofectamina e FFP na presenca de SFB (25%). Eletroforese em gel de agarose 2%, 100
V, 20 min.

4.6. Avaliacao da viabilidade celular

A citotoxicidade da FFP nas células A431, FaDu, A549 e Hela foi avaliada por
MTS. Nas células A431, diferentes volumes de FFP foram adicionados em cada poco,
como controle foram usadas células ndo-tratadas. Como observado na Figura 14A,
todos os volumes de FFP adicionados nas células foram muito toxicos. Entdo,
avaliamos a adicao de volumes menores de FFP bem como a citotoxicidade de FFP
complexada ao siRNA (0,25 pM) (Figura 14B).

A viabilidade celular das células tratadas com 0,25 uL de FFP complexada ao
siRNA foi estatisticamente igual as células ndo tratadas. A viabilidade das células
tratadas com 0,25 pL de PFF foi de 94% e 80% quando a FFP estava complexada ou
nao com siRNA, respectivamente. As células tratadas com 0,5 pL de FFP contendo
ou nao siRNA apresentaram viabilidade celular de 82% e 70%, e as tratadas com 1,0
uL ficaram 60 e 38% viaveis, respectivamente.

A viabilidade celular foi avaliada da mesma forma em células FaDu, A549 e

HelLa e apresentaram resultados similares.
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Figura 14. (A) Viabilidade celular das células A431 tratadas com FFP (2 — 50 uL) (n=6) e (B)
Viabilidade celular das células A431 tratadas com FFP (0,25 — 1,00 uL) e FFP complexada ao
siRNA 0,25 pM (n=9). * p < 0,05 comparado as células nédo tratadas. ** p < 0,05 comparado
as celulas tratadas com FFP sem siRNA.

A avaliagdo da viabilidade celular das células A431 tratadas com PEI em
tampao tris também foi realizada. Na concentracdo de 0,0004% a viabilidade celular
foi de 60%. A viabilidade celular foi dependente da concentracéo de PEI, tendo uma

relacdo inversa (Figura 15).

120 A

% Viabilidade celular

V
%

N\
N
N
N
N
N
N
N
N

6 0 N N N N N N N N N N N N N N
o & Q‘o QQ/ QQ/ QQ/ QQ/ QQ/ QQ/ QQ/ QQ/ QQ/ Q‘o Q‘o Q(o Q‘o
CSAIER SRS RN SN CHRN CHERN SN SRR b‘°\° RO RN SN SRS SN
> o7 o
SIS R o

%
Q”KQ@WQQQQ S

Figura 15. Viabilidade celular das células A431 tratadas com diferentes porcentagens de PEI
em tampao tris (n=4). * p < 0,05 comparado as células nao tratadas.
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A citotoxicidade da FFP e do PEI em tampé&o tris nas células WM35/DLC2-GFP
e MCF-7/DLC2-GFP foi avaliada por ensaio de resazurina. A viabilidade celular das
células WM35/DLC2-GFP foi menor do que 50% quando as células foram tratadas por
48 h com 0,5 e 1,0 uL de FFP e PEI em tampao tris. Ja as celulas tratadas com 0,15
e 0,25 pL de FFP e PEI em tampé&o tris apresentaram viabilidade celular semelhante
a das células ndo tratadas. A presenca de siRNA também n&o alterou a viabilidade
das células tratadas com estes volumes de FFP ou PEI (Figura 16).

Nas células MCF-7/DLC2-GFP foram avaliadas as mesmas condi¢cdes e 0s

resultados encontrados foram semelhantes aos da célula WM35/DLC2-GFP.
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Figura 16. (A) Viabilidade celular das células WM35/DLC2-GFP tratadas com FFP e 0,65%
de PEI em Tampao Tris (0,5 e 1,0 yL) e (B) Viabilidade celular das células WM35/DLC2-GFP
tratadas com FFP e 0,65% de PEI em Tampéo Tris (0,15 e 0,25 pL) e FFP e PEI em tamp&o
tris complexada ao siRNA 20 uM. * p < 0,05 comparado as células nao tratadas.

4.7. Avaliacéo da internalizacao celular do siRNA liberado do G-FFP por medida
da fluorescéncia em lisado celular e microscopia confocal em células Hela,
FaDu, A549, A431, WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP

A internalizacdo celular do siRNA liberado do G-FFP em células HelLa, FaDu,
A549, A431, WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP foi determinada por medida da
fluorescéncia em lisado celular e por microscopia confocal.

A medida da fluorescéncia no lisado celular foi realizada apos 48 h de

tratamento. Antes deste ensaio, foi avaliada por eletroforese a capacidade do SDS
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2% em promover a descomplexacao do siRNA-PEI e siRNA-FFP, como indicado pelo
método de Vader et al. (VADER et al., 2010).

Na Figura 17, estdo os graficos da intensidade média da fluorescéncia (IMF)
das células HeLa, FaDu e A549 determinada pela medida da fluorescéncia em lisados
celulares usando o Alexa488 siRNA complexado com lipofectamina, PEI e FFP. Esta
IMF foi calculada normalizando o valor da fluorescéncia de cada amostra pelo
conteudo de proteina da amostra. Como se pode observar nos graficos, quase néo
houve quantificacéo de fluorescéncia nas células ndo-tratadas, nas demais células,
sinais de fluorescéncia foram medidos (Figura 17). A IMF das células HeLa e A549
tratadas com FFP/siRNA (200 pmol/1x10° células) foram de trés e sete vezes maior
do que a IMF das células néo tratadas. JA4 a IMF das células FaDu nédo foram
estatisticamente diferentes das células nao tratadas. O mesmo foi observado para as
células FaDu e A549 quando as mesmas foram tratadas com o complexo FFP/SIRNA
(50 pmol/1x10° células). Ja& a IMF das trés linhagens tratadas com o complexo
PEI/siRNA foram treze (HelLa), dez (A549) e cinco (FaDu) vezes maiores do que a
IMF das células ndo tratadas. Para as células tratadas com o complexo
lipofectamina/siRNA, apenas as células HelLa tiveram IMF maior (2,6 vezes) do que
as ceélulas néo tratadas.

HelLa FaDu A549

3000+ 30004 3000+
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IMF
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Figura 17. Intensidade média da fluorescéncia (IMF) das células HelLa, FaDu e A549
determinada pela medida da fluorescéncia em lisados celulares. Os valores da fluorescéncia
foram corrigidos pela quantidade de proteina. * p < 0,05 comparado as células n&o-tratadas.
NT: células ndo tratadas, Lipof: Lipofectamina complexada ao Alexa488 siRNA (50 pmol/1x10°
células), PEI: 0,65% de PEI em tampao tris complexado ao Alexa488 siRNA (50 pmol/1x10°
células), FFP: FFP complexada ao Alexa488 siRNA (50 ou 200 pmol/1x10° células). O simbolo
* na legenda do eixo x se refere a “/1x10° células”. (n=3).
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Na Figura 18, estéo os graficos da IMF das células A431, WM35/DLC2-GFP e
MCF-7/DLC2-GFP determinada pela medida da fluorescéncia em lisados celulares
usando o Alexa647 siRNA complexado com lipofectamina, PEI e FFP. Nao houve
quantificacdo de fluorescéncia nas células nao-tratadas. A IMF das células A431,
WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP tratadas com FFP/siRNA (200 pmol/1x10°
células) foi 100, 61 e 26 vezes maior do que a IMF das células nédo tratadas. As células
WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP tratadas com o complexo PEI/SIRNA
apresentaram IMF 130 e 48 vezes maiores do que as células nao-tratadas,
respectivamente. Apenas as células MCF-7/DLC2-GFP apresentaram IMF maiores do
gue as nao tratadas quando foram tratadas com lipofectamina (33 vezes). As demais
células tratadas com PEI/SiRNA ou Lipofectamina/siRNA ndo apresentaram IMF

estatisticamente diferentes das células nao-tratadas.
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Figura 18. Intensidade média da fluorescéncia (IMF) das células A431, WM35/DLC2-GFP e
MCF-7/DLC2-GFP determinada pela medida da fluorescéncia em lisados celulares. Os
valores da fluorescéncia foram corrigidos pela quantidade de proteina. * p < 0,05 comparado
as células nao-tratadas. NT: células ndo tratadas, Lipof: Lipofectamina complexada a
Alexa488 siRNA (50 pmol/1x10° células), PEI: 0,65% de PEI em tampdo tris complexado ao
Alexa488 siRNA (50 pmol/1x10° células), FFP: FFP complexada ao Alexa488 siRNA (50 ou
200 pmol/1x10°® células). O simbolo * na legenda do eixo x se refere a “/1x10° células”. (n=3).

A microscopia confocal foi realizada em dois tempos de transfeccéo (4 e 48 h).
As células HelLa, FaDu e A549 foram tratadas com Alexa488 siRNA e as células A431,
WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP foram tratadas com Alexa647 sSiRNA

complexado a lipofectamina, PEI e FFP.
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Figura 19. Fotos representativas da microscopia confocal das células HelLa, FaDu e A549
tratadas com lipofectamina, PEI em tampé&o tris ou FFP complexado com Alexa488 siRNA
(verde) (50, 50 e 200 pmol siRNA/1x10° células). O nucleo das células foi corado com DAPI
(azul).
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Figura 20. Fotos representativas da microscopia confocal das células A431, WM35/DLC2-
GFP e MCF-7/DLC2-GFP tratadas com lipofectamina, PEI em tamp&o tris ou FFP
complexado com Alexa488 siRNA (verde) (50, 50 e 200 pmol siRNA/1x10° células). O
ndcleo das células foi corado com DAPI (azul). WM35: WM35/DLC2-GFP; MCF-7: MCF-
7/DLC2-GFP.
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Apbés 4 h de transfeccdo, pode-se observar a internalizacdo do SiRNA
complexado a lipofectamina, PEIl, FFP nas ceélulas HelLa e A549, embora a
internalizacdo seja mais pronunciada apés 48 h de transfeccédo. Nas células FaDu,
apos 4 h de transfeccéo, observou-se a internalizacdo apenas do siRNA complexado
a lipofectamina. A internalizacdo do siRNA complexado ao PEI e FFP, nestas células,
foi observada apenas apés 48 h (Figura 19).

Nas células A431, em 4 h ja é possivel observar a internalizacdo do siRNA
complexado com lipofectamina, PEI e FFP. Nas células WM35/DLC2-GFP e MCF-
7/DLC2-GFP o siRNA é internalizacao apés 4 h de transfeccao quando as células sédo
tratadas com o complexo lipofectamina/siRNA ou FFP/siRNA, ja nas células tratadas
com PEI/siRNA a internalizacdo € melhor visualizada apés 48 h de tratamento. Nas
células MCF-7/DLC2-GFP, apés 48 h de tratamento com FFP/siRNA, pouco siRNA é
visualizado nas células (Figura 20).

Nas células MCF-7/DLC2-EGFP e WM35/DLC2-EGFP também se avaliou a
internalizacao celular por time-lapse (video) feito no BioStation IM-Q da Nikon. O video
permitiu observar que todos os tratamentos promoveram internalizacdo celular do
SiRNA, corroborando com os resultados de medida da fluorescéncia em lisado celular
e microscopia confocal. O video também permitiu observar que o siRNA permanece
mesmo apos sucessivas divisbes celulares. Na Figura 21 h& algumas imagens
representativas extraidas do video ao longo do experimento nas células MCF-7/DLC2-
GFP e WM35/DLC2-GFP tratadas com siRNA complexado a FFP. Na imagem B das
células WM35/DLC2-GFP da Figura 21 observou-se um ponto vermelho ao centro da
imagem que provavelmente corresponde ao complexo siRNA/FFP, apés 20 min
(tempo minimo que foi feito a imagem), este complexo esta internalizado na célula

(imagem C da Figura 21).
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MCF-7/DLC2-GFP

Figura 21. Imagens representativas obtidas pelo video realizado no BioStation IM-Q da Nikon
ap6s as células WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP serem tratadas com siRNA
complexado a FFP. WM35/DLC2-GFP: imagem A, B e C corresponde ao tempo zero, 10 h e
10 h e 20 min, respectivamente, aumento 400x. MCF-7/DLC2-GFP: imagem A, B e C
corresponde ao tempo 4, 24 e 48 h, respectivamente, aumento 200x.

4.8. Avaliacdo da eficiéncia de silenciamento de Firefly luciferase em células
HelLa, FaDu e A549 pelo siLuc liberado do G-FFP

A eficiéncia de silenciamento de Firefly luciferase pelo siLuc (siRNA especifico
para Firefly luciferase) veiculado por Lipofectamina, 0,65% de PEI em tampao tris e
FFP foi avaliada em células HeLa, FaDu e A549 expressando Firefly luciferase e
Renilla Luciferase.

A reducdo da expresséo de Firefly luciferase em células HelLa tratadas com
0,65% de PEI (94% de reducéo) e FFP (90% de reducéo) foi maior do que em células
tratadas com lipofectamina (76% de reducao) (Figura 22). Resultados similares foram
observados quando células FaDu foram tratadas com 0,65% de PEI em tampa&o tris
(83% de reducéo) e Lipofectamina (80% de reducéo) (Figura 22). No entanto, a
reducéo da expressao de Firefly luciferase foi menor quando as células foram tratadas
com FFP (58% de reducao). Os resultados obtidos com as células A549 mostram que
nao houve diferenca estatistica entre as células tratadas com siLuc ou ns-siRNA
(Figura 22).
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Figura 22. Porcentagem de inibicdo da atividade de Firefly luciferase normalizada por Renilla
luciferase apoés tratamento das células HelLa, FaDu e A549 com siLuc e ns-siRNA (100
pmol/1x10° células) complexado com Lipofectamina (lipof) ou 0,65% de PEI em tamp&o tris
(PEI) e, siLuc e ns-siRNA (400 pmol/1x10° células) complexados com FFP. * p < 0,05
comparado as células tratadas com ns-siRNA. ** p < 0,05 comparado as células tratadas com
complexo siLuc-lipofectamina (100 pmol/1x10° células). (n=3).
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4.9. Avaliacdo da eficiéncia de silenciamento de EGFR em células FaDu, A549,
HelLa e A431 pelo EGFR siRNA liberado do G-FFP

A expressdo do EGFR (170 kDa) nas células FaDu, A549, HeLa e A431 foi
determinado por WB. B-actina (42 kDa) também foi detectada por WB e foi utilizada
como controle interno no WB. A quantidade da expressdo da proteina EGFR,
determinada quantitativamente pelo NIH Imaged, foi corrigida pela intensidade de (3-
actina (Intensidade da banda de EGFR/Intensidade da banda de 3-actina). A reducéo
da expressdo de EGFR nas células FaDu, A549, HeLa e A431 foi avaliada pela
administracdo de EGFR siRNA complexado a Lipofectamina, 0,65% de PEIl em
tampdo tris ou FFP. Também foi administrado ns-siRNA complexado aos mesmos
veiculos e em todas as linhagens celulares como controle. Na Figura 23 tem-se uma
imagem representativa dos WB realizados para determinar a expressdo de EGFR.
Como se pode observar, o tratamento com ns-siRNA nao promoveu nenhuma reducao

na expressao do EGFR.

Lip Lip PEl PEI FFP FFP
NT  ns EGFR ns EGFR ns EGFR

B-actina

Figura 23. Representagéo das bandas obtidas no Western Blotting. NT: células ndo-tratadas.
Lip: Lipofectamina. PEI: 0,65% de PEI em tampao tris. ns: ns-siRNA; EGFR: anti-EGFR
SiRNA.

Para avaliar a capacidade do EGFR siRNA complexado a lipofectamina, o PEI
e a FFP em promover o silenciamento da expressao de EGFR diferentes condi¢des

experimentais foram avaliadas (Tabela 5).
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Tabela 5. Descricdo das condigbes experimentais realizadas no estudo do silenciamento da
expressdo de EGFR e apresentacdo da % de silenciamento promovido pelo EGFR siRNA
administrado por lipofectamina, 0,65% de PEI em tampao tris ou FFP.

; % silenc. .
0, 0,
Linhagem % silenc. do EGER % silenc.

Condicdes experimentais do EGFR ona. 40 EGFR
Celular /siRNA-  /SIRNA- ) GiRNA-
lipof *  0.65% FFP *
PEI *

- 1,5x10° célula/poco, Meio + 10% SFB
- Lipof e PEI: 100 pmol siRNA/1x10° células 55 0 0
- FFP: 100, 200 e 400 pmol siRNA/1x105 células
- Tempo de tratamento: 48 h
- 8x10* célula/poco, Meio + 10% SFB
- Lipof e PEI: 100 pmol siRNA/1x10° células 75 0 0
- FFP: 100 e 400 pmol siRNA/1x10° células
- Tempo de tratamento: 72 h
FaDu - 1,5x10° célula/poco, Meio, 10% de SFB foi
adicionado 24 h ap6s o inicio do tratamento
- Lipof e PEI: 100 pmol siRNA/1x10° células 60 0 0
- FFP: 100, 200 e 400 pmol siRNA/1x105 células
- Tempo de tratamento: 48 h
- 1,5x10° célula/pogo, Meio + 10% SFB
- Lipof e PEI: 100 pmol siRNA**/1x10° células 52 NA 10A, 158
- FFP: 800* e 80008 pmol siRNA**/1x10° células
- Tempo de tratamento: 48 h
- 1,0x10° célula/pogo, Meio + 10% SFB
- Lipof e PEI: 50 pmol siRNA/1x10° células 30 50 0
- FFP: 200 pmol siRNA/1x10° células
- Tempo de tratamento: 48 h
- 1,0x10°% célula/poco, Meio, 10% de SFB foi
adicionado 24 h apés o inicio do tratamento
A549 - Lipof e PEI: 50 pmol SiRNA/1x10° células 90 40 0
- FFP: 200 pmol siRNA/1x10° células
- Tempo de tratamento: 48 h
- 1,0x10° célula/pogo, Meio + 10% SFB
- Lipof: 100 pmol siRNA**/1x10° células
- FFP: 8004, 32008 e 6400¢ pmol SiRNA**/1x105 60 NA 10°
células
- Tempo de tratamento: 48 h
- 1,0x10° célula/pogo, Meio + 10% SFB
- Lipof e PEI: 100 pmol siRNA/1x10° células 50 65 0
- FFP: 400 pmol siRNA/1x105 células
- Tempo de tratamento: 48 h
- 1,0x10° célula/pogo, Meio + 10% SFB
- Lipof: 100 pmol siRNA**/1x10° células 50 NA 0
- FFP: 800 e 8000 pmol siRNA**/1x10° células
- Tempo de tratamento: 48 h
- 5x10* célula/pocgo, Meio + 10% SFB
- Lipof e PELI: 50 pmol siRNA/1x10° células 50 60 0
- FFP: 50, 100 e 200 pmol siRNA/1x105 células
- Tempo de tratamento: 48 h
* valores comparados as células ndo tratadas, **EGFR siRNA da IDT; NA: n&do avaliado, lipof.:
lipofectamina 2000.

HelLa

A431

Como observado na Tabela 5, o EGFR siRNA utilizado foi eficiente para

silenciar a expressdo do EGFR porque quando administrado com lipofectamina
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promoveu mais de 50% do silenciamento de EGFR em todas as linhagens celulares
avaliadas.

O EGFR siRNA veiculado por 0,65% de PEI em tampdo tris promoveu
silenciamento da expressao de EGFR nas células A549, HeLa e A431. Ja nas células
FaDu, nenhum silenciamento do EGFR foi observado.

A administracdo de EGFR siRNA complexado a FFP ndo promoveu o
silenciamento da expressdo de EGFR nas diferentes condi¢cdes avaliadas (48 e 72 h
de tratamento, meio com e sem a presenca de SFB) e nas diferentes linhagens
celulares. Somente com altas doses de siRNA, um pequeno silenciamento foi
observado nas células FaDu e A549.

4.10. Avaliacdo da eficiéncia de silenciamento de EGFR pelo EGFR siRNA
liberado do G-FFP combinado com a Internalizacdo Fotoquimica (IFQ) em
células A549

A capacidade do EGFR siRNA complexado a FFP em promover o
silenciamento de EGFR combinando com a IFQ foi avaliado em células A549. Como
visualizado na Figura 24, inicialmente foi realizado um screening no qual as células
foram tratadas com EGFR siRNA complexadas com a FFP por 48 h e diferentes
concentracdes de fotosensibilizador e tempos de exposicao a luz foram utilizados para

definir a melhor condi¢éo a ser empregada.

Tempo de exposigdo aluz =60 s Tempo de exposicdo aluz=75s (MEA),TPPS2a = 1,2 pg/mL
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Figura 24. % da expresséo de EGFR (em relagdo as células ndo tratadas) nas células A549
determinado por Western Blotting apds o tratamento por 48 h com EGFR siRNA complexado
a FFP. Diferentes concentracdes do fotosensibilizador ((MEA).TPPS2a) foi utilizado bem
como 2 tempos de exposicao a luz (60 e 75 s). As células com 0,0 pg/mL de (MEA),TPPS2a
ou 0,0 (tempo) foram tratadas somente com EGFR siRNA complexado a FFP.

Do screening realizado definiu-se a melhor condicdo para o estudo com IFQ
nas células A549: concentracéo de 1,2 ug/mL de (MEA).TPPS2a e 75 s de tempo de

exposicao das células a luz. Como mostrado na Figura 25, o tratamento das células
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com EGFR siRNA combinado com IFQ promoveu uma redugcdo na expressao do
EGFR (35%) quando o siRNA foi administrado complexado a FFP em comparacéo as
células néo tratadas. As células ndo tratadas e as tratadas com EGFR siRNA livre e
FFP/ns-siRNA combinadas com a IFQ n&o apresentaram silenciamento na expressao
de EGFR. O mesmo foi observado para as células tratadas com EGFR siRNA

complexadas a FFP e néo tratadas com IFQ.
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Figura 25. % da expressao de EGFR (em relacdo as células ndo tratadas) nas células A549
determinado por Western Blotting apds o tratamento por 48 h com EGFR siRNA complexado
a FFP. Com IFQ: células tratadas com 1,2 ug/mL de (MEA).TPPS2a e expostas a luz por 75
s. NT: células ndo tratadas com EGFR siRNA. * p < 0,05 comparado as células néo tratadas.

4.11. Estudos in vivo
A inoculacdo de células A431 no dorso de camundongos nude foram efetivas
para a obtenc&do dos tumores subcutaneos e apos 10 dias da inoculacdo a maioria

dos tumores atingiram 100-150 mm3.

4.12. Avaliacédo da formacgé&o do gel intratumoral

A formacéo do gel apos injecao intratumoral da FFP contendo ou néo siRNA foi
avaliada pela analise visual e por microscopia dos cortes histologicos corados com
H&E. Como observado na Figura 26, o gel é formado intratumoralmente apés a inje¢do

intratumoral da FFP na presenca e auséncia de siRNA.
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A Figura 26 também mostra que o gel ndo foi formado como um Unico ponto
localizado, houve um local maior de formagéao de gel, onde a FFP foi aplicada, mas a
FFP também se espalhou dentro do tumor e o gel se formou nesta area. Também
observa-se a presenca de células, na maioria mortas, dentro do gel, estudos mais
detalhados precisam ser feitos para verificar se o gel circundou estas células e
promoveu a sua morte ou se o gel funcionou como um suporte e células comecaram

a se desenvolver nesta “matriz”.

Figura 26. (A) Foto do tumor com gel apds administracdo intratumoral de FFP. (B e C) Analise
histolégica do tumor corado com H&E. Tecido tumoral apés 24 h da injecao da FFP, o gel
corresponde a coloragdo rosa (Aumento 100x) e tecido tumoral com gel apés 7 dias da injecéao
de FFP (Aumento 400x), respectivamente.

4.13. Andlise da expressédo de EGFR nos tumores por Western Blotting

A expressao de EGFR nos tumores de camundongos sacrificados apés 24 h, 7
e 14 dias (o grupo de 14 dias corresponde a todos os animais que foram sacrificados
entre 10 e 14 dias) do tratamento com FFP contendo ou n&o siRNA foi avaliada por
WAB. As bandas obtidas no WB estdo mostradas na Figura 27A. Nao houve diferencas
significativas na expressdo do EGFR entre os grupos tratados com e sem EGFR
siRNA (Figura 27B).
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Figura 27. (A) Bandas obtidas no Western Blotting da expressdo de EGFR em tumores
tratados por 24 h, 7 e 14 dias com a FFP contendo ou ndo EGFR siRNA (2,5 mg). (B) Grafico
da expressdo do EGFR em tumores tratados por 24 h, 7 e 14 dias com a FFP contendo ou
ndo EGFR siRNA em funcéo do tempo.
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4.14. Analise da expressdo de EGFR RNAm nos tumores por RT-PCR

A expressao de EGFR RNAmM nos tumores de camundongos sacrificados apés
24 h, 7 e 14 dias do tratamento com FFP contendo ou ndo siRNA foi avaliada por RT-
PCR. Como observado na Figura 28, ndo houve diferencas estatisticas entre a
expressdo do EGFR RNAm dos camundongos tratados com FFP contendo ou n&o
siRNA, indicando que ndo houve reducdo da expressdo do EGFR RNAmM com

tratamento de EGFR siRNA nestas condi¢des.

257 ME Frp

3 FFP + siRNA
2.0 -

1.54
1.0

0.5

Niveis de RNAmM relativo
(Fold Change)

0.0 -
24 h 7 dias 14 dias

Figura 28. Deteccdo por RT-PCR de EGFR RNAmM em tumores A431 tratados com injegc&o
intratumoral de FFP ou FFP + siRNA. Todos os valores sao relativos ao p-Actina RNAm
(RNAm controle). Resultados estdo apresentados como média = desvio padrao (n minimo de
5 e maximo de 7).

4.15. Analise da expressao de EGFR nos tumores por Imunohistoquimica (IHQ)

A Figura 29 mostra imagens representativas dos tumores dos camundongos
sacrificados 24 h e 7 dias apoés injecao intratumoral de FFP ou FFP + siRNA corados
por IHQ e por H&E. Como se pode observar nas imagens dos tumores corados por
IHQ ha regibes com coloracdo marrom (indicativa de EGFR) tanto nos tumores
tratados com FFP quanto nos tratados com FFP + siRNA. Nos tumores corados por
H&E, a coloracao roxa indica o tecido tumoral e a rosa indica a presenca de gel no
tecido tumoral. A comparacao dos cortes corados por H&E e IHQ mostra que néo ha

coloracdo marrom somente nas regides onde o gel esta presente.
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Figura 29. Cortes histoldgicos de 5 um de espessura dos tumores de camundongos tratados
por 24 h e 7 dias com FFP ou FFP + EGFR siRNA. Os tumores foram corados por H&E
(Esquerda) e por IHQ (Direita) com marcagdo para EGFR. O aumento de cada imagem esta
mostrado na propria imagem.

4.16. Avaliacao in vivo da reducao do tumor
O tamanho dos tumores foi avaliado usando um paquimetro digital. A Figura 30
mostra o tamanho dos tumores ap6s administracdo da FFP contendo ou ndo EGFR
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siRNA em funcdo do tempo. Como observado na Figura 30, ap6s 3 dias da
administragao da FFP, os tumores tratados com FFP contendo siRNA tiveram uma
reducdo de tamanho de 30% comparado os tumores tratados com FFP. Nao foi
observado reducéo significativa no tamanho dos tumores entre os dois grupos nos

demais tempos avaliados.
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Figura 30. Tamanho dos tumores ap@s tratamento com FFP contendo ou ndo EGFR siRNA
(2,5 mg). * p < 0.05 comparado aos tumores tratados com FFP.
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A habilidade de liquidos isotrépicos e sistemas liquido cristalinos fluidos, como
a fase lamelar, formarem sistemas liquido cristalinos rigidos, como a fase cubica e a
fase hexagonal, apds contato com excesso de agua dos fluidos corporais esta descrita
na literatura (CHANG; BODMEIER, 1997b, 1998; RIZWAN et al.,, 2009; SHAH,;
SADHALE; CHILUKURI, 2001). Estes sistemas podem ser formados a partir de
lipideos anfifilicos tais como MO que intumescem na presenca de agua e formam
varios tipos de cristais liquidos (AGARWAL; RUPENTHAL, 2013; HATEFI; AMSDEN,
2002; YAGHMUR; RAPPOLT; LARSEN, 2013). Os sistemas liquido cristalinos que
formam géis in situ sdo promissores para administracao localizada e sustentada de
farmacos (FONG; HANLEY; BOYD, 2009).

Na presente pesquisa, MO foi usado para obtencdo de sistemas liquido
cristalinos que formam géis in situ (BORGHETI-CARDOSO et al., 2014, 2015). PG e
tampao tris foram adicionados para garantir fluidez a FFP, e o polimero catiénico PEI
foi adicionado para formar um sistema capaz de administrar genes (BORGHETI-
CARDOSO et al., 2015).

A FFP composta de MO/PEI/PG/tampéo tris 7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p) forma
gel liquido cristalino em contato com excesso de agua (G-FFP). O G-FFP foi
caracterizado como fase hexagonal por microscopia de luz polarizada (Figura 10A) e
como uma mistura de fase cubica e fase hexagonal por SAXS (Figura 10B e Tabela
2). A precisdo da SAXS revelou todos os sistemas liquido cristalinos presentes,
mesmo aqueles ndo observados por microscopia de luz polarizada, como a isotropia
da fase cubica, que foi ocultada pela birrefringéncia da fase hexagonal.

Nesta pesquisa, a FFP foi complexada com diferentes concentracdes de siRNA
durante os experimentos in vitro e in vivo, porém sempre foi mantida a proporgéo 1:1
(v/v) de FFP:solucdo de siRNA nos experimentos com culturas celulares e in vivo.
Como descrito na literatura, o tipo do sistema liquido cristalino formado depende das
propriedades estruturais dos lipideos, temperatura, caracteristica dos componentes
incorporados e quantidade de agua no sistema (CHANG; BODMEIER, 1998; FONG,;
HANLEY; BOYD, 2009). Por este motivo padronizou-se 0 uso da mesma propor¢ao
de FFP e solugcéo de siRNA nos diferentes experimentos com culturas celulares e in
vivo. Os resultados de SAXS do G-FFP, obtido a partir de 100 pL de FFP:Agua (1:1,
v/v) em 900 pL de agua, mostram que o gel rigido formado é uma mistura de fase
clbica e fase hexagonal. Este mesmo sistema formado pela FFP:Agua na proporgéo

de 8:2 (v/v) em excesso de agua resultou em um gel rigido de fase cubica com
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intersticio de fase hexagonal, sendo observado também duas fases cubicas
bicontinuas (BORGHETI-CARDOSO et al., 2015). Estes resultados mostram que a
guantidade de agua no sistema inicial influencia a estrutura liquido cristalina do gel
formado em excesso de agua. O aumento da quantidade de agua no sistema inicial
favorece a obtencdo de hase hexagonal, pois com o aumento de 4gua observou-se
uma mudanca de intersticio de fase hexagonal (fase em pequena propor¢édo) para
fase hexagonal. E relatado na literatura que com o aumento na concentracdo de
solventes pode ocorrer transformacédo das moléculas de uma forma de linear (fase
lamelar) para uma forma de cone. Dependendo da polaridade do agente de solvatacao
e da propria molécula, a transicdo pode resultar em uma fase hexagonal ou fase
hexagonal reversa (MULLER-GOYMANN, 2004)

Como a adicdo de qualquer componente pode influenciar a estrutura liquido
cristalina formada, também foi avaliada a influéncia da adi¢cdo de siRNA no gel obtido.
Para avaliar esta influéncia selecionou-se duas concentragdes de siRNA (10 e 100
KUM) porque a maioria dos experimentos utilizaram concentracdes de siRNA dentro da
faixa de 10 a 100 uM. Os G-FFP contendo 10 e 100 uM de siRNA também foram
caracterizadas como uma mistura de fase cubica e fase hexagonal. A mesma
caracterizagao foi obtida quando a FFP:siRNA (8:2, v/v) com 10 pM de siRNA formou
gel em excesso de agua (BORGHETI-CARDOSO et al., 2015).

A incorporacao de componentes aos sistemas liquido cristalinos pode resultar
em completa mudanca de fase ou apenas em alteracdes no parametro de rede da
estrutura (PHAN et al., 2011). A incorporacéo de siRNA né&o resultou em mudanca de
fase liquido cristalina, mas aumentou o parametro de rede. O parametro de rede
representa a distancia entre os centros das micelas ordenadas da fase liquido
cristalina (AMAR-YULI et al., 2007). O aumento do parametro de rede pode ser devido
a (i) hidratacdo da estrutura, (ii) presenca de moléculas hidrofilicas nos dominios
aguosos ou (iii) presenca de moléculas anfifilicas ancoradas entre o dominio polar e
a cauda apolar, sugerindo que a molécula adicionada ao sistema esta localizada
internamente na estrutura liquido cristalina (AMAR-YULI; ASERIN; GARTI, 2008;
AMAR-YULI et al., 2007; LIBSTER et al., 2007). Como o siRNA é uma molécula
hidrofilica este resultado era esperado e indica que o siRNA estd nos dominios
aguosos da fase cubica e da fase hexagonal, inchando a estrutura e, portanto,
aumentando o parametro de rede. Também é importante ressaltar que embora o

aumento na concentracdo de siRNA, de 10 para 100 pM, adicionado a FFP tenha
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promovido um aumento no parametro de rede, este aumento ndo foi muito
pronunciado.

O aumento do parametro de rede era esperado apés a adicdo do siRNA, porém
em trabalhos anteriores, quando a formulacéo inicial era composta de FFP:siRNA (8:2,
v/v) observamos que a adi¢cdo de siRNA promoveu uma reducéo no parametro de rede
guando comparado ao sistema sem SiRNA. Esta reducédo foi explicada pela alta
hidrofilicidade do siRNA, que o faz competir com o MO pela agua, promovendo a
desidratacdo do MO, resultando em diminui¢cdo do tamanho efetivo dos seus grupos
polares, e consequente encolhimento do parametro de rede (AMAR-YULI et al., 2007,
BORGHETI-CARDOSO et al., 2014, 2015). A diferenca de resultados nestes dois
estudos pode ser explicada pela quantidade de agua inicial no sistema. Como no gel
obtido a partir de FFP:agua (1:1, v/v), a proporcdo de &gua inicial é maior,
provavelmente, ndo houve competicdo do siRNA com o MO pela agua, e se houve
esta competicdo néo foi suficiente para desidratar a estrutura e assim observamos o
aumento do parametro de rede devido a presenca de molécula hidrofilica nos canais
aquosos.

Para que o siRNA néo seja degradado no organismo e consiga efetivamente
entrar nas células e ser liberado no citoplasma para exercer seu efeito € necessario
que ele seja liberado da formulacdo complexado ao PElI (BEYERLE et al., 2011;
GUNTHER et al., 2011). Usando um ensaio de competicdo com heparina foi mostrado
gue o siRNA veiculado pelo gel obtido a partir da FFP é liberado complexado ao PEI
(Figura 11B). Este resultado € importante porque indica que esta formulacdo tem
potencial como sistema de liberacdo de siRNA.

A liberacao de farmacos in vitro a partir de sistemas liquido cristalinos tem sido
investigada em varios estudos (CHANG; BODMEIER, 1998; LARA; BENTLEY;
COLLETT, 2005; PHAN et al., 2011; RIZWAN et al., 2009); porém o mecanismo de
liberagdo ainda ndo é completamente entendido. Varios fatores estédo envolvidos e
podem influenciar a liberacdo do farmaco incluindo as propriedades do mesmo (que
determina a concentracdo do farmaco solubilizada e sua afinidade pelos canais de
agua da estrutura liquido cristalina), composicéo e estrutura dos cristais liquidos (que
estéo relacionadas com o conteudo de agua inicial, com a taxa de absorcéo de agua
e com o tamanho dos canais hidrofilicos) e as condi¢cdes experimentais usadas para
realizar o ensaio de liberacdo do farmaco in vitro (YAGHMUR; RAPPOLT; LARSEN,
2013; YAGHMUR et al., 2012). O tamanho dos canais das estruturas liquido cristalinas
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pode influenciar na liberacao do farmaco, como por exemplo, a liberacao de farmacos
hidrofilicos de fase hexagonal reserva é menor do que de fase bicontinua cubica
provavelmente devido ao menor tamanho dos canais hidrofilicos da fase hexagonal
(FONG; HANLEY; BOYD, 2009; NEGRINI; MEZZENGA, 2011). Assim, a liberacéo de
farmacos hidrofilicos parece estar relacionada com o didmetro e a tortuosidade dos
canais de agua (YAGHMUR; RAPPOLT; LARSEN, 2013). Neste estudo preliminar, o
G-FFP liberou o siRNA de maneira sustentada (Figura 11A). A liberacdo de siRNA foi
avaliada com apenas uma concentracdo (10 pM) devido a limitagcbes de custos.
Embora, ndo houve alteracdo da estrutura liquido cristalina quando concentragcéo
maior de siRNA foi adicionada (observando-se apenas pequeno aumento no
parametro de rede), ndo se pode inferir que a liberacdo seria semelhante a obtida com
a concentracéo de 10 uM de siRNA.

Este sistema foi proposto para administracao parenteral de siRNA e, portanto,
deve ser passivel de esterilizacdo. Para obter uma esterilizacdo eficiente é preciso
garantir que as matérias-primas e a formulacdo inicial tenham o minimo de
microrganismo antes da esterilizacdo. As matérias-primas e FFP apresentaram baixa
guantidade de microrganismo e estdo de acordo com o preconizado pela USP XXXIII
(Tabela 4). Para a realizacdo dos testes de quantidade de microrganismos nas
matérias-primas e na FFP e para a realizacdo dos testes de esterilizacdo, o MIP foi
escolhido como diluente das amostras pois 0 mesmo nao inibe o crescimento dos
microsganismos. Este diluente também foi utilizado por Ahmed et al. (2010) na
avaliacdo da esterilidade de fase cubica realizada por diferentes métodos (AHMED;
DASHEVSKY; BODMEIER, 2010).

O processo de esterilizacdo mostrou que a filtracdo asséptica em membrana
de 0,22 um é efetiva para esterilizar a formulacdo desenvolvida, uma vez que, apos
14 dias ndo se observou turvacdo dos caldos. Pode-se afirmar que a auséncia de
crescimento microbiano foi devido a esterilizacdo adequada e ndo devido a fatores
gue inibiram o crescimento dos microrganismos, porque observou-se a turvacdo dos
caldos apos 3 dias de adicdo do Staphyloccocus aureus. A esterilizagao por filtracéo
em membrana 0,22 um também foi eficiente quando a FFP foi desafiada com
Pseudomonas diminuta, microrganismo indicado pela USP XXXIII para a realizagéao
deste desafio. ApoOs a filtracdo em membrana de 0,22 um a FFP foi capaz de se

geleificar, ndo alterando as propriedades do sistema. Assim, podemos concluir que a
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filtracdo asséptica em membrana de 0,22 um é eficiente para esterilizar o sistema
desenvolvido.

O sistema desenvolvido foi entdo avaliado quanto a sua capacidade de
complexar o siRNA (Figura 12). E importante lembrar que apesar do potencial do
siRNA em tratar diversas doencas, a sua aplicacao clinica é limitada devido a varios
obstaculos tais como dificuldade de atravessar a membrana celular devido a repulsao
de cargas e ao seu tamanho elevado, dificuldade de escape endossomal e a sua
instabilidade in vivo (KIM; PARK; SONG, 2013; WONG; PELET; PUTNAM, 2007).
Para superar estes desafios, sistemas de liberacdo sdo desenvolvidos incorporando
lipideos e polimeros catidnicos. Os lipideos e polimeros catiénicos formam complexos
com siRNA através de interacdes eletrostaticas de sua carga positiva com a carga
negativa do siRNA. A formacdo destes complexos evita os problemas de repulsédo
pela membrana celular que tem uma carga residual negativa, diminui o tamanho dos
acidos nucléicos devido a condensacdo da molécula facilitando, assim, a sua
internalizacao pelas células e evitando a degradacao por nucleases (BEYERLE et al.,
2011; GUNTHER et al., 2011). Portanto, o primeiro passo a se avaliar em um sistema
para aplicacdo de siRNA é sua capacidade de complexar o siRNA.

A avaliagdo da capacidade de complexar o siRNA foi feita por eletroforese
usando gel de agarose 2%. O siRNA livre consegue penetrar na malha do gel de
agarose e uma banda é visualizada sob luz UV devido a intercalacdo com o brometo
de etideo ou GelRed. Quando o siRNA estd complexado, ele ndo penetra na malha
do gel e, portanto, ndo se consegue visualizar a banda (SHEN et al., 2011). A FFP foi
capaz de complexar até 15 mM de siRNA. Portanto, o sistema é capaz de complexar
altas concentracoes de siRNA.

A protecado do siRNA durante a terapia também é indispensavel porque siRNAs
séo degradados pelas RNAses e sao agregados por moléculas carregadas presentes
no soro dentro de poucas horas (KIM; PARK; SONG, 2013). A formacao de complexos
com siRNA é uma maneira de protegé-lo da degradacdo e como esperado o complexo
formado entre o SiRNA e a FFP protegeu o siRNA mesmo em altas concentragdes
(Figura 13). O mesmo foi observado para o SiRNA complexado ao PEI e a lipofectamina,
ja o siRNA livre foi degradado apds 24 h de contato com 25% de SFB.

Com os estudos apresentados até o momento, pode-se afirmar que o gel obtido
a partir da FFP é um sistema capaz de complexar até 15 mM de siRNA e de proteger

o siRNA da degradacéo. Além disto, o siRNA liberado da FFP esta complexado ao
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PEI. Com estas caracteristicas em mente foi avaliado a interacdo do siRNA liberado
do G-FFP com as células. Como as linhagens celulares apresentam caracteristicas
distintas que podem resultar em diferencas no processo de internalizacdo génica e
silenciamento da expresséao de proteinas (MATSUI et al., 2006; WEECHARANGSAN,;
OPANASOPIT; LEE, 2007), seis linhagens de células cancerigenas foram avaliadas,
dentre elas, as células A431 e FaDu que sdo canceres de células escamosas.

Para iniciar os estudos envolvendo cultura celular, avaliamos a citotoxicidade
da FFP nas diferentes linhagens (Figura 14, 15 e 16). A citotoxicidade foi avaliada
usando MTS ou rezasurina. No ensaio com MTS, enzimas desidrogenases
encontradas em células metabolicamente ativas convertem o MTS em formazan
soluvel. A quantidade de formazan formado, determinada pela absorbancia a 490 nm,
é diretamente proporcional ao nimero de células vivas. No ensaio com resazurina, as
enzimas mitocondriais sao responsaveis pela transferéncia de elétrons do NADPH +
H* para a resazurina, que € reduzida a resofurina. A quantidade de resofurina,
determinada por fluorescéncia, € diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis. A resofurina também pode ser determinada por absorbancia a 570 nm
(BORRA et al., 2009; PEETERS; NELIS; COENYE, 2008).

Estudos de citotoxicidade in vitro tém sido usado para predizer a toxicidade de
diversos compostos em humanos (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). Na presente
pesquisa, a avaliacdo da citotoxicidade da FFP teve como objetivo principal
determinar o volume de FFP que poderia ser usado nos experimentos com células, ja
gue a toxicidade do sistema foi previamente avaliada in vivo apds administracéo
subcuténea da formulacdo (BORGHETI-CARDOSO et al., 2014, 2015). De qualquer
forma, este estudo de viabilidade celular permitiu observar que o PEI, como ja era
esperado, € o componente mais toxico da formulagdo (LIU et al.,, 2011). Uma
observacao interessante foi que a sua incorporacéo a FFP parece ter diminuido a sua
toxicidade nas células A431, FaDu, HelLa e A549. Isto porque 0,0004% de PEI em
tampaéo tris resultou em 60% de viabilidade celular, enquanto que 0,0004% de PEI na
FFP (referente a concentragéo final na célula pelo volume de FFP administrado (0,37
pL)) resultou em viabilidade celular de aproximadamente 75%.

Também foi possivel observar que a FFP complexada com siRNA foi menos
citotoxica, provavelmente, porque o siRNA diminuiu a carga positiva do sistema.
Vérios estudos com nanoparticulas também demonstraram que a reducdo ou

neutralizacdo da carga positiva do sistema resultou em menor citotoxicidade
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(FROHLICH, 2012). Além disso, pode-se inferir também que o aumento do volume de
FFP administrado promoveu uma reducdo na viabilidade celular, dessa forma, para
garantir uma alta viabilidade celular nos estudos seguintes, utilizou-se a proporcéo de
no maximo de 0,5 uL de PFF para 500 pL de meio de cultura nas células A431, FaDu,
HelLa e A549. Para as células WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP a FFP foi um
pouco mais téxica e optamos por usar 0,25 L de PFF para 500 pL de meio de cultura,
ja que a administracdo de 0,5 puL de FFP resultou em viabilidade celular de 30%.
Nestas células ndo se observou diferenca na toxicidade do PEI em tampao tris ou PEI
incorporado a FFP.

ApGs a definicdo do volume de FFP que pode ser administrado as células de
modo a garantir uma viabilidade maior que 80% foi entéo, avaliado a internalizacéo
celular do siRNA.

A internalizacdo celular do siRNA & um grande desafio devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas como possuir alto peso molecular (~13 KDa) e carga
negativa (BUMCROT et al., 2006). Com estas caracteristicas o SiRNA ndo consegue
atravessar a membrana citoplasmatica por difusdo passiva (LU; LANGER; CHEN,
2009), portanto € necessario o desenvolvimento de carreadores que neutralizem a
carga negativa do siRNA e que promovam a condensacdo da estrutura do siRNA
(WONG; PELET; PUTNAM, 2007).

Para avaliar a capacidade de um sistema em promover a internalizacéo celular
do siRNA, é importante usar técnicas que determinam quantitativamente o siRNA
dentro da célula apés a transfeccdo. A andlise quantitativa pode ser obtida usando
siRNA marcado com elementos radioativos (OVERHOFF; WUNSCHE; SCZAKIEL,
2004; WOLFRUM et al., 2007). Porém, trabalhar com material radioativo requer
pessoal treinado e laboratoério preparado e autorizado. O uso de g-PCR também tem
sido descrito para a quantificacdo de siRNA presente dentro da célula (LIU et al.,
2009), porém esta técnica requer materiais caros e otimizagdo do processo. Por outro
lado, siRNA marcados com marcadores fluorescentes sao comercialmente
disponiveis, baratos, de facil deteccdo e, portanto, frequentemente sdo usados para
quantificar ou visualizar a internalizagéo celular (VADER et al., 2010). Assim, para
avaliar se o siRNA liberado da G-FFP é capaz de ser internalizado pelas células foi
utilizado siRNA com marcador fluorescente (Alexa488 ou Alexa 647 siRNA).

A quantificagdo do siRNA marcado com marcador fluorescente normalmente é

feita por citometria de fluxo, microscopia confocal ou medida da fluorescéncia do
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lisado celular. Dependendo da técnica escolhida observa-se variagdes nas respostas
obtidas devido ao problema de quenching. Vader et al. (2010) propés um método para
superar este problema. No método proposto, a medida da fluorescéncia foi realizada
em células lisadas com tampéao de lise contendo 2% de SDS para dissociar o SiRNA
dos complexos. De acordo com Vader et al. (2010) a internalizacdo celular de siRNA
determinada por citometria de fluxo ou microscopia pode ser subestimado, os autores
reforcam a ideia de que medir a fluorescéncia apos a adicdo de SDS 2% € a melhor
metodologia para evitar o problema do quenching e obter resultados mais confiaveis
(VADER et al., 2010). Na presente pesquisa, a quantificacdo da internalizacado do
siRNA liberado da FFP e dos controles foi feita seguindo o protocolo proposto por
Vader et al. (2010) (Figura 17 e 18). A microscopia confocal foi realizada para anélise
qualitativa do siRNA internalizado (Figura 19 e 20).

Avaliando a internalizag&o celular do siRNA por medida da fluorescéncia em
lisado celular pode-se observar que em todas as linhagens celulares avaliadas, com
excecdo da HeLa e MCF-7/DLC2-GFP, ndo houve diferencas estatisticas entre as
células tratadas com o complexo lipofectamina/siRNA e as células ndo tratadas. Este
resultado era esperado devido a rapida transfeccao e eficiente escape endossomal do
siRNA promovido pela lipofectamina, que libera rapidamente o siRNA no citoplasma,
tornando-o disponivel para a incorporacdo no complexo proteico para a promocéao de
silenciamento génico ou para ser degradado por RNAses do citosol. Assim,
provavelmente apds 48 h (tempo em que as células foram lisadas) pouco SiRNA
estava restando no interior das células. A microscopia confocal corrobora com estes
dados, apos 4 h de transfeccdo observa-se mais siRNA internalizado nas células
tratadas com lipofectamina/siRNA do que apds 48 h de transfeccéo.

Apbs 48 h de transfecgdo, o PEI em tampao tris foi o carreador que promoveu
a maior internalizagdo do siRNA em todas as linhagens celulares avaliadas, com
excecdo das celulas A431, na qual o carreador que promoveu a maior internalizacao
foi a FFP. O siRNA veiculado pela FFP foi internalizado por todas as células quando
administrado com uma concentracdo de 200 pmol/10° células, com excecdo das
células FaDu que nao apresentaram diferencas estatisticas em relacdo as células
nao-tratadas.

Os resultados obtidos pela microscopia confocal apés 48 h de transfeccéo
corroboram com os dados da medida da fluorescéncia em lisado celular. Somente os

resultados obtidos com as células MCF-7/DLC2-GFP tratadas com siRNA complexado
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a FFP né&o corresponderam aos resultados da medida da fluorescéncia em lisado
celular.

Pela analise dos resultados da microscopia confocal também pode-se observar
gue a lipofectamina promoveu uma rapida internalizacdo do siRNA, enquanto a FFP
promoveu uma internalizacdo mais tardia do siRNA, o que ja era esperado devido a
liberacdo sustentada do siRNA a partir do G-FFP. Em relagéo a internalizacdo do
siRNA promovida pelo PEI em tampé&o tris, observou-se que, embora o complexo
formado esteja disponivel para a entrada na célula sem necessidade de ser liberado
de um sistema, a internalizacdo deste complexo também foi mais tardia em
comparacdo com a internalizagdo do complexo lipofectamina/siRNA. A diferenga no
tempo de internalizacdo entre o complexo PEI/SiRNA e lipofectamina/siRNA pode ser
explicada pela diferenca da via de entrada de cada complexo na célula.

Os lipoplexos sao internalizados preferencialmente por endocitose mediada por
clatrina enquanto os poliplexos sao internalizados por endocitose mediada por
caveolina e clatrina, sendo que a endocitose mediada por caveolina é a responsavel
pela internalizacéo efetiva de acidos nucléicos complexados a polimeros catibnicos
(REJMAN; BRAGONZI; CONESE, 2005). E sabido que a internalizagdo pela via
clatrina € muito mais rapida que a internalizacé@o por via caveolina (FERREIRA et al.,
2014; REJMAN; BRAGONZI; CONESE, 2005; WANG et al., 2016). Como por
exemplo, em um estudo avaliando a transfec¢cao de DNA, o maximo da expressao do
gene luciferase foi atingido 15 min e 3 h apos as células serem tratadas com lipoplexos
de DOTAP e poliplexos de PEI (25 kDa), respectivamente (REJMAN; BRAGONZI;
CONESE, 2005). Assim, as diferencas nas vias de entrada destes complexos podem
explicar a diferenca no tempo de internalizacdo do SiRNA veiculado por estes
carreadores, porém, como a via de internalizacdo é determinada por uma série de
fatores, incluindo as propriedades fisico-quimicas dos complexos e a linhagem celular,
uma conclusdo requer estudos mais detalhados sobre a interacdo entre estes
complexos, a via de entrada e a linhagem celular.

A internalizacdo celular nas células WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP
observada pelo video foi interessante pois permitiu visualizar a transfeccéao de forma
mais dinamica, embora a qualidade das imagens apresente menor resolucdo quando
comparado com a microscopia confocal (Figura 21). Pode-se observar que o siRNA
foi internalizado pelas células e permanece mesmo apds sucessivas divisdes

celulares. Tambeém verificou-se que a concentracao intracelular de siRNA aumenta ao
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longo do tempo quando o mesmo é complexado com a FFP. O video obtido das
células MCF-7/DLC2-GFP corrobora com os resultados da medida da fluorescéncia
em lisado celular e difere do obtido pela microscopia confocal. Provavelmente, ocorreu
algum problema com as amostras das células MCF-7/DLC2-GFP tratadas com
SiRNA/FFP por 48 h e avaliadas por microscopia confocal, j& que ficou evidente que
apos este periodo tem mais siRNA internalizado do que nas primeiras horas de
transfeccao, fato que também foi observado nas demais células.

A FFP foi eficiente para promover a internalizacéo celular do siRNA em todas
as linhagens celulares, mesmo nas células FaDu onde ndo se observou diferenca
estatistica na medida da fluorescéncia em lisado celular, verificou-se uma pequena
internalizacao por microscopia confocal. Assim, o préximo passo foi avaliar se 0 SIRNA
internalizado pelas células estavam disponiveis no citoplasma e eram capazes de se
associar ao RISC e promover o silenciamento génico.

A eficicia do siRNA em induzir o silenciamento génico sé pode ser medida
experimentalmente com base na inibicdo da expressdo do gene alvo (HUNG et al.,
2006). Na presente pesquisa, a avaliacao do silenciamento génico foi feita com gene
modelo exdgeno (Firefy/Renilla luciferase) e gene enddgeno de interesse (EGFR).

A avaliacdo do silenciamento de gene exdgeno foi feita utilizando o gene que
expressa luciferase. Estes genes podem expressar apenas a luciferase como também
podem expressar proteinas de interesse acoplada a luciferase, neste ultimo caso a
luciferase age como gene reporter. O silenciamento de genes que expressam
luciferase € medido pela capacidade da luciferase em transformar energia quimica em
luminosa ao catalisar reagdes bioldgicas, tendo a luciferina como substrato (ALLARD;
KOPISH, 2008). Muitos estudos avaliam a atividade de luciferase como indicador de
sucesso de silenciamento génico (CONDE et al.,, 2015; HUNG et al., 2006;
KALINOWSKI et al., 2012; OISHI et al., 2006; TAKAHASHI et al., 2005). A avaliacao
do silenciamento génico medido pela atividade de luciferase fornece resultados
confiaveis e de facil obtencdo por combinar a simplicidade e sensibilidade do ensaio
com luciferase com a bem documentada e facilmente analisada proteina de referéncia
(CONDE et al., 2015; HUNG et al., 2006).

A capacidade do siRNA liberado a partir do G-FFP em silenciar genes foi
medida pela atividade da luciferase ap0s a transfeccdo das células HelLa, A549 e
FaDu com genes exdgenos para a expressao de Firelfy e Renilla luciferase (Figura

22). Renilla luciferase é comumente usada como controle da transfeccéo
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(KALINOWSKI et al., 2012), entéo, a atividade da firefly luciferase, nas células tratadas
com siRNA especifico para firefly luciferase e siRNA nao-especifico, foi normalizada
pela atividade da renilla luciferase. Os resultados mostraram que o SiRNA complexado
a FFP e ao PEI foram mais eficientes do que o siRNA complexado a lipofectamina
(controle positivo) em promover o silenciamento génico nas células HeLa (90%, 94%
e 76% de reducdo da expressao de Firefly luciferase, respectivamente). Em células
FaDu, resultados semelhantes foram obtidos, porém as células tratadas com FFP
apresentaram menor taxa de silenciamento do que as tratadas com PEIl e
lipofectamina. Estes resultados mostram que o PEI é o componente da formulagéo
responsavel pela veiculacédo efetiva do siRNA e que os demais componentes (MO,
PG e tampéao tris) ndo interferem. Porém, ao invés de usar somente o PElI como
carreador do siRNA, o desenvolvimento de um sistema é vantajoso por promover uma
liberacdo sustentada de siRNA, a qual é interessante para administracao localizada
de siRNA em ambientes com alta proliferacdo celular como por exemplo em cancer
(HAN et al., 2011), regeneracdo de tecidos (NELSON et al., 2012) e formacéo de
0ssos (MANAKA et al., 2011). Além disso, o0 uso de sistemas de liberacdo sustentada
e localizada pode permitir uma reducdo da dose administrada e aumentar o conforto
e a adesao do paciente.

Embora o silenciamento de genes exdgenos seja muito Util para avaliar a
eficiéncia de um sistema em administrar efetivamente o siRNA esta avaliacdo é
limitada em estudos que objetivam silenciar proteinas endoégenas de interesse
(CONDE et al.,, 2015). Assim, o préximo passo desta pesquisa foi avaliar o
silenciamento génico da proteina de interesse — EGFR.

Diferentes técnicas podem ser empregadas para determinar a eficacia do
silenciamento génico considerando os varios graus de complexidade celular, tais
como o nivel de transcricdo, o nivel de proteina e o nivel fisiolégico. PCR sé&o
normalmente empregados para avaliar o nivel de transcricdo e os dados obtidos
fornecem informacgdes sobre o aumento ou diminuicdo do gene alvo (CONDE et al.,
2015; HOLMES et al., 2010). A abundancia de RNAm transcritos se correlaciona
parcialmente com o nivel de proteina. Frequentemente, é relatado que 0 RNAmM
detectado pode predizer em apenas 40% o nivel de proteina. Em células de
mamiferos, RNAm séo produzidos em taxas muito menores do que as proteinas, em
média, duas moléculas de RNAmM sdo produzidas por hora enquanto dezenas de
coOpias da proteina correspondente sédo traduzidas (VOGEL; MARCOTTE, 2012).
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Estes dados mostram que a determinag&o do nivel de proteina € o procedimento mais
adequado para avaliar o silenciamento génico (CONDE et al., 2015; HOLMES et al.,
2010).

O Western Blot (WB) € a principal técnica utilizada para determinar proteinas e
tem aplicacdo na avaliacdo do silenciamento génico (HOLMES et al., 2010). No
presente trabalho, o EGFR, que tem peso molecular de 170 kDa, foi detectado por
WB (Figura 23 e Tabela 5). A avaliacao do silenciamento de EGFR foi realizada nas
células HelLa, A549, FaDu e A431. A maioria das células cultivadas de origem epitelial
e de fibroblastos expressam EGFR em niveis de 5.000 a 2.000.000 por célula
(SORKIN; DUEX, 2010). As células HeLa e A549 expressam EGFR (~ 5,3 x10° e
2,8x10° receptores/células, respectivamente) em taxas bem menores do que as
células A431 (~1,2x10° receptores/células) (ZHANG et al., 2015). As células FaDu
também expressam altas taxas de EGFR (~1X10° células/receptor) (BOUCEK et al.,
2007).

B-actina (42 kDa) também foi detectada por WB. Esta proteina € expressa por
todos os tipos de células eucariéticas em altas concentracdes, sendo frequentemente
utilizada como controle interno no WB. O uso de controle interno € necessario para a
correta interpretacdo dos resultados obtidos no WB, sendo necessario para visualizar
se a mesma quantidade de proteina das amostras foi utilizada em cada poc¢o do gel.
Ele também garante que as proteinas foram transferidas do gel para a membrana com
a mesma eficacia e que houve uniformidade na incubacdo dos anticorpos e na
deteccdo dos sinais (JOHNSON, 2012). Assim, a quantidade da expressédo da
proteina EGFR, determinada quantitativamente pelo NIH ImageJ, foi corrigida pela
intensidade de B-actina (Intensidade da banda de EGFR/Intensidade da banda de B-
actina).

Varios fatores podem influenciar a eficiéncia de silenciamento de um gene de
interesse tais como a eficiéncia de transfeccéo, a eficacia da sequéncia de siRNA
escolhida, a taxa de transcricdo do gene de interesse, a estabilidade da proteina e as
caracteristicas de crescimento da linhagem celular avaliada (INVITROGEN
CORPORATION, 2002).

Apenas um numero limitado de siRNAs é capaz de induzir altas taxas de
silenciamento de genes alvo especificamente (HUNG et al., 2006; UI-TEI et al., 2004).
Além disso, a eficacia de siRNAs é dependente da especificidade das sequéncias alvo

dentro de um gene (HUNG et al., 2006). Na tentativa de facilitar o delineamento da
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sequéncia de siRNAs que sdo altamente efetivos, Ui-Tei et al. (2004) avaliaram
extensivamente 62 alvos de genes enddgenos e exdgenos e apresentaram regras que
podem guiar a escolha do sequenciamento de siRNA com alto efeito de silenciamento
génico (UI-TEI et al., 2004). Na presente pesquisa, pelos resultados de silenciamento
obtidos quando o mesmo foi complexado a lipofectamina, pode-se afirmar que o0s
siRNAs especificos para EGFR usados foram efetivos para silenciar a expresséao de
EGFR em todas as linhagens celulares avaliadas. Vale a pena notar também que a
administracdo de sIRNA ndao-especifico ndo promoveu nenhuma reducdo na
expressdo do EGFR, indicando que o siRNA é especifico, como relatado na literatura
(SIFUENTES-ROMERO; MILTON; GARCIA-GASCA, 2011; WHITEHEAD; LANGER;
ANDERSON, 2009), o que torna o siRNA uma interessante terapia para as mais
diversas doencas com minimo efeito colateral.

O siRNA complexado ao PEI foi capaz de silenciar a expressao de EGFR de
modo similar ao complexado com lipofectamina em algumas linhagens celulares
(A549, HelLa e A431), enquanto o siRNA complexado a FFP ndo promoveu
silenciamento em nenhuma das linhagens celulares avaliadas. Os resultados obtidos
sdo intrigantes, porque é dificil explicar como siRNA complexado a 0,65% de PEIl em
tampéo tris promoveu o silenciamento do EGFR mas n&do quando liberado da
formulac@o. Uma possivel explicagdo é que o complexo siRNA-PEI liberado do G-FFP
pode ter quantidade de PEI, flexibilidade conformacional e densidade de carga
cationica diferente do complexo siRNA-PEI formado em tampao tris. E como descrito
na literatura, a eficiéncia de sistemas de liberacdo obtidos com PEI sao influenciados
por muitas caracteristicas deste polimero, como a estrutura e peso molecular,
potencial zeta, potencial ibnico da solucdo, tamanho de particula, sequéncia e
flexibilidade conformacional e densidade de carga catibnica (BEYERLE et al., 2011).
Assim, provavelmente, o complexo siRNA-PEI liberado do G-FFP tem caracteristicas
menos favoraveis para a sua entrada na célula (como mostrado nos estudos de
internalizacao celular) e, principalmente, para a promog¢ao do escape endossomal, o
gue pode ter dificultado a liberacdo do siRNA no citoplasma e, consequentemente,
nao se observou o silenciamento da expressdo de EGFR. A falta de relagcédo direta
entre a eficiéncia de internalizagéo celular e o silenciamento génico e a importancia
do escape endossomal para se ter o silenciamento do gene de interesse também foi
observada em um estudo com dois PEls modificados (DPPE-PEI e DOPE-PEI)

veiculando siRNA. O DOPE-PEI foi mais efetivo em promover o silenciamento génico,
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embora os dois tenham apresentado a mesma interagcdo com a membrana celular e
promovido internalizacao similar do siRNA. Isto porque, o DOPE-PEI promoveu um
melhor escape endossomal do siRNA quando comparado com o DPPE-PEI
(NAVARRO et al., 2014).

A eficiencia na promogdo do escape endossomal de um complexo
carreador/siRNA estd diretamente relacionada a via de entrada na célula deste
complexo e as suas caracteristicas. Como descrito acima na introducdo e nesta
discusséo, poliplexos complexados a acidos nucléicos sdo internalizados por
endocitose mediada por clatrina e caveolina, enquanto o0s lipoplexos sao
preferencialmente internalizados por endocitose mediada por clatrina (KAPOOR,;
BURGESS, 2013; KIM; PARK; SONG, 2013; REJMAN; BRAGONZI; CONESE, 2005;
REJMAN; CONESE; HOEKSTRA, 2006). Como os poliplexos internalizados por
caveolina sofrem escape endossomal pelo “efeito esponja de protons”, neste trabalho,
supde-se que o complexo PEI/siRNA liberado do G-FFP, quando internalizado pela
via caveolina, provavelmente, tem caracteristicas menos favoraveis para a promocao
do “efeito esponja de protons” do que o complexo PEI/siRNA em tampé&o tris, assim,
pouco siRNA é liberado no citoplasma. Também pode ser que a presenca de lipideos
anfifilicos na formulacdo favoreca uma maior internalizacdo pela via clatrina do que
normalmente ocorre com 0s poliplexos, mas neste caso, os lipideos anfifilicos
parecem ndo promoverem a desestabilizacdo da membrana celular e assim néo se
tem o escape endossomal. Vale a pena também ressaltar que embora muitos estudos
tém mostrado que a maioria dos sistemas ndo-virais entram na célula por endocitose,
esta via parece nao contribuir significativamente para a liberacao efetiva de siRNA no
citoplasma. A fusdo dos lipoplexos com a membrana plasmatica parece ser a via de
entrada responsavel por permitir a liberacéo do siRNA no citoplasma de forma efetiva
(LU; LANGER; CHEN, 2009). Assim, a via de entrada, que é determinada
principalmente pelas caracteristicas do complexo, tem uma grande influéncia no
destino do siRNA no interior da célula. Nesta andlise, suposi¢des do que pode ocorrer
com o sistema desenvolvido ao interagir com as células foram feitas, porém, estudos
futuros sdo necessarios para entender a via de entrada e o trafego intracelular do
SiRNA liberado pelo G-FFP.

Deste estudo de silenciamento da expresséo de EGFR, também vale ressaltar
gue a taxa de silenciamento promovido pelo EGFR siRNA carreado pelo PEI e

lipofectamina nas células A549 e HelLa foram menores do que o silenciamento
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promovido na expressdo de Firefly luciferase. Isto pode ser devido a diferengas na
taxa de transcricdo, tempo de meia-vida e estabilidade da proteina EGFR e da
proteina Firefly luciferase. A producéo e a manutencéo de proteina celular envolvem
uma série de processos relacionados que abrangem a transcricdo, o processamento
e a degradacdo de RNAms, a localizacao, a modificacédo e a destruicdo programada
das préprias proteinas. A abundancia da proteina reflete um equilibrio dindmico entre
estes processos e isto varia para cada tipo de proteina (VOGEL; MARCOTTE, 2012).

Como explicado acima, o balanco entre a inibicdo e expressao de uma proteina
€ bastante delicado. André et al. (2006) mostrou que a inibicdo de proteinas de
interesse usando nanosistemas € dependente do tempo de tratamento das células
com siRNA. No presente estudo, avaliou-se o silenciamento em diferentes tempos (48
e 72 h), porém resultados similares foram encontrados. Também foi realizado estudo
de silenciamento da expressdo de EGFR usando meio de cultura sem SFB, obtendo-
se 0s mesmos resultados. Este estudo foi importante porque mostrou que a falta de
efeito do siRNA complexado a FFP ndo é devido a uma possivel degradacdo do
SsiRNA, comprovando os resultados de que o mesmo € liberado do sistema
complexado ao PEI e isto o protege da degradacao, corroborando com os resultados
da estabilidade do siRNA realizado em eletroforese.

Como discutido na introducdo e acima nesta discussdo, varios estudos
mostram que muitos sistemas sdo capazes de promoverem a internalizacéo celular
do siRNA, mas falham na promocéao do silenciamento génico (KAPOOR; BURGESS,
2013; NAVARRO et al., 2014). Este fato € normalmente associado a uma ineficiéncia
do escape endossomal, que € mostrado por muitos autores como o principal desafio
a administracéo efetiva de siRNA (BEYERLE et al., 2011; GUNTHER et al., 2011;
KAPOOR; BURGESS, 2013; NAVARRO et al., 2014; SCHROEDER et al., 2010). Para
avaliar se a falta de eficacia no silenciamento de EGFR quando o siRNA foi veiculado
por FFP é devido a deficiéncia no escape endosomal, IFQ foi associada ao tratamento
nas células A549.

IFQ é uma tecnologia que melhora o escape endossomal de moléculas que
estdo dentro de vesiculas endossomais. Foi primeiro demonstrada em 1999 como
uma nova tecnologia para a liberacéo de diversas moléculas no citosol (BERG et al.,
1999). Desde entdo, muitos estudos tém sido publicados mostrando que esta técnica
pode ser utilizada tanto in vitro quanto in vivo para a liberacdo de macromoléculas
(SELBO et al., 2010). Em 2007, foi publicado o primeiro trabalho que utilizou IFQ para
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aumentar o escape endossomal de siRNA (OLIVEIRA et al., 2007). Os estudos
mostraram um potente silenciamento génico promovido por SiRNA quando
compararam células tratadas com IFQ com células néo tratadas com IFQ (OLIVEIRA
et al., 2007; RAEMDONCK et al., 2009).

A tecnologia da IFQ emprega, preferencialmente, FS anfifilicos que acumulam
nas membranas das vesiculas endociticas. Apods iluminagdo, os FS se tornam
excitados, e entdo, induzem a criacdo de espécies reativas de oxigénio,
principalmente oxigénio singleto. Este intermediario altamente reativo pode danificar
0S componentes celulares, mas o pequeno raio de agédo e o tempo de vida curto
restringem o efeito prejudicial para o local de producao. Este efeito localizado promove
o rompimento das vesiculas endociticas, liberando assim as moléculas terapéuticas
presentes na vesicula no citosol (BERG et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2007).

Dependendo da concentracdo de FS e do tempo de exposicao a luz, o efeito
pode resultar na liberagdo de siRNA no citosol ou na citotoxicidade. Portanto, foi
necessario determinar a melhor condicdo para a promocdo do escape endossomal
(Figura 24). O tratamento das células A549 com IFQ promoveu uma reducao (35%)
na expressdo do EGFR quando o EGFR siRNA foi administrado com a FFP em
comparacdo as células ndo tratadas, mostrando que ao aumentar a eficiéncia de
escape endossomal é observado o silenciamento génico (Figura 25). Porém, este
estudo teve limitacdes porque ndo houve diferencas estatisticas entre as células
tratadas com siRNA/FFP e IFQ dos demais tratamentos combinados a IFQ. Pode-se
observar que ao tratarmos as células com IFQ houve uma reducéo na expresséo do
EGFR das células que ndo foram tratadas com siRNA, o que pode ser devido a
citotoxicidade desta técnica. Embora nossa proposta € para terapia do cancer e a
citotoxicidade € uma preocupacdo menor, que poderia ser até considerada um
adjuvante (OLIVEIRA et al., 2007), precisamos avaliar estes riscos e definir os
melhores parametros a serem empregados para esta terapia.

Os estudos in vitro usando culturas celulares mostraram que as diferentes
linhagens celulares apresentaram diferentes eficiéncias de internalizacdo e de
silenciamento génico ao serem tratadas com sSiRNA complexado a FFP, PEI ou
lipofectamina, em suma, os principais resultados para cada linhagem celular séo:

- Células A431: o G-FFP foi mais eficiente do que o PElI em tampao tris e a
lipofectamina na promocao da internalizagdo celular do SiRNA, mas o siRNA

internalizado ndo promoveu silenciamento da expressdo de EGFR. Esta observacgao
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nos mostra que ndo ha uma relacao direta entre a eficiéncia de internalizacdo celular
do siRNA e a promocédo do silenciamento génico, o que provavelmente se deve a
problemas no escape endossomal, como discutido acima. Além disto, vale ressaltar
que nestas células o siRNA complexado ao PEI, mesmo tendo uma menor
internalizagdo celular do que o complexado a G-FFP promoveu silenciamento de
EGFR, assim, como discutido anteriormente o PEI parece ter caracteristicas mais
favoraveis para promover o escape endossomal do que o complexo PEI/SIRNA
liberado do G-FFP.

- Células FaDu: ndo houve diferenca estatistica na internalizacdo do siRNA entre as
células tratadas com G-FFP/siRNA e as células controle (ndo-tratadas), apenas foi
observado pequena internalizacdo de siRNA por microscopia confocal. A pequena
guantidade de siRNA no interior da célula foi capaz de promover um silenciamento de
Firefly luciferase de 58%. Porém, o siRNA internalizado n&o foi capaz de silenciar a
expressdo da proteina endégena EGFR. Ja as células tratadas com o complexo
PEI/siRNA em tampdo tris tiveram uma eficiente internalizacdo do siRNA, foram
capazes de silenciar a expressao de Firefly luciferase, porém, também ndo foram
capazes de silenciar a expressdo de EGFR. A diferenca entre silenciamento da
expressao de Firefly luciferase e EGFR pode ser devido as diferencas no processo
que regula a expressao da proteina, como discutido acima.

- Células HeLa: houve uma maior internalizacéo celular do siRNA complexado ao PEI
em comparacdo ao complexado com G-FFP, porém o silenciamento da atividade da
Firefly luciferase foi similar nos dois tratamentos e ambos foram mais eficientes do
qgue a lipofectamina em promover este silenciamento. Quanto ao silenciamento de
EGFR, o siRNA complexado ao PEI promoveu silenciamento semelhante a
lipofectamina e o siRNA complexado a G-FFP n&o promoveu silenciamento. Assim
como observado nas células A431 e FaDu, ndo houve correlacdo entre internalizacao
celular e o silenciamento génico. Estes resultados nos indicam que o PEI, como
ocorrido também com as células A431, provavelmente foi mais eficiente do que a FFP
em promover o escape endossomal.

- Células A549: o perfil de internalizacdo do siRNA nas células tratadas com siRNA
complexado ao PEI e a FFP foi similar. No silenciamento da atividade de firefly
luciferase ndo houve diferencas estatisticas entre as células tratadas com siRNA n&o-
especifico das tratadas com siLuc para o siRNA complexado a todos os carreadores,

portanto, nesta linhagem celular os carreadores avaliados parecem ndo terem
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conseguido liberar o siRNA no citoplasma de forma a obter o silenciamento do gene
exogeno. Na avaliacdo do silenciamento do EGFR foi observado silenciamento das
células tratadas com PEI/siRNA, mas ndo foi observado silenciamento nas células
tratadas com FFP/siRNA. Este resultado € intrigante pois ocorreu silenciamento do
gene enddégeno tratado com siRNA complexado ao PElI mas ndo ocorreu
silenciamento do gene exdgeno tratado com o mesmo complexo. Estes resultados
mostram que muitos fatores estdo envolvidos na resposta celular quando uma
transfeccédo acontece e que nao é simples desenvolver um sistema que sera eficiente
em todas as condi¢cdes. Ao combinar a IFQ com o tratamento com siRNA-EGFR
observou-se um aumento no silenciamento das células tratadas com siRNA/G-FFP.
Este resultado pode indicar que nesta linhagem celular, a falta de eficiéncia no
silenciamento do gene enddgeno, provavelmente, foi devido a problemas com o
escape endossomal do siRNA liberado do G-FFP.

- Células WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP: houve internalizag&o celular quando
as células foram tratadas com siRNA complexado ao PEI e a FFP. O silenciamento
génico nestas linhagens foi avaliado usando o GFP como gene reporter do gene que
expressa DLC2 e esta apresentado e discutido no Apéndice 1.

Além dos estudos in vitro com células, também realizamos um estudo piloto em
animais. Neste piloto o objetivo principal foi avaliar se a FFP era capaz de formar gel
in situ apos administrada intratumoralmente com ou sem siRNA (EGFR siRNA).
Embora a administracdo subcutanea desta formulacdo FFP tenha mostrado que é
possivel obter um gel subcutdneo (BORGHETI-CARDOSO et al., 2015), € necessario
avaliar esta formagdo em tumores que sdo ambientes mais hostis do que o tecido
subcutdneo. O tumor € um ambiente complexo com alteracdes anatdbmicas e
fisiol6gicas do tecido. O crescimento desordenado das células cancerigenas favorece
a obtencdo de uma massa tumoral irregular, altamente vascularizada e com baixa
drenagem linfatica, que resulta em um efeito de permeabilidade e retencdo aumentada
(BERTRAND et al.,, 2014). Assim, este piloto serviria para responder a primeira
questdo (sobre a formagdo de gel intratumoral) e também forneceria dados
preliminares sobre a terapia de dose uUnica usando EGFR siRNA e FFP para o
tratamento do cancer de pele.

Para avaliarmos a formacé&o de gel intratumoral e a eficiéncia deste sistema em
promover reducdo no tamanho do tumor, € necessario ter um modelo in vivo

adequado. Em termos de modelos tumorais, eles podem ser obtidos apds a exposicéo
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repetida a carcin6genos ou pela inoculacdo de células tumorais. Os modelos tumorais
que normalmente se originam ap0s a exposi¢do a carcindgenos, radiacao, virus ou
bactérias mimetizam a situac&o clinica muito bem, mas muitos obstaculos existem
para implantacdo destes modelos, como por exemplo, 0 tempo necessario para
desenvolvimento do tumor e a padronizacao dos tumores obtidos. Diferentemente, a
inoculagéo de células tumorais subcutaneamente no dorso de camundongos nude tem
sido amplamente utilizada como um modelo de facil obtencdo para o estudo das
terapias anti-cancer (GUO et al., 2011).

A inoculacdo de células A431 no dorso de camundongos nude realizada nesta
pesquisa foi efetiva para a obtencdo dos tumores subcutéaneos. A FFP contendo ou
nao siRNA forma um gel in situ apos ser administrada intratumoralmente (Figura 26).
Vale a pena ressaltar que o gel ndo foi formado como um uUnico ponto localizado, mas
se espalhou dentro do tumor, embora houvesse um local de maior formagao de gel
correspondendo ao local que a FFP foi aplicada. Foi possivel observar a presenca do
gel no tumor pelo periodo do experimento, ou seja, por 14 dias o gel se manteve no
tecido tumoral. Este resultado indica que o processo de degradacédo do gel no tumor
€ semelhante ao processo de degradacao do gel no tecido subcutaneo (BORGHETI-
CARDOSO et al., 2015).

Ap6s o sacrificio dos animais, os tumores foram usados para avaliar a
expressao de EGFR por WB (Figura 27) e IHQ (Figura 29) e também foi quantificado
o RNAmM por RT-PCR (Figura 28). Na presente pesquisa foi observado uma correlacao
entre os resultados obtidos por RT-PCR e WB, ou seja, ndo foi observado nem a
diminuicdo da expressdo de RNAm nem da proteina EGFR apds 24 h, 7 e 14 dias de
tratamento do tumor com injecéo intratumoral de EGFR siRNA complexado a FFP.

A analise por IHQ mostrou regides com forte coloracdo marrom indicativa da
presenca de EGFR e outras com auséncia da expressédo de EGFR. Para avaliar se
esta diferenca € devido a acdo do EGFR siRNA liberado da FFP e nédo devido a
presenca do gel no tecido, os cortes corados com H&E e os corados com IHQ foram
comparados. Desta comparacéo observou-se que as areas com gel correspondem as
areas onde nao ha coloracdo de EGFR, assim, ndo se pode afirmar que o EFGR
SiRNA liberado da FFP foi capaz de reduzir a expressédo de EGFR, pois as imagens
mostram que ndo tem a coloragdo marrom onde ha pouco ou ndo hé tecido tumoral.

O tamanho dos tumores avaliados mostrou que apos 3 dias da administragdo

da FFP complexada ao EGFR siRNA houve uma reducdo de tamanho de 30%
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comparado com os tumores tratados com FFP sem siRNA (Figura 30). Para se ter
uma redugdo no tamanho dos tumores, 0S seguintes passos precisariam ser
cumpridos: siRNA seria liberado do G-FFP, internalizado pelas células, liberado no
citoplasma e se ligaria ao RISC promovendo degradacdo do RNAm que, entdo, nédo
seria traduzido na proteina EGFR e, assim, ap0s o tempo de meia-vida da proteina
haveria uma diminuicéo da expresséao deste receptor e os mecanismos de proliferacao
celular, diferenciacéo, invasdo, migracdo, adesao, sobrevivéncia e reparacdo celular
desencadeados por este receptor seriam reduzidos e finalmente observariamos uma
reducdo no tamanho do tumor. Assim, ndo era esperada diferenca no tamanho dos
tumores no tempo de 24 h. A reducédo do tumor em 3 dias indica que todo este
processo ocorreu: o siRNA foi liberado do gel e a expressdo do EGFR foi silenciada
promovendo uma reducdo do tumor. Porém, ap6s 6 dias nenhuma reducdo
significativa foi observada.

Varios fatores podem ter contribuido para a ndo reducao do tumor apés 6 dias:
a dose de siRNA liberada de maneira sustentada pode néo ter sido suficiente para
manter e aumentar o efeito promovido pela terapia por RNAI; a administracao de dose
Unica de siRNA, embora tenha sido usada com sucesso em outro estudo com
administracao intratumoral de hidrogel contendo nano-poliplexos para liberacdo de
siRNA especifico para fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (KIM;
PARK; SONG, 2013), pode, neste estudo, ndo ter sido efetiva devido a alta taxa de
multiplicacdo celular no tumor. Outro fator importante a ser considerado € que a
terapia do cancer com um unico gene-alvo pode resultar em efeitos terapéuticos
limitados uma vez que o cancer é uma doenca complexa e relacionada a diversas
desordens genéticas (LEE et al., 2015). Alguns estudos estdo avaliando o uso de
multiplos siRNAs na terapia do cancer e os resultados mostram que esta estratégia
esta sendo bem sucedida (CHEN et al., 2013; LEE et al., 2015; SHIBATA et al., 2008;
TAI; QIN; CHENG, 2010).

A reducéo do tumor por EGFR siRNA também foi avaliada por Zhang et al.
(2013) usando um complexo de siRNA com PEI linear. Camundongos nude com
tumores subcutaneos de células pulmonares cancerigenas foram tratadas
repetidamente (2-3 vezes por semana) por injecao intraperitoneal com o complexo de
SiRNA-PEI linear. Os resultados mostraram que houve diferengas significativas entre
0s tamanhos dos tumores dos grupos tratados com EGFR siRNA e controle ap6s 10

dias de tratamento e que, no 22° dia de tratamento, a reducéo foi de 50% (ZHANG et
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al., 2013). Outro estudo usou PEI ramificado para formar complexos com siRNA e
demonstrou que o silenciamento de EGFR e do Receptor 2 do fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGFR2) por siRNAs especificos combinados com baixa dose
de cisplatina (inibe o crescimento do tumor por citotoxicidade) foi mais efetivo para
inibir o crescimento do tumor e aumentar o tempo de sobrevida dos camundongos do
gue quando cada terapia foi utilizada separadamente (CHEN et al., 2013). Isto nos
mostra que, embora o0 EGFR seja um alvo importante para a terapia do cancer, a
inibicdo de outros alvos pode ser necessaria para a efetiva terapia anti-cancer.

O fato de que ndo apenas as vias de sinalizacdo de EGFR podem promover a
proliferacéo celular, e de que as células cancerigenas podem utilizar multiplas vias
intracelulares para superar o bloqueio de um receptor ou proteina em particular,
sinaliza que a inibicdo de um anico receptor pode nao ser o ideal. Portanto, a inibicédo
de vias alternativas e combinacdes entre os inibidores de EGFR e medicamentos para
inibir outros receptores séo requisitados para mostrar um beneficio real no tratamento
de tumores. No entanto, deve-se ter em mente que a combinacdo de diferentes
farmacos poderia dar origem as questdes farmacodindmicas e farmacocinéticas
associadas com formulacdes, as quais devem ser cuidadosamente avaliadas. Neste
contexto, 0 uso de siRNA parece promissor, uma vez que apenas a sequéncia de
nucleotideos muda enquanto o mesmo carreador pode ser utilizado para a

administracéo deste.
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Os experimentos realizados nesta pesquisa e a discusséo dos seus resultados
permitiram concluir que:
- A FFP composta de MO/PEI/PG/tampao tris 7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p) em excesso
de agua forma um gel caracterizado como uma mistura de fase cubica e fase
hexagonal. A presenca de siRNA complexada a FFP n&o altera a estrutura liquido
cristalina do gel formado em excesso de dgua, mas aumenta o parametro de rede;
- O estudo de liberacéo in vitro mostrou que o gel obtido a partir da FFP libera o sSiRNA
de maneira sustentada e o siRNA é liberado complexado ao PEI;
- A FFP pode ser eficientemente esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 pum;
- A FFP foi capaz de complexar até 15 mM de siRNA e de proteger o siRNA da
degradacédo como mostrado no ensaio usando 25% de SFB;
- A citotoxicidade da FFP é proporcional ao volume de FFP administrado as células e
0 siRNA complexado a FFP diminui a citotoxicidade da mesma nas células A431,
A549, FaDu e Hela;
- O siRNA liberado do G-FFP foi internalizado por todas as linhagens celulares
avaliadas (A431, FaDu, HelLa, A549, WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GF) e a
quantidade de siRNA internalizado é dependente da linhagem celular;
- O siRNA liberado do G-FFP foi capaz de promover silenciamento da expressao
génica de firefly luciferase (gene exégeno modelo) nas células HeLa e FaDu. Nas
células A549 nao hove diferenca entre as células tratadas com siRNA nao-especifico
e siLuc para todos os carreadores avaliados. Esta avaliacdo do silenciamento génico
nao foi realizada para as demais linhagens celulares (A431, WM35/DLC2-GFP e MCF-
7/DLC2-GF);
- O siRNA liberado do G-FFP néao foi capaz de promover silenciamento da expressao
de EGFR (proteina endogena alvo) nas células A431, FaDu, A549 e Hela. O
complexo PEI/siRNA em tampé&o tris promoveu o silencimaneto desta proteina nas
células A431, A549 e Hel a. Esta avaliacao do silenciamento génico néo foi realizada
nas células WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GF;
- A FFP administrada intratumoralmente forma gel in situ que permanece no tecido
tumoral por pelo menos 14 dias;
- No estudo piloto com camundongos nude administrando FFP complexada ou n&o
com EGFR siRNA, né&o foi observada reducao na expressao de EGFR por WB ou IHQ,
nem a reducdo de RNAmM por RT-PCR nos tumores 24 h, 7 e 14 dias apos

administracdo da FFP com siRNA. A FFP complexada com EGFR siRNA promoveu
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uma reducgéo de 30% no tamanho do tumor 3 dias apds a administracao intratumoral
guando comparado com a FFP sem siRNA.

Estes experimentos também permitiram confirmar quédo desafiador € a
administracao terapéutia de siRNA. Observou-se que:
- N&o h4 uma relacéo direta entre a eficiéncia de internalizagdo celular e eficiéncia de
silenciamento génico promovida pelo sistema desenvolvido;
- A falta de eficiéncia em silenciar a proteina de interesse pode ser devido a problemas
de escape endossomal, mas também devido a caracteristicas da propria proteina
como tempo de meia-vida, taxa de transcri¢cdo, quantidade e localiza¢éo na célula.

Em suma, o gel obtido a partir da FFP composta de MO/PEI/PG/tampao tris
7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p) em excesso de agua, caracterizado como uma mistura de
fase cubica e hexagonal, libera o siRNA de maneira sustentada e complexado ao PEI.
A FFP é capaz de complexar e proteger altas concentracdes de siRNA, promover a
sua internalizacéo celular e o silenciamento de genes de interesse. A capacidade de
internalizar e promover o silenciamento génico € célula dependente e proteina alvo
dependente. Além disto, a FFP forma gel in situ apds ser administrada
intratumoralmente, e uma Unica dose de siRNA EGFR aplicada intratumoralmente
resultou em 30% de reducdo no tamanho do tumor apés 3 dias da administracao.

Diante dos resultados obtidos, considera-se o sistema de liberagao
desenvolvido para administracdo localizada de siRNA eficiente, deixando varias
perspectivas para sua otimizacao, incluindo a possibilidade de ser um sistema para
administragao de siRNAs para diferentes alvos, objetivando uma terapia anti-cancer
efetiva.
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APENDICE 1: Avaliacdo da eficiéncia do silenciamento de DLC2-GFP em células
WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP por siRNA especifico para DLC-2 liberado do
G-FFP.

Metodologia:

Os estudos de silenciamento in vitro de DLC2-GFP foram investigados usando
as células WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GFP e Western Blotting (WB). As células
foram plagqueadas com uma densidade de 2x10° células/poco em placas de 06 pogos
com 2,0 mL de meio por 24 h e incubadas a 37 °C e 5% de CO2. Apos as 24 h, o meio
foi substituido por um novo e as células foram tratadas com FFP ou os controles
(Lipofectamina 2000 ou 0,65 % de PEI em tampao tris ou HiPerfect) complexados com
siRNA especifico para DLC-2 (DLC2 siRNA) ou ns-siRNA (7,5 pmol siRNA/1x10°
células) e incubadas a 37 °C e 5% de CO:zpor 48 h. A concentracdo de siRNA utilizada
foi seguindo a concentragéo de silenciamento definida na tese de Moraes M.H. (2011)
(MORAES, 2011). Apos 48 h de incubacéo, as células foram entdo lavadas com PBS
e lisadas usando o tampéo de lise (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail/Ripa Buffer),
apos 10 min de incubacdo com o tampao de lise em gelo, as células foram removidas
usando “scraper celular”. O lisado foi transferido para eppendorf, agitado em vortex e
centrifugado por 15 min, 14.000 g e 4 °C. O sobrenadante foi armazenado a —20 °C
até o uso.

A gquantidade de proteina total do lisado celular foi determinada usando Micro
BCA™ Protein Assay. 10 ug de proteina total foi adicionada em cada poco do gel de
acrilamida 16 %. A eletroforese foi realizada a 60 V por 30 min, seguido de 100 V por
120 min. Subsequentemente, as proteinas foram eletro-transferidas para a membrana
de nitrocelulose a 60 V por 120 min. Proteinas ndo-especificas foram blogueadas da
membrana usando solucéo de bloqueio (Leite Molico Desnatado 5%) por 60 min a
temperatura ambiente com constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi incubada
por 60 min a temperatura ambiente, agitacdo constante, com anticorpo primario anti-
GFP (rabbit) na diluicdo de 1:500 em solucéo de bloqueio:agua (1:1). A membrana foi
incubada com anticorpo secundario anti-rabbit peroxidase na diluicdo de 1:10000 em
solucdo TBS-Tween por 60 min. Para visualizacdo, a membrana foi revelada com
solucéo de revelacdo contendo luminol (250 mM), acido cumérico (90 mM) e H20:2
(30%). Depois de revelado a banda referente a proteina DLC2-GFP, o procedimento foi

repetido para a revelagdo da ¥-Tubulina (usada como controle do WB). Para tal, a
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membrana foi incubada por 60 min a temperatura ambiente, agitagdo constante, com
anticorpo primario ¥-Tubulina mouse na diluicho de 1:10000 em solucdo de
blogueio:agua (1:1). Finalmente, a membrana foi incubada com anticorpo secundario
anti-mouse peroxidase na diluicdo de 1:3000 em solucdo TBS-Tween por 60 min. Para
visualizacdo, a membrana foi revelada com solugcéo de revelagcdo contendo luminol,
acido cumarico e H202. A visualizagdo foi feita pelo Image Quant LAS 4000. A
intensidade das bandas foi quantificada pelo NIH ImageJ software
(http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Antes da lise das células, as mesmas foram avaliadas por microscopia de
fluorescéncia usando o Microscépio de Fluorescéncia Leica DMI 6000B.

Resultados e Discusséo:

As proteinas DLCs (DLC1 e DLC2) sdo altamente conservadas entre o0s
eucariotos e compartilham 93% de identidade na sequéncia de amino&cidos. Elas estdo
envolvidas no transporte de organelas citoplasmaticas, mitose e migracdo nuclear. Além
destas funcfes dependentes de motores moleculares, outras que independem tém sido
identificadas, tais como a promogao de sobrevivéncia celular e potencial tumorogénico.
E descrito que a DLC2 tem papel critico em regular a apoptose. A DLC2 se liga a Bmf
(Bcl-2-modifying fator) e em resposta a estimulos apoptoticos, o complexo DLC2-Bmf
sao liberados no citoplasma, onde podem interagir com proteinas anti-apoptoticas da
familia Bcl-2, inativando-os, levando assim a morte celular via liberacéo de citocromo C
(Figura 31) (DAY et al., 2004; IZIDORO-TOLEDO et al., 2013; PUTHALAKATH et al.,
2001). Quando se tem um excesso ou alteracdo de DLC2 que impede que o complexo
DLC2-Bmf seja liberado no citoplasma, tem-se a inibicdo da apoptose por esta via. Além
disto, as células de melanona que super expressam DLC2 tem um aumento da
capacidade de invasdo e aumento do potencial clonogénico (MORAES, 2011).
Portanto, a terapia com DLC2 siRNA & uma promissora abordagem para o tratamento

de céanceres de pele do tipo melanoma. E por este motivo foi avaliada neste trabalho.


http://rsbweb.nih.gov/ij/
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Figura 31. Representacdo esquematica da participacdo da proteina DLC2 na apoptose
(BORGES, 2012).

A construcao plasmidial utilizada para expressao da proteina DLC2 contém uma
sequéncia para expressao da proteina GFP, que foi usada como reporter fluorescente
da proteina DLC2. Assim, a eficiéncia do silenciamento de DLC2 foi avaliada pela
proteina fusionada (GFP). A presenca da GFP também permite visualizar a expressao
da proteina de interesse pelo microscopio de fluorescéncia. Como observado na Figura
32, as células WM35/DLC2-GFP tratadas com DLC2 siRNA complexadas a FFP
apresentaram uma pequena reducgéo na intensidade de fluorescéncia comparadas as
células ndo-tratadas.

A expressdo do DLC2-GFP (37 kDa) nas células WM35/DLC2-GFP e MCF-
7/DLC2-GFP foi determinado por WB. ~¥-Tubulina (~50 kDa) também foi detectada
por WB e utilizada como controle interno. A quantificacdo da proteina DLC2-GFP foi
determinada por intensidade das bandas obtidas no WB, e corrigidas pela intensidade
de ¥-Tubulina (Intensidade da banda de DLC2-GFP / Intensidade da banda de ¥-
Tubulina) pelo NIH ImageJ.

FFP DLC2-siRNA

Figura 32. Imagens ilustrativas (microscopie fluorescéncia) das células WM35/DLC-GFP
ndo-tratadas (NT), tratadas com FFP complexada com DLC2 siRNA (FFP DLC2-siRNA).
Aumento 200 x.
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Primeiro, foi realizado um experimento piloto usando como controle HiPerfect,
Lipofectamina 2000 e PEI. HiPerfect foi utilizado por Moraes, M.H. (2011) para
determinar a concentracdo de siRNA necessaria para inibir a expressdo de DLC2-
GFP usando a técnica de tratamento reveso, o qual consiste em adicionar o siRNA
complexado ao HiPerfect na placa de cultura antes de plaquear as células. No
presente trabalho, esta técnica nao foi utilizada devido a formacéao de gel in situ, que
dificultaria a parte pratica do experimento. Como se pode observar na Figura 33, 0
SiRNA liberado da FFP e PEI promoveu uma reducédo na expressao de DLC2-GFP
(71% e 57%, respectivamente), corroborando com a visualizagdo por microscopia de
fluorescéncia. Porém, ndo se observou reducéo quando as células foram tratadas com
siRNA complexado ao HiPerfect e Lipofectamina. A falta de silenciamento quando
complexado a Lipofectamina e ao HiPerfect € bastante intrigante, pois estes
carreadores sdo altamente eficientes para promoverem a transfeccdo in vitro do
siRNA. Neste experimento piloto, o SIRNA ndo-especifico foi complexado somente ao
HiPerfect e ndo ocorreu nenhum silenciamento de DLC2-GFP. Porém, neste caso,
como também nao se observou silenciamento com o DLC2 siRNA complexado ao
HiPerfect, ndo se pode afirmar que isto € devido a especificidade do siRNA.

Apbs este experimento piloto, o experimento foi repetido, porém, desta vez ndo
houve silenciamento com nenhum dos tratamentos. Outros experimentos também
foram realizados alterando a concentracéo de siRNA (37,5 pmol siRNA/1x10° células)
e o tempo de incubacdo para 72 h, porém, novamente nenhum silenciamento foi
observado. Com as células MCF-7/DLC2-GFP também ndo se observou
silenciamento de DLC2-GFP quando as células foram tratadas com DLC2-GFP siRNA
complexado aos carreadores.

A realizacao destes experimentos tinha como principal objetivo observar se o
siRNA veiculado pela FFP era capaz de silenciar a expressdo desta proteina
endogena, porém a falta de reprodutibilidade dos experimentos e problemas técnicos

nao permitiram esta avaliacao.
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Primeira Revelagdo
DLC2 - EGFP

Segunda Revelacao
Y-Tubulina

DLC2 - EGFP

Figura 33. Western Blotting das células tratadas com diferentes carreadores e DLC2 siRNA.
NT: células ndo-tratadas. HiP: HiPerfect; Lip: Lipofectamina. PEI: 0,65% de PEI em tamp&o
tris. ns siRNA: siRNA nao especifico; DLC2 siRNA: siRNA especifico para DLC2.
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Anexo |: Certificado de aprovacdo dos experimentos com animais - Comité de Etica
da Universidade de Utrecht (Dierexperimentencommissie Utrecht), nudmero
2014.111.04.037.

Mevr. L.N.B.C. Neves Borgheti Cardoso, MSc.
Divisie Laboratorium en Apotheek

Afdeling Klinische Chemie en Haematologie
Huispost G03.550

Datum : 25 april 2014

Ons kenmerk :S0/14/0

Onderzoeksplan : Vorming van een gel voor afgifte van siRNA na intratumorale injectie
DEC-nummer : 2014.111.04.037

Deelvergunningsnr. 111538

Advies d.d. 23-04-2014 : Intentie posities advies, ambtelijk afhandelen mogelijk.

Aantal en soort inat.

Geldstroom : intern

Status : nieuw

Behandeling:

Xin DEC-vergadering d.d. 23 april 2014
L—_] na advies proefdierdeskundige

[[] ambtelijke afhandeling

[ anders:

De DEC erkent dat het belang van uw onderzoek opweegt tegen het ongerief voor de dieren en heeft de intentie deze
aanvraag van een positief advies te voorzien.

De DEC ontvangt graag uw reactie op de volgende punten:

- A5, opzet van de studie: De DEC verzoekt u hier in plaats van de vraagstellingen te noemen, te beschrijven wat de
daadwerkelijke opzet is van de studie, m.a.w.: Wat doet u precies tijdens uw onderzoek? Graag aanpassen.

- A5, opzetvan de studie: De DEC vraagt zich af wat de achtergrond is van uw keuze om u te richten op de EGF-
receptor, gezien hier al goede therapeutica voor bestaan. Graag toelichten.

- Blb: Gezien het feit dat u een mechanistische studie uitvoert, begrijpt de DEC niet wat u bedoelt met de
opmerking dat er ‘alleen vrouwelijke muizen worden gebruikt, omdat het gebruikte tumormodel (A431) afkomstig
is van een vrouwelijke patiént’. Graag toelichten of verwijderen.

- B2a: U spreekt over 'nog goed onderzocht’. Dit zou volgens de DEC ‘niet goed onderzocht’ moeten zijn. Graag
aanpassen.

- WP1, 1: De DEC vraagt zich af hoe u de gelvorming vaststelt en of er geen risico bestaat dat de bloedcirculatie in
de tumor volledig wordt geinhibeerd door de gel. Graag toelichten en visueel maken.

- WP1, 1:De DEC vraagt zich af of de bijmenging met siRNA en het effect daarvan op de

- gelvorming, die u onderzoekt in vivo, niet in vitro kan worden uitgevoerd. Graag toelichten.

Dierexperimentencommissie Utrecht Helge

Telefoon 088 755 9247 Fax 088 755 5022
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- WP2, 1: U noemt het gebruik van Nanogel. De DEC neemt aan dat dit gebeurt bij wijze van controle en vraagt zich
af wat de meerwaarde is van het gebruik van PFF ten opzichte van de kennelijk al bekende en werkzame Nanogel.
Graag toelichten.

- WP2, 1: De DEC vraagt zich af of u post mortem nader onderzoek doet naar de celtypeverdeling, bijvoorbeeld met
behulp van confocale microscopie. Graag toelichten.

- WP3, 1 en 5: De DEC vraagt zich af wat de ratio is van het gebruik van polyethylenimine en het uitsluitend in
groep 2 gebruiken van polyethylenimine. Graag toelichten en tevens opnemen in vraag 5.

De DEC verzoekt u op de vragen en/of opmerkingen puntsgewijs te reageren via het tabblad “reacties/bijlagen™ of in
een apart toegevoegde bijlage en dit ook te verwerken in de aanvraag.

Met vriendelijke groet,

mw. S. Qosterhoff, LLLM
secretaris DEC Utrecht

Dierexperimentencommissie Utrecht Heidelberglaan 100 Huispostnummer D 01.343 3584 CX Utrech

Teletoc 88 755 9247 Fax 088 755 5022 info@dec-utrecht.nl
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Universitair Medisch Centrum

Utrecht
Mevr. LN.B.C. Neves Borgheti Cardoso, MSc.
Divisie Laboratorium en Apotheek
Afdeling Klinische Chemie en Haematologie
Huispost G03.550
Ons kenmerk FM/SO/14/0
Datum 4juni 2014 Raad van Bestuur
Betreft Uw DEC aanvraag 2014.111.04.037
Prof. dr. F. Miedema
Decaan en vice-voorzitter Raad
van Bestuur UMC Utrecht
Tel 088-7559408
Fax 088-7555400
Geachte mevrouw Neves Borgheti Cardoso, F.Miedema@umcutrecht.nl

Op 4 juni 2014 heeft de dierexperimentencommissie (DEC) aan de raad van bestuur
advies uitgebracht over uw onderzoeksproject Vorming van een gel voor afgifte van
siRNA na intratumorale injectie, DEC nummer 2014.111.04.037. De DEC is tot de
conclusie gekomen dat het belang van het onderzoek opweegt tegen het ongerief
voor de dieren en geeft een positief advies. Een afschrift daarvan treft u bijgevoegd
aan.

De raad van bestuur is van' mening dat de DEC op zorgvuldige wijze tot haar
standpunt is gekomen. Conform het advies van de DEC verleen ik u daarom bij deze
toestemming voor het verrichten van dierproeven in het kader van bovengenoemd
onderzoeksproject. Ik wijs u erop, dat u bij eventuele wijzigingen in de aard van het
onderzoek - met name als het gaat om de gebruikte experimentele technieken,
aantal dieren, soort dieren en dergelijke - onmiddellijk opnieuw een oordeel van de
DEC dient te vragen. Daarnaast dient u er zelf voor zorg te dragen dat C-deel en
werkprotocol met elkaar in overeenstemming zijn.

et vriendelijke groet,

Prof.dr. F. Miedema
Decaan en vice-voorzitter Raad van Bestuur

i : Bezoekadres:
Bijlage(n) Brief met advies van de DEC Utrecht Heidelberglaan 100
Kopie aan Secretariaat DEC 3584 CX UTRECHT
Postadres:

Huispostnummer D 01.343
Postbus 85500
3508 GA UTRECHT

www.umcutrecht.nl
Pagina's 1/1
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c;
DEC
UTRECHT

)

Vergunninghouder UMC Utrecht
Prof. dr. F. Miedema
Huispostnummer D 01.343

Datum : 4 juni 2014

Ons kenmerk :50/14/0

Onderzoeksplan : Vorming van een gel voor afgifte van siRNA na intratumorale injectie
DEC-nummer 1 2014.111.04.037

Deelvergunningsnr. 111538

Advies d.d. 04-06-0214 : Positief advies tot 1 juli 2016

Aantal en soort : WP1: 42, WP2: 51 en WP3: 56 (allen vrouwelijke) NU/NU nude muizen
Geldstroom :intern

Status : nieuw

Behandeling:

& in DEC-vergadering d.d. 23 april 2014
[] na advies proefdierdeskundige
ambtelijlie afhandeling

[ anders:

Maatschappelijk en/of wetenschappelijk belang:
De commissie onderschrijft het maatschappelijk en/of wetenschappelijk belang zoals door de onderzoeker is
verwoord in het onderzoeksplan.

Doel:

Het ontwikkelen van een optimale depot formulering (gel) voor gecontroleerde afgifte van siRNA voor de behandeling
van kanker.

Aantal en soort dieren en verantwoording daarvan (inclusief herkomst en hergebruik):
De DEC onderschrijft de onderbouwing van het aantal en soort dieren voor bovengenoemd project.

Maximaal verwachte cumulatieve mate van ongerief: conform aangegeven, per experimentele groep, in
goedgekeurd(e) werkprotocol(len).

Ethische afweging:
In haar afweging heeft de commissie de volgende aspecten betrokken:
1. het al dan niet aanwezig zijn van reele alternatieven;

Dierexperimentencommissie Utrecht Heidelberglaan 100 Huispostnummer D 01.343 3584 CX Utrecht
Telefoon 088 755 9247 Fax 088 755 5022 info@dec-utrecht.nl ' www.dec-utrecht.nl
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het belang van het experiment;

3. het verwachte ongerief voor de dieren (als gevolg van zowel de experimentele handelingen, als huisvesting,
eventuele genetische aanleg, duur van de proef, de toestand van het dier na afloop van de proef en alle andere
factoren die het ongerief van het dier kunnen beinvioeden);

4. eventuele andere ethische aspecten ten aanzien van het gebruik van de dieren.

De commissie is ervan overtuigd dat voor het bereiken van de doelstelling van dit onderzoeksplan het gebruik van de
aanvraagde dieren onvermijdelijk is en dat die doelstelling niet te realiseren is met minder dieren en/of met minder
ongerief voor de dieren. Voorts is de commissie van oordeel dat het wetenschappelijk en/of maatschappelijk belang
van deze dierproeven opweegt tegen het ongerief voor het betrokken dier.

De commissie heeft kennis genomen van de wijze waarop de toetsing van de wetenschappelijke kwaliteit heeft
plaatsgevonden en heeft geen twijfel over de deugdelijke opzet van het onderzoek.

Advies en voorwaarde(n):
Op grond van bovenstaande komt de commissie tot het oordeel dat de haar voorgelegde dierexperimenten ethisch
toelaatbaar zijn en geeft een positief advies af.

De onderzoeker dient iedere wijziging van het onderzoeksplan ten opzichte van dit advies, alsmede onverwachte
gebeurtenissen, onverwijld te melden aan de DEC en de proefdierdeskundige.

De DEC geeft geen advies af over de niet voor haar bestemde grijs gemarkeerde delen van het werkprotocol/C-deel.

Met vriendelijke groet,

(o= e
mw. S. Qosterhoff, LL.
secretaris DEC Utrecht

Dierexperimentencommissie Utrecht Heidelberglaan 100 Huispostnummer D 01.343 3584 CX Utrecht
Telefoon 088 755 9247 Fax 088 755 5022 info@dec-utrecht.nl www.dec-utrecht.nl



