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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
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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



Introducéo 3

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).
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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
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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).
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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
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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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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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