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RESUMO

DEPIERI, L. V. Nanodispers8es de fase liquido-cristalina como carreadoras de
siRNA no tratamento tOpico da psoriase: Avaliacdo em modelos in vitro e in
vivo. 2016. 160 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A terapia génica por interferéncia de RNA (RNAIi) € um processo de silenciamento
génico pobs-transcricional onde moléculas de small interfering RNA (SiRNA)
especificas sdo capazes de suprimir a expressdo de um determinado gene.
Atualmente, é uma abordagem terapéutica promissora para o tratamento de muitas
doencas graves, incluindo doencas cutaneas. No entanto, dificuldades relacionadas
a administracdo e a biodistribuicdo limitam a utilizacdo clinica dos siRNAs. Neste
contexto, foi proposto 0o uso de um nanocarreador a base de cristais liquidos para
viabilizar a aplicacdo de siRNAs no tratamento topico da psoriase. A nanodisperséo
liquido-cristalina (NLC) desenvolvida, composta por monoleina, &cido oleico,
polietilenoimina e fase aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p), foi capaz de superar as barreiras
da via de administracdo tdépica, bem como as limitacdes resultantes das
caracteristicas das moléculas de siRNA. A NLC foi capaz de complexar o SiRNA,
protege-lo por 24 h da degradacdo enzimética e libera-lo de forma intacta. A NLC
promoveu uma alta taxa de captacdo celular do sSiRNA em fibroblastos e
macréfagos. Sua aplicacdo tépica pode ser considerada segura para a pele, pois
manteve a viabilidade da epiderme humana reconstruida acima de 50% e a
quantidade de IL-1a liberada foi inferior a 60 pg/mL. A NLC apresentou eficacia em
promover a liberacao funcional do siRNA nos modelos in vitro avaliados. No modelo
de pele humana reconstruida psoriatica, reduziu os niveis de IL-6 (~ 70%) apdés um
anico tratamento por 6 h e, os niveis do RNAm IL6 (~ 50%) apds o tratamento por 3
dias consecutivos. Em macréfagos, reduziu os niveis do RNAm Tnf em 40% apds o
tratamento concomitante com LPS por 24 h e, em 60% ap06s o tratamento por 24 h
pds-estimulo prévio com LPS. A eficécia foi ainda maior com o pré-tratamento por 24
h seguido do estimulo com LPS, que normalizou os niveis do RNAm Tnf. O
tratamento topico com a NLC veiculando siRNA Tnf foi eficaz em reduzir
significativamente os niveis do RNAmM Tnf nos modelos in vivo de inflamagéo
cutanea aguda induzida por TPA (~ 60%) e de psoriase induzida por imiquimode (~
90%) avaliados. No modelo in vivo de psoriase, 0 tratamento topico com a NLC
veiculando siRNA Tnf também reduziu significativamente a atividade da
mieloperoxidade (~ 65%) e a espessura da epiderme (~ 70%) em comparacao aos
grupos controle. Também foi eficaz na melhora fenotipica dos animais, reduzindo o
rubor, descamacdo, acantose e o numero de ataques de coceira, resultados da
reducdo do processo inflamatorio decorrente da acédo efetiva das moléculas de
siRNA Tnf. A NLC também promoveu a penetracédo cutanea das moléculas de siRNA
nas camadas mais profundas da pele, in vivo. Face aos resultados obtidos, pode-se
concluir que a NLC é uma estratégia relevante para a administracdo topica de
siRNAs, que mostrou potencial terapéutico para suprimir genes especificos
relacionados a doencas de pele.

Palavras-chave: siRNA, Nanodispersao liquido-cristalina, Psoriase, Terapia génica
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ABSTRACT

DEPIERI, L. V. Liquid crystalline nanodispersions as a siRNA carrier in the
topical treatment of psoriasis: Evaluation in in vitro and in vivo models. 2016.
160 f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Gene therapy by RNA interference (RNAI) is a post-transcriptional gene silencing
process in which specific small interfering RNA (siRNA) molecules can suppress the
expression of a particular gene. Currently, is a promising therapeutic approach for
the treatment of many severe disorders, including skin diseases. However, difficulties
related to the administration and biodistribution limit the clinical use of sSiRNAs. In this
context, a nanocarrier based in liquid crystal has been proposed to enable the
application of siRNAs in the topical treatment of psoriasis. The liquid crystalline
nanodispersion (LCN) developed, composed by monoolein, oleic acid,
polyethylenimine and aqueous phase (8:2:1:89, w/w/w/w), was able to overcome the
barriers of topical administration route, as well as limitations resulting from the
characteristics of the siRNA molecules. The LCN was able to complex the siRNA,
protect it for 24 h from enzymatic degradation and release it in an intact form. The
LNC promoted a high cellular uptake of siRNA in fibroblasts and macrophages. Its
topical application can be considered safe to the skin since viability of the
reconstructed human epidermis remained above 50% and the amount of IL-1a
released is less than 60 pg/mL. The LCN showed efficacy in promoting functional
release of siRNA in in vitro models evaluated. In psoriatic reconstructed human skin
model, it reduced the IL-6 levels (~ 70%) after a single treatment for 6 h and the
MRNA IL6 levels (~ 50%) after treatment for 3 consecutive days. In macrophages, it
reduced the mRNA Tnf levels in 40% after the concomitant treatment with LPS for 24
h and, in 60% with treatment for 24 h after prior stimulation with LPS. The efficiency
was higher with the pretreatment for 24 h followed by stimulation with LPS, that
normalized the RNAm Tnf levels. Topical treatment with NLC carrying siRNA Tnf was
effective in reduce significantly the mRNA Tnf levels in in vivo models of skin acute
inflammation induced by TPA (~ 60%) and of psoriasis induced by imiquimod (~
90%) evaluated. In the in vivo model of psoriasis, topical treatment with the NLC
carrying siRNA Tnf also significantly reduced activity of myeloperoxidase (~ 65%)
and the epidermis thickness (~ 70%) compared to control groups. It has also been
effective in animal phenotypic improvement, reducing redness, desquamation,
acanthosis and the number of itch attacks, results of the reduction in inflammatory
process obtained by the effective action of siRNA Tnf molecules. The LCN also
promoted the penetration of SiIRNA molecules into the deeper layers of the skin in
vivo. With the results obtained, we can conclude that the LCN is a relevant strategy
for topical administration of siRNAs, which showed therapeutic potential to suppress
specific genes related to skin diseases.

Keywords: siRNA, Liquid crystalline nanodispersion, Psoriasis, Gene therapy
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nm), emissdo: 494 — 599 nm (verde); Visivel (552 nm), emissdo: 593 — 698 nm
(vermelho). Objetiva 63X, barra: 40 PM. ... 80
Figura 32 - Ensaio de eletroforese em gel de agarose para avaliagdo da eficiéncia
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Figura 34 - Niveis do RNAm Tnf quantificados por gRT-PCR apds o tratamento
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Figura 36 - Niveis do RNAm Tnf quantificados por gRT-PCR ap0és o tratamento dos
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Depieri, L.V.



viii

grupo LPS + NLC; %p<0,05 em relacdo ao grupo LPS + Lipofectamina + siRNA
CONLrole (B0 PMOI). ... 88
Figura 37 - Niveis do RNAm Tnf quantificados por gqRT-PCR ap0s o tratamento dos
macrofagos da linhagem J774 por 24 h com a NLC composta por MO:AO:PEI:FA
(8:2:1:89, p/p/p/p) e Lipofectamina isentas de siRNA e contendo siRNA controle (60
pmol) ou diferentes doses de siRNA Tnf (7,5, 30 e 60 pmol) seguido do tratamento
com LPS por 2 h. Os resultados representam a média de trés determinacdes +
desvio padrdo. Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido
pelo pos-teste de Tukey, *p<0,05 em relacéo ao grupo PBS; **p<0,05 em relacéo ao
grupo LPS; p<0,05 em relacdo ao grupo NLC + LPS; $p<0,05 em relagéo ao grupo
NLC + siRNA controle (60 pmol) + LPS. ..., 90
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1. Introducéao
1.1. Terapia Génica — Interferéncia por RNA (RNAI)

Terapia génica trata-se de um procedimento que envolve a introducédo de
material genético dentro da célula de um organismo, com o objetivo de manipular,
substituir, suprimir ou introduzir genes para o tratamento de doencas. Os genes sao
responsaveis por uma grande parte das doengcas humanas, seja pela auséncia da
codificacdo ou codificacdo em excesso de determinadas proteinas, codificacdo de
proteinas anormais, ou ainda por deixar o organismo suscetivel a agentes
ambientais, o0 que os tornam alvos extremamente importantes para o tratamento das
doencas. Desse modo, a terapia génica surge como uma ferramenta promissora no
desenvolvimento de novas terapias (VERMA; WEITZMAN, 2005; MARTIMPREY et
al., 2009).

Neste contexto, destaca-se o mecanismo de interferéncia por RNA (RNAI),
processo de silenciamento génico poés-transcricional, descrito pela primeira vez no
inicio da década de 90 pelos pesquisadores Richard Jorgenses e Joseph Mols, que
tentavam intensificar a coloracdo purpura de petunias por meio da introducdo de
transgenes responsaveis pela pigmentacdo (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN,
1990; VAN DER KROL et al., 1990). Entretanto, os resultados obtidos foram flores
totalmente brancas ou irregularmente coloridas em decorréncia do silenciamento,
tanto do transgene, quanto do gene enddgeno responsavel pela pigmentacédo. Esse
fendmeno foi denominado “co-supressao”. Mais tarde, um efeito semelhante foi
encontrado no fungo Neurospora crassa e denominado "supressao" (“quelling”)
(NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990; VAN DER KROL et al., 1990; FRANCA et
al., 2010; SIFUENTES-ROMERO; MILTON; GARCIA-GASCA, 2011).

No mesmo periodo, Guo e Kemphues estudavam a funcdo do gene par-1 no
nematodo Caenorhabditis elegans utilizando fitas de RNA antisense e RNA sense
(controle negativo) e observaram a inibicdo da producdo da proteina par-1 com a
utilizacado de ambas as fitas (GUO; KEMPHUES, 1995). Enquanto isso, Andrew Fire
e Craig Mello obtiveram resultados similares aos de Guo e Kemphues com a injec¢ao,
separadamente, das fitas de RNA sense e antisense em nematodos. Porém,
observaram que a injecdo de moléculas de RNA fita dupla (dsRNA, do inglés double
strand RNA), resultava em efeitos mais pronunciados que cada fita individualmente
na supressao da expressao de um determinado gene com sequéncia similar aquele

dsRNA. Este processo no qual uma dupla fita de RNA era capaz de inibir a
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expressdo de um gene ficou conhecido como Interferéncia por RNA (RNAI) e
laureou Andrew Fire e Craig Mello com o Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina em
2006 (FIRE et al., 1998; SIFUENTES-ROMERO; MILTON; GARCIA-GASCA, 2011).
A descoberta da RNAi em nematodos possibilitou relacionar os fenébmenos
descritos como “co-supresséo”, em plantas, e “supressao”, em fungos, ao processo
de silenciamento desencadeado por dsRNA. A descoberta da RNAi em C. elegans,
em 1998, juntamente com a descricdo dos resultados das pesquisas de Tuschl e
colaboradores, em 2001, no qual duplas fitas de 21 nucleotideos de RNA sintéticas
foram capazes de promover o silenciamento génico em células de mamiferos
(ELBASHIR et al., 2001), desencadearam uma revolucao biotecnoldgica. A Figura 1

ilustra o cronograma do desenvolvimento e aplicacdes da RNAI.

.
' ' \ % '
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transcricional  observado silenciamento especifico de genes (Fire e Mello) para o tratamento de degeneragdo basica, na tecnologia e intervengao

Silenciamento génico pos- Primeira descrigdo da agdo de dsRNA no Primeiro ensaio clinico usando siRNA Crescimento explosivo na pesquisa
em petinias Criagdo do termo Interferéncia por RNA (RNAi) macular relacionada a idade terapéutica em varias doengas
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Andrew Fire e Craig Mello recebem o
Prémio Nobel em Fisiologia ¢ Medicina
pela descoberta da RNAi

Estudo da funcdo do gene par-1 no siRNAs sintéticos induziram o
nematodo C. elegans utilizando silenciamento  especifico  de
uma fita de RNA antisense (Guo e genes em células de mamiferos

Kemphues)

B Administracdo sistémica de siRNA em
B+ Primatas nao humanos

Figura 1 - Cronologia do desenvolvimento e aplicagdes da Interferéncia por RNA.

A RNAi ganhou grande atengdo e tornou-se um procedimento bastante
utilizado para estudar a funcdo dos genes e identificar potenciais genes alvos
causadores de doencas. Além de ser uma importante ferramenta de pesquisa, a
RNAI € uma grande promessa na terapia génica para o silenciamento de genes
causadores de doencas, aplicando-se, particularmente, para as doencas em que a
reducdo ou supressdao do produto de um gene alvo especifico possa trazer
beneficios terapéuticos (GUO et al., 2010b).

O mecanismo de interferéncia por RNA pode ser dividido em duas fases
distintas: a fase de iniciacdo, na qual ocorre a geracdo das moléculas efetoras, as
quais podem ser classificadas em relacdo a sua origem e funcdo em ao menos trés
categorias: siRNA (small interferig RNA), miRNA (microRNA) e shRNA (short hairpin
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RNA); e a fase de execucdo, na qual ocorre a incorporacdo das moléculas efetoras
em complexos proteicos e a promogao do silenciamento génico (GELEY; MULLER,
2004; DE PAULA; BENTLEY; MAHATO, 2007).

Os siRNAs sdo produtos de RNA dupla fita, com sequéncia totalmente
complementar ao RNA mensageiro (RNAm) alvo e exdgenos. Os miRNAs séo
produtos endogenos produzidos por meio de um processo envolvendo enzimas,
proteinas nucleares e citoplasmaticas e apresentam caracteristica de
complementariedade parcial ao RNAm alvo. A producdo dos miRNAs ocorre por
meio da transcricdo de genes pela RNA polimerase Il em um microRNA primario (pri-
miRNA) que entdo é clivado por um complexo proteico formado pela Drosha (enzima
membro da familia RNase lll) e pela proteina DGCR8 (DiGeorge Syndrome Ciritical
Region 8 protein) resultando no micro-RNA precursor (pré-miRNA), de
aproximadamente 70 pares de bases, contendo uma regido dupla fita e uma alga fita
simples, formando uma estrutura denominada hairpin. O pré-miRNA é exportado
para o citoplasma celular pela exportin-5. No citoplasma, € clivado pela enzima Dicer
gerando um miRNA com cerca de 22 nucleotideos. Os shRNA sdo moléculas de
RNA dupla fita com estrutura semelhante a do miRNA. Podem ser sintéticos ou
transcritos dentro da célula a partir de vetores que codificam o shRNA junto a um
promotor da RNA polimerase lll. Neste caso, o transcrito é processado pela Dicer
igual os miRNAs (GELEY; MULLER, 2004; NOVINA; SHARP, 2004; DE PAULA;
BENTLEY; MAHATO, 2007; FRANCA et al., 2010; HUANG; LIU, 2011).

Apbs a geracao das moléculas efetoras, estas sdo incorporadas a proteinas
celulares formando um complexo multimérico chamado RISC (RNA Induced
Silencing Complex), do qual a proteina Argonauta 2 (Ago 2) participa. Essa proteina
€ responsavel pela selecédo da fita do siRNA ou miRNA que sera incorporada ao
complexo RISC e apresenta atividade de endonuclease dirigida contra a fita de
RNAmM alvo. A fita sense € eliminada e a fita antisense guia o complexo até 0 RNAm
alvo. Como a sequéncia de bases nas moléculas de siRNA é perfeitamente
complementar a sequéncia de bases do RNAmM alvo, o complexo RISC cliva o
referido RNAm, degradando-o. Por outro lado, dependendo da complementaridade
das bases entre 0 miRNA e o RNAm, este pode ser degradado ou ter sua traducao
bloqueada (Figura 2) (NOVINA; SHARP, 2004; DE PAULA; BENTLEY; MAHATO,
2007; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; HUANG; LIU, 2011).
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Figura 2 - Mecanismo de interferéncia por RNA. Adaptado de (HUANG; LIU, 2011).

O silenciamento génico com a utilizacdo de siRNAs criou um novo paradigma
no desenvolvimento e descoberta de novos farmacos em relacdo a terapéutica
tradicional com o uso de pequenas moléculas e anticorpos monoclonais. Para
projetar uma terapéutica com o uso de siRNA requere-se apenas 0 conhecimento da
sequéncia do gene alvo de interesse. Além disto, pelo fato do mecanismo de RNAI
mediado por siRNA ocorrer no citoplasma, temos uma potencial vantagem em
relacdo a outros mecanismos de regulacédo génica que necessitam da entrada da
molécula efetora no nucleo celular (GUO et al., 2010b). Além disso, diferentemente
dos farmacos convencionais, o SiRNA é especifico, ou seja, ocorre somente o
blogueio na producdo da proteina de interesse, ndo afetando a producdo de
proteinas de estruturas moleculares semelhantes, o que reduz possiveis efeitos
adversos. Seu uso também é mais efetivo, pois uma unica molécula de siRNA pode
silenciar varias copias de RNAm, responsavel pela producdo de varias moléculas da
proteina (DAKA; PEER, 2012).

Diversos estudos clinicos para terapias a base de siRNAs estdo sendo
conduzidos e os resultados mostram-se promissores, reforcando a grande

viabilidade dessa nova modalidade terapéutica (OZCAN et al., 2015). Dentre os
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estudos clinicos com o uso de siRNAs, pode-se destacar um relacionado a patologia
cutanea paquioniquia congénita (PC), doenca genética dominante negativa causada
por mutacdo em genes que codificam a queratina (Clinical Trials.gov, 2016). Este € o
primeiro estudo que utiliza uma molécula de siRNA em pele humana. Esta pesquisa
clinica teve como objetivos avaliar a seguranca e tolerabilidade de injecbes intra-
lesionais nos calos de pacientes portadores de PC conjuntamente a eficacia no
tratamento com siRNA por meio de exames clinicos e relatos de pacientes
(LEACHMAN et al., 2010).

1.2. Desafios e estratégias para veiculacdo de siRNAs

A eficacia do tratamento utilizando as moléculas de siRNA é considerada
diretamente dependente da capacidade de transpor as barreiras que impedem sua
absorcao, distribuicao e trafego intracelular (KAPOOR; BURGESS; PATIL, 2012).

siRNAs sdao moléculas de RNA dupla fita estruturalmente bem definida.
Possuem geralmente 19-21 pares de bases, sendo a extremidade 5 fosforilada e a
extremidade 3’ hidroxilada e com 2 nucleotidos desemparelhados em cada ponta
(Figura 3). Sdo macromoléculas hidrofilicas com elevado peso molecular (~ 13 kDa)
e carregadas negativamente. Estas propriedades fisico-quimicas impedem sua
difusdo passiva através das membranas celulares que apresentam um residual de
carga negativa (KESHARWANI; GAJBHIYE; JAIN, 2012; DENG et al., 2014,
MARTINEZ; JIMENEZ; PANEDA, 2015).

19 pares de base

Nucleotideos desemparelhados extremidade 3’

Figura 3 - Estrutura da molécula de siRNA. Adaptado de (DE FOUGEROLLES et al.,
2007).

Outro obstaculo da terapéutica com siRNA esta relacionado a estabilidade
dessas moléculas em fluidos biologicos (KANASTY et al.,, 2012; GAO; HUANG,
2013; JOO et al., 2014; MARTINEZ; JIMENEZ; PANEDA, 2015). Quando veiculadas
na forma livre, sdo quase instantaneamente degradadas pela acdo de RNase A, que
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resulta em uma curta meia-vida, de cerca de 30 min (KREBS; ALSBERG, 2011,
ALIABADI et al., 2012). As estratégias utilizadas para melhorar a estabilidade do
siRNA in vivo sdo: (i) modificacbes quimicas nos grupamentos fosfodiéster, nos
acucares ou no anel de ribose das bases nitrogenadas, que reduzem a
especificidade da nuclease e, (ii) protecéo fisica por meio de sistemas de liberacao,
que impedem o acesso da nuclease ao siRNA (ALIABADI et al., 2012; MARTINEZ;
JIMENEZ; PANEDA, 2015).

As moléculas de siRNA também podem estimular uma resposta do sistema
imunoldgico inato. Varias caracteristicas podem influenciar a natureza e o grau de
imunoestimulacdo e estas incluem a sequéncia do SiRNA, sua estrutura,
modificacdes quimicas e o0s materiais utilizados na contrucdo dos sistemas de
liberacdo (KANASTY et al., 2012).

Os siRNAs também podem apresentar efeito fora do alvo e afetar a expresséo
de outros genes. O silenciamento fora do alvo ou silenciamento néo especifico pode
dificultar a interpretacéo de resultados experimentais e causar efeitos toxicos. Dentre
as possiveis causas do silenciamento nao especifico, podemos citar o
reconhecimento de regifes ndo traduzidas (UTRs — do inglés untranslated regions)
do RNAm pela fita guia de RNA e a selecao incorreta da fita de RNA pelo RISC. As
sequéncias UTRs sao compartilhadas por muitos RNAms e, devido a uma hibridagéo
incompleta, moléculas de miRNA podem regular a expresséo de varios genes. Como
os siRNAs e miRNAs compartiham a mesma maquinaria celular, eventos de
silenciamento génico nao especificos ocorridos pelo uso de siRNAs podem ser
resultados da sua acao inespecifica pelo reconhecimento destas UTRs. Embora a
homologia parcial com alguns UTRs seja inevitavel, o uso de algoritmos de design
para construcdo das moléculas de siRNA sdo utilizados para tentar selecionar
sequéncias com o0 minimo de complementaridade para estas regides.
Alternativamente, modificagcbes quimicas na estrutura do siRNA também sé&o
realizadas e objetivam desestabilizar a hibridacdo entre a sequéncia do siRNA com
as regides UTRs (KANASTY et al., 2012; DENG et al., 2014).

Considerando os obstaculos para utilizacdo clinica do siRNA, além dos
esforcos para a producdo de moléculas de siRNA mais estaveis, especificas e néo
imunogénicas, o desenvolvimento de sistemas de liberacdo é apontado como fator
chave para sua utilizacao terapéutica (WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009;
KREBS; ALSBERG, 2011).
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Um sistema carreador ideal para veiculacdo de siRNA deve ser capaz de: i)
ultrapassar as barreiras inerentes de cada via de administragdo como, por exemplo,
o estrato cérneo (EC) da pele, principal barreira para penetracdo de farmacos
aplicados topicamente (CEVC; VIERL, 2010); ii) ligar-se as moléculas de siRNA
promovendo protecdo contra degradacdo enzimatica; iii) facilitar a captagédo celular,
uma vez que as moléculas de siRNA sé&o incapazes de se difundirem passivamente
pelas membranas celulares devido a repulséo eletrostatica ocasionada pelo residual
de carga negativa do siRNA e da bicamada lipidica; iv) promover o escape
endossomal liberando o contedo do endossomo no citoplasma celular antes que
ocorra a metabolizacdo do siRNA pela acdo dos lisossomos; v) ser inerte e néo
estimular uma resposta imunoldgica no organismo; e vi) liberar as moléculas de
siRNA intactas no citoplasma para um eficiente silenciamento génico (REISCHL;
ZIMMER, 2009; PECOT et al., 2011; ZHANG; MCINTOSH; GRINSTAFF, 2012,
FOLDVARI et al., 2015).

Os sistemas carreadores podem ser classificados em virais ou nao-virais e
sdo selecionados de acordo com sua seguranca e biocompatibilidade para se obter
uma elevada eficiéncia de transfecc¢ao génica (REISCHL; ZIMMER, 2009).

Os vetores virais sdo conhecidos pela alta eficiéncia de transfeccao de genes.
Sao desenvolvidos por meio da modificagdo de virus a fim de torna-los incapazes de
se autorreplicar e de causar alguma doenca, mas conservando sua capacidade inata
de transferir o material genético para as células-alvo. Exemplos de virus utilizados
como carreadores incluem os lentivirus, adenovirus, herpes virus, retrovirus e 0s
virus adeno-associados. Porém, devido a algumas caracteristicas que incluem
carcinogénese, imunogenicidade, limitada capacidade de carreamento génico e
dificuldade de produgcdo em larga escala, atualmente, sua utilizacdo é limitada
(KAPOOR; BURGESS; PATIL, 2012; DENG et al., 2014; YIN et al., 2014).

Os carreadores nao-virais foram desenvolvidos para oferecer alternativas aos
vetores virais para veiculagcdo de genes e sao cuidadosamente formulados para
evitar a estimulagdo do sistema imunolégico, como também para ultrapassar as
barreiras da absorcao, distribuicdo e trafego intracelular. Estes tipos de carreadores
mostram-se bastante promissores devido sua seguranca, possibilidade de
direcionamento para diferentes alvos celulares por meio de modificacées estruturais
pela incorporacdo de ligantes e facil sintese (WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON,
2009; GAO; HUANG, 2013; YIN et al., 2014; FOLDVARI et al., 2015).
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Os siRNAs apresentam um residual de carga negativa, o que possibilita sua
associagcdo por meio de interacdes eletrostaticas a compostos carregados
positivamente (por exemplo, polimeros e lipidios catibnicos, dendrimeros, petideos e
proteinas). Os siRNAs também podem ser conjugados com moléculas pequenas
(por exemplo, colesterol) e anticorpos. Soma-se a essas alternativas, a possibilidade
de veiculagdo do siRNA em nanoparticulas (por exemplo, lipossomas,
nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas poliméricas, dentre outros), 0s quais
apresentaram resultados promissores na promocdo da captacdo celular e
silenciamento génico em diferentes linhagens celulares e tecidos (REISCHL;
ZIMMER, 2009; WANG et al., 2010; GOODING et al., 2012; HONG; NAM, 2014; YIN
et al., 2014; ZHOU; ZHANG,; LIANG, 2014; FOLDVARI et al., 2015).

Dentre os polimeros carregados positivamente empregados na construcao de
carreadores ndo-virais, um dos prototipos utilizados € a polietilenoimina (PEI). O PEI
€ um polimero sintético hidrossolavel com elevado residual de carga positiva em pH
fisiolégico devido aos grupamentos amino protonaveis em cada terceira posicéo
(Figura 4) (GUNTHER et al., 2011). Este polimero apresenta alta capacidade de se
complexar com acidos nucléicos por meio de interacfes eletrostaticas, promovendo
a condensacao da sua estrutura, com isso, diminui 0 seu tamanho e neutraliza a
carga negativa, favorecendo a entrada na célula através da membrana celular (GUO
et al., 2010b; KREBS; ALSBERG, 2011).
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Figura 4 - Estrutura molecular do polimero cationico PEI (YIN et al., 2014).

O polimero catiénico PEI encontra-se disponivel com uma gama de pesos
moleculares e na forma linear ou ramificada, sendo as formas ramificadas e de baixo
peso molecular as mais indicadas para uma efetiva liberacao intracelular. Estudos

comparativos entre nanoparticulas preparadas com PEI na forma linear ou
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ramificada mostraram que a forma ramificada foi mais adequada, pois produziu
particulas mais estaveis, carregadas positivamente, que promoveram uma alta
captacdo celular do siRNA e resultaram em um silenciamento génico mais efetivo
(KWOK; HART, 2011).

Complexos formados entre o polimero catidénico PEI e o siRNA, denominados
como poliplexos, e nanoparticulas preparadas com esse polimero, devido ao
residual de carga positiva, favorecem a interacdo com o exterior da membrana
plasmatica, o que conduz na sua internalizacdo pelo processo de endocitose. A
endocitose é um dos principais mecanismos de captacdo de substancias pelas
células e a liberacdo das substancias dos endossomos para o citosol € uma etapa
limitante para a obtencdo de um silenciamento génico eficiente (SAHAY;
ALAKHOVA; KABANOV, 2010; BRUNO, 2011).

A liberacdo dos complexos siRNA/PEI ocorre no citoplasma apos sofrerem o
escape endossomal pelo mecanismo conhecido como “efeito esponja de prétons”
(Figura 5). Esse mecanismo € mediado por agentes com alta capacidade de
tamponamento quando protonado. A protonacdo induz um intenso influxo de ions e
dgua para o interior do endossomo, ocasionando a ruptura da membrana
endossomal, devido a um aumento da pressdo osmdtica, liberando o conteldo
internalizado (GUO et al., 2010b; HUANG; LIU, 2011).
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Figura 5 - Esquematizacdo do mecanismo de escape endossomal de nanoparticulas

preparadas com PEI, conhecido como “efeito esponja de protons”. Adaptado de
(HUANG,; LIU, 2011).
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Ainda relacionado aos carreadores ndo-virais, varios sistemas com base
lipidica foram desenvolvidos para veiculacdo de siRNA. Variacdes na composi¢ao
dos lipidios e nas propriedades estruturais das nanoparticulas permitem a entrega
especifica do siRNA, além de influenciar sua liberacdo apos a internalizacdo celular
(KAPOOR; BURGESS; PATIL, 2012). Esses sistemas sao tipicamente compostos
por uma mistura de fosfolipidios e lipidios catibnicos que podem se organizar na
forma de nanoparticulas, ou apenas formar complexos com o siRNA, denominados
como lipoplexos. Exemplos de lipidios catidnicos classicos incluem o 1,2-di-O-
octadecil-3-trimetilamoénio propano (DOTMA) e 1,2-dioleoil-3-trimetilamodnio-propano
(DOTAP). Também sao utlizados lipidios neutros, conhecidos como lipidios
auxiliadores, como, por exemplo, o 1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE),
no preparo das nanoparticulas para melhorar a citotoxicidade, por distribuir/mascarar
as cargas positivas do lipidio catiénico. Além disso, o DOPE tem a capacidade de
interagir com a membrana plasmatica e formar fase hexagonal, aumentando a
capacidade de escape endossomal da nanoparticula (FOLDVARI et al., 2015).

Estudos recentes mostraram o uso da monoleina (MO), uma anfifila bastante
empregada na producdo de formulacgdes liquido-cristalinas, como um lipidio
auxiliador no preparo de lipossomas para veiculagdo de DNA plasmidial, devido sua
habilidade em fluidificar e estabilizar o lipossoma, mas também pelo fato de formar
fase hexagonal e mediar o processo de fusdo com a membrana endossomal
(OLIVEIRA et al.,, 2014). Outro estudo mostrou a eficiéncia de estruturas nao
lamelares formadas por MO e DOTAP em induzir a fusdo entre as nanoparticulas e a
membrana endossomal e, com isso, aumentar a eficiéncia do silenciamento génico
mediado por moléculas de siRNA (LEAL et al., 2010).

Estudos sugerem que a captacdo celular de nanoparticulas lipidicas ou
lipoplexos ocorre principalmente via endocitose. Porém, uma pequena fragdo pode
entrar na célula por fusdo com as membranas celulares num processo dependente
de colesterol e pode ser responsavel, em grande parte, pela degradacdo do RNAm
(LU; LANGER; CHEN, 2009; BRUNO, 2011).

S&o propostos dois possiveis mecanismos de escape endossomal para as
nanoparticulas lipidicas; (i) por meio da interagdo das moléculas catibnicas da
nanoparticula com a membrana aniénica do endossomo, ocorre a formacdo de
pares idnicos, promovendo sua desestabilizacdo e excluindo agua da superficie da

membrana, que resulta em seu rompimento (Figura 6A) e, (ii) por meio da formacao
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de fase hexagonal resultante do processo de fusao entre os lipidos catiénicos das
nanoparticulas e os lipidos anidnicos na membrana do endossomo e, dessa forma,
ocorre tanto a ruptura da membrana do endossomo quanto a ruptura da
nanoparticula com a liberacdo de seu contetudo (Figura 6B) (HUANG; LIU, 2011,
FOLDVARI et al., 2015).
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Figura 6 - Esquematizacdo do mecanismo de escape endossomal de nanopatrticulas
lipidicas por [A] desestabilizacdo da membrana endossomal e por [B] formacgéo de
fase hexagonal. Adaptado de (HUANG,; LIU, 2011).

O tamanho médio das nanoparticulas é de grande importancia para sua
absorcdo celular. O tamanho de particula adequado depende do seu campo de
aplicacdo, por exemplo, para alcancar tumores, o menor didmetro possivel é
desejado. Em geral, as particulas com diametro médio de até 500 nm podem ser

captadas pelas células alvo por endocitose. Dessa forma, no desenvolvimento de
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sistemas de liberacdo para siRNA, particulas nanométricas sdo requeridas
(REISCHL; ZIMMER, 2009).

Além do adequado tamanho de particula, estratégias que garantam protecao
do siRNA contra a degradacdo enzimatica, que promovam a captacdo celular e o
escape endossomal, biodegradabilidade, estabilidade, seguranca, facil manipulacéo
e baixos custos para producdo séo requeridas para a viabilizagdo dessa promissora
classe terapéutica (WU et al., 2014).

1.3. Cristais liquidos

Nas ultimas décadas, sistemas liquido-cristalinos tém atraido grande atencao
devido as suas aplicacGes em diversas areas. O grande interesse nesses sistemas
estd na possibilidade de criar particulas estruturadas mediante o uso de métodos
instantdneos e modular as forcas formadas por meio de estimulos fisiolégicos como
pH, temperatura e forga ionica (YAGHMUR; GLATTER, 2009; MILAK; ZIMMER,
2015).

Os cristais liquidos liotropicos podem ser definidos como o estado da matéria
intermediario entre o estado solido cristalino e liquido isotropico. A diferenca entre
liquidos e cristais solidos é o estado de ordem; os cristais apresentam ordem
posicional e orientacional, enquanto que nos liquidos as moléculas difundem-se
livremente. Os cristais liguidos combinam a organizacdo do estado sélido com a
fluidez e mobilidade molecular do estado liquido. Podem ser obtidos por diversos
tipos de moléculas que se autoagregam em um ambiente hidrofilico (SINGH, 2000).

Lipidios anfifilicos, tais como monoglicerideos, fosfolipidios, lipidios a base de
ureia e glicolipidios podem se auto-organizar espontaneamente em ambiente
hidrofilico e formar fases liquido-cristalinas. No entanto, os monoglicerideos
insaturados sdo os mais estudados, em particular, o monoleato de glicerila, também
conhecido como monoleina (MO) (PAN et al., 2013).

A MO (Figura 7) é composta por uma cadeia de hidrocarboneto ligada a um
glicerol, através de uma ligacdo éster. Os grupos hidroxila, provenientes do glicerol,
conferem a molécula caracteristicas polares, enquanto a cadeia de hidrocarboneto
(C 18), com uma dupla ligacdo cis na posicdo 9, 10, confere a molécula
caracteristicas apolares. Portanto, a MO é considerada uma molécula anfifilica. E
atoxica, biodegradavel e biocompativel, sendo classificada como segura e incluida
na lista de ingredientes inativos do FDA (do inglés, Food and Drug Administration)
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(GANEM-QUINTANAR: QUINTANAR-GUERRERO: BURI, 2000; MILAK; ZIMMER,
2015).

OH

HO\)\/O\(\/\/\/E/\/\/\/\

0

Figura 7 - Estrutura molecular da monoleina (PAN et al., 2013).

A formacdo das diferentes fases liquido-cristalinas ocorre com a hidratacao
das porcdes hidrofilicas da MO por um solvente hidrofilico, como a agua, através de
ligacbes de hidrogénio, enquanto as cadeias alifaticas se agregam com base em
interacOes de van der Waals (GUO et al., 2010a; LIBSTER; ASERIN; GARTI, 2011).

Sistemas liquido-cristalinos sdo caracterizados por alta ordenacao interna e
simetria, com ampla area interfacial e também apresentam a capacidade de
incorporar moléculas hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas e modular a liberacdo destas
substancias (LOPES et al., 2006b; GUO et al., 2010a; PAN et al.,, 2013; MILAK;
ZIMMER, 2015). As fases liquido-cristalinas comumente encontradas sao: lamelar,
hexagonal e cubica (Figura 8). A maioria das mesofases liotropicas existe como
pares simétricos, um “normal” (tipo |I) onde os lipidios agregados encontram-se em
uma matriz continua de agua, e um “invertido” ou “reverso” (tipo Il) onde os grupos
hidrofilicos hidratados encontram-se dispostos dentro de uma matriz apolar continua
composta pelas cadeias de hidrocarbonetos (LIBSTER; ASERIN; GARTI, 2011).
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Fase lamelar Fase hexagonal reversa (H,) Fase cubicareversa (Qy)

Figura 8 - Representacdo esquematica das diversas fases liquido-cristalinas
formadas pela monoleina em presenca de &agua. Adaptado de: (“Cubic Phase
Particles in Drug Delivery”, 2012).

A fase lamelar caracteriza-se por intercalar bicamadas lipidicas com a fase
aquosa, nas quais os grupamentos polares das moléculas localizam-se adjacentes e
projetados para a fase aquosa, enquanto as cadeias de hidrocarbonetos encontram-
se dispostas paralelamente, formando uma rede unidimensional. Essa fase é
caracterizada por sua fluidez e anisotropia na forma de mosaico planar e/ou cruzes
de Malta (BORNE; NYLANDER; KHAN, 2000; SHAH; SADHALE; CHILUKURI,
2001).

A fase hexagonal é formada por longas estruturas cilindricas, ocorrendo em
duas formas: (i) a fase normal, onde a porcao polar da anfifila localiza-se na regiao
externa dos cilindros; e (ii) a fase reversa, formada por canais aquosos circundados
pela porgéo polar da anfifila, com a por¢ao apolar localizada ao redor dos cilindros.
Sua obtencgdo torna-se possivel pela adicdo de compostos apolares ao sistema,
como por exemplo, o acido oleico. O gel de fase hexagonal apresenta-se
anisotropico ao campo de luz polarizada, com textura estriada ndo geometrica ou em
formato de placas; sua menor viscosidade em relacdo a fase cubica € uma
importante propriedade que facilita suas aplicacdes praticas (BORNE; NYLANDER;
KHAN, 2000; LIBSTER et al., 2009).

A fase cubica € formada por uma bicamada lipidica curva e continua (com

uma espessura de aproximadamente 3,5 nm) que se estende em trés dimensdes,
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separando dois canais congruentes de agua de aproximadamente 5 nm, quando
hidratado. O gel de fase cubica apresenta-se transparente, bastante viscoso,
isotrépico e termodinamicamente estavel na presenca de excesso de agua (SHAH;
SADHALE; CHILUKURI, 2001; GUO et al., 2010a).

A literatura relata diversos fatores que podem influenciar o comportamento
das mesofases liquido-cristalinas. A adicdo de um terceiro componente ao sistema
anfifila/agua, como o acido oleico, trioleina, monoleato de diglicerol, vitamina E,
dentre outros, pode modular a textura das mesofases liquido-cristalinas e resultar
em transicdo de fase. Variacdes de temperatura e pressao, concentracao de sais,
pH e aditivos também podem induzir a transicdo de fase nos sistemas liquido-
cristalinos (LOPES et al., 2006a; PHAN et al., 2011; ROSSETTI et al., 2011; FONG;
LE; DRUMMOND, 2012; CHEN; MA; GUI, 2014; ZABARA; MEZZENGA, 2014).

A influéncia desses fatores na formacao das fases liquido-cristalinas pode ser
avaliada com o uso de técnicas para a identificacdo das fases obtidas, sendo a
microscopia de luz polarizada e a difracdo de raios X as mais utilizadas. A
microscopia de luz polarizada € uma técnica bem estabelecida e baseia-se nas
texturas das diferentes fases para sua identificacdo (BORNE; NYLANDER; KHAN,
2000). A difracdo de raios X é uma técnica que emprega raios X para determinar
distancias repetitivas dentro de materiais solido-cristalinos e em cristais liquidos.
Através dos valores das distancias interplanares, d, obtidos a partir lei de Bragg (/1 =
2dsenf), a associacdo da razdo entre essas distancias aos indices de Miller da
simetria da estrutura permite a identificacdo das diferentes fases liquido-cristalinas
(DONG; BOYD, 2011).

A teoria do fator de empacotamento (FE) também € considerada uma
ferramenta util no estudo da influéncia da estrutura lipidica na formacao das fases
liquido-cristalinas, como também avalia a influéncia de outros parametros que
afetam a curvatura polar-apolar e, consequentemente, a auto-organizagdo dos
componentes, pois relaciona matematicamente o volume da porcéo hidrofobica (v),
o comprimento da cadeia de hidrocarboneto (I) e a area da porcao hidrofilica (a)

através da equacéao:

FE = —

v
a.l
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A influéncia da alteracdo destas variaveis € demonstrada, resumidamente, na

Figura 9.
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Figura 9 - Diagrama esquematico do impacto da estrutura lipidica, aumento da
concentracdo de agua e estimulos externos sobre o fator de empacotamento e
curvatura. Adaptado de (NGUYEN, 2008; CHANG et al., 2015).

Um aumento em a pode ocorrer devido a hidratacao ou repulséo eletrostatica

entre a porcao polar de lipidios adjacentes. Por outro lado, o aumento de v, resulta
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de um aumento no numero e/ou tamanho das cadeias de hidrocarbonetos e também
pode ocorrer devido ao aumento na fluidez da cadeia dos hidrocarbonetos em
temperaturas elevadas. Quando o valor do fator de empacotamento € menor que 1,
a anfifila se auto-organiza formando estruturas Tipo |, com curvatura positiva para
agua; quando FE € igual a 1, ocorre a formacao de fase lamelar e; quando é maior
que 1, ha o rearranjo da anfifila, formado estruturas Tipo Il, com curvatura negativa
(GUO et al.,, 2010a; FONG; LE; DRUMMOND, 2012).

Alteracbes na curvatura e no empacotamento dos lipidios em resposta a
fatores externos (por exemplo, temperatura) ou mudan¢ca de composi¢cdo (por
exemplo, teor de agua) podem resultar em transicbes entre as fases reversas e
fases normais, como ilustrado na Figura 9.

E importante ressaltar que alguns lipidios anfifilicos sédo capazes de absorver
agua até uma determinada quantidade e, a adicdo de agua em excesso nao resulta
em transi¢Oes de fase. Desse modo, fases liquido-cristalinas do tipo reversas podem
coexistir em excesso de agua e, entdo, serem dispersas para formar uma disperséo
coloidal. A dispersao dos géis de fase cubica e de fase hexagonal em agua forma
pequenas particulas denominadas “cubossomos” e “hexossomos”, respectivamente
e, comumente, € realizada por técnicas de fragmentacdo como a homogeneizacéo
em alta pressao ou sonicacao (SIEKMANN et al., 2002; LOPES et al., 2006a; GUO
et al., 2010a; CHEN; MA; GUI, 2014).

Para evitar a reagregacdo das particulas dispersas, estabilizadores séo
adicionados. Dentre estes, destacam-se os copolimeros em bloco, que conferem
estabilidade estérica auxiliando na manutencéo da dispersao de particulas liquido-
cristalinas; o tensoativo Pluronic F127® (conhecido comercialmente como Poloxamer
407® e Lutrol F127®) é o mais utilizado (AMAR-YULI et al., 2007; CHONG et al.,
2011).

As dispersfes sdo uma alternativa para as fases liquido-cristalinas na forma
de gel, onde a dispersdo reduz significativamente a viscosidade do sistema,
facilitando sua aplicagdo e incluem vantagens como grande area superficial,
estabilidade termodinamica e possibilidade de serem incorporadas por outras
formulacdes (LOPES et al., 2006a; AMAR-YULI et al., 2009; ZABARA; MEZZENGA,
2014; MILAK; ZIMMER, 2015).

Considerando-se a aplicacdo topica, nanodispersdes liquidas-cristalinas

demonstraram capacidade de reduzir reversivelmente as propriedades de barreira
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impostas pela pele, além de promover a penetragdo cutanea de macromoléculas e
outros tipos de moléculas, conforme demostrado por trabalhos do grupo de pesquisa
(LOPES et al., 2006a, 2006b; LOPES; SPERETTA; BENTLEY, 2007; PRACA et al.,
2012; PETRILLI et al., 2013, 2016; VICENTINI et al., 2013b; ROSSETTI et al.,
2016). Além disso, estudos prévios do grupo, demonstraram a habilidade de uma
nanodispersao liquido-cristalina de fase hexagonal, composta por MO, pelo promotor
de absorcdo cutanea acido oleico e o polimero catidbnico PEI, em promover a
liberacdo cutanea de siRNA e reduzir os niveis da proteina modelo gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) (VICENTINI et al., 2013b).

Simultaneamente a outros estudos reportados na literatura que também
utilizaram sistemas a base de monoleina e adjuvantes catibnicos para a liberacéo
funcional de siRNA (LEAL et al., 2010; ZHEN et al., 2012; BORGHETI-CARDOSO et
al., 2014, 2015; PETRILLI et al., 2016), ressaltam-se a relevancia e aplicabilidade de
sistemas liquido-cristalinos para veiculacédo de siRNA na terapia génica.

1.4. Psoriase

Psoriase é uma doenca inflamatéria crénica, imunomediada, que se manifesta
na pele e/ou articulacdes e afeta 2-5% da populacdo mundial (PRADHAN; SINGH,;
SINGH, 2013; RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI, 2014). Na pele,
caracteriza-se por placas eritematosas, queratindcitos hiperproliferados e com
diferenciacdo anormal, levando a hiperplasia da epiderme, infiltracdo de linfécitos T
ativados e dilatacdo dos capilares sanguineos (GEUSENS et al., 2009; JAKOBSEN
et al., 2009). Est4 associada a significantes comorbidades, incluindo depressao,
hipertensédo, diabetes, dentre outras, e afeta a qualidade de vida dos pacientes
devido ao desconforto fisico, imagem negativa do corpo, limitacbes nas atividades
diarias, contatos sociais, e de trabalho (LI; ARMSTRONG, 2012).

Essa doenca varia muito em sua apresentacdo clinica podendo ser
classificada como leve, com manchas isoladas, ou como extensa, com placas
confluentes envolvendo diversas areas do corpo. Psoriase vulgar, ou em placas, € o
subtipo mais comum, afetando 80-90% dos pacientes. Outros subtipos de psoriase
incluem gutata, pustulosa, inversa e eritrodérmica (LI; ARMSTRONG, 2012).

O diagnostico da psoriase € baseado na apresentagdo clinica, necessitando
eventualmente de bidpsia da pele para confirmacdo. As alteracbes relevantes que

sdo observadas na epiderme incluem a acantose (aumento do numero de
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queratinécitos e espessamento da camada espinhosa), perda da camada granular,
paraceratose (disfuncdo do processo de cornificagdo que mantém queratindcitos
nucleados na camada cornea) e hiperceratose (espessamento da camada cornea).
Ao mesmo tempo, 0 aumento da quantidade e a dilatacdo de vasos sanguineos na
derme permitem a maior migracdo de células imunoldgicas aos locais afetados
mantendo o ciclo da doenca ativo (KRUEGER; BOWCOCK, 2005; SCHON;
BOEHNCKE, 2005; BOEHNCKE; SCHON, 2015).

Trata-se de uma doenca etiolégica multifatorial, na qual fatores genéticos e
influéncias ambientais levam a uma disfuncdo imunocelular, responsavel pelo
quadro inflamatdrio caracteristico, no qual citocinas e quimiocinas possuem um
papel importante no recrutamento de linfécitos e na manutencdo do processo
inflamatorio. A pele psoriatica é também caracterizada por um aumento da
angiogénese (SCHON; BOEHNCKE, 2005; SARRA et al., 2011).

A complexa imunopatogénese da psoriase envolve alteragbes tanto do
sistema imunoldgico inato (queratindcitos, células dendriticas, macrofagos,
mastoécitos, neutrdfilos e células endoteliais), quanto do sistema imunol6gico
adquirido (linfécitos T), mediada por citocinas, e inclui varias etapas pelas quais a
pele pré-psoriatica é convertida em uma placa psoriatica apés a ativacédo
imunocitica. A formacdo das lesdes caracteristicas da psoriase incluem uma
resposta do tecido angiogénico; recrutamento e acumulo de células inflamatdrias na
derme, envolvendo grande populacdo de células apresentadoras de antigeno (ex.:
células dentriticas e macréfagos) e células T; e a liberagdo de citocinas proé-
inflamatorias, que contribuem para um ciclo vicioso de inflamag¢do no interior das
lesbes cutaneas. Esses eventos culminam na remodelacdo da epiderme, com
proliferacéo e diferenciacéo alterada dos queratindcitos (NICKOLOFF, 2007).

O evento inicial na psoriase envolve um gatilho, resultante de uma acéo
reciproca entre fatores ambientais e genéticos, que desencadeiam uma cascata
inflamato6ria e imunoldgica. Queratindcitos liberam fatores que ativam as células
dendriticas dérmicas, que por sua vez ativam as células T nos nédulos linfaticos. As
células T, em seguida, diferenciam-se em células T helper Tipo 1 (Th1, produtoras
de IFN-y, TNF-a e IL-2) e T helper Tipo 17 (Th17, produtoras de IL-17, TNF-q, IL-6;
IL-22) e migram de volta para a derme e epiderme, através de quimiocinas e
moléculas de adesdo. Em seguida, as células T ativadas ativam os macréfagos a

liberarem diversas citocinas inflamatorias, incluindo TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-12 e IL-
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23 que facilitam a proliferacéo de linfocitos Th1/Th1l7 e também levam a ativagéo e
hiperproliferagdo de queratindcitos, manifestando-se clinicamente como placas
psoriaticas (Figura 10) (NICKOLOFF, 2007; NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009;
LIMA; LIMA, 2011; BOEHNCKE; SCHON, 2015).
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Figura 10 - Esquema evolutivo do quadro imunoinflamatério caracteristico na
psoriase. Adaptado de (NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009).

Tanto no inicio, quanto na exacerbacdo do quadro inflamatorio da psoriase,
as ceélulas dendriticas ativadas produzem, entre outros mediadores, o TNF-q,
citocina pro-inflamatéria capaz de ampliar a inflamacéo através de varias vias de
sinalizacdo. Pode ser produzida por uma grande variedade de tipos celulares

incluindo macrofagos, linfocitos, queratindcitos e células endoteliais e exerce sua
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atividade induzindo a producéo de mediadores secundéarios e moléculas de adeséo
que facilitam a interacdo e migracédo de células T em direcdo a epiderme (SCHON;
BOEHNCKE, 2005; BOEHNCKE; SCHON, 2015).

A escolha terapéutica para o tratamento da psoriase € realizada com base na
gravidade da doenca. Aproximadamente 70-80% dos pacientes utilizam a terapia
topica com analogos da vitamina D3 (calcipotriol, calcitriol e tacalcitol) e retindicos
em associacdo aos corticoesterdides. Nos casos de psoriase moderada a severa,
recomenda-se a terapia sisttmica com agentes imunossupressores e
quimioterapicos (ciclosporina, metotrexato e retindides), associada a terapia topica e
fototerapia (SCHON; BOEHNCKE, 2005; BERTH-JONES, 2013; BOEHNCKE;
SCHON, 2015).

Embora a maioria dos regimes terapéuticos estabelecidos seja razoavelmente
eficaz como terapia de curto prazo para psoriase, devido ao perfil de seguranca
desses farmacos, seu uso por um logo prazo é limitado, o que dificulta o controle da
doenca (SCHON; BOEHNCKE, 2005).

Os recentes avan¢os nos estudos da psoriase forneceram subsidios para a
concepcdo de novos agentes biolégicos modificadores da resposta
imunoinflamatéria através da sua acdo nos mecanismos-chave da patogénese da
psoriase. Dentre eles, destacam-se 0s anticorpos monoclonais (adalimumabe,
infliximabe) e proteina de fusdo (etanercepte) antagonistas de TNF-a e moduladores
da diferenciacdo de linfocitos mediada por IL-12 e IL-23 (ustekinumabe). Porém,
apresentam desvantagens, que incluem a via de administracdo, propriedades
imunossupressoras e elevado custo, sendo atualmente utilizados somente em casos
graves e quando os demais tratamentos ndo sdo adequados (NESTLE; KAPLAN;
BARKER, 2009; BERTH-JONES, 2013; CHI; WANG, 2014).

Os tratamentos atuais para a psoriase sao frequentemente associados a
eficacia limitada e problemas relacionados a toxicidade, imunossupresséo, dentre
outros. Dessa forma, estudos estdao sendo conduzidos no desenvolvimento de novas
estratégias, buscando melhorar a relacdo risco-beneficio dos corticoides e dos
farmacos tradicionalmente empregados no tratamento da psoriase. Além disso,
esforcos estdo sendo feitos no desenvolvimento de nanoparticulas para aplicacbes
dermatolégicas, com o proposito de proporcionar uma libertacdo sustentada dos
farmacos por um periodo prolongado de tempo, reduzir a toxicidade e aumentar a
adesao do paciente ao tratamento (AGRAWAL; PETKAR; SAWANT, 2010; RAUT,;
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PRABHU; PATRAVALE, 2013; PINTO et al., 2014; PRADHAN; SINGH; SINGH,
2015).

Dentre as propostas terapéuticas para a psoriase, a normalizacdo dos niveis
das citocinas inflamatdrias tem demonstrado melhoras no fenétipo da doenca sendo
que varios inibidores do TNF-a tém sido propostos, dentre eles, a terapia génica com
0 uso de siRNAs (JAKOBSEN et al., 2009; BAK; MIKKELSEN, 2010; BRACKE et al.,
2013; DESAI et al., 2013; MAREPALLY et al., 2014; PETRILLI et al., 2016).

1.5. Via de administracao topica para siRNAs

A pele é uma atrativa e importante via para a liberacdo de farmacos, uma vez
que permite uma aplicacdo terapéutica ndo invasiva e em uma ampla regiao
corporea. Além da possibilidade do seu direcionamento para as doencas cutaneas
(administracdo topica), também € possivel a obtencdo de efeitos sistémicos
(administracao transdérmica), combinando fatores como a comodidade do paciente,
a auséncia do metabolismo hepéatico e a eliminacdo de possiveis efeitos colaterais
da administracao sistémica (PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004).

O estudo da aplicacdo de siRNAs para o tratamento de doencas cutaneas
tem obtido avancos importantes na elucidagéo de potenciais alvos moleculares e no
desenvolvimento farmacotécnico de sistemas de liberacdo para uma entrega
funcional dessas moléculas nas células alvo (VICENTINI et al., 2013a, 2013b).

Doencas cutaneas relacionadas a reacdes inflamatérias (vitiligo, psoriase e
dermatite atopica), ao comportamento anormal das células (carcinoma espinocelular
e melanoma), dano (queimadura e ferida) e doencas de pele monogénicas
(paquioniquia congénita) sdo de grande interesse para a terapia com siRNAS, pois
apresentam alvos moleculares bem definidos que podem ser silenciados, resultando
em beneficios terapéuticos (THANIK et al., 2007; HICKERSON et al., 2008; TRAN et
al., 2008; JAKOBSEN et al., 2009; KIGASAWA et al., 2010).

Para o0 estabelecimento de uma terapia eficaz utilizando siRNAs via
administracdo topica, primeiramente, € necessaria a liberacdo eficiente do siRNA
nas ceélulas alvo-especificas. No entanto, atingir esses alvos constitui um grande
obstaculo para viabilizacdo dessa terapéutica, uma vez qua a pele apresenta uma
forte barreira exercida pelo EC, que dificulta a penetracdo de substancias
administradas topicamente. Além disso, os siRNAs, por serem macromoléculas

hidrofilicas, ndo conseguem atravessar a pele por difusdo passiva (DE
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FOUGEROLLES, 2008; GEUSENS et al, 2011; ZAKREWSKY; KUMAR;
MITRAGOTRI, 2015; DESMET et al., 2016).

As principais estratégias para a liberacédo de siRNAs na pele incluem o uso de
formulacdes (lipossomas, nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas poliméricas,
peptideos, dentre outras), métodos quimicos (promotores de absorcéo cutanea) e o0s
métodos fisicos (iontoforese, sonoforese, microagulhas, eletroporagdo, dentre
outrosw) com a finalidade de reduzir as propriedades de barreira da pele, promover
a penetracao cutanea e a utilizacdo dessa macromolécula no tratamento de doencas
de pele (PAUDEL et al., 2010; GEUSENS et al.,, 2011; VICENTINI et al., 2013a;
ZAKREWSKY; KUMAR; MITRAGOTRI, 2015).

Nesse contexto, a presente pesquisa propds a avaliacdo de um sistema de
liberacdo topica, nanoestruturado, a base de cristais liquidos, formado por lipidios
com habilidade de promover a absor¢cdo cutanea, e por adjuvantes catidnicos
capazes de complexarem o sSiRNA por atracdo eletrostatica, como uma nova

proposta para veiculacéo tépica de siRNAs na terapia da psoriase.
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2. Objetivo

A presente pesquisa visou a obtencdo, a caracterizacdo e a avaliacdo da

aplicacédo tépica, em modelos in vitro e in vivo, de nanodispersdes liquido-cristalinas

(NLCs) como sistema de liberacao de siRNAs na terapia génica da psoriase.

2.1 Objetivos especificos:

Obtencéo e caracterizacdo das NLCs;

Avaliacao da captacgéo celular do siRNA veiculado pelas NLCs em fibroblastos;
Avaliacéo da estabilidade do complexo NLC/siRNA;

Avaliacdo da irritacdo cutanea da NLC em modelo de pele humana reconstruida;
Avaliacdo da eficdcia do silenciamento da IL6 em modelo de pele humana
psoriatica apés o tratamento com a NLC veiculando siRNA IL6;

Avaliacdo da captacéo celular do siRNA veiculado pela NLC em macro6fagos;
Avaliacao da eficacia do silenciamento do Tnf em modelo in vitro de inflamacéo
apos o tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf;

Avaliacdo da eficacia do silenciamento do Tnf em modelo in vivo de inflamacéo
aguda apés o tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf;

Avaliacdo da eficacia do silenciamento do Tnf em modelo in vivo de psoriase
apos o tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf;

Avaliacdo da penetracdo cutanea do siRNA veiculado pela NLC em modelo in

vivo de psoriase.
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3. Material e métodos
3.1. Material
3.1.1. Solventes, reagentes e matérias-primas:

A monoleina (Myverol 18-99%) foi fornecida pela Quest (Norwich, NY, USA).
Os reagentes: albumina sérica bovina (BSA), (3-aminopropil) trietoxisilano, [brometo
de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (MTT), 12-O-tetradecanoil-forbol 13-
acetato (TPA), 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB), acido oleico (AO), brometo de
etidio, brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB), cloreto de sodio (NaCl), 4'6'-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), dietilpirocarbonato (DEPC), EDTA, fluoromount,
glicina, iodeto de propidio, lipopolissacarideo de Escherichia coli 0127:B8 (LPS),
oleilamina (OAM), paraforimadeido, Paraplast®, polietilenoimina (PEI), Poloxamer
407, poly-L-lisina, sal dissédico do acido etilenodiaminotetracético (Na;EDTA),
solucdo de antibiético e antimicotico composto por 10.000 unidades de penicilina, 10
mg de estreptomicina e 25 pg de anfotericina B por mL, tripsina-EDTA (0,25%) e
Triton X-100 foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). O creme
depilatério Veet foi adquido da Veet® Brazil ceras e produtos depilatérios.
Dimetilsulfoxido (DMSO), etanol, &cido sulftrico (H,SO,), fosfato monossédico,
fosfato dissodico, fosfato de sédio (NasPO,) e xilol foram adquiridos da Synth
(Diadema, SP, Brasil). O meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
e 0 soro bovino fetal foram adquiridos da Gibco® (Carlsbad, CA, USA). Os
reagentes: agua livre de RNase, Dulbecco’s tampédo fosfato salino (DPBS),
Faloidina/Texas red, IL-1a ELISA kit ELISA, IL-6 ELISA kit ELISA, Lipofectamina
2000 e UltraPure™ Agarose foram adquiridos da Invitrogen (Camarillo, CA, USA). A
epiderme humana reconstruida EpiDerm™ (Epi-200) e o modelo de pele humana
reconstruida psoriatica - SOR-300-FT foram adquiridas da MatTek Corporation
(Ashland, MA, EUA). Os fibroblastos da linhagem L929 (ATCC® CCL-1™) e os
macréfagos da linhagem J774 (ATCC® TIB-67™) foram adquidos da American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). A heparina sodica (5000 U.I./mL)
Hepamax-S® foi adquirida da Blausiegel (Cotia, SP, Brasil). O kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, siRNA controle - Silencer Negative Control #1
SiRNA (#AM4635) sintetizado pela Ambion®, siRNA IL6 (Silencer® Select Validated
siRNA) sintetizado pela Ambion®, siRNA Tnf (Silencer® Select Pre-designed siRNA)
sintetizado pela Ambion®, siRNA-FAM - Silencer 6-carboxyfluorescein (FAM) Gapdh
SiRNA (#AM4650) sintetizado pela Ambion® e o RNAlater® Stabilization Solution
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foram adquiridos da Applied Biosystems (Austin, TX, USA). Os primers GAPDH
(Hs02758991 g1) e IL6 (Hs01075666_m1) TagMan® Gene Expression Assay foram
adquiridos da Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Os primers Gapdh
(Mn.PT.39a.1), Tnf (Mn.PT.58.12575861) e Actb (Mm.PT.58.28904620.g) foram
adquiridos da Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, lowa, USA). O
imiquimode creme 5% (Modik) foi adquirido da Germed (Fabricado por EMS S/A.
Hortolandia, SP, Brasil). O isoflurano foi adquirido da Cristalia Prod. Quim. Farm.
Ltda. (Itapita, SP, Brasil. O LightCycler® 480 Probes Master foi adquirido da Roche
(Salt Lake City, UT, USA). A RNase A, o RNeasy Mini Kit e siRNA controle Alexa
Fluor 647 foram adquidos da Qiagen (Germantown, MD, USA). O peroxido de
hidrogénio (H20O,) e o tris(hidroximetil) aminometano foram adquiridos PA EMSURE
MERCK (Darmstadt, Germany). O Tissue-Tec® O.C.T. Compound foi adquirido da
Sakura Finetek (Torrance, CA, USA). A vaselina foi adquirida da Unilever Brasil (Sao
Paulo, SP, Brasil).

3.1.2. Equipamentos e acessorios:

. Agitador mecanico tipo mixer — IKA® (Campinas, SP, Brasil)

. Balanca Analitica — Acculab (Arvada, CO, USA)

. Banho termostatizado Fanem (Guarulhos, SP, Brasil)

. Centrifuga Heraeus Megafuge 16R — Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)

. Criostato Leica CM1850 — Leica Biosystems Inc. (Buffalo Grove, IL, USA)

. FACSCalibur e CellQuestPro software — BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

. Filmadora Sony Handycam DCR-PJ6

. Homogeneizador de tecido Tissue Tearor™ — Biospec Products (Bartlesville, OK,
USA)

. Homogeneizador ultrasénico Sonopuls modelo HD2270 — Bandelin (Berlin,
Germany)

. Leitor de placa Synergy 2 — BioTek Instruments (Winooski, VT, USA)

« Medidor de pH — Digimed (Sé&o Paulo, SP, Brasil)

. Microscopio confocal de varredura a laser Leica TCS SP8 — Leica Microsystems
Inc (Buffalo Grove, IL, USA).

« Microscopio de fluorescéncia/d6ptico modelo Axio Imager.Al — Carl Zeiss
(Oberkochen, Germany) com software analisador de imagem modelo AxioVision

— Carl Zeiss (Oberkochen, Germany)
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. Micrétomo rotativo manual 820 Spencer Microtome — AO® American Optical
(Buffalo, NY, USA)

« NanoDrop 2000 — Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)

. Paquimetro digital Satarrett® 799 (Athol, MA, USA)

. Sistema de fotodocumentacdo L-Pix EX — Loccus Biotecnologia (Cotia, SP,
Brasil) equipado com o software L-Pixlmage

. Termociclador Applied Biosystems® 2720 Thermal Cycler — Applied Biosystems
(Foster City, CA, USA)

. Termociclador LightCycler® 480 — Roche (Salt Lake City, UT, USA)

. Termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System - Applied Biosystems
(Foster City, CA, USA)

. Termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler — Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA)

. Zetasizer Nano ZS — Malvern Instruments (Worcestershire, RU)

3.2. Métodos
3.2.1. Obtencédo das nanodispersdes liquido-cristalinas (NLCs)

As NLCs propostas para realizacdo dessa pesquisa foram desenvolvidas no
projeto de mestrado intitulado “Desenvolvimento e caracterizagdo de sistemas de
liberacdo tépica a base de cristais liquidos para veiculacdo de siRNA na terapia
génica”, processo Fapesp n° 2010/02398-3 e apresentaram resultados promissores
para seu uso como sistema carreador de SiRNA no tratamento de doencas
cutaneas.

Para o preparo das NLCs compostas por monoleina (MO):fase aquosa (FA)
(10:90, p/p) e MO:éacido oleico (AO):FA (8:2:90, p/p), foi empregado o método
proposto por Lopes e colaboradores (2006) (LOPES et al., 2006a). Resumidamente,
a MO foi aquecida em banho termostatizado até a temperatura de fuséo (42 °C) e,
em seguida, misturada ao AO. Apos a homogeneizagédo da mistura, foi adicionada a
FA composta por tampéo Tris-HCI, 0,1 M, pH 6,5, contendo 1,5% de Poloxamer 407.
A FA foi preparada com agua livre de RNAse (agua com dietilpirocarbonato — agua
DEPC).

O lipidio catidnico oleilamina (OAM) ou o polimero catidénico polietilenoimina
(PEI) foram adicionados ao sistema MO:FA na concentragdo de 0,4% e ao sistema

MO:AO:FA na concentracdo de 2,5 e 1,0%, respectivamente. Estes adjuvantes
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catidnicos foram adicionados as fases lipidicas dos sistemas, homogeneizados por 2
min e, em seguida, foi adicionada a FA. Os sistemas foram deixados em repouso por
24 h apdés o preparo e acondicionados ao abrigo da luz. Apos esse periodo, foram
agitados em agitador do tipo “vortex” por 2 min e entdo dispersos sob-banho de gelo
em sonicador de haste, poténcia 16-18 Watts, por 4 min. O siRNA foi adicionado as
NLCs e, ap6s 30 min, os complexos NLC/siRNA estavam estabelecidos e prontos

para o uso nos estudos seguintes (Figura 11).

24 h
= - = +
> . “a Y0
E : %000,
G ¢ : v
Fase aquosa (FA) Fase gel Sonicagéo Nanodisperséo siRNA
(Tampéo Tris-HCl, MO Banho de gelo liquido-cristalina
0,1M, pH 6,5, 1,5% (10%) 16-18 Watts (NLC)
Poloxamer) 4 min

Figura 11 - Método para obtencdo das NLCs compostas por MO:FA (10:90, p/p) e
MO:AO:FA (8:2:90, p/p) incorporadas com os adjuvantes catiénicos PEI ou OAM. O
siRNA foi adicionado as NLCs apés o processo de sonicagao.

3.2.2. Caracterizagdo das NLCs
3.2.2.1. Andlise do diametro médio e indice de polidispersdo das particulas

Foi utilizada a técnica de espalhamento dinamico da luz (Dynamic Light
Scattering - DLS) para a andlise do didmentro médio e distribuicdo de tamanho das
particulas. As NLCs isentas ou contendo siRNA controle (10 pM) foram diluidas em
agua Milli-Q (1:100, v/v) e submetidas as analises no equipamento Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, RU). As amostras foram colocadas em
cubetas de poliestireno de 1 cm de caminho Optico e as medi¢des foram realizadas a
25 °C. O equipamento possui um lazer de HeNe de 4 mW operando num

comprimento de onda de 633 nm e realiza as medigcdes nao invasivas por
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retroespalhamento de luz sob um angulo de deteccdo de 173°. As analises foram
realizadas em triplicata.

A distribuicdo de tamanho das particulas foi avaliada por determinacdo do
indice de polidispersdo (Pdl), que € uma medida adimensional da amplitude de
distribuicdo das particulas e varia de 0 a 1. Quanto mais préximo de zero seu valor,

mais homogéneo é o tamanho das particulas.

3.2.2.2. Medida da carga superficial das particulas

A carga superficial das NLCs foi medida como potencial zeta, o qual é
determinado pela mobilidade eletroforética das particulas/goticulas dispersas
submetidas a um campo elétrico. As NLCs isentas ou contendo siRNA controle (10
MM) foram diluidas em agua Milli-Q (1:50, v/v) e submetidas as analises no
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, RU). As

andlises foram realizadas em triplicata.

3.2.3. Avaliacdo da captacao celular do siRNA veiculado pelas NLCs em
fibroblastos por citometria de fluxo
3.2.3.1. Linhagem e cultivo celular

Os ensaios de captacdo celular foram realizados em cultura celular de
fibroblastos da linhagem L929 (ATCC® CCL-1™, American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA). As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) com 1% (v/v) de solucdo de antibitico e
antimicético composto por 10.000 unidades de penicilina, 10 mg de estreptomicina e
25 g de anfotericina B por mL e 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado. Foram
incubadas a 37 °C com 5% de CO.. As células foram subcultivadas a cada 5-7 dias,
usando PBS 1X para lava-las e tripsina-EDTA 0,25% (g/v) para remové-las da
garrafa de cultivo celular. Ap0s a remocao, as ceélulas foram submetidas a
centrifugagéo (129 x g, por 10 min a 4 °C), ressuspendidas no meio de cultivo e,
para contagem das células foi utilizada a camara de Neubauer. As células foram
plaqueadas a uma densidade de 6x10° células/poco em placas de 12 pocos para 0s

ensaios de captacao celular.
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3.2.3.2. Tratamentos

As NLCs contendo siRNA marcado com carboxifluoresceina (FAM) (siRNA-
FAM) 10 uM foram diluidas em PBS (1:50, v/v). 100 yL de cada diluicdo foram
utilizados no ensaio de captacdo celular que resulta em uma concentracao final de
siRNA por poco de 20 nM (20 pmol siRNA/6x10° células/mL de meio de cultura). A
diluicdo das formulacfes utilizada foi previamente padronizada e garante uma alta
viabilidade celular (~ 92%) (DEPIERI, 2012). Células sem tratamento, solucéo de
SiRNA-FAM (10 pM) em &gua livre de RNase e complexos formados entre o0s
adjuvantes utilizados no preparo das formulacées com siRNA-FAM foram utilizados
como controles.

Apos 24 h do plagueamento celular, o meio de cultura foi renovado, as células
foram tratadas com as formula¢des e reincubadas por 24 h a 37 °C com 5% CO..
Apés o tratamento, as células foram processadas para a avaliacdo da captacéo
celular das moléculas de siRNA.

3.2.3.3. Avaliagédo da captagéao celular do siRNA por citometria de fluxo

ApOGs os tratamentos, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
ressuspendidas em meio de cultura. As células foram analizadas com FACSCalibur
e CellQuestPro software (BD, Franklin Lakes, NJ, USA).

A taxa captacdo celular do siRNA foi quantificada pela porcentagem de
células positivas para o fluorocromo FAM medida pelo canal FL1, sendo as células
mortas excluidas da analise pela marcacdo com iodeto de propidio (50 pg/mL).

Foram coletados 10.000 eventos por amostra analisada.

3.2.4. Avaliacéo da estabilidade do complexo NLC/siRNA

Apoés selecionada a NLC composta por MO:AO:PELFA (8:2:1:89, p/p/p/p)
para os estudos seguintes, o préximo passo foi avaliar a estabilidade do complexo
NLC/siRNA por meio do ensaio de integridade, devido a importancia de liberar o
siRNA integro do sistema carreador no interior celular para um efetivo silenciamento
génico (BRUNNER; COHEN; MONSONEGO, 2010) e, por meio do ensaio de
degradacédo enzimatica, devido a importancia do sistema carreador em proteger o
SsiRNA contra a degradacao (LU; LIU; QI, 2011).

Para avaliar a integridade do siRNA apds sua complexacdo com a NLC foi

utilizado um ensaio de competicao polianidnica com a heparina (SHEN et al., 2011).

Depieri, L.V.



Material e métodos 31

40 pL da NLC complexada com siRNA (10 puM) foram tratados com 10 pL de
heparina (5000 U.l./mL) durante 1 h a 37 °C para desfazer os complexos. Solugcao
de siRNA em agua livre de RNase (10 uM) e NLC sem siRNA foram utilizados como
controles.

Para avaliar a habilidade da NLC em proteger o siRNA da degradacao
enzimatica, 30 uL da NLC complexada com siRNA (10 uM) foram incubados com 0,2
Mg de RNase A for 24 h a 37 °C. ApoOs esse periodo, as amostras foram colocadas
em banho termostatizado a 60 °C por 1 h para desnaturacdo da RNase A. Em
seguida, foram adicionados 7,5 yL de heparina (5000 U.l./mL) durante 1 h a 37 °C
para desfazer os complexos. Solucdo de siRNA em &gua livre de RNase (10 uM) e
NLC sem siRNA foram utilizados como controles.

As amostras foram analisadas em gel de agarose 2% preparado com tampéao
Tris-Acetato-EDTA pH=8,0 (TAE) e corado com brometo de etidio (10 mg/mL). Para
as analises, as amostras foram preparadas com a adicdo de loading buffer, utilizado
para conferir densidade a amostra, 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), na proporcdo 4:1 (amostra: loading
buffer). As amostras foram homogeneizadas e aplicadas no gel.

As corridas eletroforéticas foram processadas em cuba horizontal contendo
tampéo TAE, sob uma voltagem de 100 V, durante 20 min. Os géis, corados com
brometo de etidio, foram visualizados sob-luz ultravioleta. Para obtencdo das
imagens utilizou-se o sistema de fotodocumentacdo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia,
Cotia, SP, Brasil) equipado com o software L-PixImage.

3.2.5. Avaliacdo da irritacdo cutanea da NLC em modelo de pele humana
reconstruida por MTT e quantificacdo de IL-1a

Os avancos na engenharia de tecidos permitiram o desenvolvimento e
obtencao de peles que podem reproduzir aspectos estruturais e funcionais da pele
humana. Além da utilizacdo em enxertos, estes tecidos também tém sido utilizados
como modelos in vitro para avaliar a irritagdo cutanea de substancias e como
modelos de doencas para a avaliagdo de novos farmacos e sistemas de liberacao
(GROEBER et al., 2011; FLATEN et al., 2015). Epiderme humana reconstruida (RHE
— do inglés Reconstructed Human Epidermis) é constituida por um unico tipo celular,

0S gueratindcitos, que sdo cultivados em inserts de cultura celular e é usada para
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avaliar o risco de substancias ou formulacdes aplicadas topicamente (GROEBER et
al.,, 2011; MATHES; RUFFNER; GRAF-HAUSNER, 2014; DEPIERI et al., 2015).
Neste estudo, a avaliacdo do potencial de irritacdo da NLC foi realizada utilizando o
modelo de epiderme EpiDerm™ (Epi-200, MatTek Corporation, Ashland, MA, EUA).

Estes tecidos exibem caracteristicas morfolégicas e de crescimento
semelhantes a pele in vivo e sdo uniformes e reprodutivos. EpiDerm™ consiste em
camadas organizadas (basal, espinhosa, granular) e em camadas cornificadas
analogas aquelas encontradas in vivo. Também € mitoticamente e metabolicamente
ativo e reproduz muitas das propriedades da funcdo de barreira da pele humana
normal (MatTek, 2016).

3.2.5.1. Preparacéo dos tecidos

Os inserts contendo os tecidos encontravam-se imersos em uma matriz de
agarose em uma placa de 24 pocos e foram mantidos refrigerados (2 - 8 °C) até o
momento do experimento.

Em condi¢Bes estéreis, a embalagem com a placa de 24 pocos foi aberta e 0s
inserts foram retirados cuidadosamente da agarose e, com o auxilio de uma gaze, a
agarose aderida ao insert foi removida. Os inserts foram colocados em placas de 6
pocos contendo 900 puL de meio de cultura pré-aquecido a 37 °C de maneira que
todo o tecido estivesse em contato com o meio de cultura (sem bolhas de ar abaixo
do insert) (Figura 12). As placas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO;

overnight.
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EpiDerm™ Part # EP1-212
Sterile / Lot # 18196 Kit1
MatTek Corporation

Date 4/8/\3__

Figura 12 - Condicionamento dos tecidos EpiDerm™. (1) Material necessario para o
condicionamento dos tecidos; (2) Remocédo da placa contendo os tecidos em
ambiente estéril da embalagem; (3) Abertura da placa contendo os tecidos em
ambiente estéril para a remocdo dos inserts da matriz de agarose; (4) Tecidos
transferidos para placa de 6 pogos contendo 900 pL de meio de cultura pré-
aquecido.

3.2.5.2. Tratamentos

Apos o condicionamento dos tecidos, o meio de cultura foi renovado e 25 pL
da NLC composta por MO:AO:PEIL:FA (8:2:1:89, p/p/p/p), PBS e Triton X-100
(irritante moderado) foram aplicados topicamente nos inserts (Figura 13A) por 2,5 e
12 h em triplicada. Também foi avaliado o potencial de irritacdo cutanea da NLC
simulando um tratamento por 3 dias consecutivos, pois muitas doencgas que afetam
a pele sdo crbnicas e necessitam de um regime terapéutico prolongado. Para isso, a
NLC sem e com siRNA controle, PBS, siRNA controle, PEI:FA, PEI:FA + SiRNA
controle e Triton X-100 foram aplicados topicamente nos inserts por 6 h. siRNA na
concentracao final de 10 uM. Apds esse periodo, os inserts foram lavados com
Dulbecco's tampéo fosfato salino (DPBS) até total remocao das formulacdes, secos
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e incubados por 18 h a 37 °C com 5% de CO,. Este tratamento foi repetido por 3
dias consecutivos.
Em ambos os protocolos experimentais, o grupo controle foi formado por

tecidos mantidos em cultivo que ndo receberam nenhum tratamento.

3.2.5.3. Avaliacéo da irritacdo cutanea por MTT

Apo6s decorrido os tempos dos tratamentos, o sobrenadante foi coletado para
quantificacdo de IL-1a e os inserts foram lavados com DPBS até a total remocao das
formulacdes, secos com auxilio de um swab estéril e transferidos para uma placa de
24 pocgos contendo 300 pL do reagente de MTT (1 mg/mL MTT diluido em DMEM)
(Figura 13B). A placa foi incubada por 3 h a 37 °C com 5% de CO..

Finalizado o periodo de incubacdo, os inserts foram secos com papel
absorvente e transferidos para uma placa de 24 poc¢os. Foram adicionados 2 mL de
solucéo extratora em cada poco imergindo completamente os inserts (Figura 13C).
A placa foi vedada com Parafilm® para evitar a evaporacdo do solvente extrator,
protegida da luz com papel aluminio, colocada dentro de um saco plastico e agitada
por 2 h.

Encerrado o periodo de extracdo, a solucao extratora foi homogeneizada em
cada poco e 200 pL foram transferidos para uma placa de 96 pocos. Foi
determinada a densidade dptica das solucbes por espectrofotometria em leitor de
placa (Synergy 2, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA), a 570 nm (correcao de
possivel interferéncia com a subtracdo dos valores obtidos com leitura a 650 nm). A
viabilidade foi expressa em porcentagem em relacdo ao grupo controle (onde os

tecidos nao receberam nenhum tratamento).
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Placa 6 pogos A

Insert

Formulagao (25 pL)
EpiDerm

Meio de cultura (900 yL) — 1>

Placa 24 pogos
B

Insert ——

EpiDerm —[_= R

Solugdo MTT (300 uL) — >

Placa 24 pogos
C

Insert >

Solugao extratora

EpiDerm —

Solugdo extratora (2 mL) — ]

Figura 13 - Etapas do ensaio de irritacdo cutanea por MTT. (A) Aplicagdo das
formulagbes nos inserts; (B) Tratamento dos tecidos com o reagente de MTT; (C)
Extracéo.

3.2.5.4. Avaliagéo da irritacdo cutanea por quantificacéo de IL-1a

Os niveis extracelulares de IL-1a foram determinados no meio de cultura pelo
ensaio imunoenzimatico — ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
(Invitrogen, Camarillo, CA, USA). 50 yL das amostras, controle ou padrdo foram
pipetados nos pogos pré-revestidos com anticorpo especifico para IL-1a humana.
Em seguida, foram adicionados 50 pL anticorpo conjugado com biotina e 50 pL de
tampdao de incubacéo. A placa foi incubada por 2 h em temperatura ambiente.

Finalizado o periodo de incubacgdo, os pocos foram lavados 4 vezes com o
tampao de lavagem, foram adicionados 100 pL de solucao de estreptavidina-HRP e
a placa foi incubada por 30 min em temperatura ambiente. Apos esse periodo, 0s

pocos foram novamente lavados 4 vezes com o tampdo de lavagem e foram
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adicionados 100 pL de solugéo estabilizadora de cromogénio. Apdés 30 min de
incubacédo, foram adicionados 100 puL da solucdo para encerrar a reacao (Stop
Solution) (Figura 14). Foi determinada a densidade Optica das solugdes por
espectrofotometria em leitor de placa (Synergy 2, BioTek Instruments, Winooski, VT,
USA), a 450 nm. A concentracdo de IL-1a nas amostras foi calculada com base na

curva de calibracéo. As medicOes foram realizadas em duplicata para cada amostra.

Adicionar 50 yL amostra/controle/padréo

Adicionar 50 pL tampéao de incubagao

2

50 pL anticorpo conjugado com biotina IL-1a
Incubar por 2h em temperatura ambiente

A X \ | an’ Estreptavidina-HRP
‘ Aspirar e lavar 4x Loy Lo 2N
Y Anti-ll-1a

Adicionar 100 L solug@o de Estreptavidina-HRP Wy M ¥,  Biotinilado
Incubar por 30 min em temperatura ambiente »® 8ol o

L. ; \ Y
3 €N I AntilL-1a
Aspirar e lavar 4x
. N N . ¢ Eg Y
Adicionar 100 pL solug&o estabilizadora de cromogénio X L%
Incubar por 30 min em temperatura ambiente e no escuro ; > ; \’ ’\‘

2

¢ dq B
Adicionar 100 pL solucdo Stop \ MAA
Leitura em 450 nm !\‘_‘Li\/

Figura 14 - Esquema do protocolo do ensaio imunoenzimatico ELISA para
quantificacdo de IL-1a humana (Invitrogen, Camarillo, CA, USA).

3.2.6. Avaliagdo da eficacia do silenciamento da IL6 em modelo de pele
humana psoriatica ap0s o tratamento com a NLC veiculando siRNA IL6

Para o estudo in vitro da habilidade da NLC como sistema de liberacdo de
siRNA no tratamento de doencas cuténeas foi utilizado um modelo de pele humana
psoriatica full-thickness (SOR-300-FT, MatTek Corporation, Ashland, MA, USA).
Modelos de pele reconstruida do tipo full-thickness sdo modelos in vitro mais
sofisticados, pois, além da epiderme, possuem um equivalente dérmico que permite

a comunicagdo entre os varios tipos celulares (fibroblastos, queratinécitos,
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melandcitos, células de Langerhans), proporcionando um microambiente relevante,
bem como a preservacao de vias de sinalizagcdo importantes para a avaliacdo da
eficacia dos farmacos de aplicacdo tépica e sistemas de liberacdo (GROEBER et al.,
2011; MATHES; RUFFNER; GRAF-HAUSNER, 2014; DEPIERI et al., 2015).

Esse tecido modelo de psoriase foi desenvolvido usando queratinécitos
epidérmicos normais e fibroblastos coletados de lesdes psoriéticas. As células foram
cultivadas em inserts e com meio de cultivo apropriado e livre de soro para a
formacdo de um tecido organizado em multicamadas altamente diferenciadas. Os
tecidos apresentam o fenétipo da psoriase evidenciado pelo aumento da proliferacdo
celular basal, expressdo de marcadores especificos da psoriase (human B-defensin-
2, psoriasin, SKALP/elafin, STAT3 ativado) e elevada liberacdo de citocinas e
quimiocinas proé-inflamatorias (IL-6, IL-8, GM-CSF, IP-10) (MatTek, 2016).

Como esse modelo de pele psoriatica apresenta elevados niveis de liberacao
da citocina pré-inflamatéria IL-6, essa citocina foi o alvo escolhido para a avaliacdo
in vitro da atividade silenciadora do siRNA IL6 veiculado pela NLC, como proposta

de sistema de liberacao topico para o tratamento da psoriase.

3.2.6.1. Preparacdao dos tecidos
Os tecidos foram condicionados conforme metodologia descrita no item
3.2.5.1.

3.2.6.2. Tratamentos

Apoés o condicionamento dos tecidos, o0 meio de cultura foi removido, foram
adicionados 5 mL de meio de cultivo pré-aquecido a 37 °C e os inserts foram
colocados sob um suporte de cultura (stand) cuidadosamente, para que n&o

houvesse a formagéo de bolhas de ar entre o tecido e o meio de cultivo (Figura 15).
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.

Figura 15 - Disposicdo dos inserts na placa de cultivo para a realizacdo dos
tratamentos.

Os tecidos foram tratados por 6, 24 e 72 h (tempo 24 h: 6 h com os
tratamentos + 18 h de incubacdo sem os tratamentos; tempo 72 h: 6 h com os
tratamentos + 18 h de incubacdo sem os tratamentos por 3 dias) com a aplicacéo
tépica de 25 pL da NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) contendo
SiRNA especifico para o alvo IL6 (SiRNA IL6). Como controles foram utilizados PBS,
solucdo de siRNA IL6 em agua livre de RNase, NLC isenta de siRNA IL6 e um
complexo de PEIL:FA (1:99, p/p) com siRNA IL6. siRNA na concentragdo final de 10
UM,

Ap6s os periodos de tratamento, o sobrenadante foi recolhido para a
quantificacdo dos niveis extracelulares de IL-6 por ELISA e os tecidos processados
para quantificacdo dos niveis do RNAm IL6 por PCR quantitativo em tempo real
(QRT-PCR) (ap6s dos tratamentos por 24 e 72 h).

O siRNA utilizado nesses experimentos (siRNA IL6) foi sintetizado pela
Ambion® (Silencer® Select Validated siRNA, Life Technology, Austin, TX, USA) e
possui a seguinte sequéncia:

e SiRNA IL6 sense: 5- GGACAUGACAACUCAUCUCtt -3’
¢ SIiRNA IL6 antisense: 5- GAGAUGAFUUGUCAUGUCCtg -3’

3.2.6.3. Quantificacéo dos niveis extracelulares de IL-6 por ELISA

Os niveis extracelulares de IL-6 foram determinados pelo ensaio
imunoenzimético ELISA. 100 puL das amostras, controle ou padrdo foram pipetados
Nnos pocos pré-revestidos com anticorpo especifico para IL-6 humana. Em seguida,
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foram adicionados 50 pL anticorpo conjugado com biotina e a placa foi incubada por
2 h em temperatura ambiente.

Finalizado o periodo de incubacéo, os pocos foram lavados 4 vezes com
tampéao de lavagem, foram adicionados 100 pL de solucéo de estreptavidina-HRP e
a placa foi incubada por 30 min em temperatura ambiente. Apos esse periodo, 0s
pocos foram novamente lavados 4 vezes com o tampéo de lavagem e foram
adicionados 100 pL de solucdo estabilizadora de cromogénio. Apos 30 min de
incubacédo, foram adicionados 100 puL da solugcéo para encerrar a reacao (Stop
Solution) (Figura 16). Foi determinada a densidade Optica das solucbes por
espectrofotometria em leitor de placa (Synergy 2, BioTek Instruments, Winooski, VT,
USA), a 450 nm. A concentracdo de IL-6 nas amostras foi calculada com base na

curva de calibracdo. As medicBes foram realizadas em duplicata para cada amostra.

Adicionar 100 uL amostra/controle/padréo 1
‘ ¥, NN
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“AX A IL-6
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—r Y
. ax’’ idina-
Adicionar 100 pL solucdo de Estreptavidina-HRP sy o hdd Esteeptayiding-tRE
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SR P 0 \ Anti-IL-6
‘ L E ¥ ok Fod %,  Biotinilado
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Adicionar 100 pL solucdo estabilizadora de cromogénio ' RRY Anti-IL-6
Incubar por 30 min em temperatura ambiente e no escuro . y h \' ’\‘
gk 2° Y,
$4¢ ¥
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Leitura em 450 nm ¥ AN
e L Al =

Figura 16 - Esquema do protocolo do ensaio imunoenzimético ELISA para
quantificacdo de IL-6 humana (Invitrogen, Camarillo, CA, USA).

3.2.6.4. Processamento dos tecidos para quantificacdo dos niveis do RNAm IL6 por
gRT-PCR

3.2.6.4.1. Isolamento do RNA

O isolamento do RNA dos tecidos foi realizado utilizando o kit RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Germantown, MD, USA).
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Resumidamente, os inserts foram lavados com DPBS livre dos fons Ca™ e
Mg*? até a total remocdo das formulacdes e, apés as lavagens, os tecidos foram
transferidos para um eppendorf livre de RNase com 600 uL de tampao RLT para
lisar o tecido. Com o auxilio de um pildo de plastico, livre de RNase, os tecidos foram
homogeneizados. Os homogenatos obtidos foram submetidos a centrifugagéo por 1
min, a 20.000 x g. Os sobrenadantes foram transferidos para eppendorfs livre de
RNase e foram adicionados 600 pL de etanol 70%.

As amostras foram transferidas para as colunas de extracdo que entdo foram
submetidas a centrifugacéo por 30 s, a 20.000 x g. As solucfes eluidas através das
colunas foram descartadas. Para lavar as colunas, foram adicionados 500 pyL do
tampdo RW1; as colunas foram submetidas a centrifugacdo por 30 s, 20.000 x g e,
as solucdes eluidas, descartadas. Apds a primeira lavagem das colunas, foram
adicionados 80 uL de DNase as colunas por 20 min. Apés esse periodo, as colunas
foram lavadas novamente com 500 pL do tampéao RW1.

As colunas foram submetidas a duas lavagens com 700 uL de tampao RPE,
centrifugagéo por 30 s, a 20.000 x g e, as solugdes eluidas, descartadas. Finalizado
0 processo das lavagens, as colunas foram submetidas a centrifugacdo por 2 min, a
20.000 x g para remocéao total do tampéao e transferidas para eppendorfs livre de
RNase para eluicdo do RNA.

Para eluicdo do RNA, foram adicionados 35 pL de agua livre de RNase
diretamente nas membranas das colunas que foram submetidas a centrifugacao por
1 min, a 20.000 x g (Figura 17). A concentracdo de RNA extraido foi quantificada
por espectrometria em 260 e 280 nm utilizando o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA).
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A concentracao do RNA extraido foi quantificada por espectrometria em 260 e 280 nm utilizando o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Figura 17 - Etapas para extracdo do RNA dos tecidos utilizando o RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Germantown, MD, USA).

3.2.6.4.2. Sintese do DNA complementar (cDNA)

O cDNA foi sistentizado por meio de uma reacdo de transcricdo reversa
utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Austin, TX, USA). Para as reagdes, foram adicionados 10 pyL da solugdo de RNA
(100 pg/mL - 1 pg RNA/reagéo), 2 pL de tampéo, 0,8 de yL de dNTP, 2 pL de
primers randémicos, 3,2 yL de agua ultra pura, 1 yL de inibidor de RNA e 1 uL da
enzima transcriptase reversa por po¢o da microplaca para PCR. A placa foi selada e
submetida a centrifugacdo por 10 s para assegurar que todos os reagentes se
encontrassem no fundo dos pocos.

A placa foi colocada no termociclador Applied Biosystems® 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e foi utilizada a seguinte condi¢cao
para a reacdo da transcriptase reversa: 25 °C por 10 min para ligagao do primer ao
RNA, 37 °C por 2 h para transcricdo reversa utilizando a enzima transcriptase
reversa e posterior incubacdo a 85 °C por 5 min para inativagdo da enzima e
finalizacdo do processo e, 4 °C por tempo indeterminado (até a remocdo das

amostras do equipamento).
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3.2.6.4.3. Transcricao reversa e reagao da polimerase em cadeia em tempo
real (QRT-PCR)

Os cDNAs obtidos por meio de uma reacdo de transcricdo reversa foram
amplificados por gRT-PCR utilizando o primer para o gene IL6 e para o gene de
referéncia gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), utilizado como controle
endogeno. Os primers foram obtidos comercialmente e sdo propriedades privadas,
portanto as sequéncias ndo estdo disponiveis (TagMan® Gene Expression Assay,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Para as reacdes de amplificacéo foi utilizado o kit LightCycler® 480 Probes
Master (Roche, Salt Lake City, UT, USA). As reacfes foram realizadas utilizando a
mistura dos seguintes reagentes: 0,25 pyL do primer GAPDH, 0,25 pL do primer IL6,
3 uL do LightCycler® 480 Probes Master (composta por: Taq DNA polimerase,
tampdao, dNTP, 6,4 mM MgCl,), 1 yL de cDNA (50 ng), 1 pL de agua para PCR por
poco da microplaca (384 pocos) para PCR. A placa foi selada e submetida a
centrifugagdo por 10 s para assegurar que todos os reagentes se encontrassem no
fundo dos pocos.

As reacbes de amplificacdo realizadas no termociclador LightCycler® 480
(Roche, Salt Lake City, UT, USA) seguiram o seguinte programa: 1 ciclo de 95 °C
por 20 s para ativacdo da enzima polimerase e 40 ciclos de 95 °C por 3 s para
desnaturacdo do DNA; 60 °C por 30 s para o anelamento dos primers e
polimerizacdo. O LightCycler® 480 Software, Version 1.5, foi utilizado para quantificar
as amostras por meio da andlise da quantidade de fluorescéncia gerada pela
liberacdo dos fluoroforo 6-FAM e VIC apds a clivagem pela exonuclease 5’

Os resultados obtidos foram analisados com base no valor do ciclo limiar — Ct
(do inglés, cycle threshold), sendo este o ponto correspondente ao numero do ciclo
no qual a amplificagédo das amostras atinge um limiar. A quantificagéo relativa da
expresséo génica foi realizada utilizando o método AACt, com base na expressao do
gene GAPDH.

Depieri, L.V.



Material e métodos 43

3.2.7. Avaliagdo da captagdo celular do siRNA veiculado pela NLC em
macrofagos por citometria de fluxo e por microscopia confocal de varredura a
laser
3.2.7.1. Linhagem e cultivo celular

Os ensaios de captacdo celular foram realizados em cultura celular de
macréfagos da linhagem J774 (ATCC® TIB-67™, American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA). As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM com
1% (v/v) de solucédo de antibidtico e antimicotico composto por 10.000 unidades de
penicilina, 10 mg de estreptomicina e 25 pg de anfotericina B por mL e 10% (v/v) de
soro fetal bovino inativado. Foram incubadas a 37 °C com 5% de CO,. As células
foram subcultivadas a cada 2-3 dias, usando PBS estéril para lava-las e um rodo
estéril para remové-las da garrafa de cultivo celular. Apés a remocéo, as células
foram submetidas a centrifugacéo (400 x g, por 10 min a 4 °C), ressuspendidas no
meio de cultivo e, para contagem de células foi utilizado a camara de Neubauer. As
células foram plagqueadas a uma densidade de 3x10° células/poco em placas de 24
pocos para 0s ensaios de captacdo celular. Para o estudo da captacdo celular por
microscopia confocal, laminulas estéreis foram adicionadas nos poc¢os da placa de

cultivo antes do plaqueamento celular.

3.2.7.2. Tratamentos

A NCL foi diluida em PBS (1:100, v/v) e, em seguida, complexada com
SiRNA-FAM. 50 pL de cada diluicdo foram utilizados no ensaio de captacéo celular.
Células sem tratamento, solucdo de siRNA-FAM em &gua livre de RNase e
Lipofectamina 2000 foram utilizados como controles. A concentracdo final de siRNA
por poco foi de 45 nM (22,5 pmol siRNA/3x10° células/0,5 mL de meio de cultura).

Apos 24 h do plagueamento celular, o meio de cultura foi renovado, as células
foram tratadas com as formulagdes e reincubadas por 24 h a 37 °C com 5% CO..
Apés os tratamentos, as células foram processadas para a avaliacdo da captacéo

celular das moléculas de siRNA.

3.2.7.3. Avaliacdo da captagéo celular do siRNA por citometria de fluxo

Apés os tratamentos, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
ressuspendidas em meio de cultura. As células foram analisadas com FACSCalibur
e CellQuestPro software (BD, Franklin Lakes, NJ, USA).
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A taxa captacdo celular do siRNA foi quantificada pela porcentagem de
células positivas para o fluorocréomo FAM medida pelo canal FL1, sendo as células
mortas excluidas da andlise pela marcagdo com iodeto de propidio (50 pg/mL).

Foram coletados 10.000 eventos por amostra analisada.

3.2.7.4. Avaliacdo da captacdo celular do siRNA por microscopia confocal de
varredura a laser

ApoOs os tratamentos, as células aderidas as laminulas foram lavadas com
PBS e fixadas com solucéo de paraformaldeido 2% por 10 min. Apds esse periodo,
as células foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas com glicina 0,1 M
durante 30 min. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS e
permeabilizadas com solucédo de triton 0,3% em PBS por 10 min. Novamente, as
células foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas com solugéo de bloqueio
(albumina sérica bovina — BSA — 1% em PBS) por 15 min. Em seguida, foi removida
a solucao de bloqueio e foram adicionados 400 pL de solucao de faloidina-Texas red
por 1 h para marcacdo do citoesqueleto. Apds esse periodo, as células foram
lavadas duas vezes com PBS e foram adicionados 400 pL da solugédo de DAPI em
PBS (0,1 pg/mL) por 15 min para marcacao do nucleo. Por ultimo, as células foram
lavadas duas vezes com PBS, uma vez com agua Milli-Q e vertidas em uma lamina
sobre uma gota do meio de montagem fluoromount. As laminas foram armazenadas
sob-refrigeracéo (2 — 8 °C) durante 24 h para secar o0 meio de montagem.

As laminas foram visualizadas em microscopio confocal de varredura a laser
Leica TCS SP8 (Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, USA). As imagens foram
adquiridas no aumento de 63X, utilizando os lasers UV (405 nm), Visivel (488 nm) e
Visivel (652 nm), adequados para o DAPI, FAM e Texas-red, respectivamente. Para
obter dados comparaveis, os parametros intensidade dos lasers e sensibilidade
(ganho/offset) das fotomultiplicadoras foram ajustados e mantidos constantes. O

software LAS X foi utilizado para aquisi¢ao e processamento das imagens.
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3.2.8. Desenvolvimento de modelo in vitro de inflamacdo para avaliagdo da
eficacia do tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf
3.2.8.1. Avaliacéo da eficiéncia de complexacdo do siRNA Tnf em diferentes doses
pela NLC

A capacidade da NLC em complexar diferentes doses de siRNA Tnf foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose. Este estudo foi realizado com a
finalidade de garantir que as doses propostas estariam complexadas com a NLC,
uma vez que o modo de complexacdo com o siRNA foi diferente do anteriormente
avaliado. Para esses estudos, o siRNA nas doses de 7,5, 30 e 60 pmol foi
adicionado a NLC previamente diluida em PBS (1:100) e, apés 30 min, a
complexacao foi verificada.

As amostras foram analisadas em gel de agarose 2% preparado com tampao
TAE pH=8,0 e corado com brometo de etidio (10 mg/mL). Para as analises, as
amostras foram preparadas com a adicdo de loading buffer na proporcdo 4:1
(amostra: loading buffer). As amostras foram homogeneizadas e aplicadas no gel.

As corridas eletroforéticas foram processadas em cuba horizontal contendo
tampédo TAE, sob uma voltagem de 100 V, durante 20 min. Os géis, corados com
brometo de etidio, foram visualizados sob-luz ultravioleta. Para obtencdo das
imagens utilizou-se o sistema de fotodocumentacédo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia,

Cotia, SP, Brasil) equipado com o software L-PixImage.

3.2.8.2. Linhagem celular e cultivo
Macrofagos da linhagem J774 foram cultivados como descrito no item 3.2.7.1.
As células foram plaqueadas a uma densidade de 1x10° células/poco em uma
placa de 96 pocos e incubadas por 24 h a 37° C com 5% de CO; para 0s ensaios de

viabilidade celular e silenciamento génico in vitro.

3.2.8.3. Viabilidade celular

A citotoxicidade é considerada um obstaculo para a utilizacdo clinica de
carreadores néo virais para terapia génica (LV et al., 2006). Estudos para avaliar a
citotoxicidade dos sistemas de liberacdo de farmacos em linhagens celulares séo
realizados para determinar a quantidade de nanoparticulas capaz de estar em
contato com as células durante um determinado tempo, sem causar a morte celular.

Esses dados sdo importantes para determinar as condicdes experimentais para o
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estudo de processos celulares, tais como o silenciamento génico in vitro, onde a
viabilidade celular deve ser garantida durante o experimento.

A viabilidade celular dos macréfagos da linhagem J774 foi determinada apos
os tratamentos com a NLC e a Lipofectamina, sem e com siRNA controle ou Tnf e
também em associagdo ao LPS utilizando o ensaio colorimétrico de MTT,
previamente descrito por Mosmann (1983) (MOSMANN, 1983).

24 h apés o plagueamento celular, as células foram expostas aos seguintes
tratamentos: PBS, NLC, Lipofectamina, NLC + LPS, NCL + siRNA controle + LPS,
NCL + siRNA Tnf + LPS, Lipofectamina + LPS, Lipofectamina + siRNA controle +
LPS, Lipofectamina + siRNA Tnf + LPS. A concentracdo de siRNA por poco foi de
300 nM [800 ng (60 pmol) de siRNA/1x10° células/200 pl meio de cultura] que
corresponde a maior dose utilizada nos experimentos in vitro de silenciamento
génico e a NLC foi previamente diluida em PBS (1:100, v/v). Esses tratamentos
também foram realizados no experimento in vitro de silenciamento génico descrito
abaixo e foram propostos para verificar a viabilidade celular e assegurar que o
silenciamento obtido € resultado da acdo do siRNA e ndo de uma reducdo na
viabilidade celular.

ApOGs os tratamentos, as células foram lavadas com PBS e incubadas com
uma solucdo de MTT (5 mg/mL) durante 4 h a 37 °C. Os cristais de formazan
(resultantes da metabolizacdo do sal tetrazélio pelas células viaveis) foram
dissolvidos em 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO). A densidade Optica das solucdes
obtidas foi determinada por espectrofotometria em leitor de placa (Synergy 2, BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA), a 570 nm. A viabilidade celular foi expressa como

percentagem de células viaveis em comparacdo com o grupo de controle (PBS).

3.2.8.4. Inducao in vitro da producao de TNF-a

Apos 24 h do plaqueamento celular, o meio de cultura foi renovado por meio
sem a adicdo de soro e antibiotico e, para inducdo da produgdo de TNF-a, foi
adicionado lipopolissacarideo de Escherichia coli 0127:B8 (LPS) (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) na concentracgéo de 500 ng mL/poco. A placa foi incubada por 6 e
24 h a 37 °C com 5% de CO,. ApOs esse periodo, as células foram processadas

para quantificacdo do RNAmM Tnf por gRT-PCR.
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3.2.8.5. Tratamentos

A eficacia do silenciamento do Tnf foi determinada por meio da razdo da
expressdo do RNAmM Tnf normalizado pela média da expressdo dos RNAm dos
genes de referéncia Gapdh e Actb apos o tratamento dos macréfagos com a NLC
(MO:AO:PELFA - 8:2:1:89, p/p/p/p) complexada com siRNA especifico para o alvo
Tnf.

Células foram tratadas com diferentes doses de siRNA (7,5, 30 e 60 pmol)
complexado com a NLC uma vez que a razao entre carreador/siRNA é conhecida
por afetar a atividade do sistema (AKINC et al., 2008). Também foram avaliados
diferentes protocolos de tratamentos: (i) indugéo da producdo de TNF-a com LPS e
tratamentos realizados simultaneamente e avaliacao feita apds 6 e 24 h; (ii) inducéo
da producdo de TNF-a com LPS por 2 h e, em seguida, adicdo dos tratamentos por
24 h e, (iii) pré-tratamento com as formula¢gbes por 24 h seguido da inducdo da
producdo de TNF-a com LPS por 2 h.

Para todos os protocolos de tratamento, a NLC foi diluida em PBS (1:100, v/v)
e 20 pL da solugdo NLC/siRNA Tnf foram adicionados por poco. Como controles
foram utilizados Lipofectamina 2000 e PBS. ApGs os tratamentos, a expressao do
RNAmM Tnf foi analisada por gRT-PCR.

O siRNA utilizado nesses experimentos (siRNA Tnf) foi sintetizado pela
Ambion® (Silencer® Select Pre-designed siRNA, Life Technology, Austin, TX, USA) e
possui a seguinte sequéncia:

e SiRNA Tnf sense: 5- CGUCGUAGCAAACCACCAALt -3’
e SIRNA Tnf antisense: 5- UUGGUGGUUUGCUACGACGtg -3’

3.2.8.6. Avaliacdo da eficacia do siRNA Tnf veiculado pela NLC por meio da
quantificagcdo dos niveis do RNAm Tnf por qRT-PCR

3.2.8.6.1. Isolamento do RNA

O isolamento do RNA das células foi realizado utilizado o kit RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Germantown, MD, USA).

Resumidamente, foram adicionados 300 pL de tampao RLT por pocgo para
lisar as células. Com o auxilio de uma pipeta, as células foram homogeneizadas e,
em seguida, foram adicionados 300 pL de etanol 70%.

As amostras foram transferidas para as colunas de extracdo que entdo foram

submetidas a centrifugacéo por 1 min, a 10.000 x g. As solucdes eluidas através das
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colunas foram descartadas. Para lavar as colunas, foram realizadas uma lavagem
utilizando 700 yL do tamp&o RW1 (colunas submetidas a centrifugagdo por 1 min,
10.000 x g) e duas lavagens utilizando 500 pL do tamp&o RPE + etanol (colunas
submetidas a centrifugacdo por 1 min, 10.000 x g); as solucdes eluidas foram
descartadas.

Apés finalizadas as lavagens, as colunas foram submetidas a centrifugacao
por 2 min, a 10.000 x g para remocao total do tampéao e transferidas para eppendorfs
livre de RNase para eluicdo do RNA. Para eluicdo do RNA, foram adicionados 40 uL
de agua livre de RNase diretamente nas membranas das colunas que foram
submetidas a centrifugacdo por 1 min, a 10.000 x g. A concentracdo de RNA
extraido foi quantificada por espectrometria em 260 e 280 nm utilizando o NanoDrop

2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) (Figura 18).
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A concentracdo do RNA extraido foi quantificada por espectrometria em 260 e 280 nm utilizando o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Figura 18 - Etapas para extracdo do RNA das células utilizando o RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Germantown, MD, USA).

3.2.8.6.2. Sintese do cDNA

O cDNA foi sintetizado por meio de uma reacdo de transcricdo reversa

utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
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Austin, TX, USA). Para as reagdes, foram adicionados 10 yL do master mix (2 yL de
tampao, 0,8 de yL dNTP, 2 uL de primers randémicos, 4,2 uL de agua ultra pura e 1
ML da enzima transcriptase reversa) e 10 uL da solugdo de RNA (100 ug/mL - 1 pg
RNA/reacao) por tubo de 0,1 mL.

Os tubos foram colocados no termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e foi utilizada a seguinte condi¢ao para a
reacao da transcriptase reversa: 25 °C por 10 min para ligacdo do primer ao RNA,
37 °C por 2 h para transcricdo reversa utilizando a enzima transcriptase reversa e
posterior incubacdo a 85 °C por 5 min para inativacdo da enzima e finalizacdo do
processo e, 4 °C por tempo indeterminado (até a remocdo das amostras do

equipamento).

3.2.8.6.3. Transcricao reversa e reagcao da polimerase em cadeia em tempo
real (QRT-PCR)

Os cDNAs obtidos foram amplificados por qRT-PCR utilizando os primers
para o gene Tnf e para os genes de referéncia Gapdh e beta actina (Actb), utilizados
como controles endbégenos. Os primers foram obtidos da Integrated DNA
Technologies (IDT, Coralville, lowa, USA) e possuem as seguintes sequéncias:

(i) Tnf:

Sonda: 5’-/56-FAM/CCACGTCGT/ZEN/AGCAAACCACCAAGT/3IABKFQ/-3’
Primer 1: 5-TCTTTGAGATCCATGCCGTTG-3’

Primer 2: 5-AGACCCTCACACTCAGATCA-3

(i) Gapdh:

Sonda: 5'-/56-FAM/TGCAAATGG/ZEN/CAGCCCTGGTG/3IABKFQ/-3’
Primer 1: 5-GTGGAGTCATACTGGAACATGTAG-3

Primer 2: 5-AATGGTGAAGGTCGGTGTG-3

(iii) Actb:

Sonda: 5’-/HEX/AGACCTTCA/ZEN/ACACCCCAGCCATG/3IABKFQ/-3’
Primer 1: 5-GTACGACCAGAGGCATACAG-3

Primer 2: 5-CTGAACCCTAAGGCCAACC-3

Para as reacbes de amplificacdo foi utilizado o kit TagMan® Fast Advanced
Master Mix (Applied Biosystems). As reacfes foram realizadas utilizando a mistura
dos seguintes reagentes: 10 yL do TagMan master mix (composto por: Taqg DNA
polimerase, tampé&o, dNTP, 6,4 mM MgCl,), 1 yL do primer Gapdh ou 1 pL do primer
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Tnf, 1 yL do primer Actb, 50 ng de cDNA, agua livre de RNase na quantidade
suficiente para completar 20 yL do volume final dos reagentes. A placa foi selada e
submetida a centrifugacdo por 2 min, 1.000 x g para assegurar que todos 0s
reagentes se encontrassem no fundo dos pocos.

As reacdes de amplificagéo foram realizadas no termociclador StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e seguiram o
seguinte programa: 1 ciclo de 95 °C por 20 s para ativacdo da enzima polimerase e
40 ciclos de 95 °C por 1 s para desnaturacdo do DNA; 60 °C por 20 s para o
anelamento dos primers e polimerizacdo. O StepOne™ Software, v.2.2.2, foi
utilizado para quantificar as amostras por meio da andlise da quantidade de
fluorescéncia gerada pela liberacdo dos fluoréforos 6-FAM e HEX apds a clivagem
pela exonuclease 5’.

Os resultados obtidos foram analisados com base no valor do Ct, sendo este
0 ponto correspondente ao numero do ciclo no qual a amplificacdo das amostras
atinge um limiar. A quantificacao relativa da expressao génica foi realizada utilizando

o método AACt, com base na expressao dos genes Gapdh e Actb.

3.2.9. Avaliacdo da eficacia do silenciamento do Tnf em modelo in vivo de
inflamacdo aguda apés o tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf
3.2.9.1. Animais

Os estudos in vivo foram conduzidos utilizando camundongos sem pélos,
machos, adultos da linhagem HRS/J laboratério Jackson (BarlHarbor, ME, EUA). Os
animais foram criados no Biotério da FCFRP-USP, mantidos a 20-25 °C, com livre
acesso de agua e alimento, 4 trocas de ar/h e ciclos claro/escuro de 12 h. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com as normas da Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto-USP (protocolo
n°12.1.938.53.3).

3.2.9.2. Inducéo da inflamacéo cutanea aguda e esquema terapéutico

Para determinar o efeito do siRNA incorporado na NLC (MO:AO:PELFA -
8:2:1:89, p/p/p/p) sobre a expressdo de TNF-a, a indugdo desta citocina pré-
inflamatoria na pele de camundongos foi realizada seguindo o modelo de inflamagéo
cutanea induzida por 12-O-tetradecanoil-forbol 13-acetato (TPA) (100 pg/mL em

Depieri, L.V.



Material e métodos 51

acetona — 162 pM) descrito por Murakawa e colaboradores (2006) (MURAKAWA et
al., 2006).

Os animais (n = 4-5 animais/grupo) foram divididos nos seguintes grupos: (1)
Grupo controle — néo tratado; (2) Grupo tratado com TPA; (3) Grupo tratado com a
NLC e TPA; (4) Grupo tratado com a NLC complexada com siRNA controle e TPA,;
(5) Grupo tratado com a NLC complexada com siRNA Tnf e TPA. siRNA na
concentracéo final de 10 uM.

O protocolo de tratamento (Figura 19) consistiu na aplicacdo de 100 uL das
respectivas formulagdes em uma &rea de aproximadamente 2 cm? no dorso dos
animais pertencentes aos grupos (3), (4) e (5). Ap6s 1 h esses animais receberam
novamente 100 pL dessas formulacdes e 100 pL de solucéo de TPA. Os animais do
grupo (2) foram tratados somente com 100 puL de solucdo de TPA. Apds 6 h do
tratamento com TPA, os animais foram sacrificados por inalacdo de dioxido de
carbono e a &rea da pele tratada foi removida e armazenada a -80 °C em solucdo
estabilizadora de RNA (RNAlater® Stabilization Solution — Ambion, Carlsbad, CA,
USA).

Depieri, L.V.



Material e métodos 52

Protocolo experimental
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Figura 19 - Esquema do protocolo experimental para a determinacéo da eficacia in
vivo da NLC (MO:AO:PEIFA, 8:2:1:89, p/p/p/p) veiculando siRNA em modelo de
inflamacé&o aguda induzida com TPA.

3.2.9.3. Avaliacdo da eficacia do siRNA Tnf veiculado pela NLC por meio da
guantificacdo dos niveis do RNAm Tnf por gqRT-PCR

Para determinacdo nos niveis do RNAm Tnf, as amostras de pele foram
transferidas para eppendorfs contento 500 yL do tampao de lise RLT,
homogeneizadas com o auxilio de um homogeneizador de tecido (Tissue Tearor ™,
Biospec Products, Bartlesville, OK, USA), 20.000 rpm por 1 min e submetidas a
centrifugacéo a 400 x g por 10 min. O sobrenadante foi recolhido e, em seguida,
foram adicionados 500 pL de etanol 70%. As solugfes obtidas foram utilizadas para
extracdo do RNA utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen), conforme descrito no item
3.2.8.6.1.

Os cDNAs foram sintetizados a partir dos RNAs extraidos dos tecidos por
meio de uma reacdo de transcricdo reversa utilizando o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit que foram amplificados e quantificados por gRT-PCR

conforme descrito nos itens 3.2.8.6.2. e 3.2.8.6.3.
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3.2.10. Avaliagdo da eficacia do silenciamento do Tnf em modelo in vivo de
psoriase apo6s o tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf
3.2.10.1. Animais

Os estudos in vivo foram conduzidos utilizando camundongos machos
isogénicos Balb/c (7-10 semanas de vida) obtidos do Biotério de Camundongos do
Departamento de Farmacologia, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, sob

aprovacdo do Comité de Etica Animal dessa instituicdo (adendo 100/13/CEUA).

3.2.10.2. Inducao da psoriase e esquema terapéutico

Para determinar o efeito do SiRNA incorporado na NLC (MO:AO:PELFA,
8:2:1:89, pl/p/p/p) sobre a expressdo de TNF-a, citocina pro-inflamatoria com
expressao elevada na psoriase, foi utilizado o modelo de psoriase in vivo induzida
por imiquimode (IMQ) descrito por van der Fits e colaboradores (2009) (VAN DER
FITS et al., 2009).

Para a inducéo da psoriase experimental (Figura 20), primeiramente, o dorso
dos camundongos (6 cm?) foi depilado com creme depilatério (Veet, Brasil) sob
anestesia inalatéria (oxigénio + isoflurano 97:3). Apés 72 h, os animais receberam
uma dose topica diaria (65 mg) de imiquimode creme 5% (Modik, Germed, Brasil),
que foi cuidadosamente espalhada entre o dorso e orelhas dos camundongos por
cinco dias consecutivos, resultando numa dose diaria de 3,25 mg do composto ativo
(IMQ). O grupo controle recebeu de forma similar o respectivo veiculo, vaselina em
creme. No segundo dia de protocolo, os camundongos foram subdivididos em 5
grupos (n = 5 animais/grupo): (1) grupo tratado com vaselina + NLC; (2) grupo
tratado com IMQ + NLC; (3) grupo tratado com IMQ + NLC complexada com siRNA
controle; (4) grupo tratado com IMQ + NLC complexada com siRNA Tnf e, (5) grupo
tratado com IMQ + NLC + siRNA controle-Alexa 647. siRNA na concentracao final de
10 uM.

O protocolo de tratamento consistiu na aplicacdo de 65 mg de IMQ ou
vaselina (1x/dia) e de 65 mg das respectivas formulagbes (2x/dia), com 6 h de
intervalo entre os tratamentos, buscando evitar interacdes entre o IMQ e a NLC e/ou
0 siRNA.

Ao longo do periodo de indugéo e tratamento da psoriase, mensuracdo da
espessura das orelhas e registros fotogréficos para acompanhamento da evolugéo

do quadro psoriatico induzido pelo IMQ foram realizados diariamente (1x/dia, antes
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da aplicacdo do IMQ). No ultimo dia, flmagem do comportamento dos animais (em
particular, da regido dorsal) foi realizada durante 30 min.

No 6° dia, os animais foram submetidos a eutanasia por superdosagem
anestésica (isoflurano 5%). A pele dorsal foi removida e dividida em trés partes para:
(i) determinacdo nos niveis do RNAm Tnf por gRT-PCR, (ii) determinacdo da
atividade enzimética da mieloperoxidase (MPO) e, (ii) analise histolégica
(visualizacdo da migracdo de células inflamatorias e calculo da espessura da
epiderme). A pele dorsal dos animais do grupo 5 foram utilizadas para visualizacao

na penetracéo cutanea do siRNA por microscopia confocal de varredura a laser.

Aplicagdo de 65 mg de IMQ ou
vaselina (1x/dia)
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Figura 20 - Protocolo experimental de inducdo de psoriase com IMQ associado ao
tratamento com a NLC isenta e veiculando siRNA controle ou siRNA Tnf.

3.2.10.3. Avaliacdo da eficacia do siRNA Tnf veiculado pela NLC por meio da
quantificacdo dos niveis do RNAm Tnf por gqRT-PCR

Para determinagdo nos niveis do RNAm Tnf, as amostras de pele foram
transferidas para eppendorfs contento 500 yL do tampao de lise RLT,
homogeneizadas com o auxilio de um homogeneizador de tecido, 20.000 rpm por 1
min e submetidas a centrifugacdo a 400 x g por 10 min. O sobrenadante foi recolhido
e, em seguida, foram adicionados 500 pL de etanol 70%. As solugdes obtidas foram
utilizadas para extragcdo do RNA utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen), conforme

descrito no item 3.2.8.6.1.
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Os cDNAs foram sintetizados a partir dos RNAs extraidos dos tecidos por
meio de uma reacao de transcricdo reversa utilizando o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit que foram amplificados e quantificados por gRT-PCR

conforme descrito nos itens 3.2.8.6.2. e 3.2.8.6.3.

3.2.10.4. Avaliacédo da eficacia anti-inflamatéria do siRNA Tnf veiculado pela NLC
pela medida da atividade da mieloperoxidade (MPO)

Fragmentos da pele dorsal de cada animal (100 mg) foram homogeneizados
em solucéao tampao (NaCl 0,1 M; Na,EDTA 0,015 M; NazPO4 0,02 M, pH 4,7) (300
ML/ 0,1 g de pele) com o auxilio de um homogeneizador de tecido, 20.000 rpm por 1
min. As amostras foram submetidas a centrifugacdo a 1.000 x g por 15 min e o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 1 mL de NaCl 2%, as amostras
foram homogeneizadas em vortex por 30 s, novamente submetidas a centrifugacéo
a 1.000 x g por 15 min e os sobrenadantes foram descartados.

Foram adicionados 500 pyL de tampéo fosfato de sodio 0,05 M, pH 5,4
contento 0,5% do detergente idnico brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB). As
amostras foram homogeneizadas com o auxilio do homogeneizador de tecido,
20.000 rpm por 1 min. As amostras foram submetidas a centrifugacdo (11.200 x g,
15 min, 4 °C) e os sobrenadantes obtidos foram utilizados para dosagem da
atividade da MPO.

O sobrenadante de cada amostra (10 pl) foi incubado com 40 uL de tampéao
fosfato de s6dio 0,08 M (pH 5,4), 25 uL da solucao de 3,3',5,5-tetrametilbenzidina
(TMB) em DMSO na concentragéo final de 1,6 mM e com 100 yL de peréxido de
hidrogénio (H.O,) na concentragéo final de 0,5 mM por 5 min a 37 °C. A reacdo foi
paralisada pela adicdo de 75 pL de acido sulfurico (H,SO4) 4 M. A densidade Optica
(D.O.) das solugdes obtidas foi determinada por espectrofotometria em leitor de
placa (Synergy 2, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA), a 450 nm. Os resultados

foram expressos em D.O. por 100 mg de tecido.

3.2.10.5. Analises histoldgicas

Fragmentos da pele dorsal foram removidos e fixados em formaldeido (4%)
durante 8 h, a temperatura de 8 °C. A seguir, as amostras foram submetidas as
sessOes de desidratagcdo em etanol 70%, 95% e 100%, seguidas de xilol (I, 1l e IlI;

40 min) e, ento, incluidas em Paraplast®. Espécimes de 5 ym foram obtidos com o

Depieri, L.V.



Material e métodos 56

auxilio de micrétomo rotativo manual (820 Spencer Microtome, AO® American
Optical, Buffalo, NY, USA) e, depois, montados em |aminas contendo Poly-L-Lysine.
A sequir, as laminas foram coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E) e montadas
para visualizacdo sob microscopia Optica.

As seccoes de pele foram examinadas sob microscopia de luz convencional
(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) para analise da espessura da epiderme e a
infiltracdo de células inflamatdrias na derme. Espessura da epiderme foi medida
usando o software de processamento de imagens, Image J (NIH, Maryland, MD,
USA). Peles de animais tratados com Vaselina + NLC foram utilizadas como

controle.

3.2.10.6. Avaliacdo do efeito do siRNA Tnf veiculado pela NLC no indice da area e
severidade da psoriase (PASI)

O grau de inflamagéo cutanea no dorso dos animais foi quantificado via
sistema de escore, o qual baseia-se no indice da Area e Severidade da Psoriase
(PASI - http://pasi.corti.li/). Rubor e descamacdo foram avaliados
independentemente, adotando-se uma escala crescente de 0 — 4, sendo 0 = nada; 1
= leve; 2 = moderado; 3 = intenso; 4 = muito intenso. A andlise inicial da acantose foi
representada pelo aumento da espessura da orelha, medida diariamente (em
triplicata) com o auxilio de um paquimetro digital (Satarrett® 799, Athol, MA, USA) e

0s resultados foram expressos em milimetros (mm).

3.2.10.7. Avaliacao do efeito do siRNA Tnf veiculado sobre o comportamento de
prurido espontaneo

O registro comportamental do prurido espontdaneo de cada animal foi
realizado no 6° dia do protocolo experimental por meio da filmagem (filmadora Sony
Handycam DCR-PJ6) dos animais durante 30 min. Para as filmagens, os animais
foram colocados individualmente em caixas de acrilico (12 x 20 x 17 cm, Insight;
Ribeirdo Preto; SP) em sala adequada e adaptada para filmagem.

Foi considerado como comportamento de ataque de coceira, trés ou mais
movimentos rapidos da pata traseira do animal sobre a regido dorsal (COSTA et al.,
2006), onde foi aplicado o creme IMQ. Os resultados foram expressos em numeros
de ataques de coceira por 30 min.
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3.2.11. Avaliacdo da penetragdo cutanea do siRNA veiculado pela NLC por
microscopia confocal de varreadura a laser

A penetracdo do siRNA na pele dos camundongos com psoriase foi
investigada por microscopia confocal de varredura a laser. Para isso, foi utilizado um
SsiRNA controle marcado com Alexa 647, adequado para excitagcdo com o laser 638
nm e possui emissdo maxima em comprimentos de onda acima de 665 nm.

No 6° dia do experimento, ap6s a morte dos animais, as peles foram
removidas, lavadas cuidadosamente, congeladas em matriz O.C.T. (Tissue Tek®) e
seccionadas transversalmente em criostato. Foram obtidos cortes histolégicos de 10
Mm de espessura, montados em laminas tratadas com silano para auxiliar a
aderéncia do corte a lamina.

Os cortes foram lavados com PBS para remocédo do excesso de Tissue Tek e
incubados com solugao de DAPI (0,3 pg/ mL) por 15 min. Ap6s esse periodo, 0s
cortes foram novamente lavados com PBS, foi adicionado 1 ou 2 gotas do meio de
montagem fluoromount sobre os cortes e a laminula foi vertida cuidadosamente
sobre os cortes para ndo ocorrer a formacdo de bolhas. As laminas foram
armazenadas sob-refrigeracdo (2-8 °C) durante 24 h para secar o meio de
montagem.

As laminas foram visualizadas em microscopio confocal de varredura a laser
Leica TCS SP8 (Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, USA). As imagens foram
adquiridas no aumento de 63X, utilizando os lasers UV (405 nm) e Visivel (638 nm),
adequados para o DAPI e o Alexa-647, respectivamente. Para obter dados
comparaveis, os parametros intensidade dos lasers e sensibilidade (ganho/offset)
das fotomultiplicadoras foram ajustados e mantidos constantes. O software LAS X foi

utilizado para aquisigéo e processamento das imagens.

3.2.12. Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada pelo programa de estatistica
Prism GraphPad®. Os resultados foram expressos pela média + desvio padrdo. A
diferenca entre os grupos foi determinada pela anéalise de variancia ANOVA de uma
via, seguido do teste de comparacdes multiplas de Tukey. Foram consideradas

diferencas significativas os valores de p<0,05.
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4. Resultados e discussodes

O estudo da aplicagédo de siRNAs no tratamento de doencgas cutaneas tem
obtido avancos importantes na elucidacdo de potenciais alvos moleculares e no
desenvolvimento farmacotécnico de sistemas de liberagdo para uma entrega
funcional dessas moléculas nas células alvo (VICENTINI et al., 2013a).

Embora o siRNA seja um forte candidato a agente terapéutico, sua liberacao
€ um fator limitante. O desenvolvimento de sistemas de liberacdo tem sido
investigado com o objetivo de superar as limitagbes inerentes as vias de
administracdo e as decorrentes das caracteristicas das moléculas de siRNA: i)
hidrofilicidade, tamanho (~13 kDa) e carga negativa que as impede de atravessar as
membranas celulares passivamente; (ii) rapida degradacdo do siRNA por enzimas
endodgenas que resultam em uma biodisponibilidade insuficiente (REISCHL;
ZIMMER, 2009; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009).

Sistemas liquido-cristalinos compostos por MO e AO, bem como suas
dispersdes coloidais aquosas, sdo de grande interesse de estudo devido seu
potencial como sistemas de liberacdo de farmacos. O nosso grupo de pesquisa tém
estudado estes sistemas para liberacdo de compostos de interesse farmacéutico
para a pele, por apresentarem caracteristicas interessantes para aplicacdo topica,
tais como a estrutura de camada lipidica, possibilidade de incorporar promotores de
absorcao cutanea nas formulacfes e a capacidade de reduzir, de forma reversivel, a
barreira exercida pelo EC, facilitando assim, a difusdo de farmacos (LOPES et al.,
2006a, 2006b; LOPES; SPERETTA; BENTLEY, 2007; PRACA et al., 2012,
PETRILLI et al., 2013; VICENTINI et al., 2013b; ROSSETTI et al., 2016).

Neste contexto, nanodispersdes liquido-cristalinas foram desenvolvidas e
caracterizadas como proposta de sistema de liberagdo topico para siRNA. Nestes
sistemas, previamente desenvolvidos, foi avaliada a incorporacdo dos adjuvantes
catibnicos PElI e OAM (0 — 5%) nos sistemas compostos por MO:FA e MO:AO:FA
para complexacdo com as moléculas de siRNA. Dentre as concentracfes avaliadas,
a incorporacdo de 0,4% de ambos os adjuvantes no sistema MO:FA e a
incorporacao de 1,0% de PEI e 2,5% de OAM no sistema MO:AO:FA foram as
escolhidas para a continuacdo dos estudos. A incorporacdo dessas concentracoes
aos sistemas MO:FA e MO:AO:FA mantiveram a estrutura liquido-cristalina, fato
comprovado por meio da microscopia de luz polarizada e da difracédo de raios X.

Estes sistemas foram capazes de complexar o siRNA na concentracao final de 10
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MM, ndo apresentaram citotoxidade e proporcionaram a penetracdo do siRNA nas
camadas mais profundas da pele (DEPIERI, 2012).

4.1. Obtencéao e caracterizacdo das NLCs

A literatura descreve varios métodos de disperséo utilizados para a formacgéo
de nanoparticulas de cristais liquidos, tais como: i) aplicacdo de alta energia, por
exemplo: sonicacdo, microfluidizacdo e homogeneizacéao por alta pressao; ii) método
de pré-mistura com a formacdo de um filme seco de lipidios e estabilizante e
posterior agitacdo mecanica durante a hidratacdo do filme e; iii) processo de diluicdo
de lipidios na presenca de etanol (emulsificacdo espontanea) (YAGHMUR,;
GLATTER, 2009; PAN et al., 2013; MILAK; ZIMMER, 2015).

Os métodos utilizados para dispersdo podem afetar de forma relevante as
propriedades das dispers6es como, por exemplo, parcial ou total perda da estrutura
liguido-cristalina, instabilidade e presenca de grandes particulas. Como os sistemas
liquido-cristalinos sdo bastante sensiveis aos processos de preparo (composicao,
modo de preparo e dispersao), essas etapas devem ser escolhidas cuidadosamente
de forma que o produto final mantenha a caracteristica liquido-cristalina bem como
apresente um adequado tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas (WORLE
et al., 2007).

Dentre os métodos citados, foi escolhido o método de dispersdo de alta
energia, utilizando a sonicagao para obtencédo das NLCs. A sonicacdo (16-18 Watts)
das formulacdes foi realizada em banho de gelo durante 4 min, sendo que as NLCs
obtidas apresentaram um aspecto leitoso e homogéneo apdés o0 processo de
dispersao.

Os resultados da caracterizacdo por espalhamento dindmico de luz obtidos
das NLCs preparadas com os adjuvantes cationicos PEI e OAM, sem e com SiRNA,

encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 - Tamanho de particula, Pdl e potencial zeta das NLCs preparadas com
PEI ou OAM, sem e com siRNA 10 uM.

FORMULACAO Sem siRNA Com siRNA 10 pM
Tamanho de Bl Potencial zeta | Tamanho de Bl Potencial zeta
particula (nm) (mV) particula (nm) (mV)
MO:PEIL:FA
150+ 6 0,14 + 0,02 42+04 161+21 0,19 + 0,08 15+19
(10:0,4:89,6 — p/p/p)
MO:AO:PEL:FA
2035 0,26 + 0,02 1,2+0,7 215+8 0,27 £ 0,02 0,7+1,0
(8:2:1:89 — p/p/p/p)
MO:OAM:FA
196 + 32 0,31 + 0,07 29,3+3,7 145+ 11 0,19 £ 0,01 24,8 +6,0
(10:0,4:89,6 — p/p/p)
MO:AO:0AM:FA
231 +58 0,37 £ 0,09 2,1+3,2 240 + 54 0,42 £ 0,04 11,7+2,0
(8:2:2,5:87,5 — p/p/p/p)

A dispersao da fase gel das formulacdes produziu particulas com o tamanho
médio em torno de 200 nm e com indice de polidispersao abaixo de 0,3 para as
formulacdes preparadas com PEI e abaixo de 0,4 para as preparadas com OAM. As
particulas apresentaram um residual de carga positivo que é interessante para a
interacdo com as membranas celulares (GEUSENS et al., 2009; GUNTHER et al.,
2011). O siRNA incorporado as formulagbes ndo alterou de forma significativa os
parametros avaliados.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os relatados na literatura em que
a dispersado de um sistema baseado em MO, AO, Poloxamer e com incorporacao de
outros farmacos produziram particulas nesta escala nanométrica (LOPES et al.,
20064, 2006b; LOPES; SPERETTA; BENTLEY, 2007; ROSSETTI et al., 2011, 2016;
PRACA et al.,, 2012; PETRILLI et al., 2013; VICENTINI et al., 2013b). Também
demonstraram a reprodutibilidade do método utilizado para obter a nanodisperséo

liquido-cristalina.

4.2. Avaliagdo da captagdo celular do siRNA veiculado pelas NLCs em
fibroblastos por citometria de fluxo

Um eficiente silenciamento génico por meio do uso de siRNAs é dependente
da captacéo celular, trafego intracelular, escape endossomal e liberagcéo efetiva do
siRNA de seu carreador (DOUGLAS; PICCIRILLO; TABRIZIAN, 2008; BENFER,;
KISSEL, 2012; ZHANG; MCINTOSH; GRINSTAFF, 2012; ALABI et al., 2013).
Estudos tém mostrado que a liberacdo de siRNA livre resulta em baixas taxas de

silenciamento génico in vitro e in vivo como resultado de uma captacédo celular
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ineficiente e ressaltam a importancia de veiculagdo do SiRNA em sistemas de
liberacdo capazes de complexar e proteger o siRNA do ataque enzimatico, bem
como promover sua captacdo celular (REISCHL; ZIMMER, 2009; WHITEHEAD;
LANGER; ANDERSON, 2009; KREBS; ALSBERG, 2011). Dessa forma, a
capacidade das NLCs em promover a captacédo celular do siRNA foi avaliada por
citometria de fluxo.

A captacao celular das moléculas de siRNA apds o tratamento das células por
24 h com os complexos PEI:FA:siRNA-FAM (0,4:99,6 e 1:99 — p/p) foi de 95,9 + 1,0
e 94,6 + 0,5%, respectivamente e, ap6s o tratamento com as NLCs MO:PEI:FA e
MO:AO:PEI:FA com siRNA-FAM foi 79,6 £ 13,1 e 89,5 = 1,9%, respectivamente. Os
resultados obtidos apds o tratamento com os complexos OAM:FA:siRNA-FAM
(0,4:99,6 e 2,5:97,5 — p/p) foi 0,15 £ 0,05 e 0,12 + 0,01%, respectivamente e, apos 0
tratamento com as NLCs MO:OAM:FA e MO:AO:OAM:FA com siRNA-FAM foi 0,19 +
0,04 e 2,5 £ 3,6%, respectivamente. O tratamento com a solugdo de siRNA-FAM

resultou em uma captacédo de 0,09 + 0,01%, como mostram as Figuras 21 e 22.
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Figura 21 - Captacdo e a viabilidade celular do siRNA-FAM, complexos formados
entre os adjuvantes cationicos PEl e OAM com siRNA-FAM e as NLCs complexadas
com siRNA-FAM determinado por citometria de fluxo. sSiRNA-FAM na concentracao
final de 20 nM/poco (20 pmol siRNA/6x10° células/mL de meio de cultura).
Resultados representam a meédia de trés experimentos independentes (n=3) *
desvio padréo.
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Celulas SiRNA-FAM

OAM:FA (0,4:99,6 - p/p) OAM:FA (2,5:97,5 - p/p) PEI:FA (0,4:99,6 - p/p) PEI:FA (1:99 - p/p)
+ SIRNA-FAM + SIRNA-FAM + SiRNA-FAM + SIRNA-FAM

MO:OAM:FA (10:0,4:89,6 - p/p/p) MO:AOQ:OAM:FA (8:2:2,5:87,5 - p/p/p/p) MO:PEI:FA (10:0,4:89,6 - p/p/p) MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89 - p/p/p/p)
+ siRNA-FAM + siRNA-FAM + siRNA-FAM + siRNA-FAM

> R B S
10° 10 10° 10° 10 10 10 102 10° 10*
FAM FAM

Figura 22 - Dot plot representativo do siRNA-FAM, complexos formados entre os
adjuvantes catiénicos PEI e OAM com siRNA-FAM e as NLCs complexadas com
SiRNA-FAM determinado por citometria de fluxo. SiRNA-FAM na concentragéo final
de 20 nM/poco (20 pmol siRNA/6x10° células/mL de meio de cultura).

Dentre os adjuvantes catibnicos utilizados para o carreamento de acidos
nucléicos, o PEI é bastante utilizado devido sua capacidade de promover altas taxas
de transfeccédo celular decorrente de sua estrutura molecular com grupamentos
amina protondveis em cada terceira posicdo. Em pH fisioldgico, cerca de 20%
destes grupos estdo protonados permitindo ligagbes ndo covalentes com siRNAs e
formacdo de complexos estaveis com elevada capacidade de transfeccéo celular.
Uma vez internalizado, a liberacéo intracelular do siRNA dos endossomos ocorre por
meio do mecanismo conhecido como "efeito de esponja de protons”. No pH
endossomal, em torno de 5, o nimero de grupos protonados aumenta (de 20 para
45%) o que induz um forte influxo de ions e de agua para o interior do endossomo,
resultando na ruptura da membrana endossomal e libertacdo dos conteudos
internalizadas (AKINC et al., 2005; GUNTHER et al., 2011).

Depieri, L.V.



Resultados e discussoes 63

Por outro lado, observou-se uma baixa taxa de transfeccao celular utilizando a
OAM, um lipidio monocatiénico contendo uma cadeia monoleil. Uma hip6tese que
pode explicar a baixa ou auséncia de transfeccdo obtida com as NLCs preparadas
com OAM e os complexos OAM:FA com siRNA-FAM é sua interacdo com as
glicosaminoglicanas (GAGs) anidnicas (acido hialurénico e sulfato de heparan)
presentes e secretadas pela membrana citoplasmatica. As GAGs séo
polissacarideos lineares carregados negativamente e 0s principais componentes da
membrana extracelular sendo considerada um dos principais fatores biolégicos que
afetam a liberacdo de genes. Recentemente, estudos tem mostrado sua influéncia
na transfeccao celular de genes apresentado um papel duplo, ora atuando com um
mediador para a transfeccdo celular, ora interagindo com o0s carreadores e
diminuindo a transfeccdo celular, dependendo da estrutura e das cargas do
carreador e das GAGs (RUPONEN et al., 2001).

Devido a estrutura molecular da OAM, com apenas um grupamento
protonavel por molécula, infere-se que sua ligacdo ao siRNA nao seja tdo forte
qguanto a ligacdo entre o sSiRNA e o PEI. Dessa forma, as NLCs preparadas com
OAM podem ter interagido com as GAGs e, essa interagcdo, promovido a
descomplexacéo, resultando em uma ineficiente captacdo celular das moléculas de
SiIRNA.

Estudos prévios mostraram que as NLCs compostas por MO:AO:FA foram
capazes de complexar o siRNA a partir da incorporacao de 0,2% de PEI e 2,0% de
OAM e as NLC compostas por MO:FA a partir da incorporacdo de 0,2% de PEIl e
0,4% de OAM. Em ambos os sistemas pode ser observado que o PEI mostrou-se
mais eficiente em complexar o siRNA sendo necessario uma concentracéo de 10 e 2
vezes maior de OAM nos sistemas MO:AO:FA e MO:FA, respectivamente, para
atingir o mesmo resultado (DEPIERI, 2012). Além disso, durante a padronizacdo das
condicOes experimentais para avaliacdo da integridade do siRNA apods a formacao
dos complexos com as NLCs - ensaio de competicdo polianibnica com heparina,
verificou-se que apos a adicdo de heparina as NLCs preparadas com OAM, a
descomplexacdo do siRNA era imediata. Por outro lado, a descomplexacdo do
siRNA das NLCs preparadas com PEI era necessario um periodo de 1 h a 37 °C, o
gue sugere uma ligacdo mais forte do siRNA com o PEI que com a OAM. Esses
resultados reforcam a hipotese da interagdo das NLCs preparadas com OAM e dos
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complexos OAM:FA:siRNA-FAM com as GAGs resultarem em uma ineficiente
captacdo celular das moléculas de siRNA devido a uma possivel descomplexacgao.

Sendo o siRNA livre incapaz de se ligar ou atravessar as membranas
celulares passivamente por ser uma macromolécula hidrofilica com carga residual
negativa (GOODING et al.,, 2012), a captacdo celular do siRNA veiculado pelas
NLCs contendo OAM é prejudicada. Pode-se, assim, inferir que o tipo de adjuvante
cationico usado no preparo da NLC resulta em diferencas na captacao celular do
siRNA-FAM. Devido aos resultados obtidos, as NLCs preparadas com OAM foram
excluidas dos experimentos seguintes e, dentre as preparadas com o PEI, foi
escolhida a NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p). Esta escolha foi
baseada na maior captacao celular do siRNA obtida com o uso desta NLC, além de
resultados prévios que mostraram uma melhor performance na promocdo da
penetracdo cutanea das moléculas de siRNA (DEPIERI, 2012).

Os resultados obtidos reforcam a importancia dos sistemas de liberagao
eficazes para a veiculacdo de siRNAs e a adequacédo da NLC preparada com PEI
para este objetivo. Considerando que o silenciamento de um gene especifico pelo
mecanismo de RNAIi depende da captacdo celular, trafego intracelular, escape
endossomal e liberacéo efetiva de moléculas intactas de siRNA do carreador, uma
captacao celular eficiente representa um passo importante nesse processo.

4.3. Avaliacao da estabilidade do complexo NLC/siRNA

Na sequéncia dos processos envolvidos na eficacia de nanocarreadores na
terapia com siRNA, apos a internalizacdo celular, o sistema carreador deve escapar
do endossomo e atingir o citoplasma sem sofrer metaboliza¢do através da acao dos
lisossomos. Finalmente, o sistema carreador deve liberar as moléculas de siRNA
integras para exercerem sua fungdo e, eficientemente, silenciar o gene alvo
(KANASTY et al., 2012; ALABI et al., 2013).

Para assegurar que a NLC €& um sistema de liberagdo adequado para o
siRNA, a complexacao, a integridade do siRNA apos a formacdo dos complexos e
sua estabilidade frente a RNase foram avaliadas utilizando eletroforese em gel de
agarose. Esta técnica tem sido frequentemente utilizada para avaliar a eficiéncia de
complexacao e estabilidade do siRNA em diferentes tipos de sistemas de liberagéao
(SHEN et al., 2011; BORGHETI-CARDOSO et al., 2014, 2015; WANG et al., 2014).
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A heparina, molécula polianionica, foi usada para competir com o SiRNA e
promover a sua liberagdo do sistema carreador. A Figura 23 mostra que a NLC foi
capaz de complexar o siRNA (10 uM); a adicdo de heparina promoveu a dissociacéo
deste complexo e, o siRNA liberado permaneceu intacto como pode ser observado

pela banda do siRNA no gel.

siRNA10 uM + + - - + +
Heparina - + - + - +
NLC - - + + + +

Figura 23 - Ensaio de eletroforese em gel de agarose para avaliacdo da eficiéncia
de complexacédo e integridade do siRNA na NLC composta por MO:AO:PELFA
(8:2:1:89, p/p/p/p) por meio do ensaio de competicdo com polianion. siRNA 10 yM
(faixa 1), SIRNA 10 uM + heparina (faixa 2), NLC (faixa 3), NLC + heparina (faixa 4),
NLC + siRNA 10 uM (faixa 5) e NLC + siRNA 10 uM + heparina (faixa 6).

A habilidade da NLC em proteger o siRNA da degradacdo enzimatica foi
avaliada em presenca de RNase A durante 24 h a 37 °C. Como pode ser observado
na Figura 24A, o siRNA livre (10 uM) foi completamente degradado apds 30 min em
contato com a RNase A (2 ug) o que corrobora com estudos prévios (ALIABADI et
al., 2012). Entretando, o siRNA complexado com a NLC permaneceu intacto apés 24

h em contato com a mesma dose de RNase A (Figura 24B).
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1 2 3 4 5 6 7 8

SiRNA 10 uM + + - - + +
RNase - + + + + +

NLC - - + + + +
Heparina + + - + - +

Figura 24 - Ensaio de eletroforese em gel de agarose para avaliacao da estabilidade
do siRNA em presenca de RNase: [A] siRNA livre (faixa 1) e em presenca de RNase
(2 pg) em fungao do tempo: 30 min (faixa 2), 1 h (faixa 3), 3 h (faixa 4), 6 h (faixa 5),
12 h (faixa 6), 18 h (faixa 7), 24 h (faixa 8); [B] Avaliacdo da habilidade da NLC
composta por MO:AO:PELFA (8:2:1:89, p/p/p/p) em proteger o siRNA da
degradacdo enzimatica; siRNA 10 yM + heparina (faixa 1), sSiRNA 10 yM + RNase +
heparina (faixa 2), RNase + NLC (faixa 3), RNase + NLC + heparina (faixa 4), SIRNA
10 uM + RNase + NLC (faixa 5), sSiRNA 10 uM + RNase + NLC + heparina (faixa 6).

Os resultados demonstram a habilidade da NLC em proteger o siRNA da
degradacdo enzimatica e esta capacidade esta associada a presenca do PEI em sua
composicdo. Sua estrutura ramificada confere alta protecdo ao siRNA por dificultar
estericamente o acesso da nuclease ao siRNA. Os resultados obtidos estdo em
conformidade com os reportados da literatura de sistemas de liberacdo contendo
PEI em sua composicao (LU; LIU; QI, 2011).

4.4. Avaliacdo da irritacdo cutdnea da NLC em modelo de pele humana
reconstruida por MTT e quantificacéo de IL-1a por ELISA

Apos demonstrar que a NLC composta por MO:AO:PELIFA (8:2:1:89 — p/p/p/p)
promoveu uma alta captacdo celular e foi capaz de complexar e proteger as
moléculas de siRNA da degradacdo enzimatica, a proxima avaliacdo foi seu
potencial de irritagdo cutanea usando o modelo de epiderme humana reconstruida.

A avaliacado de irritacdo cutanea € um processo complexo e necessita, além
da medicdo da viabilidade, a mensuracdo de possiveis reacdes metabdlicas, tais

como producdo e liberagdo de citocinas. Em resposta a estresses fisicos e/ou
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quimicos, os queratindcitos podem liberar varias substancias, tais como: IL-1qa, IL-8,
TNF-q, IL-6, IL-7 e IL-15, in vivo (WELSS; BASKETTER; SCHRODER, 2004).

Dessa forma, para a avaliacdo do potencial de irritacdo cutédnea apos o
tratamento topico com a NLC, foi utilizado o ensaio de MTT para a verificacdo da
viabilidade dos tecidos e a quantificacédo da liberagao de IL-1a.

Ao fim de 12 h, os tecidos tratados com a NLC apresentaram valores de
viabilidade de 82,3 £ 6,7% (Figura 25A), e uma liberacdo de 11,3 = 3,3 pg/mL de IL-
1a (Figura 25B). Estes valores ndo foram significativamente diferentes em
comparacao aos resultados obtidos apds o tratamento com o controle PBS. Por
outro lado, o tratamento com Triton X-100, considerado um irritante moderado, tal
como determinado em ensaios de Draize (BAGLEY et al., 1999), reduziu
significativamente a viabilidade dos tecidos (1,7 vezes e 1,5 vezes) ap6s 5 h e (4,0
vezes e 3,6 vezes) apds 12 h em comparacao aos tratamentos com PBS e a NLC, e
aumentou significativamente os niveis liberados de IL-1a (17.1-, 17.5-, 15,6 vezes)
em todos os momentos avaliados. O tempo de exposicdo necessario para o Triton
X-100 reduzir a viabilidade dos tecidos a 50% (ETsp) foi de 6,9 h. ETsg da NLC né&o
pode ser calculado uma vez que a viabilidade do tecido ndo foi reduzida abaixo de
82,3%, demonstrando que a NLC deve ser melhor tolerada pela pele que o Triton X-
100.
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Figura 25 - [A] Viabilidade dos tecidos da epiderme humana reconstruida
(EpiDerm™) e [B] niveis extracelulares de IL-1a apds tratamento tépico da
EpiDerm™ com a NLC composta por MO:OA:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) e controles:
PBS e Triton X-100 por 2, 5 e 12 h. Os resultados representam a média de trés
determinacdes + desvio padrdo. A analise estatistica realizada pelo teste ANOVA de
uma via, seguido do pos-teste de Tukey, *p<0,05 em relacéo aos tratamentos PBS e

NLC.
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De acordo com a “Declaracdo sobre a validade dos ensaios in vitro de
irritacdo cutanea” do Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos
(ECVAM), a substéancia teste € considerada nao irritante para a pele, se a viabilidade
do tecido apés 15 min de exposicéo e 42 h de incubacdo pos-tratamento € superior
a 50% e a quantidade de IL-1a liberada € menor ou igual a 60 pg/mL (HARTUNG,
2007). Os resultados obtidos com o tratamento com a NLC estdo dentro das
especificacdes recomendadas (mesmo com o tempo de exposicdo superior ao
especificado nas orientacdes), e a formulacdo pode ser considerada segura para a
pele. Além disso, isto garante que os possiveis efeitos terapéuticos (silenciamento
génico), tal como descrito na se¢ao seguinte, ndo estdo relacionados com um
decréscimo na viabilidade dos tecidos.

ApOs o primeiro ensaio para avaliacdo do potencial de irritacdo cutanea da
NLC por 2, 5 e 12 h, foi proposta uma nova avaliagdo, onde os tratamentos
simulariam uma aplicacdo por dias consecutivos, pois muitas doencas que afetam a
pele sdo crbnicas, como a psoriase, e necessitam de um regime terapéutico
prolongado. Dessa forma, foram avaliados a viabilidade dos tecidos e a liberacdo de
IL-1a apds o tratamento tépico com a NLC e controles por 6 h seguido da remocéao
dos tratamentos e incubacdo por 18 h durante 3 dias. Os resultados obtidos

encontram-se na Figura 26.
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Figura 26 - [A] Viabilidade dos tecidos da epiderme humana reconstruida
(EpiDerm™) e [B] niveis extracelulares IL-1a apds tratamento topico da EpiDerm™
com a NLC composta por MO:OA:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) sem e com SiRNA
controle, solugdo de PEI:FA sem e com siRNA controle, PBS, siRNA controle e
Triton X-100 por 3 dias (6 h de incubag¢do com os tratamentos seguido da incubacao
por 18 h sem os tratamentos). siRNA controle na concentragéo final de 10 yM. Os
resultados representam a média de trés determinacdes + desvio padrdo. A analise
estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido do po6s-teste de Tukey,
*p<0,05 em relacao ao tratamento PBS.
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Ao fim de 3 dias, os tecidos tratados com a NLC apresentaram valores de
viabilidade de 105,0 = 4,0% (Figura 26A), e uma liberagéo de 74,7 = 8,5 pg/mL de
IL-1a (Figura 26B). O siRNA complexado com a NLC né&o alterou significativamente
os valores de viabilidade e niveis liberados de IL-1a que foram de 101,4 £ 6,2% e
60,9 + 14,1 pg/mL. Embora ndo sejam estabelecidos os parametros para a
classificacdo de substancias como irritante e ndo irritante apds um tratamento por
dias consecutivos, pode-se inferir, com os resultados obtidos, que o tratamento com
a NLC deve ser bem tolerado pela pele, pois a viabilidade esta acima de 50% e os
niveis de IL-1a no limite dos estabelecidos para uma curta aplicagao.

O tratamento com uma solucdo de siRNA na mesma concentracdo daquela
incorporada a NLC apresentou uma viabilidade de 104,0 + 8,0% e uma liberacdo de
11,1 £ 5,9 pg/mL, valores semelhantes aos obtidos pelo controle PBS e que
sugerem que o SiRNA ndo € irritante para a pele nas condi¢des avaliadas.

Os tratamentos com PEI:FA e o complexo PELLFA + siRNA, na mesma
concentracdo utilizada para o preparo da NLC, apresentaram uma viabilidade de 79,
5+9,6% e 73,9 + 57% e uma liberacdo de IL-1a de 254,6 + 26,4 e 259,9 + 25,2
pg/mL, respectivamente. Embora os niveis liberados de IL-1a tenham sido,
aproximadamente, 20 vezes maior que 0 obtido com o controle PBS e,
aproximadamente, 4,3 vezes maior que a estabelecida pela ECVAM, a viabilidade
encontra-se acima de 50%. Dessa forma, pode-se inferir que o tratamento topico
com o PEI ndo deve ser tdo bem tolerado pela pele quanto o tratamento com a NLC.

Por outro lado, o tratamento com Triton X-100 reduziu significativamente a
viabilidade dos tecidos (~ 25 vezes) e aumentou significativamente os niveis
liberados de IL-1a (31,0 e 5,5 vezes), em comparagdo com o0s tratamentos PBS e
NLC sendo sua aplicagéo tépica considerada irritante para a pele.

Os resultados obtidos corroboram com os testes de irritacdo in vivo
previamente realizados em camundongos sem pélo que foram expostos ao
tratamento tépico durante 24 e 48 h com a nanodispersdo liquido-cristalina
composta por MO:OA:PEI:FA (8:2:5:85, p/p/p/p) complexada com siRNA. Este
trabalho demonstrou que esta formulagcdo nao € irritante para a pele uma vez que
nao foi constatada migracao de células inflamatorias nas camadas da pele e houve
manutencao da espessura da epiderme (VICENTINI et al., 2013b). Também pode-se
inferir que os possiveis efeitos terapéuticos (silenciamento génico), tais como

descritos na secdo seguinte, com a aplicagdo dos tratamentos por 3 dias
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consecutivos, ndo estdo relacionados com um decréscimo na viabilidade dos
tecidos.

De acordo com outros estudos realizados utilizando modelo de pele
reconstruida para avaliar o potencial de irritacdo de nanoparticulas (PARK et al.,
2011; HOSMER; STEINER; LOPES, 2013) e cosméticos (FALLER et al., 2002), este
estudo destaca a aplicabilidade e boa correlacdo com experimentos in vivo para a
avaliacdo do potencial de irritacdo cutanea de substancias e formulacdes aplicadas

topicamente sem o0 uso de modelos animais.

4.5. Avaliagdo da eficacia do silenciamento da IL6 em modelo de pele humana
psoriatica apo6s o tratamento com a NLC veiculando siRNA IL6

Recentemente, a tecnologia de cultura de tecidos tem sido usada no
desenvolvimento in vitro de modelos de doencas de pele possibilitando a
investigagdo da acdo de farmacos, adjuvantes farmacéuticos, bem como
formulac6es convencionais e inovadoras (SEMLIN et al., 2011).

Utilizando-se desta tecnologia, o modelo de pele humana psoriatica foi
utilizado neste trabalho para a avaliacdo da eficacia do siRNA veiculado pela NLC
em promover a reducdo dos niveis da citocina IL-6. Como grupos controle, foram
utilizados siRNA IL6 (10 yuM) em agua livre de RNase, NLC isenta de siRNA IL6 e
um complexo de PEI:FA com siRNA IL6 (10 uM). Os resultados obtidos encontram-

se na Figura 27.
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Figura 27 - Niveis extracelulares de IL-6 quantificados por ELISA apés o tratamento
dos tecidos de pele psoriatica por 6 h com a NLC composta por MO:AO:PEI:FA
(8:2:1:89, p/p/p/p) contendo siRNA IL6 e os controles: PBS, siRNA IL6 em &gua livre
de RNase, NLC isenta de siRNA IL6 e complexo PEI:FA (1:99, p/p) com siRNA IL6.
siRNA IL6 na concentracgao final de 10 uM. Os resultados representam a média de 4-
6 determinacdes + desvio padrédo. Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA de
uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05 em relacdo ao grupo PBS;
43<0,05 em relagdo ao grupo siRNA IL6; ¥p<0,05 em relacédo ao grupo NLC; #p<0,05
em relacdo ao grupo PEI:FA + siRNA IL6.

Pode-se observar que um unico tratamento com a NLC contento siRNA L6
por 6 h foi capaz de reduzir significativamente os niveis extracelulares de IL-6. Este
tratamento levou a uma reducédo acentuada (~ 70%) nos niveis de IL-6 (16,1 + 5,5
pg/mL). Este valor foi 68,8 e 72,7% menor que os niveis de IL-6 ap0s os tratamentos
com PBS e a NLC sem siRNA (p<0,05), respectivamente, e 65,4% menor que 0s
niveis de IL-6 apos os tratamentos com a solucdo de siRNA IL-6 e o complexo de
PEI:FA + siRNA IL-6 (p<0,05). O controle complexo PEI:FA + siRNA IL6, embora
tenha apresentado uma alta taxa de captagédo celular (~ 95%), néo foi capaz de
promover o silenciamento da IL-6 nos tecido avaliados. A inabilidade do complexo
em ultrapassar a barreira do EC e promover a penetracdo das moléculas de siRNA
(DEPIERI, 2012) justifica os resultados acima obtidos e ressaltam a necessidade e
importancia da veiculacdo das moléculas de siRNA em um sistema de liberacéo,

bem como a habilidade da NLC em ultrapassar a barreira do EC, promover a
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captacdo celular e liberar o siRNA dentro das células para exercer sua funcdo e
eficientemente silenciar o gene alvo. Devido a este resultado, o controle complexo
PEI:FA + siRNA IL6 foi excluido dos experimentos seguintes.

Apoés os resultados de silenciamento obtidos anteriormente foi realizado um
estudo subsequente com o objetivo de avaliar o comportamento da NLC em duas
novas propostas de tratamento: (i) 24 h: tratamento por 6 h com a NLC + siRNA IL6
e posterior incubacao dos tecidos sem o tratamento por 18 h (Figura 28); (ii) 72 h:
tratamento de 6 h com a NLC + siRNA IL6 e posterior incubacao dos tecidos sem
tratamento por 18 h, por 3 dias consecutivos (Figura 29). A primeira proposta possui
0 objetivo de avaliar os efeitos ocorridos apés a remocao dos tratamentos e a
segunda proposta, de avaliar os efeitos de uma aplicacdo prolongada dos

tratamentos.
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Figura 28 - Niveis extracelulares de IL-6 quantificados por ELISA e niveis do RNAmM
IL6 quantificados por gRT-PCR ap0és o tratamento dos tecidos de pele psoriatica por
24 h (6 h incubacdo com as formulacdes e 18 h incubacé&o sem as formula¢des) com
a NLC composta por MO:AO:PEIL:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) contendo siRNA IL6 e os
controles: PBS, siRNA IL6 em agua livre de RNase e NLC isenta de siRNA IL6.
siRNA IL6 na concentracao final de 10 uM. Os resultados representam a média de
trés determinacdes * desvio padrao. Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA
de uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05 em relagdo ao grupo PBS;
**p<0,05 em relacdo ao grupo siRNA IL6.
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Pode-se observar que o tratamento dos tecidos psoriaticos com a NLC
contendo siRNA IL6 por 24 h (6 h incubacdo com as formulacfes e 18 h incubacao
sem as formulacdes) também foi capaz de reduzir significativamente os niveis
extracelulares de IL-6. Este tratamento levou a uma reducdo menos pronunciada (~
35%) que a reducdo de 70% obtida com o tratamento por 6 h nos niveis de IL-6
(229,8 pg/mL). Este valor foi 32,9 e 34,9% menor que 0s niveis de IL-6 apds o0s
tratamentos com PBS e o siRNA IL6 em solucéo (p<0,05), respectivamente, e 20,7%
menor que os niveis de IL-6 apos o tratamento com a NLC sem siRNA. Também foi
observado uma reducédo de 26,0, 26,0 e 21,3% nos niveis do RNAmM IL6 apos o
tratamento com a NLC contendo siRNA IL6 comparado com os tratamentos PBS,
SiRNA IL6 em solugcdo e a NLC isenta de siRNA IL6, respectivamente. Porém, a
reducdo nos niveis do RNAm IL6 ndo foi significativa comparada aos controles
utilizados.

Uma hipdtese para explicar a reducdo menos eficiente dos niveis
extracelulares de IL-6 apos 24 h (~ 35%) em comparacdo com a reducdo obtida
apos o tratamento por 6 h (~ 70%) pode estar associada ao modelo utilizado no
estudo. Neste modelo, os tecidos permanecem metabolicamente ativos onde, tanto
as células que nédo foram transfectadas com a NLC contendo siRNA IL6
continuariam produzindo IL-6 como também poderia ser observado um decréscimo
da efetividade do silenciamento nas células transfectadas decorrente da degradacao
das moléculas de siRNA apds um tempo e, portanto, permitindo que a célula volte a
produzir IL-6 que € liberado no meio de cultivo. Dessa forma, resultando em uma
reducado nos niveis de IL-6 menos eficiente.

ApoOs os resultados obtidos, foi avaliada a proposta de tratamento com a NLC
contendo SiRNA IL6 por 3 dias consecutivos para avaliarmos os efeitos de uma

aplicacao prolongada dos tratamentos (Figura 29).
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Figura 29 - Niveis extracelulares de IL-6 quantificados por ELISA e niveis do RNAm
IL6 quantificados por gRT-PCR apds o tratamento dos tecidos de pele psoriatica por
72 h (6 h incubagdo com as formulac¢des e 18 h incubacao sem as formulacdes por 3
dias consecutivos) com a NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p)
contendo siRNA IL6 e os controles: PBS, siRNA IL6 em agua livre de RNase e NLC
isenta de siRNA IL6. siRNA IL6 na concentracdo final de 10 pM. Os resultados
representam a meédia de trés determinacdes + desvio padrdo. Andlise estatistica
realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey, *p<0,05
em relacdo ao grupo PBS; p<0,05 em relacdo ao grupo siRNA IL6; ¥p<0,05 em
relacdo ao grupo NLC.
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Pode-se observar que o tratamento dos tecidos psoriaticos com a NLC
contendo siRNA IL6 por 72 h (6 h incubacdo com as formulacfes e 18 h incubacao
sem as formulacdes por 3 dias consecutivos) também foi capaz de reduzir
significativamente os niveis extracelulares de IL-6. Este tratamento levou a uma
reducdo similar & obtida com o tratamento por 24 h nos niveis de IL-6 (889,0 pg/mL).
Este valor foi 28,8, 28,2 e 31,9% menor (p<0,05) que os niveis de IL-6 apds os
tratamentos com PBS, solucéo de siRNA IL6 e a NLC, respectivamente. Também foi
observada uma reducdo significativa de 44,0, 48,0 e 52,0% nos niveis do RNAm IL6,
apos o tratamento com a NLC contendo siRNA IL6, comparado aos tratamentos
PBS, siRNA IL6 em solucdo e a NLC isenta de siRNA IL6, respectivamente.

Os resultados obtidos com esta proposta de tratamento resultaram em uma
reducdo mais efetiva dos niveis de IL-6 e sugerem que 0 regime terapéutico
prolongado e com multiplas aplicacdes € o mais adequado para o tratamento de
doencas cutaneas crdnicas, como a psoriase. Vale ressaltar, como discutido
anteriormente, que os tecidos utilizados nesse estudo sdo metabolicamente ativos, o
qgue implica na continuacdo da producdo de IL-6 pelas células ndo transfectadas.
Também é relevante ressaltar que o modelo in vitro empregado possui outras
citocinas pro-inflamatérias e genes envolvidos na psoriase com a expressao
elevada. Deve-se ponderar que apenas um alvo molecular esta sendo silenciado
neste modelo, sendo que a influéncia dos demais na manutencdo da doenca
permanece ativa e relacionada ao estimulo da producdo de IL-6. Outro ponto
importante que deve ser ressaltado € a auséncia de dados sobre os niveis do RNAm
IL6 apds os tratamentos por 6 h, o que dificulta a comparacdo entre os resultados
obtidos entre os diferentes tratamentos realizados.

De modo geral, os resultados obtidos mostram a eficacia do tratamento topico
com a NLC veiculando siRNA IL6 em dois momentos distintos, sendo o primeiro
correspondente a um processo inflamatorio agudo (apés 6 h de tratamento) e o
segundo, a um processo inflamatério crénico (apdés tratamento por 3 dias
consecutivos). Estudos adicionais para avaliar outras doses de siRNA, como
também outros regimes terapéuticos, podem auxiliar na discussdo desses
resultados. Contudo, os resultados obtidos destacam a importancia da NLC
desenvolvida para uma liberacao eficiente de moléculas de siRNA para o tratamento
de doencas cutaneas.
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4.6. Avaliacdo da captacdo celular do siRNA veiculado pela NLC em
macrofagos por citometria de fluxo e por microscopia confocal de varredura a
laser

A internalizacdo celular das moléculas de siRNA é considerada uma etapa
limitante no processo de silenciamento por RNAIi (VADER et al., 2010). Dessa forma,
a avaliacdo da habilidade da NLC em promover a captacdo celular das moléculas de
siRNA em macrofagos da linhagem J774, células utilizadas no modelo de inflamacéo
in vitro proposto, foi determinada por citometria de fluxo e por microscopia confocal
de varredura a laser.

A captacao celular das moléculas de siRNA-FAM, apds o tratamento durante
24 h com a NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p), foi de 77,5 + 0,7%,
enquanto o tratamento com siRNA-FAM em solucdo resultou em uma captacédo de
0,28 + 0,04%, como mostra a Figura 30. Semelhante ao ocorrido nos fibroblastos da
linhagem L292, a NLC foi capaz de promover uma alta captacdo celular das
moléculas de siRNA, que foi mais eficiente que o reagente de transfeccdo comercial

Lipofectamina 2000, utilizado como controle.

Celulas SiRNA-FAM

1004 100

804

60+

10° 100 10! 100 10! 10° 10° 10t
FAM FAM

404

Captacao celular (%)
Viabilidade celular (%)

NLC + siRNA-FAM Lipofectamina + siRNA-FAM

204

Células SiRNA-FAM NLC + siRNA-FAM  Lipofectamina T10% T10%4
+ siRNA-FAM

Il Captag o celular (%)
—m— Viabilidade celular (%)

2 4 0 2
10 10° 10 10° 10 102 10°
FAM FAM

10"

Figura 30 - [A] Captacao e viabilidade celular; [B] Dot plot representativo do siRNA-
FAM, NLC (MO:AO:PEI:FA — 8:2:1:89, p/p/p/p) com siRNA-FAM e a Lipofectamina
2000 com siRNA-FAM determinado por citometria de fluxo. siRNA-FAM na
concentracdo final de 45 nM/poco (dose de 7,5 pmol/poco/1x10° células).
Resultados representam a média de trés experimentos independentes (n=3) *
desvio padréo.
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Os resultados obtidos por microscopia confocal corroboram com os resultados
obtidos por citometria de fluxo, como mostra a Figura 31.

DAPI Faloidina/Texas-red FAM Sobreposigao canais

Figura 31 - Imagens representativas obtidas por microscopia confocal de varredura
a laser de macréfagos da linhagem J774 tratados por 24 h com a) PBS; b) solucéo
de siRNA-FAM em agua livre de RNase; c) Lipofectamina veiculando siRNA-FAM; d)
NLC composta por MO:AO:PELFA (8:2:1:89, p/p/p/p) veiculando siRNA-FAM.
siRNA-FAM na concentracdo final de 45 nM/poco (dose de 7,5 pmol/poco/1x10°
células). As imagens representam a sobreposicdo maxima de sec¢des Opticas xy em
funcdo da profundidade (z). As células fixadas foram coradas com DAPI e
Faloidina/Texas-red para visualizagdo do nucleo (azul) e F-actina (vermelho),
respectivamente. Lasers: UV (405 nm), emissdo: 420 — 516 nm (azul); Visivel (488
nm), emissdo: 494 — 599 nm (verde); Visivel (552 nm), emissdo: 593 — 698 nm
(vermelho). Objetiva 63X, barra: 40 ym.
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Como mostra a linha b da Figura 31, as moléculas de siRNA-FAM néo sdo
capazes de sofrer internalizacdo de forma passiva pelas células, devido suas
propriedades fisico-quimicas (macromolécula hidrofila, peso molecular elevado e
carga negativa). Entretanto, quando veiculadas pela Lipofectamina (linha c) e pela
NLC (linha d) foi possivel observar sua internalizagdo celular, porém, mais
pronunciada com o uso NLC. Assim, os resultados obtidos reforcam a importancia
do uso de carreadores eficazes para siRNAs e a adequacdo da NLC para este

objetivo.

4.7. Desenvolvimento de modelo in vitro de inflamagc&o para avaliacdo da
eficacia do tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf

Modelos in vitro sédo ferramentas de grande importancia no desenvolvimento
racional de sistemas carreadores de siRNA, uma vez que possibilitam a avaliagcdo da
efetividade do carreador durante as etapas envolvidas no processo de RNAI
(promocéo da captacdo celular, escape endossomal, liberacdo das moléculas de
siRNA no citoplasma e o silenciamento génico). Dessa forma, foi proposto o
desenvolvimento de um modelo in vitro para a avaliacdo da habilidade da NLC,
como sistema carreador de siRNA, em promover a liberacdo funcional dessas
moléculas em macréfagos, células estas que desempenham um papel fundamental
na manutencdo da homeostase e regulacdo da resposta inflamatéria do organismo,
sendo consideradas alvo celular relevante para melhorar o prognéstico de doencas
inflamatérias (BAK; MIKKELSEN, 2010; SINGH et al., 2014; PEI; YEO, 2015) e, no
caso da psoriase, sado considerados a principal fonte de TNF-a (COIMBRA et al.,
2012).

O modelo in vitro de inflamacdo proposto para avaliacdo da atividade
silenciadora do siRNA Tnf veiculado pela NLC foi desenvolvido em macréfagos da
linhagem J774, que foram estimulados com LPS. O tratamento dos macréfagos com
LPS provoca uma variedade de eventos de sinalizagdao, que culminam na ativagao
das funcdes efetoras dos macréfagos, incluindo a producdo de citocinas,
guimiocinas e outros importantes sinais de comunicacdo para a coordenacdo da
resposta inflamatéria (BODE; EHLTING; HAUSSINGER, 2012).
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4.7.1. Avaliacdo da eficiéncia de complexacao de diferentes doses de siRNA
Tnf pela NLC

Para assegurar que todas as doses de siRNA Tnf avaliadas foram capazes de
ser complexadas pela NLC, um ensaio de eletroforese foi realizado. A Figura 32
mostra que a NLC diluida em PBS foi capaz de complexar siRNA Tnf em todas as
doses avaliadas, devido a auséncia de suas respectivas bandas no gel apds a
complexacdo. Esses resultados comprovam a habilidade da NLC em complexar
diferentes doses de siRNA e possibilitam sua utilizacdo nos experimentos de
silenciamento génico in vitro e a correlacdo do efeito obtido com a dose de siRNA

utilizada.

1- siRNA Tnf (60 pmol)

2- siRNA Tnf (30 pmol)

3- siRNA Tnf (7,5 pmol)

4 - NLC diluidaem PBS (1:100)
5 - NLC + siRNA Tnf (60 pmol)

6 - NLC + siRNA Tnf (30 pmol)

7 - NLC + siRNA Tnf (7,5 pmol)

Figura 32 - Ensaio de eletroforese em gel de agarose para avaliacdo da eficiéncia
de complexacdo de diferentes doses de siRNA Tnf pela NLC (MO:AO:PEIFA -
8:2:1:89, p/p/p/p) diluida em PBS (1:100) utilizadas do experimento in vitro de
silenciamento génico.

4.7.2. Avaliacéo da citotoxicidade

Para garantir que uma possivel reducdo dos niveis do RNAm Tnf fosse
resultado da ac¢édo do siRNA especifico para o bloqueio da traducdo dessa citocina e
nao o resultado de uma reducdo na viabilidade celular, um estudo para avaliar a
citotoxicidade dos tratamentos com a NLC e Lipofectamina, sem e com siRNA e, em
associacdo ao LPS, foram realizados utilizando o ensaio de MTT. Os resultados

obtidos encontram-se na Figura 33.
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Figura 33 - Efeito da NLC (MO:AO:PEI:FA - 8:2:1:89, p/p/p/p), sem ou com SiRNA
controle ou Tnf e da Lipofectamina sem ou com siRNA controle ou Tnf e em
associacdo ao LPS (500 ng mL™/poco) sobre a viabilidade celular dos macréfagos
da linhagem J774. siRNA controle ou Tnf na dose final de 60 pmol/poco/1x10°
células. Os resultados representam a média de trés determinac¢des + desvio padrao.
Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste
de Tukey.

A viabilidade celular ap6s o tratamento com PBS (controle negativo), NLC e
Lipofectamina durante 24 h foi de 100,0 + 2,6%, 100,3 + 0,02 e 99,1 + 0,01%,
respectivamente. A associacao desses tratamentos com LPS e a adicdo de siRNA
controle ou Tnf, na maior dose utilizada nos experimentos de silenciamento génico in
vitro, ndo alteraram a viabilidade de forma significativa (p<0,05). Com base nestes
resultados, pode-se sugerir que os tratamentos com a NLC e Lipofectamina podem
ser considerados seguros e o estimulo celular com LPS ndo causa morte celular.
Dessa forma, podemos garantir a viabilidade celular nos ensaios de silencimento e
gue os possiveis efeitos na reducdo dos niveis do RNAm Tnf serdo decorrente da

acdo do siRNA especifico para esta citocina.

4.7.3. Avaliacdo da eficacia do siRNA Tnf veiculado pela NLC por meio da
quantificacdo dos niveis do RNAm Tnf por gRT-PCR

A capacidade de inducao da producéo de TNF-a com LPS e a capacidade de
diferentes doses de siRNA Tnf veiculados pela NLC e pela Lipofectamina em reduzir
os niveis do RNAm Tnf foram avaliadas apés o tratamento concomitante dos

macréfagos com LPS e as formulagfes por 6 h (Figura 34).
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Figura 34 - Niveis do RNAm Tnf quantificados por gRT-PCR apds o tratamento
concomitante dos macréfagos da linhagem J774 por 6 h com LPS e a NLC
composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) ou Lipofectamina isentas de siRNA
e contendo siRNA controle (60 pmol) ou diferentes doses de siRNA Tnf (7,5, 30 e 60
pmol). Os resultados representam a média de trés determinacfes + desvio padréo.
Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste
de Tukey, *p<0,05 em relacdo ao grupo PBS; **p<0,05 em relacdo ao grupo LPS;
*p<0,05 em relagéo ao grupo LPS + Lipofectamina; “p<0,05 em relacdo ao grupo
LPS + Lipofectamina + siRNA controle (60 pmol).

Pode-se observar que o tratamento dos macrofagos apenas com a NLC ou
com a Lipofectamina por 6 h ndo induziram um processo inflamatério nas células,
pois ndo ha diferenga significativa em comparagédo ao controle PBS. Entretanto, o
tratamento com LPS proporcionou um aumento significativo dos niveis do RNAm
Tnf, em 20,68 vezes, enquanto os tratamentos com a NLC e a Lipofectamina em
associacdo ao LPS por 6 h, também proporcionaram aumento significativo dos
niveis do RNAm Tnf em 12,59 e 4,97 vezes. Embora tenha ocorrido uma reducéo da
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acdo do LPS quando em associa¢gdo as formulacdes, houve inducdo de processo
inflamatoério celular. Uma hipotese para explicar esse resultado seria a possivel
interacdo dos lipidios constituintes das formulacbes com a membrana
citoplasmatica, dificultando a ligacdo do LPS aos seus receptores de membrana e/ou
modificando sua fluidez e, com isso, reduzindo sua ac¢ao. Resultados similares foram
descritos na literatura onde o pré-tratamento de macrofagos da linhagem J774 com
nanoparticulas lipidicas isentas de farmaco inibiram a producdo de TNF-a apds o
estimulo com LPS (BELOQUI et al., 2013) e que o aumento da fluidez da membrana
citoplasmatica inibiu a associacdo do toll like-receptor 4 (TLR-4) aos lipid-rafts,
suprimindo a inducdo de TNF-a pelo LPS (DAI; PRUETT, 2006). Também pode-se
observar que o tratamento com Lipofectamina apresentou maior interferéncia na
acao do LPS em comparacdo a NLC. A interferéncia de lipidios policatibnicos, como
a Lipofectamina, na acdo do LPS foi descrita na literatura como resultado do
desacoplamento de componentes dos receptores de membrana do LPS, o que inibe
a resposta pré-inflamatéria, devido a interrupcédo na cascata de sinalizacdo (LEON-
PONTE et al., 2005), o que pode explicar os resultados acima obtidos.

Os tratamentos com a NLC ou Lipofectamina veiculando siRNA controle nao
apresentaram diferencas significativas comparado ao grupo NLC ou Lipofectamina
sem siRNA. O siRNA controle é uma sequéncia composta por 19-21 pares de bases,
gue ndo esta relacionada a nenhum gene enddgeno e € usada para identificar
possiveis efeitos adversos e silenciamento ndo especifico, que poderiam ser
causados pelo processo de transfeccdo de siRNAs. Os resultados obtidos mostram
que nao foi observado reducdo dos niveis do RNAmM Tnf por um processo de
silenciamento génico nao especifico. Também pode-se observar que os tratamentos
com a NLC veiculando siRNA especifico para o alvo Tnf em diferentes doses, néo foi
capaz de reduzir os niveis do RNAmM que codificam essa citocina. Por outro lado, o
tratamento com Lipofectamina veiculando siRNA Tnf nas doses de 7,5 e 60 pmol
ocasionaram uma reducao significativa dos niveis do RNAm Tnf de 18,6 e 39,5%,
respectivamente, comparado ao tratamento Lipofectamina + LPS. O tratamento com
Lipofectamina + siRNA Tnf (60 pmol) também reduziu significativamente os niveis do
RNAmM Tnf em comparagcdo ao tratamento com Lipofectamina veiculando siRNA
controle, na mesma dose, em 35,1%. Neste protocolo experimental proposto, a
Lipofectamina mostrou-se mais eficaz em reduzir os niveis do RNAm Tnf que a NLC.

Desse modo, foi proposto a avaliacdo dos niveis do RNAm Tnf apds os tratamentos
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concomitantes de LPS com a NLC ou Lipofectamina por 24 h, para verificar a
influéncia do tempo de tratamento no silenciamento dessa citocina. Os resultados

obtidos encontram-se na Figura 35.
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Figura 35 - Niveis do RNAm Tnf quantificados por gRT-PCR apdés o tratamento
concomitante dos macréfagos da linhagem J774 por 24 h com LPS e a NLC
composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) ou Lipofectamina isentas de siRNA
e contendo siRNA controle (60 pmol) ou diferentes doses de siRNA Tnf (7,5, 30 e 60
pmol). Os resultados representam a média de trés determinagfes *+ desvio padréo.
Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste
de Tukey, *p<0,05 em relagdo ao grupo PBS; **p<0,05 em relacdo ao grupo LPS;
#p<0,05 em relac&o ao grupo LPS + NLC.

Pode-se observar novamente que os tratamentos utilizando apenas NLC ou
Lipofectamina por 24 h ndo foram capazes de induzir um processo inflamatério nas
células, pois ndo houve diferenca significativa em comparacdo ao controle PBS.
Entretanto, os tratamentos com LPS e com a NLC em associagcdo ao LPS
proporcionaram aumento significativo dos niveis do RNAm Tnf, em 7,8 e 3,5 vezes,

respectivamente. Diferentemente dos resultados obtidos com o0s tratamentos
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concomitantes por 6 h, dentre os tratamentos realizados com Lipofectamina, apenas
o tratamento com LPS + Lipofectamina + siRNA Tnf (7,5 pmol) foi capaz de
aumentar significativamente os niveis do RNAm Tnf. Como discutido anteriormente,
a Lipofectamina possui interferéncia na acdo do LPS e esse efeito foi mais
pronunciado com o aumento do tempo de tratamento para 24 h.

Além disso, pode-se observar que a expressdao do RNAm Tnf foi mais elevada
apos sua inducdo com LPS por 6 h que por 24 h. Estudos reportam que a maior
parte do TNF-a secretado pelos macréfagos em resposta ao LPS é resultado do
aumento da transcricdo do gene Tnf e posterior traducdo desse RNAmM que possui
estabilidade na presenca de LPS e atinge sua concentragcdo maxima 8 h apés o
tratamento com LPS por 2 h (RAABE; BUKRINSKY; CURRIE, 1998; BODE;
EHLTING; HAUSSINGER, 2012). Dessa forma, pode-se inferir que as diferencas
observadas acima sdo decorrentes do tempo de tratamento e, que a maior
expressdo do RNAm Tnf apés 6 h esta de acordo aos resultados obtidos
previamente por Raabe e colaboradores (1998). Porém, ao final do tratamento com
LPS, em ambos os tempos avaliados, temos um aumento significativo do RNAm Tnf,
0 que garante a aplicabilidade do método in vitro proposto para avaliacdo do
silenciamento dessa citocina através da acao de siRNAs.

Neste tratamento proposto, também n&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos LPS + NLC ou Lipofectamina veiculando siRNA controle comparado ao
tratamento LPS + NLC ou Lipofectamina sem siRNA, o que garante a auséncia de
silenciamento ndo especifico. Também pode-se observar que com o aumento do
tempo de tratamento de 6 para 24 h ocorreu a reducédo significativa dos niveis do
RNAmM Tnf apds o tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf nas doses 7,5 e 60
pmol em 41,1 e 33,7%, respectivamente, comparado ao tratamento com LPS + NLC
isenta de siRNA. Os tratamentos com Lipofectamina veiculando diferentes doses de
siRNA Tnf ndo foram capazes de reduzir os niveis de RNAmM que codificam essa
citocina. O aumento do tempo de tratamento para 24 h mostrou-se mais adequado
para o silenciamento do RNAm Tnf, provavelmente por proporcionar tempo
suficiente para captacdo celular da NLC, escape endossomal e liberacdo das
moléculas de siRNA da NLC, efetiva ligacdo ao complexo proteico RISC e,
consequente degradacao do RNAm.

Apbés os resultados obtidos, como foi observada a interferéncia da
Lipofectamina na acédo do LPS em induzir a produgdo de RNAmM Tnf em 24 h, foi
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proposto um segundo protocolo experimental onde os macrofagos foram pré-
tratados com LPS por 2 h para inducdo da producdo de RNAmM Tnf e, apds esse
periodo, tratados com a NLC e controles por 24 h. Os resultados obtidos encontram-

se na Figura 36.
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Figura 36 - Niveis do RNAm Tnf quantificados por qRT-PCR ap6s o tratamento dos
macrofagos da linhagem J774 por 2 h com LPS e 24 h com a NLC composta por
MO:AQO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) ou Lipofectamina isentas de siRNA e contendo
SiRNA controle (60 pmol) ou diferentes doses de siRNA Tnf (7,5, 30 e 60 pmol). Os
resultados representam a média de trés determinacfes + desvio padrdo. Andlise
estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey,
*p<0,05 em relagc&o ao grupo PBS; **p<0,05 em relagcéo ao %rupo LPS; *p<0,05 em
relacdo ao grupo LPS + NLC + siRNA controle (60 pmol); *p<0,05 em relacdo ao
grupo LPS + NLC; %p<0,05 em relacdo ao grupo LPS + Lipofectamina + SiRNA
controle (60 pmol).

Pode-se observar, na Figura 36, que o pré-tratamento com LPS por 2 h
seguido dos tratamentos com a NLC e Lipofectamina por 24 h, aumentaram
significativamente os niveis do RNAm Tnf. Com este protocolo experimental, a
interferéncia da Lipofectamina na acdo do LPS na indugdo de RNAm Tnf foi
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resolvida, uma vez que o processo inflamatério j4 fora iniciado quando os
tratamentos foram adicionados.

Novamente nao foi observada diferenca significativa entre os tratamentos LPS
+ NLC ou Lipofectamina veiculando siRNA controle comparado ao tratamento LPS +
NLC ou Lipofectamina isentas de siRNA o que garante a auséncia de silenciamento
nao especifico. O tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf (60 pmol) foi capaz
de reduzir significativamente os niveis do RNAm Tnf em 56,6 e 60,4% comparado ao
tratamento com a NLC isenta de siRNA e veiculando siRNA controle (60 pmol),
respectivamente. Enquanto isso, o tratamento com Lipofectamina veiculando siRNA
Tnf (60 pmol) reduziu apenas 29,3% os niveis de RNAm Tnf em comparacdo ao
tratamento com a Lipofectamina veiculando siRNA controle (60 pmol).

Também foi avaliado o efeito anti-inflamatério da NLC através do pré-
tratamento das células com a NLC veiculando siRNA Tnf e os controles por 24 h e,
em seguida, o estimulo da producao dessa citocina com o tratamento com LPS por 2

h. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 37.
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Figura 37 - Niveis do RNAm Tnf quantificados por qRT-PCR apds o tratamento dos
macréfagos da linhagem J774 por 24 h com a NLC composta por MO:AO:PEI:FA
(8:2:1:89, p/p/p/p) e Lipofectamina isentas de siRNA e contendo siRNA controle (60
pmol) ou diferentes doses de siRNA Tnf (7,5, 30 e 60 pmol) seguido do tratamento
com LPS por 2 h. Os resultados representam a média de trés determinacdes +

desvio padrdo. Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido
pelo pos-teste de Tukey, *p<0,05 em relacédo ao grupo PBS; **p<0,05 em relacdo ao
grupo LPS; "p<0,05 em relacdo ao grupo NLC + LPS; $p<0,05 em relagéo ao grupo
NLC + siRNA controle (60 pmol) + LPS.

Pode-se observar, na Figura 37, que os pré-tratamentos por 24 h com a NLC
isenta de siRNA e com siRNA controle (60 pmol) seguidos do tratamento com LPS
por 2 h, aumentaram significativamente (p<0,05) os niveis do RNAmM Tnf comparado
ao controle PBS em 1,52 e 1,39 vezes, respectivamente. Novamente nao foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos LPS + NLC veiculando siRNA
controle comparado ao tratamento LPS + NLC isenta de siRNA, o que garante a
auséncia de silenciamento nao especifico. O pré-tratamento com a NLC veiculando
todas as doses de siRNA Tnf avaliadas foi capaz de normalizar os niveis do RNAmM
Tnf induzidos com o tratamento com LPS (sem diferenca significativa comparado ao

grupo PBS). O pré-tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf nas doses de 30 e
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60 pmol silenciaram 100% o RNAm Tnf induzido pela acdo do LPS. O pré-
tratamento com a maior dose de siRNA Tnf (60 pmol) também foi capaz de silenciar
até mesmo os niveis endégenos de RNAm Tnf em 40% comparado as ceélulas no
estado basal, ou seja, sem estimulo com LPS e formulacéo.

O pré-tratamento com Lipofectamina interferiu novamente na acdo do LPS.
Como descrito dos resultados de captacdo celular do siRNA, a Lipofectamina
promoveu uma baixa captacao celular do siRNA, o que indica que esse reagente de
transfeccdo encontra-se livre no meio de cultivo celular. Dessa forma, interagindo
com os receptores de membrana do LPS promovendo seu desacoplamento, o que
impede a acdo do LPS. Esses resultados condizem com os obtidos nos tratamentos
concomitantes da Lipofectamina com LPS, uma vez que, em 24 h, ndo houve
inducéo significativa da produ¢cdo de RNAm Tnf; com um periodo menor (2 h),
presumia-se um resultado semelhante. Consequentemente, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos com Lipofectamina isenta e veiculando
siRNA controle ou Tnf comparado ao controle PBS.

Os resultados obtidos mostram a aplicabilidade da NLC desenvolvida para a
veiculacao de siRNA para o silenciamento de citocinas inflamatérias envolvidas em
doencas cutaneas.

A literatura relata o uso e a aplicabilidade de modelos in vitro para avaliacdo
da eficacia de sistemas carreadores para siRNA assim como para confirmar os
resultados de captacéo celular e liberacédo de siRNA no citoplasma. Modelos in vitro
utilizando macréfagos estimulados com LPS sdo muito utilizados para avaliagdo do
efeito anti-inflamatério de siRNAs especificos para citocinas inflamatérias
complexados a nanoparticulas (LAROUI et al., 2011; PRESUMEY et al., 2012;
NEUHAUS et al., 2015). Laroui e colaboradores avaliaram o efeito anti-inflamatério
dos complexos de siRNA Tnf com PEI ou quitosana incorporados em nanoparticulas
poliméricas comparado com a Lipofectamina em macrofagos estimulados com LPS.
Os macrofagos foram pré-tratados com as formulacdes por 24 h, seguido do
estimulo com LPS por 1 h. Os resultados obtidos mostraram o aumento da producao
de TNF-a apés sua indugédo com LPS e, o pré-tratamento com o complexo siRNA
Tnf/PEI incorporado as nanoparticulas reduziram significativamente os niveis dessa
citocina. Essa reducédo né&o foi obtida com os tratamentos com o complexo siRNA
Tnf/quitosana e Lipofectamina (LAROUI et al., 2011).
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Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com os estudos de
Laroui e colaboradores, comprovando a aplicabilidade do modelo in vitro de inducao
de citocinas inflamatérias em macréfagos estimulados com LPS, como também o
pré-tratamento com as formulag¢des por 24 h para reducéo dos niveis dessa citocina,
até mesmo sua normalizacdo, o que ressalta a eficdcia da NLC desenvolvida. Outro
ponto importante a ressaltar € a presenca do polimero catidnico PElI em ambos os

sistemas, que contribuiu significativamente para a eficacia obtida.

4.8. Avaliacdo da eficacia do silenciamento do Tnf em modelo in vivo de
inflamacdo aguda apés o tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf

A eficacia in vivo da NLC foi avaliada pela determinacéo do efeito do siRNA
incorporado neste sistema contra 0 aumento nos niveis cutaneos de TNF-a em um
modelo de inflamacé&o cutanea aguda.

Os resultados, apresentados na Figura 38, demonstram que o tratamento
com TPA induziu um aumento estatisticamente significativo nos niveis do RNAm que
codifica a citocina pré-inflamatéria TNF-a na pele dos camundongos, corroborando
com outros trabalhos (MURAKAWA et al., 2006; KALYAN KUMAR et al., 2011). No
entanto, os pré-tratamentos com a NLC e com a NLC contendo siRNA controle
foram capazes de reduzir a inducdo da producdo do RNAmM Tnf apds o tratamento
com TPA em 1,8 e 1,5 vezes, respectivamente, provavelmente devido a uma
interferéncia da formulagdo na agao do TPA, assim como observado in vitro. Mesmo
com a reducédo obtida, os niveis do RNAmM Tnf quantificados apds os tratamentos
com NCL + TPA e com NLC + siRNA controle + TPA séo significativamente maiores
que o grupo controle, que nao sofreu a acdo do TPA, viabilizando o modelo in vivo
de inflamacédo aguda para avaliacdo da eficacia da NLC como sistema carreador
para siRNAs. Também pode-se observar que nao houve diferenca significativa entre
0s grupos tratados com a NCL e a NLC contendo siRNA controle, o que mostra a
auséncia de silenciamento néo especifico e garante a especificidade do processo de
RNAI mediado por siRNA, onde a normalizagdo nos niveis do RNAm Tnf ocorre
somente quando do uso de um siRNA especifico contra a sequéncia do RNAmM que
codifica esta citocina.

O pré-tratamento com a NLC contendo siRNA Tnf (10 uM) foi capaz de

reduzir significativamente os niveis do RNAmM Tnf em comparacdo a pele dos
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animais expostos ao pré-tratamento com a NLC ou NLC contendo siRNA controle e
TPA, nas mesmas doses, em 51,4 e 60,7%, respectivamente.
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NLC siRNA controle SiRNA Tnf

Figura 38 - Efeito da NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) contendo
siRNA Tnf na normalizacdo do aumento nos niveis do RNAmM Tnf no modelo in vivo
de inflamacé&o cutanea aguda induzido por TPA. siRNA na concentragéo final de 10
UM. Os resultados representam a média + desvio padrdo (n = 4/5 animais por
grupo). Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo
pés-teste de Tukey, *p<0,05 em relacdo ao grupo sem tratamento; **p<0,05 em
relacdo ao grupo TPA; "p<0,05 em relacdo ao grupo TPA + NLC e, $p<0,05 em
relacdo ao grupo TPA + NLC + siRNA controle.

Estes resultados realcam a importancia da NLC desenvolvida para uma
entrega eficaz de moléculas de siRNA na pele que, em seguida, séo internalizadas
pelas células epidérmicas e, no citoplasma, desencadeiam o processo de
silenciamento por RNAI.

ApOs o tratamento topico com a NLC ter mostrado eficacia no modelo in vivo
de inflamacao cutédnea aguda, foi proposto a avaliacdo da eficacia de um tratamento
continuo em um modelo de psoriase, o qual representa um processo de inflamacgéao

cronico.
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4.9. Avaliacdo da eficacia do silenciamento do Tnf em modelo in vivo de
psoriase apo6s o tratamento com a NLC veiculando siRNA Tnf

A eficacia in vivo da NLC foi avaliada pela determinacéo do efeito do siRNA
incorporado neste sistema contra 0 aumento nos niveis cutaneos de TNF-a em um
modelo de psoriase. O modelo in vivo de psoriase utilizado foi baseado no trabalho
de van der Fits e colaboradores (2009), que consiste na aplicacao topica diaria de
imiquimode (65 mg), um potente ativador imunologico, capaz de induzir e exacerbar
sinais clinicos semelhantes a psoriase, uma doenca inflamatoria crénica da pele. A
aplicagcdo do imiquimode por 5 dias consecutivos na pele de camundongos Balb/c,
induz sinais clinicos inflamatérios semelhantes aos observados nas placas de pele
psoriatica, tais como rubor, descamacao, infiltrado inflamatério neutrofilico, aumento
da espessura da epiderme e producdo de citocinas proé-inflamatérias (VAN DER
FITS et al., 2009).

4.9.1. Avaliacdo da eficacia do siRNA Tnf veiculado pela NLC por meio da
guantificacdo dos niveis do RNAm Tnf por gRT-PCR

Os resultados apresentados na Figura 39 demonstram que o tratamento
diario com imiquimode por 5 dias consecutivos foi capaz de induzir um aumento
estatisticamente significativo nos niveis do RNAmM que codifica a citocina pro-
inflamatoria TNF-a na pele dos camundongos, corroborando com outros trabalhos
(VAN DER FITS et al., 2009; BAEK et al., 2012; SUN et al., 2014). Também pode-se
observar que ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos tratados com
imiquimode e a NLC isenta de siRNA e veiculando siRNA controle, o que garante a
auséncia de silenciamento génico ndo especifico. No entanto, os tratamentos com a
NLC veiculando siRNA Tnf foram capazes de reduzir significativamente os niveis do
RNAmM Tnf em 88,9 e 91,0% em comparacéo aos tratamentos com a NLC isenta de

siRNA e com a NLC veiculando siRNA controle, respectivamente.
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Vaselina Imiquimode Imiquimode Imiquimode
+ + +NLC +NLC
NLC NLC + siRNA controle  + siRNA Tnf

Figura 39 - Efeito da NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) contendo
siRNA Tnf na normalizacdo do aumento nos niveis do RNAm Tnf induzido por
imiquimode no modelo in vivo de psoriase. siRNA na concentragao final de 10 uM.
Os resultados representam a média = desvio padrdo (n = 4/5 animais por grupo).
Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pGs-teste
de Tukey, *p<0,05 em relacdo ao grupo Vaselina + NLC; **p<0,05 em relacdo ao
grupo Imiquimode + NLC; ***p<0,05 em relagdo ao grupo Imiquimode + NLC +
siRNA controle.

Ocorreu um silenciamento expressivo do RNAmM Tnf apds os tratamentos com
a NLC veiculando siRNA especifico para essa citocina. Esses resultados reforcam a
aplicabilidade e efetividade da NLC como sistema de liberacdo para siRNA em
tratamentos cutaneos crénicos, como também, a especificidade do mecanismo de
RNAI, uma vez que os niveis do RNAm Tnf apenas foram reduzidos com o uso de
um siRNA especifico.

Considerando as caracteristicas da NLC desenvolvida e avaliada no presente
trabalho, pode-se sugerir que algumas propriedades possam ter sido determinantes
para a eficacia da mesma como sistema carreador de siRNA na pele.

A incorporacdo do polimero catibnico PEI, um dos protétipos utilizados na
construcéo de carreadores do tipo ndo-viral para terapia génica, foi importante para
eficacia do sistema devido sua alta eficiéncia em promover a transfeccao celular de

moléculas de siRNA. O PEI apresenta alta capacidade de se complexar com acidos
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nucléicos por meio de interacGes eletrostaticas, promovendo a condensacdo da
estrutura dos &cidos nucléicos, reduzindo o seu tamanho e neutralizando sua carga
negativa, favorecendo a entrada na célula através da membrana celular (LEE et al.,
2010; KREBS; ALSBERG, 2011). Também possui a capacidade de promover o
escape endossomal, etapa importante para a liberacdo das moléculas de siRNA no
citoplasma, antes de sua degradacao por meio da fusdo com os lissosomos, para
exercerem sua funcdo de degradacdo de RNAm especificos (GUNTHER et al.,
2011).

A NLC apresenta propriedades interessantes para ser utilizada como sistema
de liberacao topico de siRNAs, por ser um mediador potencial no processo de fusao
das membranas, a fase liquido-cristalina pode facilitar a fusdo das particulas do
sistema com o EC e as camadas mais profundas da pele. A estrutura hexagonal
pode ainda melhorar a liberacdo do farmaco na pele, protegendo-o da degradacao
fisica e enzimética e também pode formar um depdsito na superficie da pele e seus
apéndices, o que resulta em uma liberacdo prolongada do composto incorporado
(LOPES et al., 2006a).

O efeito de aumento da penetragédo da formulacédo pode ser relacionado com:
(i) presenca de promotores de absorgdo cutanea (MO e AO) na formulacdo que sao
capazes de, reversivelmente, alterar a barreira exercida pelo EC, (ii) a organizacao
dos componentes da formulagcdo em uma estrutura liquido-cristalina, uma vez que
resultados recentes do nosso grupo demonstraram o efeito mais pronunciado da
NLC na promocédo da penetracdo de farmacos na pele, em comparacdo com uma
formulacdo preparada com os mesmos promotores de absorcdo, porém, dispersa
em polietilenoglicol (LOPES; COLLETT; BENTLEY, 2005; LOPES et al., 2006a,
2006b; LOPES; SPERETTA; BENTLEY, 2007; VICENTINI et al., 2013b; ROSSETTI
et al., 2016), e (iii) o tamanho nanométrico do sistema, tal como sugerido pela
superioridade da NLC em aumentar a penetracdo cutanea de farmacos em
comparacdo com a fase liquido-cristalina em gel, provavelmente devido a um
aumento na area de contato com a pele (LOPES; SPERETTA; BENTLEY, 2007) e,
outros estudos também demonstraram que nanoestruturas sdo mais propensas a
interagir com o EC e permitir que o SiRNA e outros farmacos alcancem as células da
epiderme e derme (WU; PRICE; GUY, 2009; GEUSENS et al., 2011; VICENTINI et
al., 2013b).
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No caso da psoriase, a deterioracdo da camada do EC também pode ter
contribuido para o aumento da penetracdo cutdnea do siRNA e sua influéncia foi

investigada e descrita nas se¢des seguintes.

4.9.2. Avaliagdo da eficacia anti-inflamatoria do siRNA Tnf veiculado pela NLC
pela medida da atividade da mieloperoxidade (MPO)

Além da atividade silenciadora do siRNA Tnf veiculado pela NLC para
reducdo do processo inflamatério na psoriase, também foi avaliado o efeito anti-
inflamatério dos tratamentos atravées da medida da atividade da enzima
mieloperoxidade (MPO), uma enzima encontrada nos granulos azuroéfilos de
neutroéfilos e de outras células de origem mieldide e que € normalmente usada como
um indice de infiltracdo de granuldcitos. A inibicdo da atividade de MPO ¢é indicativa
de atividade anti-inflamatoria, e trata-se de uma medida relevante, uma vez que foi
demonstrado o aumento nos niveis de estresse oxidativo e a relevancia da MPO no
modelo in vivo de psoriase induzido por imiquimode (BAEK et al., 2012).

Os resultados da dosagem da enzima MPO (Figura 40) mostram um aumento
significativo na atividade da enzima nos grupos tratados com imiquimode + NLC e
imiquimode + NLC veiculando siRNA controle, o que comprova a inducdo do
processo inflamatério pelo imiquimode e a auséncia de atividade do siRNA controle.
Esses resultados corroboram com estudos prévios, que também descreveram um
aumento na atividade da MPO na pele de camundongos tratados com imiquimode
(BAEK et al.,, 2012) e imiquimode associado a formulacdo isenta de farmaco
(SCHMIDT, 2015).
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Figura 40 - Medida da atividade da MPO para avaliagao do efeito da NLC composta
por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) incorporada com siRNA Tnf na reducdo do
processo inflamatério induzido por imiquimode no modelo in vivo de psoriase. SiRNA
na concentracado final de 10 uyM. Os resultados representam a média = desvio
padrdo (n = 4/5 animais por grupo). Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA
de uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05 em relacéo ao grupo Vaselina
+ NLC; **p<0,05 em relagdo ao grupo Imiguimode + NLC; ***p<0,05 em relagéo ao
grupo Imiquimode + NLC + siRNA controle.

Pode-se observar que o tratamento dos animais com a NLC veiculando siRNA
Tnf propiciou a reducéo na atividade da MPO de forma significativa, 64,0 e 67,8%
menor que os grupos imiquimode + NLC e imiquimode + NLC + siRNA controle,
respectivamente, o que indica uma reducdo do processo inflamatorio na pele dos
animais. Estudos mostram que a reducdo da atividade da MPO pode estar
associada a uma reducdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a
(KALYAN KUMAR et al., 2011). Dessa forma, a redugéo dos niveis do RNAm Tnf e
da atividade da MPO obtidas ap6s o tratamento tépico com a NLC veiculando siRNA
Tnf representam resultados relevantes para utilizagdo da NLC como sistema
carreador de siRNAs na terapia génica da psoriase, visto que o aumento dos niveis
de TNF-a e o acumulo de neutréfilos desempenham um papel crucial nas doencas
inflamatorias cutaneas e estdo relacionados com o mecanismo patolégico da

doenca.

Depieri, L.V.



Resultados e discussoes 99

4.9.3. Analises histolégicas

O fendtipo caracteristico da psoriase foi observado no dorso dos animais
apos o tratamento com o imiquimode, como pode-se observar na Figura 41,
corroborando com outros trabalhos (VAN DER FITS et al., 2009; BAEK et al., 2012).
Também pode-se observar uma nitida melhora nesse fendétipo apds o tratamento
2x/dia com a NLC veiculando siRNA Tnf (Figura 41D), apresentando uma reducéo
na descamacao e rubor da pele dos animais em comparacdo aos grupos tratados
com imiquimode e a NLC ou NLC + siRNA controle. A neutralizacdo do TNF-a, tal
como aplicado em algumas terapias para psoriase, reforca o conceito que essa
citocina proé-inflamatdria desempenha um papel importante na psoriase, inclusive
com acado sobre a proliferacéo elevada dos queratindcitos (COIMBRA et al., 2012).
Dessa forma, pode-se inferir que a reducdo dos niveis do RNAm Tnf, resultado da
acado do siRNA Tnf veiculado pela NLC, foi substancial para a melhora fenotipica

observada no dorso dos animais.
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Figura 41 - Imagens representativas da pele de camundongos BALB/c tratadas
diariamente com: A) Vaselina + NLC; B) Imiquimode + NLC; C) Imiquimode + NLC +
siRNA controle; D) Imiguimode + NLC + siRNA Tnf ap6s 5 dias de tratamento.
Inflamacdo cutédnea induzida pelo Imiquimode assemelha-se fenotipicamente a
psoriase.

A andlise das secc¢des das peles corrobora com o fenétipo dos animais, como
pode-se observar na Figura 42. Os animais que receberam vaselina e foram
tratados apenas com o veiculo (NLC) ndo apresentaram alteracdes na derme e
epiderme. A inducdo da psoriase com imiquimode foi capaz de desenvolver
caracteristicas tipicas da psoriase na epiderme, como acantose (hiperplasia da
epiderme), hiperceratose (hiperplasia da camada cérnea), paraceratose (processo
anormal de maturacdo das células epiteliais, onde ocorre a retencdo de nucleos na
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camada coérnea, caracterizando um processo incompleto de queratinizacdo das
células superficiais do epitélio) e alongamento das cristas epiteliais. Também pode-
se observar um aumento do numero de células inflamatérias na derme, que estédo
em conformidade com as caracteristicas histolégicas encontradas na psoriase (SUN
et al., 2014).

Vaselina Imiquimode Imiquimode Imiquimode
+NLC +NLC +NLC +NLC
+ siRNA controle + siRNA Tnf
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Figura 42 - Fotomicrografias representativas da pele dorsal de camundongos
tratados 1x/dia com vaselina ou imiquimode e 2x/dia com a NLC composta por
MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) isenta ou veiculando siRNA controle ou siRNA Tnf.
siRNA na concentragdo final de 10 puM. Os cortes foram visualizados por
microscopia de luz convencional utilizando a objetiva de 20X e 40X.

Ocorreu um aumento significativo da espessura da epiderme dos animais
tratados com imiquimode em relacdo com grupo de animais tratados com vaselina,
como mostra a Figura 43. Esse aumento é resultado da proliferacdo elevada de
queratinécitos com diferenciacdo anormal, devido a acdo de varias citocinas e &
concordante com outros trabalhos que utilizaram o modelo de psoriase induzida por
imiquimode (SUN et al., 2014; KIM; KIM; LEE, 2015). O tratamento com vaselina
1x/dia associado ao tratamento 2x/dia com a NLC néo alterou a espessura da
epiderme dos animais, uma vez que a espessura média da epiderme de

camundongos € de aproximadamente 29 ym (GODIN; TOUITOU, 2007). Entretanto,
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o tratamento com imiquimode 1x/dia associado ao tratamento 2x/dia com a NLC
veiculando siRNA Tnf reduziu significativamente a espessura da epiderme dos
animais em 73,0 e 68,8% comparado aos grupos tratados 2x/dia com a NLC e com a
NLC veiculando siRNA controle, respectivamente. Nao houve diferenca significativa
na espessura da epiderme entre os grupos tratados 2x/dia com a NLC e NLC
veiculando siRNA controle. Como discutido anteriormente, o aumento dos niveis de
TNF-a esta relacionado a um aumento na proliferagao dos queratindcitos (COIMBRA
et al., 2012) e a sua reducao, além da melhora fenotipica obtida, foi fundamental

para reducao na espessura da epiderme.
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Figura 43 - Espessura da epiderme da pele dorsal de camundongos tratados 1x/dia
com vaselina ou imiquimode e 2x/dia com a NLC composta por MO:AO:PEIL:FA
(8:2:1:89, p/p/p/p) isenta ou veiculando siRNA controle ou siRNA Tnf. siRNA na
concentracéo final de 10 yM. Os resultados representam a média + desvio padréo (n
= 4/5 animais por grupo). Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA de uma via,
seguido pelo pos-teste de Tukey, *p<0,05 em relagcdo ao grupo Vaselina + NLC;
*p<0,05 em relacdo ao grupo Imiquimode + NLC; $p<0,05 em relacdo ao grupo
Imiquimode + NLC + siRNA controle.

4.9.4. Avaliacao do efeito do siRNA Tnf veiculado pela NLC no PASI
O indice da area e severidade da psoriase (PASI) é considerado o sistema de
pontuacdo para avaliagdo clinica da psoriase mais estudado e validado por médicos

e pesquisadores. Também € considerado essencial para avaliacdo do progndéstico
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da doenca e é aceito como padrdo ouro na clinica médica. O PASI é determinado
pela avaliacdo da &rea da pele afetada e por trés sintomas: rubor, descamacao e
espessura da leséo psoriatica (SHRIVASTAVA et al., 2015).

O tratamento tépico com imiquimode, 1x/dia, durante 5 dias consecutivos, foi
capaz de aumentar significativamente e, de forma tempo-dependente, 0s escores da
psoriase, tais como o rubor cutdneo, descamacdo e acantose (representada pela
espessura da orelha). Apos 2 ou 3 dias do inicio da aplicacdo do imiquimode, a pele
do dorso dos camundongos comecgou a mostrar sinais de eritema, descamacéao e
espessamento (Figura 44). Enquanto isso, 0s animais tratados diariamente com a

formulacéo controle, vaselina, ndo mostraram qualquer sinal de inflamacéao.
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Figura 44 - Evolucdo temporal da [A] descamacao, [B] rubor e [C] espessura da
orelha dos animais tratados com Vaselina + NLC, Imiquimode + NLC, Imiquimode +
NLC + siRNA controle e Imiquimode + NLC + siRNA Tnf. siRNA na concentracao
final de 10 uyM. Os simbolos indicam a pontuacdo média (0 — 4) ou média da
espessura da orelha + desvio padrao (n = 4/5 animais por grupo). Analise estatistica
realizada com os dados obtidos no ultimo dia do experimento pelo teste ANOVA de
uma via, seguido pelo pds-teste de Tukey, *p<0,05 em relacdo aos grupos Vaselina
+ NLC, Imiquimode + NLC e Imiquimode + NLC + siRNA controle.

No ultimo dia de avaliagdo dos animais, pode-se observar uma reducdo
significativa dos escores do grupo tratado 2x/dia com a NLC veiculando siRNA Tnf
em comparagao aos grupos tratados com imiquimode em associagcdo ao tratamento
2x/dia com a NLC ou a NLC veiculando siRNA controle. Nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos tratados com a NLC e a NCL veiculando siRNA
controle. Novamente, a reducdo da producdo de TNF-a, resultante da agdo do

siRNA veiculando pela NLC, apresentou resultados positivos, que evidenciam a
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aplicabilidade da terapia génica com o uso de siRNAs e do uso da NLC como

sistema de liberagéo tépico para o tratamento da psoriase.

4.9.5. Avaliacdo do efeito do siRNA Tnf veiculado sobre o comportamento de
prurido espontaneo

Um dos principais sintomas relatados por pacientes com psoriase é o prurido
intenso, que acomete cerca de 2/3 dos pacientes, e pode ser definido como uma
percepcdo incbmoda na pele, que desencadeia a necessidade de se cocar. A
coceira acentuada pode afetar seriamente a qualidade de vida dos pacientes,
podendo também apresentar implicacdes psicolégocas graves (PRIGNANO et al.,
2009).

De acordo com a Figura 45, a inducdo da psoriase experimental em
camundongos, através do tratamento 1x/dia com imigquimode, promoveu, de maneira
significativa, um comportamento de prurido espontaneo em compara¢ao ao grupo de
animais controle (tratados com vaselina 1x/dia) no ultimo dia do protocolo
experimental. Contudo, o comportamento de prurido foi reduzido de forma
significativa no grupo dos animais tratados com a NLC contendo siRNA Tnf. N&o foi
observada diferenca no comportamento de prurido entre os animais dos grupos
tratado com a NLC e a NCL contendo siRNA controle.
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Figura 45 - Efeito da administracdo topica (1x/dia) de vaselina ou imiquimode
associado aos tratamentos (2x/dia) com a NLC isenta de siRNA e veiculando siRNA
controle ou siRNA Tnf sobre os ataques de coceira espontanea em camundongos.
siRNA na concentragao final de 10 yM. Os resultados representam a média +
desvio padrdo (n = 4/5 animais por grupo). Andlise estatistica realizada pelo teste
ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey, *p<0,05 em relacdo ao grupo
Vaselina + NLC; *p<0,05 em relacdo ao grupo Imiquimode + NLC; ¥p<0,05 em
relacdo ao grupo Imiquimode + NLC + siRNA controle.

Véarios estudos mostram que o0s principais mediadores e mecanismos
envolvidos na coceira incluem a histamina, neuropeptidios, eicosanoides, citocinas
(IL-1, IFN-y, TNF-a), dentre outros (NAKAMURA; TOYODA; MOROHASHI, 2003).
Embora os niveis de TNF-a estejam associados aos mediadores relacionados a
coceira, nenhum estudo foi realizado, até o momento, para relacionar diretamente
sua reducdo com a reducao na deflagracédo do prurido agudo cutadneo na psoriase.
Dessa forma, os resultados obtidos, mostrando o efeito da redug¢do dos niveis do
RNAmM que codificam essa citocina na reducao dos ataques de coceira nos animais
psoriaticos induzidos com imiquimode, sugerem evidéncias da participacdo do TNF-
a na modulagao do prurido em pacientes com psoriase, porém necessita ser melhor
investigada.

A administracdo tépica de dexametasona veiculada por uma dispersédo

liquido-cristalina 2x/dia em animais psoriaticos induzidos por imiquimode resultou em
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uma reducao significativa do niumero de ataques de coceira (SCHMIDT, 2015). A
dexametasona é um glicocorticide com acéo anti-inflamatéria capaz de reduzir os
niveis de TNF-a (BOS; SPULS, 2008). Indiretamente, os resultados de Schmidt
(2015) reforcam a suposicao da influéncia do TNF-a no prurido encontrado na

psoriase induzida por imiquimode.

4.10. Avaliacdo da penetracdo cutanea do siRNA veiculado pela NLC em
modelo in vivo de psoriase por microscopia confocal de varreadura a laser

O estudo da penetracdo de farmacos apés a aplicacdo de produtos topicos
geralmente é avaliado com o uso de pele normal ou intacta. No entanto, os produtos
tdpicos muitas vezes sao aplicados na pele doente e é bem conhecido que a pele
pode ser funcionalmente e estruturalmente alterada pela psoriase (LIN et al., 2015).
Estudos prévios do grupo, demostraram o potencial da NLC em promover a
penetracdo cutanea do siRNA in vitro, utilizando pele de orelha suina como modelo
de pele e, in vivo, utilizando camundongos sem pelo, ambos os modelos utilizando
pele sadia e intacta (DEPIERI, 2012; VICENTINI et al., 2013b; PETRILLI et al.,
2016). Dessa forma, foi proposta a avaliacdo da penetragdo cutanea do siRNA
veiculado pela NLC na pele psoriatica induzida pela aplicagdo topica de imiquimode.
Em consequéncia da autofluorescéncia da pele, devido a presenca de compostos
endégenos como as proteinas estruturais melanina, queratina, colageno, dentre
outros, que emitem fluorescéncia num comprimento de onda na faixa de 400 — 450
nm (DEPIERI et al., 2015), foi utilizado um siRNA controle marcado com Alexa-647,
que apresenta um espectro de excitacdo/emissdo diferente, com a finalidade de
evitar possiveis interferéncias da autofluorescéncia da pele.

Pode-se observar que o tratamento com imiquimode associado ao tratamento
com a NLC veiculando siRNA controle ndo apresentou nenhuma interferéncia na
fluorescéncia (Figura 46). Também pode-se observar que a NLC foi capaz de
promover a penetracado cutanea do siRNA no modelo in vivo de psoriase e, essas

moléculas alcancaram as camadas mais profundas da pele.
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Imiquimode + NLC Imiquimode + NLC
+ siRNA controle + siRNA controle Alexa647

Campo claro

DAPI
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Sobreposi¢ao
dos canais

Figura 46 - Imagens representativas obtidas por microscopia confocal de varredura
a laser de seccbes de pele tratadas com imiquimode 1x/dia associado com o
tratamento com a NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) veiculando
siRNA controle ou siRNA controle-Alexa 647. As imagens representam a
sobreposicdo maxima de seccbes Opticas xy em funcdo da profundidade (z). Os
cortes foram corados com DAPI para visualizacdo do nucleo (azul). Lasers: UV (405
nm), emissao: 420 — 516 nm (azul); Visivel (638 nm), emissdo: 647 — 743 nm
(vermelho). Objetiva 63X, barra: 50 um.
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O comprometimento da funcdo barreira da pele é descrito para a psoriase
(RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI, 2014; LIN et al.,, 2015). A
deterioracdo da barreira exercida pelo EC favoreceu a entrega do siRNA para a
pele, por outro lado, o aumento da espessura da epiderme, devido a queratinizacao
anormal na psoriase, que cria um caminho mais longo através do qual os farmacos
tém de se difundir (FANG et al., 2008), ndo influenciou na penetragédo do siRNA, que
encontra-se distribuido por toda a epiderme atingindo também as camadas da
derme.

Os resultados obtidos corroboram com os estudos de Lin e colaboradores
(2015), que avaliaram o perfil de penetracao cutédnea de 4 farmacos empregados no
tratamento da psoriase, utilizando o modelo in vivo de psoriase induzida por
imiquimode. Seus resultados demostraram que a penetracdo cutanea dos farmacos
estudados foi maior na pele psoridtica que na pele sadia. Verificaram ainda que a
funcdo barreira danificada, e ndo o aumento da espessura da epiderme, exerce
influéncia de forma favoravel na penetracdo dos farmacos através da pele psoriatica,
principalmente dos farmacos hidrofilicos, os quais tiveram uma elevada absorcao
percutanea (LIN et al., 2015).

O aumento da penetracdo cutanea do siRNA observado no presente estudo é
explicado pelas caracteristicas histologicas alteradas na pele psoriatica, que
favorecem a penetracdo do sSiRNA e pelas caracteristicas da NLC, discutidas
anteriormente, como o tamanho das particulas, a sua composicdo e a estrutura

liquido-cristalina.
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5. Conclusbes

Face aos resultados obtidos pode-se concluir que:
* A dispersao dos sistemas liquido-cristalinos, compostos por MO:FA ou MO:AO:FA
e incorporados com os adjuvantes catiénicos PEI e OAM, utilizando o processo de
sonicacgdo foi adequado e produziu particulas de tamanho nanométrico (~ 200 nm),
indice de polidispersédo abaixo de 0,3 para as formulacbes preparadas com PEI e
abaixo de 0,4 para as preparadas com OAM e com um residual de carga positivo. A
adicao de siRNA as NLCs néo alterou os parametros avaliados.
* As NLCs preparadas com o polimero catiénico PEI foram eficazes em promover
uma elevada captacdo das moléculas de siRNA em linhagem celular de fibroblastos
e a NLC composta por MO:AO:PEIL:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) mostrou-se a mais
adequada para tal objetivo, sendo escolhida para os estudos seguintes.
* A NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) foi capaz de complexar o
siRNA na concentragéo final de 10 uM, protege-lo por 24 h da degradacgéo
enzimatica e libera-lo de forma intacta, etapas importantes no processo de RNAI e
qgue foram alcancadas pela NLC.
* A aplicagéo topica na NLC em epiderme humana reconstruida por 2, 5 e 12 h pode
ser considerada segura para a pele. Sua aplicagcdo simulando um tratamento
prolongado também pode ser considerada bem tolerada pela pele, pois manteve a
viabilidade dos tecidos acima de 50% e os niveis liberados de IL-1a ficaram no limite
dos estabelecidos para uma curta aplicacdo, uma vez que ndo ha parametros
estabelecidos para classificacdo de substancias como irritante e nao irritante apos
um tratamento prolongado.
* A aplicacéo topica da NLC foi eficaz em promover a liberagédo funcional do siRNA
IL6, que reduziu eficientemente os niveis de IL-6 em modelo de pele humana
reconstruida psoriatica em aproximadamente 70% apds um unico tratamento por 6
h. Também foi eficaz em reduzir os niveis dessa citocina e do RNAmM que a codifica
em aproximadamente 35 e 50%, respectivamente, apds o tratamento por 3 dias
consecutivos.
* A NLC tambeém foi eficaz em promover uma elevada captacdo das moléculas de
siRNA em linhagem celular de macrofagos.
* A aplicacdo da NLC como sistema de liberac&o foi eficaz em promover a liberagao
funcional do siRNA Tnf, que reduziu significativamente os niveis do RNAmM Tnf nos

macrofagos em 40 e 60% apos o tratamento concomitante com LPS por 24 h e no
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tratamento por 24 h apés o estimulo prévio com LPS, respectivamente. A eficécia foi
ainda maior com o pré-tratamento por 24 h seguido do estimulo com LPS, que
normalizou os niveis do RNAm Tnf e, com a maior dose de siRNA avaliada, houve a
reducado dos niveis enddégenos desse RNAmM em 40%.

* A aplicacao topica da NLC veiculando siRNA Tnf no modelo in vivo de inflamacéo
cutdnea aguda induzida por TPA foi eficaz em promover a reducédo significativa dos
niveis do RNAm Tnf, em comparacdo a pele dos animais expostos ao preé-
tratamento com a NLC ou NLC contendo siRNA controle e TPA, nas mesmas doses,
em 51,4 e 60,7%, respectivamente.

* A aplicacdo topica da NLC veiculando siRNA Tnf no modelo in vivo de psoriase
induzida por imiquimode foi eficaz na redugéo dos niveis do RNAmM Tnf (~ 90%), da
atividade da mieloperoxidade (~ 65%) e da espessura da epiderme (~ 70%) em
comparacdo a pele dos animais expostos aos tratamentos com a NLC ou NLC
contendo siRNA controle. Também foi eficaz na melhora fenotipica dos animais, com
reducdo do rubor, descamacéo, acantose e na reducdo do numero de ataques de
coceira, resultantes da reducdo do processo inflamatério obtido pela acédo efetiva
das moléculas de siRNA Tnf.

* A aplicagdo topica da NLC foi eficaz em promover a penetracdo cutanea das
moléculas de siRNA nas camadas mais profundas da pele psoriatica.

Dessa forma, pode-se concluir que a NLC composta por MO:AO:PEI:FA
(8:2:1:89, p/p/p/p) € um sistema de liberacdo tdpico promissor para a liberagédo
funcional de siRNAs para o tratamento de doengas cutaneas, uma vez que foi capaz
de superar as barreiras da administracéo topica e, também foi capaz de complexar,
proteger contra a degradagdo enzimatica e promover a captacdo celular das
moléculas de siRNA e, no citoplasma, escapar do trafego endossomal e liberar as
moléculas de siRNA intactas que, eficientemente, silenciaram seu alvo especifico

através da degradacdo do RNAm pelo processo de interferéncia por RNA.
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