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RESUMO

DEPIERI, L. V. Nanodispersfes 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 liberacdo 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% apo6s 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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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 doengas 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, o 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 pos-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 fungcéo 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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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 execucédo, 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 sédo 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 primério (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 Critical
Region 8 protein) resultando no micro-RNA precursor (pré-miRNA), de
aproximadamente 70 pares de bases, contendo uma regiao dupla fita e uma alca 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 Ill. Neste caso, o transcrito € 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 regulacdo 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 véarias 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) protecdo 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 0s materiais utilizados na contru¢cdo 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 degradacao enzimatica, iii) facilitar a captacédo 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 produgdo 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 hidrossoluvel com elevado residual de carga positiva em pH
fisiolégico devido aos grupamentos amino protonaveis em cada terceira posi¢ao
(Figura 4) (GUNTHER et al., 2011). Este polimero apresenta alta capacidade de se
complexar com acidos nucléicos por meio de interacdes eletrostaticas, promovendo
a condensacgao 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).

" NH

A{/\/ﬁ% HN o~y ~N
|
n NH
PEl linear \
H

AKN\/\N/\/N\/\N/’
H H

PE| ramificado

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 internalizacéo 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

Depieri, L.V.



Introducéo 11

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 contetdo (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 aplicacBes 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 idbnica (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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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¢cao 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 aplicagdes 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 porcéo 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 4gua) podem resultar em transicdes 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 inflamatorias 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 imunoinflamatorio 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 migracdo 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 tdpica 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 sado 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 liberacao 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 hepético 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 liberagcdo 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 liberacdo de siRNAs na pele incluem o uso de
formulacdes (lipossomas, nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas poliméricas,
peptideos, dentre outras), métodos quimicos (promotores de absorcao cutédnea) e os
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 SiRNA por atracdo eletrostatica, como uma nova

proposta para veiculacéo tépica de siRNAs na terapia da psoriase.
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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
sonicacdo 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 nao 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 liberagcdo 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 RNAm 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 liberacéo 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 apds o estimulo prévio com LPS, respectivamente. A eficacia 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 tépica da NLC veiculando siRNA Tnf no modelo in vivo de inflamacéo
cutdnea aguda induzida por TPA foi eficaz em promover a reducgéo 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 niamero de ataques de
coceira, resultantes da reducdo do processo inflamatdrio obtido pela acdo 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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