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RESUMO

ABELHA, T. F. Desenvolvimento e caracterizagcdo de sistemas de liberagdo topico para
veiculacdo de siRNA na terapia génica da cérnea: gel termorreversivel e nanodispersées
de cristal liquido. 2012. 88f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto, 2012.

O conhecimento do genoma humano e os avangos na biologia molecular levaram a
descoberta de mecanismos celulares importantes. A terapia génica surgiu com a
proposta de interferir na fisiologia das células, que apresentam alguma disfuncao
causadora de uma doencga, trazendo a possibilidade de tratamento para incontaveis
enfermidades. Na tecnologia de RNA de interferéncia pequenos fragmentos de RNA de
fita dupla (small interference RNA, siRNA) sao utilizados para inibir a expressao de
genes especificos. O olho tem sido um dos 6rgaos alvo para o uso desse tipo de
tecnologia e, além disso, a cérnea € uma membrana atrativa devido ao facil acesso e a
existéncia de diversas enfermidades que acometem a visao. Para aumentar a
biodisponibilidade e viabilizar a administragdo de siRNA utilizando um polimero
catiénico, uma formulagao termorreversivel com quitosana e outra composta de cristais
liquidos funcionalizados com acido hialurénico foram estudadas como possiveis
sistemas de liberagao ocular de siRNA, sendo que ambas sao inéditas para aplicagao
tépica e oftalmica de siRNA. O gel termorreversivel de poloxamer 407 foi associado a
dois diferentes tipos de quitosana (LMW com 92,2% de desacetilagdo e MMW com
77,0% de desacetilagdo). Ambas as formulagées apresentaram caracteristicas
desejaveis tanto como sistema de liberacao de genes, tanto por apresentarem residual
positivo e capacidade de complexar o siRNA, quanto como sistema compativel com via
tépica ocular, devido ao comportamento reolégico pseudoplastico. A quitosana LMW e
a adicao de NaCl a formulacao alteraram a Tsoyge do poloxamer; somente a associacao
com a quitosana MMW apresentou Tsoyger adequada. Os sistemas contendo poloxamer
em associacado com os dois diferentes tipos de quitosana nao promoveram a
penetracao do siRNA in vitro em cérnea bovina nas condi¢gées experimentais utilizadas.
O sistema liquido cristalino foi desenvolvido com monoleina (MO), polietilenimina (PEI),
acido hialurénico (HA) e fase aquosa. A formacao de fases cristalinas foi avaliada por
microscopia de luz polarizada e a estrutura das mesofases foi confirmada pela difragao
de raios X a baixo angulo. O sistema liquido cristalino, composto de uma mistura de
cristais de fase cubica e hexagonal, foi disperso em nanoparticulas de tamanho
satisfatério, de aproximadamente 166 nm. Os sistemas apresentaram caracteristicas
desejaveis como sistema de liberagdo de genes, como potencial zeta adequado,
capacidade de complexar sem degradar o siRNA e nao foram citotoxicos em
fibroblastos L929, além de serem compativeis com a via ocular por serem isotonicos. A
dispersao de cristais de MO/PEI foi capaz de transfectar as células L929, entretanto a
incorporagcdo do HA diminuiu a absor¢cédo celular, provavelmente devido ao elevado
peso molecular do acido hialurénico empregado. O presente estudo permite delinear o
futuro desenvolvimento de formulagdes topicas para administragao de siRNA na cérnea.

Palavras-chave: 1. Terapia génica; 2. small interference RNA; 3. Aplicagao ocular; 4.
Gel in situ; 5. Nanopatrticula; 6. Cristal liquido



ABSTRACT

ABELHA, T. F. Development and characterization of topical siRNA drug delivery systems
for corneal gene therapy: thermoreversible gel and liquid crystalline nanodispersions.
2012. 88p. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

The understanding of human genome and the evolvement of molecular biology led to
discovery of important cellular mechanisms. Gene therapy has emerged as an approach
to interfere with cell physiology, whenever it has a dysfunction that causes a disease,
bringing new possibility of treatment to countless illnesses. In RNA interference
mechanism, small double-stranded RNAs (small interference RNA, siRNA) inhibit
specific gene expression. The eye has been one of the targeted organs for the use of
such technology and, moreover, the corneal membrane is an attractive tissue due to the
easy access and the existence of several diseases that can impair vision. To enhance
bioavailabilty and facilitate the delivery of siRNA using a cationic polymer, a
thermoreversible formulation containing chitosan and a liquid crystalline formulation
functionalized hyaluronic acid were studied as potential delivery systems for ocular
delivery of siRNA and both this systems are inedited as topical and ocular delivery of
siRNA. A poloxamer 407 thermoreversible gel of was associated with two different types
of chitosan (LMW with 92.2% deacetylation and MMW with 77.0% deacetylation). Both
formulations showed desirable characteristics not only as gene delivery systems due to
positive residual charge and capacity for complexing the siRNA, but also as a
compatible ocular delivery system, due to pseudoplastic rheological behavior. The LMW
chitosan and addition of NaCl to the formulation influenced the Tsqygel Of poloxamer gel;
only the association with MMW chitosan showed desirable Tsoige. The systems
containing poloxamer in combination with two different types of chitosan did not promote
in vitro penetration of siRNA using bovine cornea under the used experimental
conditions. The liquid crystalline system was developed with monoolein (MO),
polyethylenimine (PEIl), hyaluronic acid (HA) and aqueous phase. The formation of
crystalline phases was observed by polarized light microscopy and the mesophases
structures were confirmed by small angle X-ray diffraction. The liquid crystalline system
composed of a mixture of hexagonal and cubic phases was dispersed into nanoparticles
of suitable size, of approximately 166 nm. The formulations showed desirable
characteristics as gene delivery systems, such as suitable zeta potential, ability to
complex without degrading the siRNA and were not cytotoxic to fibroblasts L929,
moreover, were compatible with the ocular administration due to isotonicity. The
dispersion of crystals of MO/PElI was able to transfect L929 cells, however the
incorporation of the HA decreased cellular uptake, probably due to high molecular
weight hyaluronic acid employed. This study provides an outline for the future
development of topical formulations to deliver siRNA to the cornea.

Keywords: 1. Gene therapy; 2. small interference RNA; 3. Ocular delivery; 4. In situ gel;
5. Nanoparticles; 6. Liquid crystals.
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1. INTRODUCAO

1.1. Terapia Génica

A biologia molecular contribuiu amplamente na area de genética para o
conhecimento das fungdes celulares normais e especialmente dos mecanismos que
ocasionam uma doenga (SAMARA, 1993; NABEL, 2004). Além disso, o projeto
Genoma proporcionou um profundo conhecimento do cbédigo genético do ser
humano, assim como de seus patégenos (HESS; DOUGHERTY, 1997).

As diversas técnicas desenvolvidas no século passado, como a tecnologia de
DNA recombinante e o sequenciamento de DNA permitiram, no final da década de
1980, utilizar genes com o propésito terapéutico (GLODE, 1984). A terapia génica
consiste em promover efeito terapéutico pela introdugdo de uma nova informagao
genética em células/tecidos para compensar uma fungao anormal (EMERY, 2004).
Inicialmente, a terapia génica surgiu com a intencao de transferir uma molécula de
DNA a ser traduzida em uma proteina especifica e desejada. Entretanto, devido ao
interesse em inibir a expressao de genes especificos, o uso de moléculas de RNA
com esta atividade também foi proposta (GLODE, 1984). Assim, genes especificos
podem ser reparados, regulados ou substituidos em um organismo (SAMARA,
1993).

Os genes possuem muitas vantagens com relagdo aos farmacos
convencionais, pois podem ser direcionados a tecidos especificos, reduzindo efeitos
secundarios, exercem agao por um periodo prolongado e corrigem a causa do
problema ao invés de suprimir sintomas. Além disso, a utilizagao dessa tecnologia
nao é restrita e pode ser utilizada para tratar doengas congénitas e adquiridas
(LEDLEY; LEDLEY, 1998; BORRAS, 2003; MOHAN et al., 2005).

A terapia génica permite controlar a expressao de genes de forma a suprir ou
inibir proteinas especificas. As proteinas possuem um papel fisiolégico importante
para o funcionamento adequado do organismo (NABEL, 2004). A Figura 1 ilustra
alguns mecanismos pelos quais a sintese proteica pode ser controlada em
organismos eucariotos (ALBERTS et al., 2010).
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Figura 1 — Seis passos nos quais a expressdao génica eucaridtica pode ser
controlada. Fonte: Adaptado de Alberts et al., 2010.

Conceitualmente, a terapia génica € bastante simples, mas transformar essa
ideia em pratica clinica tem provado ser mais dificil do que primeiramente suposto
(NABEL, 2004). Dentre as principais técnicas para administrar genes o uso de
vetores virais € o método mais utilizado, devido a capacidade natural dos virus
penetrarem na célula e depositarem o material genético. Entretanto, métodos nao
virais também tém sido propostos como nova alternativa devido a problemas de
seguranga envolvidos na manipulagdo e administracao de virus (MHASHILKAR et
al.,, 2001; GRIMM; KAY, 2007). A principal dificuldade em transformar a terapia
génica de pesquisa basica para a pratica clinica esta justamente na necessidade de
se desenvolver um sistema de liberagao seguro e eficaz (GRIMM; KAY, 2007).

A tecnologia continua a evoluir conforme a ciéncia atinge novas conquistas.
Assim, com o passar dos anos, o humero de protocolos aprovados para estudo
clinico na area de terapia génica tem aumentado consideravelmente e, espera-se
que daqui a alguns anos a terapia génica se torne uma nova classe terapéutica
disponivel para a prescricdo médica (HESS; DOUGHERTY, 1997; MHASHILKAR et
al., 2001; NABEL, 2004; GRIMM; KAY, 2007; ALIABADI et al., 2012).

1.2. Interferéncia de RNA

O RNA ou acido ribonucleico, um polimero composto por unidades de

nucleotideos, é tradicionalmente considerado um carreador da informagao genética.
Somente no inicio da década de 1980 descobriu-se que o RNA nao possui somente
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uma atividade passiva na transmissao da informagao genética, mas que também
poderia ter a fungcdo de uma enzima (JOYCE, 1989; GARFIELD, 1990). Em 1989
Sidney Altman e Thomas R. Cech dividiram o mérito do prémio Nobel em quimica
pela descoberta da atividade catalitica de algumas moléculas de RNA (GARFIELD,
1990; CASTANOTTO; ROSSI, 2009). A atuagdao do RNA tanto no fenétipo quanto no
genotipo de um organismo foi possivelmente conservada durante a evolugao devido
a catalise promovida por RNAs ser um processo altamente eficiente quando
moléculas de RNAs sio substratos da reagdo (CECH; BASSI, 1986; JOYCE, 1989;
GARFIELD, 1990). Além do inicio de uma nova area a ser explorada pela ciéncia,
esta descoberta também trouxe uma ampla perspectiva de aplicagbes, tanto na
engenharia genética de plantas agricolas, quanto no tratamento de doencas
hereditarias ou virais (GARFIELD, 1990).

Além da descoberta da atividade catalitica do RNA, estudos sobre a
manipulagcado da expressao de genes, realizados no final do século 20, conduziram
ao conhecimento atual de importantes atividades exercidas por moléculas de RNA.
O silenciamento genético desencadeado pela introdugao de genes foi evidenciado
em um estudo envolvendo a coloragao de flores de petania, realizado por Napoli,
Lemieux e Jorgensen em 1990. Os pesquisadores tinham por objetivo aumentar a
pigmentacao de pétalas da flor, pela introdugao de um gene que controla a formagao
de pigmento. Entretanto, o gene introduzido proporcionou efeito oposto ao esperado
e bloqueou a sintese do pigmento, resultando em flores de coloragdo branca.
Também se observou que o nivel de RNA mensageiro (NRNA) produzido pelo gene
introduzido era 50 vezes menor nas plantas geneticamente modificadas do que nas
plantas com fenétipo selvagem. Os mecanismos que explicassem os efeitos
observados nao eram claros na época, mas a este conjunto de efeitos foi dado o
nome de cosupressao (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990; REISCHL,;
ZIMMER, 2009; DAS et al., 2011).

Na mesma época a tecnologia antisense comegou a ser amplamente
estudada por representar um novo tipo de abordagem a forma de regular a
expressao de genes. Nesta técnica, um oligonucleotideo com uma sequéncia
complementar a de acidos nucleicos especificos (RNA ou DNA) é utilizado para inibir
a sintese proteica e, de forma geral, uma elevada concentracao da cadeia do acido
nucleico complementar (antisense) € necessaria para uma acao efetiva
(BAERTSCHI, 1994). Estudos realizados sobre o silenciamento genético
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desencadeado por oligonucleotideos antisense (IZANT; WEINTRAUB, 1984), assim
como sobre a interferéncia na expressdao de genes no nematédeo Caenorhabditis
elegans (FIRE et al., 1991; GUO; KEMPHUE, 1995), serviram como inspiragdo para
o trabalho de Fire, Mello e colaboradores alguns anos mais tarde.

Em 1998, eles investigaram algumas caracteristicas que moléculas de RNA
deveriam possuir para interferir na funcdo de genes. Além de investigarem a
atividade de RNAs de fita simples, utilizados na tecnologia antisense, eles também
avaliaram a atividade de moléculas de RNA de fita dupla (dsRNAs — double stranded
RNAs). Genes relacionados a fungdo motora de Caenorhabditis elegans foram o
alvo do estudo e os pesquisadores descobriram que dsRNAs foram mais eficientes
em bloquear a sintese de proteina do que cada fita isoladamente. Os dsRNAs
demonstraram, em uma menor dosagem, efeito potente e mais especifico do que
cada fita sozinha (FIRE et al., 1998). A partir desse momento, mais uma fungéo foi
adicionada ao repertério de atividades atribuidas ao RNA e o termo interferéncia de
RNA (RNAi) passou a ser utilizado (CASTANOTTO; ROSSI, 2009). Em 2006,
Andrew Z. Fire e Craig C. Mello receberam o prémio Nobel em fisiologia ou medicina
pela descoberta da potente atividade de dsRNAs em suprimirem a expressao de
genes (REISCHL; ZIMMER, 2009). Esta descoberta pode explicar alguns resultados
obtidos em experimentos anteriores, como o evento de cosupressao observado em
flores de petunia. Além disso, a aplicacdo de RNAI trouxe uma nova possibilidade de
avaliar a fungado de diversos genes, mas principalmente, tornou-se um novo agente
terapéutico em potencial (AIGNER, 2006).

A terapia baseada em moléculas de RNA pode ser classificada de acordo
com o modo de agéo dessas moléculas. Moléculas de RNA enzimaticamente ativas
sao denominadas ribozimas; moléculas de RNA que se ligam a proteinas ou outros
ligantes sdao denominados aptamers; moléculas de fita simples que inibem a
traducdo de mRNA fazem parte tecnologia antisense e as que possuem dupla fita
efetuam uma atividade RNA interferente (BURNETT; ROSSI, 2012; KAPOOR;
BURGESS; SIDDHESH, 2012).

A descoberta que genes podem ter sua expressdao modulada através do
mecanismo de RNAi foi o inicio de um novo paradigma de como lidar com uma
ampla diversidade de doencas. Considerando que, teoricamente, qualquer gene
pode ter a sua expressao bloqueada, o silenciamento genético desencadeado por



RNAIi torna-se uma classe terapéutica atrativa por possuir elevada poténcia e
especificidade (GRIMM; KAY, 2007).

O silenciamento genético desencadeado por RNAs de fita dupla é um
mecanismo regulatério fundamental de praticamente todas as células eucariotas e é
estimulado como mecanismo de defesa na presenca de genes virais (MEISTER et
al., 2004; AIGNER, 2006; WOLTERS; MacKEIGAN, 2008). O processo de
silenciamento genético € denominado RNA interferente quando moléculas de RNAs
sao substratos de dsRNAs, que as interceptam devido a presenca de alta
complementaridade de bases (MEISTER et al., 2004). Inicialmente, havia um
consenso de que o mecanismo de RNAI ocorreria somente a nivel pés transcricional,
mas atualmente estudos indicam que esses pequenos fragmentos de RNA também
podem interferir no processo de traducdo do material genético (ZARATIEGUI,
MARTIENSSEN, 2012).

O silenciamento genético em nivel pés transcricional é regulado por dois
mecanismos diferentes. Um deles é efetuado por micro RNA (miRNA), denominado
repressao translacional, em que o pareamento incompleto leva a interrupcdo da
traducéo. No segundo mecanismo, efetuado por small inteference RNA (siRNA) ou
short hairpin RNA (shRNA), a molécula de RNA é perfeitamente ou quase
perfeitamente complementar ao mRNA alvo, provocando a degradagédo do mesmo
(De PAULA, BENTLEY; MAHATO, 2007; BURNETT; ROSSI, 2012). Primeiramente,
atribuiu-se essa atividade as longas moléculas de dsRNA, mas atualmente sabe-se
que estas sdo precursoras de espécies menores muito reativas (WOLTERS;
MacKEIGAN, 2008). O mecanismo de RNAi é ativado por moléculas endégenas
como o miRNA, mas também por RNAs exdgenos sintéticos como o siRNA ou de
origem viral como shRNA, o qual é degradado em pequenos fragmentos que imitam
o silenciamento genético endégeno (Figura 2) (De PAULA, BENTLEY; MAHATO,
2007). Os siRNAs sao pequenas moléculas de dsRNA, contendo 20-30 pares de
bases, que inibem a tradugdo de um mRNA especifico, impedindo a sintese de
proteinas (WOLTERS; MacKEIGAN, 2008; PEER; LIEBERMAN, 2011; ZHOU et al.,
2012).
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Figura 2 - Mecanismo de Interferéncia de RNA (RNAi). O processo de RNAI consiste
de um passo inicial, no qual dsRNAs sio clivados em fragmentos menores
representados pelo miRNA ou siRNAs, e um passo efetor, no qual essas moléculas
sdo incorporadas no complexo proteico RISC e usados como sequéncias-guia para
reconhecer RNAm homélogos, os quais s&o subsequentemente inativados ou
clivados. Adaptado de De Paula, Bentley e Mahato (2007).

A introdugcdo de siRNAs no citoplasma das células ativa o mecanismo
evolutivo conservado de catalise especifica de RNAm, pois se ligam e ativam o
complexo de proteinas denominado RNA-induced silencing complex (RISC)
(MEISTER et al., 2004; PEER; LIEBERMAN, 2011). Os componentes
imprescindiveis neste complexo sdo a proteina de processamento Dicer e a proteina
Argonauta 2, que confere capacidade de ruptura do RNAm ao complexo (MEISTER
et al.,, 2004). O RISC remove uma das duplas fitas do siRNA e a fita antisense
remanescente guia o complexo para se ligar ao RNAm de fita simples que possua
cédigo genético completar (MEISTER et al., 2004; WOLTERS; MacKEIGAN, 2008;
PEER; LIEBERMAN, 2011; ZHOU et al., 2012). Quando o RNAm alvo é encontrado,
o complexo enzimatico provoca hidrélise e degradagdo da molécula, inibindo a
traducdo do gene especifico (Figura 2). Diferentemente da terapia antisense, que

possui uma relagéo estequiométrica ao mRNA alvo, os siRNA s&o constantemente
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reciclados ap6s exercerem a acgao, portanto a fita guia do siRNA é conservada e
pode ser utilizada repetidamente para novas reagdes cataliticas (GUO P., et al.,
2010; PEER; LIEBERMAN, 2011; BURNETT; ROSSI, 2012).

1.3. Cornea: estrutura e fisiologia

O globo ocular é revestido por trés camadas de tecidos diferentes. A mais
externa & formada por tecidos conjuntivos com fungao protetora, nomeados cérnea e
esclera. A esclera é um tecido opaco, visivel na regido anterior do globo ocular como
a “parte branca do olho”, e a cérnea & um tecido transparente localizado na regiao
mais externa do bulbo ocular (LLOYD; FARAGHER; DENYER, 2001). A camada
intermediaria ou vascular € composta tanto pela coréide e iris, que sao tecidos
pigmentados que evitam o reflexo da luz, quanto pelo corpo ciliar que é responsavel
pela producédo de humor aquoso. A Ultima e mais interna, denominada retina, é rica
em terminacbes nervosas e fotorreceptores com funcdao sensorial (Figura 3A)
(LLOYD; FARAGHER; DENYER, 2001).

A cbérnea € um tecido avascular, exposto diretamente ao meio externo, com
funcao de refratar a luz e proteger contra agentes externos (LLOYD; FARAGHER,;
DENYER, 2001; KLAUSNER et al., 2007). E uma barreira de 500-700 Mm de
espessura composta por cinco regides distintas: epitélio, camada de Bowman,
estroma, membrana de Descemet e endotélio (Figura 3B) (LLOYD; FARAGHER,;
DENYER, 2001; KLAUSNER et al., 2007). O epitélio lipofilico possui espessura de
50 um e é constituido por cinco ou seis camadas de células nao queratinizadas de
rapida replicacao e autorregenerativas, sendo completamente substituidas num
periodo de cinco a sete dias (KLAUSNER et al., 2007). Essas células sao fortemente
aderidas umas as outras e a camada de Bowman por desmossomos (LEE, 1992). A
camada de Bowman é acelular composta de fibras de colageno e proteoglicanas
com 12 um de espessura (KLAUSNER et al., 2007). O estroma hidrofilico representa
aproximadamente 90% da espessura da cérnea (450 pm) e € composto por uma
matriz extracelular de colageno e mucopolissacarideos que s&o sintetizados,
mantidos e reparados por queratinécitos (LEE, 1992; KLAUSNER et al., 2007). A
membrana de Descemet possui espessura variavel com a idade (3 ym em recém
nascidos a 8-10 ym em adultos) e € composta por colageno e glicoproteinas



sintetizados e excretados pelo endotélio (LEE, 1992). O endotélio € uma camada
tnica de células com formato poligonal unidas por tight junctions (maculae
occludentes) com 5 pym de espessura (LEE, 1992; JOYCE, 2003). Essas células nao
se multiplicam ou regeneram ap6s o nascimento e o Gnico mecanismo de reparo € a
migragcdo celular ou aumento do tamanho das mesmas (LEE, 1992; LLOYD;
FARAGHER; DENYER, 2001; JOYCE, 2003; KLAUSNER et al., 2007).

A
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Nervo Optice

Cérmara Anterior
{Humor Aguoso)

Cristalino )
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Puosterior g ‘ 3

Comea - ——
Figura 3 — A: Composicao esquematica do olho. B: Organizagéo celular da cérnea.
Fonte: Adaptado de Klausner et al., 2007.

A hidratacado e estrutura definida da cérnea que garantem a transparéncia
caracteristica e imprescindivel desse tecido para permitir a transmitancia da luz
incidente (KLAUSNER et al., 2007). A orientacao, distribuicdo e organizagao precisa
das fibras de colageno do estroma é essencial para a manutengao da transparéncia
do tecido (LLOYD; FARAGHER; DENYER, 2001). Como a cérnea é avascular, o
endotélio exerce a fungao fundamental de regular a hidratagdo do estroma e permitir
a entrada de nutrientes do humor aquoso. Ha difusao de fluido do endotélio para o
epitélio por diferengca de osmolalidade, permitindo a hidratagdo do estroma e
nutricdo de todo tecido (LLOYD; FARAGHER; DENYER, 2001; JOYCE, 2003). A
perda excessiva, baixa densidade ou disfuncao das células endoteliais, decorrente
de doencas genéticas, traumas fisicos ou o envelhecimento, pode prejudicar a
acuidade visual (LEE, 1992; JOYCE, 2003; KLAUSNER et al., 2007; QAZI, 2010).

A cbérnea esta protegida por abrasées de particulas, traumas e agao de
patégenos pelo sistema lacrimal e palpebras. A lagrima produzida proporciona o

volume permanente de aproximadamente 7-10 pyL na superficie ocular (BAEYENS;

GURNY, 1997; LLOYD; FARAGHER; DENYER, 2001; WEI et al., 2002; GAFFNEY
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et al., 2010; HAO et al., 2010). O filme lacrimal possui uma pequena camada lipidica
externa composta de acidos graxos e esterdis que estdo liquefeitos a 35°C
(SMOLIN; THOFT, 1987). Abaixo, ha uma camada aquosa eletrolitica rica em
solutos, oxigénio, proteinas e enzimas. Entre a camada aquosa e a superficie da
cérnea e conjuntiva ha uma camada hidrofébica de muco, secretado por células da
conjuntiva, responsavel por manter a estabilidade do fiime lacrimal (SMOLIN;
THOFT, 1987; KLAUSNER et al., 2007). O pH lacrimal varia conforme sexo, idade,
horario, presenca de patologia e dependendo do tempo que as palpebras
permanecem fechadas, mas de forma geral considera-se que o pH normal é de 6,5-
7,6 (COLES; JAROS, 1984; SMOLIN; THOFT, 1987). A osmolalidade da lagrima
também €& muito variavel e tende a se tornar mais hipertdnica ao longo do dia.
Valores de osmolaridade de 295,7-308,3 mOsm/L ja foram descritos, enquanto que a
osmolalidade meédia de 318 mOsm/Kg foi mensurada em voluntarios saudaveis
(SMOLIN; THOFT, 1987).

A superficie interior das palpebras & recoberta pela membrana conjuntiva
associada com muco. O reflexo de piscar distribui a lagrima pela cornea e
conjuntiva, mantendo-os umedecidos, e o0 excesso de lagrima é coletado pelo duto e
saco lacrimal e excretado via o duto nasolacrimal (Figura 4). A cérnea, as palpebras
e o sistema lacrimal sdo responsaveis por prover a protecdo imunolédgica ao olho
(SMOLIN; THOFT, 1987; LLOYD; FARAGHER; DENYER, 2001; KLAUSNER et al.,
2007). O olho nao tolera uma resposta imunolégica convencional, pois isso
prejudicaria a anatomia necessaria para permitir a visdo. Portanto, apresenta um
sistema imunolégico especial, considerado privilegiado pela somatéria de varios
fatores, incluindo a auséncia de drenagem linfatica, incapacidade de migracao
celular a regido e presenga de fatores imunossupressivos. Com isso a resposta
imune ocular ocorre sem ocasionar um processo inflamatério tradicional (BORRAS,
2003; KLAUSNER et al., 2007).
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Figura 4 — A: Visao transversal da distribuicao da lagrima. B: Esquema
representando a drenagem lacrimal. Fonte: Adaptado de Gafney, 2010.

1.4. Terapia Génica da Cérnea

O conhecimento da biologia molecular e os avangos na elucidagdao da
expressao de genes em tecidos particulares tornaram possivel o desenvolvimento da
terapia génica. A identificagdo de genes e mecanismos envolvidos na progressao de
doencgas trouxe maior conhecimento sobre as doengas oculares e levou ao
desenvolvimento de melhores agentes terapéuticos (BORRAS, 2003; RUTTUM;
REIS; SEMINA, 2006). A aplicacdao de genes exdgenos ao olho permite tratar
doencas oculares utilizando genes com fungao terapéutica. A terapia génica ocular
tornou-se atrativa devido ao facil acesso ao 6rgao, ao sistema imune privilegiado e,
no caso da cérnea, devido a possibilidade de tratamento ex vivo por poder ser
mantida em cultura por tempo prolongado (BORRAS, 2003; MOHAN et al., 2005).

A aplicagao de genes possibilita modificar a fisiologia das células e melhorar o
prognéstico de uma doenga. Considerando que muitas doengas oculares sao
cronicas e progressivas a terapia génica oferece uma nova possibilidade de
tratamento (BORRAS, 2003). Como comentado anteriormente, a transparéncia da
coérnea é imprescindivel para a visdo, e traumas ou infec¢des podem provocar a
perda da acuidade visual (MOHAN et al, 2005). Os principais fatores que
comprometem a transparéncia da cérnea sao a presenga de processo inflamatério
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prolongado, edema, neovascularizagao e/ou desenvolvimento de cicatrizes.
Especificamente, a terapia génica da cérnea tem sido proposta para tratar casos de
rejeicao a transplantes, neovascularizagao e infecgdes virais, bem como doencgas
genéticas, como as distrofias da cérnea (MOHAN et al., 2005; KLAUSNER et al.,
2007; HAO et al., 2010).

A aplicacao da terapia génica em casos de transplante de cérnea tem sido
indicada em razao das corneas de doadores poderem ser armazenadas por até um
més, permitindo monitorar e tratar o tecido in vitro. Também porque, apés as
coérneas serem dissecadas, o acesso ao endotélio se torna facil. De todas as
camadas da coérnea, o endotélio € a mais critica para a manutengcdo da
transparéncia e para evitar a rejeicao do tecido, aspectos que garantem sucesso
ap6s o transplante (BORRAS, 2003). A rejeicdo ao transplante de cornea se da
principalmente por uma resposta imunoldgica que destri o endotélio (MOHAN et al.,
2005; KLAUSNER et al., 2007) e muitas cérneas disponiveis em bancos de olhos
sdo rejeitadas por possuirem um numero inaceitavel de células endoteliais (THANH
et al., 2002).

Todas as camadas da cérnea podem ser alvos da terapia génica quando ha
perda da transparéncia do tecido (BORRAS, 2003). A presenca de uma patologia
pode ser originada de um processo inflamatério e/ou de cicatrizagdo. Em um
processo de cicatrizacdo, os queratdcitos presentes no estroma produzem
exacerbadamente novas fibras de colageno que causam a opacidade ao tecido. Ja
na preseng¢a de um processo inflamatério, pode ocorrer o surgimento de neovasos,
que também é uma condi¢cdao anormal, uma vez que a cérnea € um tecido avascular.
A neovascularizagao pode ocorrer em qualquer camada do tecido, levando a perda
da transparéncia do mesmo (MOHAN et al., 2005; KLAUSNER et al., 2007).

As doencgas genéticas da coérnea sao, adicionalmente, alvo da terapia génica
ocular. De acordo com Gordon (2009), as distrofias da cérnea sdo doengas
hereditarias nao inflamatérias, dividas em trés categorias, dependendo da
localizacdo anatémica: 1) distrofias anteriores da cérnea (epitélio, camada de
Bowman e regidao apical do estroma); Il) distrofias do estroma da cérnea; Ill)
distrofias posteriores da cérnea (membrana de Descemet e endotélio). Todas se
manifestam em ambos os olhos, deixando o tecido opaco, resultando em déficit
visual de diferentes graus. Um exemplo de distrofia anterior da cérnea é a distrofia
gelatinosa em forma de gota (Figura 5) que causa elevada fotofobia,
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lacrimejamento, sensacgdo de incomodo pela presencga de corpo estranho e perda
severa e progressiva da visdo. E causada por depésito de nédulos subepiteliais que
se manifestam na primeira ou segunda década da vida (GORDON, 2009).

Figura 5 — Distrofia gelatinosa em forma de gota, uma distrofia genética anterior da
cérnea. llustra a cérnea completamente opaca pela presenga de nédulos em forma

de gota. Alguns vasos sanguineos estdo presentes no tecido opaco. Fonte: Gordon,
2009.

O maior desafio da terapia génica da cérnea é conseguir administrar os genes
as células alvo e manter a fungdo dos mesmos (MOHAN et al., 2005). A
administragéo via um carreador viral € comumente estudada devido a capacidade
intrinseca dos virus penetrarem as células. Apesar de possuir menor eficiéncia de
transfecgdo, a administragédo ndo viral por métodos fisicos ou quimicos tem sido
desenvolvida para contornar problemas de seguranga com os vetores virais (WANG
et al., 2010; HAO et al., 2010; THAKUR et al., 2012). Como o epitélio &€ uma barreira
de dificil penetragdo, métodos mecanicos, fisicos ou cirirgicos, tém sido propostos,
mas uma forma de administracdo n&o invasiva e de facil aplicagdo é mais
conveniente e tolerante (HAO et al., 2010). Além disso, para tornar essa tecnologia
uma terapia viavel para um amplo nimero de pacientes, um sistema de liberagdo
que permita acdo eficaz e segura precisa ser desenvolvido (MOHAN et al., 2005).
Para administrar genes por métodos quimicos, moléculas sdo utilizadas como

carreadoras de acidos nucléicos, podendo ser polimeros catidnicos ou moléculas
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ligantes a receptores, como anticorpos (WANG et al., 2010; ALIABADI et al., 2012).
Assim, o uso de moléculas carreadoras num sistema de liberagédo tépico é uma
estratégia desafiante, que pode revolucionar o tratamento de diversas enfermidades
e permitir o uso clinico da tecnologia de RNA..

A aplicacao da tecnologia de RNAI na terapia génica ocular vem crescendo
nos ultimos anos. O uso desta tecnologia para tratamento da degeneracao macular
ja aparece em alguns medicamentos de uso oftalmico em estudo clinico, como por
exemplo, o Sirna-027, da Sima Therapeutics e RTP-80li, da Atugen (Fase |); e o
Cand5, da Acuity Pharmaceuticals (Fase Il) (AKHTAR; BENTER, 2007). Thakur e
colaboradores (2012) relataram seis diferentes medicamentos para uso oftalmico de
siRNA em estudo clinico, sendo que somente o produto SYL040012 da Sylentis
(Fase |) é de aplicacao toépica para tratamento do glaucoma e da presséao intraocular.
Os demais produtos, das empresas Pfizer, Allergan, OpkoHealth e Quark
Phamaceuticals, sao aplicados via injecao intravitrea para tratamento de doencas da

regidao posterior do olho.

1.5. Sistemas de liberagao ocular para veicular RNAi

A utilizacdo de acidos nucleicos como agentes terapéuticos tem atraido a
atencao de pesquisadores e de industrias farmacéuticas, que tém investido quantias
substanciosas no desenvolvimento de terapias baseadas em siRNA. Entretanto, os
acidos nucleicos sdao moléculas grandes, com elevada carga negativa e muito
facilmente degradadas, dificultando o desenvolvimento de sistemas de liberagcédo
eficazes (BHATIA; CHAKRABORTY; KRISHNAN, 2012). Apesar de existirem
resultados satisfatérios de liberagcao de siRNA em estudos in vitro, um sistema de
liberagao eficiente in vivo representa o maior desafio a ser superado (ROSSI, 2005;
ALIABADI et al.,, 2012). Idealmente, um sistema de liberagcdo deve ser capaz de
complexar o siRNA de forma reversivel (para garantir a liberagdo do mesmo dentro
da célula), deve proteger o siRNA contra a degradagdao enzimatica tanto durante o
tempo de acao do produto, quanto durante a permanéncia no endossoma, além de
nao ser téxico nem imunogénico (ROSSI, 2005).

Sistemas de liberacado que visam a administracdo local de siRNA sio
vantajosos em tecidos de localizacao externa, como globo ocular. A administragéao
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local é viavel para o desenvolvimento de terapias ndo invasivas e que requerem a
aplicagao pelo proprio paciente (BURNETT; ROSSI, 2012). Assim, a administragao
tépica ocular € o método mais conveniente de veiculagao de genes (KLAUSNER et
al., 2007). Entretanto, para uma molécula efetuar agao & necessario que ela supere
barreiras anatémicas naturais. Os acidos nucleicos na forma livre ndo penetram nas
células da cérnea e, ap6s a aplicacao, eles sao retidos por todos os tecidos
superficiais do globo ocular. Além disso, os acidos nucleicos possuem baixa
estabilidade em fluidos biolégicos (FATTAL; BOCHOT, 2006).

Para desenvolver uma formulagao oftalmica com siRNA algumas
caracteristicas precisam ser exploradas. As moléculas de RNA sao instaveis in vivo,
devido a presenca de inumeras ribonucleases presentes tanto no soro quanto nas
células (BURNETT; ROSSI, 2012). Além da rapida degradagdo em meio fisiolégico,
a absorcdo celular de siRNA é baixa, a liberacdo da molécula para dentro do
citoplasma é ineficiente e nao ha direcionamento para células especificas. Portanto,
€ muito importante associar o siRNA aos sistemas de liberagao para aumentar a
estabilidade, a absorgéo celular e o direcionamento as células e tecidos especificos
(SHEN et al., 2011).

Considerando que o siRNA e a membrana celular sao carregados
negativamente, uma molécula com residual de carga positiva € comumente usada
como um carreador de siRNA. A carga positiva da formulagédo & importante para
formar um complexo com o siRNA, a fim de protegé-lo da degradagao enzimatica e
para facilitar a sua captacgéao celular (MEADE; DOWDY, 2007). A absor¢ao celular do
siRNA ocorre por mecanismo vesicular, assim, os sistemas de liberagdo sé&o
utilizados para aumentar o acimulo das moléculas de siRNA na célula e facilitar a
liberacdo desses agentes dos endossomos para o citosol. Muitos dos vetores
sintéticos estudados para viabilizar a acdo dessas moléculas sao lipideos,
lipossomos, peptideos e polimeros catiénicos (AKHTAR; BENTER, 2007; MEADE;
DOWDY, 2007; TAMURA,; OISHI; NAGASAKI, 2010).

Os complexos formados pela associagdo de um material genético a uma
molécula catibnica é denominado poliplexo. Os poliplexos se formam
espontaneamente como resultado das interagbes eletrostaticas entre os grupos
positivamente carregados do cation e os grupamentos negativamente carregados
presentes no grupamento fosfato do acido nucleico. Como resultado ha a

condensacdo do gene, protecao contra a degradagao enzimatica e um sistema de
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liberagdo mais eficiente para a entrada na célula (KABANOV; SRIADIBHATLA;
ALAKHOV, 2005). O sucesso dos poliplexos em promover a absorgao e liberagao do
siRNA no citoplasma da célula dependera da natureza supramolecular dos

complexos formados entre a formulagéo e o siRNA (ALIABADI et al., 2012).

1.5.1. Gel termorreversivel com quitosana

Com relagao a administracao topica ocular, de forma geral, apés a aplicagao
de um colirio convencional a dose maxima absorvida pela cornea € de 5 %
(JARVINEN et al., 1995), pois o olho possui muitos mecanismos anatémicos,
fisiologicos e bioquimicos para evitar a entrada de substancias externas
(NANJAWADE et al.,, 2007). O fluxo lacrimal e o reflexo de piscar causam a
drenagem da formulagao, resultando em curto tempo de residéncia e, assim,
reduzindo o efeito terapéutico desejado. Para aumentar a eficacia do produto &
necessario o uso de uma formulagdo que aumente a biodisponibilidade e o tempo de
contato com a superficie ocular, reduzindo necessidade de aplicagées repetitivas do
produto (EDSMAN; CARLFORS; PETTERSON 1998).

Os sistemas na forma de géis sao retidos por maior periodo na via ocular do
que os colirios convencionais, além de melhor tolerados do que as pomadas.
Entretanto, uma formulagdo na forma de gel pode ser de dificil aplicacdo pelo
paciente, assim como uma pomada. Portanto, solugées de geleificacao in situ sao
interessantes, uma vez que sao convenientemente gotejados como uma preparacao
liquida no saco conjuntival, onde passam por uma transicao em gel de acordo com o
tempo de permanéncia favoravel. A transicao ocorre como resultado de mudanga
quimicalfisica induzida pelo ambiente fisiolégico (Figura 6) (EDSMAN; CARLFORS;
PETTERSON, 1998).

Para melhorar o tempo de contato do produto, formulagdes termorreversiveis
com poloxamer sdo comumente utilizadas. O poloxamer € um copolimero nao toéxico
em tri-bloco de poli (6xido de etileno) / poli (6xido de propileno) / poli (6xido de
etileno) de caracteristica anfifilica, capaz de formar gel in situ. Uma solugcido aquosa
de poloxamer, a baixa temperatura, torna-se um hidrogel a uma temperatura mais
elevada (DUMORTIER et al., 2006; NIU et al., 2009). A transicdo de solucao para a
gel pode ser induzida pelo aumento da temperatura, concentragao de polimero e
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presenca de aditivos na formulacdo (VIEGAS; HENRY, 1998; BENTLEY et al., 1999;
EDSMAN; CARLFORS; PETTERSON, 1998). Conforme a temperatura aumenta, as
moléculas do poloxamer se agregam formando micelas. A formagcdo de micelas é
atribuida a desidratacdo da regido hidrofébica, composta pelo éxido de propileno, e
consiste no primeiro passo para a formagdo do gel. Em amostras com uma
concentragdo suficiente do polimero, a formagédo do gel ocorre devido ao arranjo
organizacional das micelas (Figura 7) (DUMORTIER et al., 2006). Além da formagao
de gel in situ, o poloxamer tem sido estudado para a administragdo de genes devido
ao seu carater anfifilico proporcionar a desestabilizagdo da membrana celular (LIAW;
CHANG; HSIAO, 2001; KABANOV; SRIADIBHATLA; ALAKHOV, 2005).

Solucao
‘/

Gel

Globo ocular
Globo ocular

Figura 6 — llustracdo do comportamento de um produto termorreversivel de uso
oftalmico. O produto é aplicado na forma de solugdo a temperatura ambiente e, ao
entrar em contato com a superficie ocular, o0 aumento da temperatura causa a
formacéao do gel.
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Figura 7 — O poloxamer 407 é composto por 95-105 unidades de 6xido de etileno (a)
e por 54-60 unidades de 6xido de propileno (b). Com o aumento da concentragdo
([P]) e/ou da temperatura (T2) a solugdo de poloxamer se organiza em micelas, que
formam uma estrutura ordenada na forma de gel.
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O poloxamer 407, classificado como um tensoativo nao idnico
termorreversivel, tem sido utilizado no desenvolvimento de formulagoes tépicas
termorreversiveis para aplicagao ocular (LIN; SUNG, 2000; WEI et al., 2002; QI et
al., 2007; GRATIERI et al., 2010). Os sistemas de liberagao in situ contendo este tipo
de poloxamer proporcionaram maior tempo de residéncia apds aplicagao oftalmica in
vivo (WEI et al., 2002; GRATIERI et al., 2010). Estudos com poloxamer 407 tiveram
resultados reoldgicos favoraveis para o uso desse polimero em sistemas liberagao
(RICCI et al., 2002; EDSMAN CARLFORS; PETTERSON, 1998; GRATIERI et al.,
2010) e a associagao com a quitosana proporcionou caracteristicas desejaveis para
utilizacao oftalmica, como o aumento da mucoadesao da formulacao (GRATIERI et
al., 2010).

A quitosana, um polimero biocompativel mucoadesivo de carater catiénico
(LEHR et al.,, 1992; FELT et al.,, 1999), vem sendo utilizada como carreador de
genes para tratamento muitas doencgas, principalmente como um nanocarreador
para administracdo pulmonar (NIELSEN et al., 2010; GHOSN et al., 2010; MAO et
al.,, 2010; RUDZINSKI; AMINABHAVI, 2010), mas também existem propostas
promissoras de nanoparticulas de uso oftalmico para aplicagao de genes na cérnea
(FUENTE et al., 2008a; FUENTE et al., 2008b).

A quitosana é obtida a partir da quitina pela reagao de desacetilagcdo. Cada
unidade desacetilada da quitosana possui um grupo amina com pKa de 6,5 (PILLAI
et al., 2009; MAO et al.,, 2010) (Figura 8). O grau de desacetilagdo € um fator
importante a ser considerado quando do uso deste polimero na administracao de
genes, pois um menor grau de desacetilagdo pode ocasionar baixos niveis de
expressao do gene. Isto é explicado pela influéncia do nimero de aminas primarias
disponiveis para a ligagdo e, consequentemente, a densidade de carga positiva da
molécula de quitosana (KIANG et al., 2004). Um alto grau de desacetilagdo aumenta
a carga positiva permitindo maior interagao com siRNA e, em nanoparticulas, o peso
molecular também pode influenciar o tipo de arranjo formado com o siRNA (KIANG
et al., 2004; RUDZINSKI; AMINABHAVI, 2010; MAO et al., 2010).
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Figura 8 — A quitina € um polimero de N-acetilglicosamina, que apds sofrer reagcao
de desacetilagdo parcial produz a quitosana, composta pela glicosamina e N-
acetilglicosamina. Durante a reagao de desacetilacdo os grupamentos acetamido da
quitina sao transformados, em graus variados, nos grupos amina da quitosana.

Devido as caracteristicas intrinsecas do poloxamer e da quitosana, ambos
foram associados para o desenvolvimento de um sistema de liberagdo

termorreversivel, com o intuito de administrar o siRNA de forma tépica na cérnea.

1.56.2. Sistema liquido cristalino em associagao com acido hialurénico

Outra proposta de sistema de liberagao interessante para uso oftalmico sao
as formulagdes de fase liquido cristalina, ja que sistemas com estrutura controlavel,
em escala nanométrica e com elevada estabilidade podem ser obtidos (YAGHMUR,;
GLATTER, 2009; GUO, C. et al., 2010). Dispersdes aquosas nanoestruturadas de
cristais liquidos possuem amplo potencial de utilizagdo, pois sdo compostas de
lipideos biodegradaveis e podem carrear grande quantidade de principios ativos com
diferentes propriedades. Cristais liquidos podem ser dispersos utilizando
estabilizadores (tensoativos), que viabilizam utilizar excesso de agua na formulagao.
Portanto, trata-se de uma estratégia promissora para garantir sistemas de liberagao
eficazes com boa biodisponibilidade e seguranga (YAGHMUR; GLATTER, 2009).

Sistemas de liberagdo ocular compostos por nanoparticulas tém sido
propostos como a melhor alternativa para a aplicagao tépica, devido as propriedades
de controle de liberagao e tamanho reduzido caracteristicos desse sistema (SAHHO;
DILNAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008). Particulas de tamanho pequeno aumentam a
biodisponibilidade devido a maior area de contato, sendo que também sao capazes
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de prolongar a liberagdo do farmaco (MODDARESI et al., 2010). Além disso, a
formulagdo pode conter substancias promotoras de absor¢do, o que facilitaria sua
entrada nas células (SAHHO; DILNAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008). Assim, o uso
de nanoparticulas no desenvolvimento de sistemas de liberagdo para a terapia
génica € importante, pois permite condensar o gene utilizado, que € uma estrutura
com elevado peso molecular (CAl; CONLEY; NAASH, 2008).

Dentre os sistemas de liberagcdo em escala hanométrica, os cristais liquidos
sdo uma estratégia interessante. De forma simplificada, os cristais liquidos séo
estruturas supramoleculares que apresentam ordem estrutural no estado liquido
(SHANKS; STASZCZYK, 2012). Eles sado fases da matéria demonstrada por
compostos organicos anfifilicos, que exibem uma fase de transicao entre o estado
sélido e o liquido, denominada mesofase. Eles possuem simetria, ordem, mobilidade
e propriedades mecanicas intermediarias entre os estados sélido e liquido, ou seja,
possuem estrutura organizada como no estado soélido, e também fluidez e
mobilidade caracteristicos do estado liquido (HO et al., 1996; SINGH, 2000;
LOCKWOOD; GUPTA; ABBOTT, 2008). Os cristais liquidos alteram a orientagédo ou
a formacao de fases de acordo com as condi¢des ambientais (pH, temperatura,
presenca de ions, etc.), portanto apresentam propriedades ideais para a fisiologia de
organismos vivos. Lipideos da membrana plasmatica, DNA cromossomal e diversas
proteinas funcionais apresentam comportamento de mesofase (HO et al., 1996).
Nesse contexto, o uso de cristais liquidos como sistema de liberagao pode mimetizar
condi¢des biolégicas naturais.

Os cristais liquidos sdo comumente classificados de acordo com a maneira
que se da a formacao da estrutura cristalina. Os- que sdo formados pelo aumento da
temperatura e fusdao de um material sdo denominados termotrépicos. Ja os que sao
formados pela adi¢cao de solventes sao classificados como liotrépicos (SINGH, 2000;
HIDE, 2001; SHANKS; STASZCZYK, 2012).

Cristais liquidos liotrépicos sao compostos por pelo menos uma molécula
organica e um solvente. A molécula organica deve possuir alguma complexidade
para nao ser simplesmente dissolvida pelo solvente adicionado e comprometer a
formacao de fases cristalinas. As moléculas anfifilicas sdo um exemplo de moléculas
organicas capazes de formarem fases liquido cristalinas. A adicdo de um solvente,
como a agua, promove a hidratagao seletiva da molécula, evitando a regiao lipofilica
(HIDE, 2001). As cadeias apolares, repelidas pela agua polar, tendem a induzir a
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formacdo de agregados hidrofébicos, enquanto que as cadeias hidrofilicas
permanecem expostas ao meio aquoso. Os canais de agua formados dependem da
composicao da fase aquosa e do lipideo utilizado (YANG; ARMITAGE; MARDER,
2004).

Um material que apresenta cristalinidade no estado liquido possui aspecto
opaco e turvo a olho nu, por outro lado, quando observado ao microscopio de luz
polarizada, apresenta texturas O6ticas caracteristicas formadas devido a elevada
birrefringéncia (SHANKS; STASZCZYK, 2012). Um cristal é oticamente isotrépico se
a fase formada possui uma organizagao espacial cubica e apresenta anisotropia
quando ha uma distribuicao espacial em diferentes orientagbes, que nao a cubica
(HIDE, 2001).

Os cristais liquidos liotrépicos podem apresentar diferentes estruturas
cristalinas que se organizam de forma a proporcionar mesofases lamelares, ctubicas
ou hexagonais (GUO, C. et al., 2010; LIBSTER; ASERIN; GARTI, 2011). A fase
lamelar constitui a forma de organizagcao mais simples (Figura 9), que .apresenta
estrutura unidimensional paralela, na forma de bicamadas lipidicas intercaladas por
fases aquosas. Os grupamentos polares das moléculas encontram-se adjacentes e
projetados para a interface aquosa, enquanto as caudas hidrocarbonadas
encontram-se dispostas paralelamente. Essa fase € caracterizada por sua fluidez e
anisotropia, sendo visualizada no microscopico de luz polarizada como cruzes
malteses isoladas ou corddes finos que representam bicamadas (TYLE, 1989;
SHAH; SADHALA; CHILUKURI, 2001; MULLER-GOYMANN, 2004).

As mesofases hexagonais sdo geralmente formadas por lipideos polares e
uma fase aquosa, em que o lipideo absorve certa quantidade de agua e
espontaneamente forma uma fase de gel com estruturas internas unicas em que
principios ativos podem ser incorporados (Figura 9) (GUO, C. et al., 2010; LIBSTER,;
ASERIN; GARTI, 2011). A fase liquido cristalina hexagonal reversa consiste em uma
variedade de canais de agua que sao separados por bicamadas lipidicas, formando
uma matriz hexagonal bidimensional, que é oticamente birrefringente quando
observada sob luz polarizada (YANG; ARMITAGE; MARDER, 2004).

Em uma estrutura liquido cristalina de fase cubica, as bicamadas lipidicas
estdo rearranjadas em uma matriz tridimensional na forma de cubos. A fase reversa
bicontinua culbica consiste em dois canais de agua continuos, que nao se

interceptam e sao separados por uma bicamada lipidica (Figura 9) (ENGSTROM,;
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ENGSTROM, 1992; YANG; ARMITAGE; MARDER, 2004; PHAN et al., 2011). Um
produto composto de mesofase cubica possui aspecto de um gel viscoso, que é
estavel com a variagdo de temperatura, e é oticamente isotropico (HELLEDI;
SCHUBERT, 2001; YANG; ARMITAGE; MARDER, 2004). As estruturas
mesomorficas clubicas possuem inimeras aplicagbes, entretanto, devido a
dificuldade de processar e manipular um produto na forma de gel, as dispersbes em
menores estruturas facilitam a utilizagdo do produto e mantém as propriedades
liquido cristalinas. Portanto, os géis de forma culbica preparados com excesso de
agua podem ser dispersos em nanoparticulas estaveis (YANG; ARMITAGE;
MARDER, 2004).
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Figura 9 — Esquema representando as mesofases reversa bicontinua cubica (Va),
hexagonal (Hz) e lamelar (La) exibidas pela monoleina. Adaptado de: Seddon (2010)
e Phan et al. (2011).

A dispersao de sistemas coloidais € comumente feita utilizando o poloxamer
407 como tensoativo estabilizador. Para processar mesofases cubicas em
nanoparticulas o método mais comum é a dispersdo empregando elevada energia.
Nos sistemas com monoleina, os ingredientes sdo misturados e deixados em
repouso por 24 horas. O gel de fase cubica formado é entdo disperso em particulas
nanométricas pela aplicagdo de energia mecanica ou ultrassdnica (YANG;
ARMITAGE; MARDER, 2004).

A monoleina ou monoelato de glicerila (MO) & composta por lipideos de
cadeia longa insollveis em agua. De forma geral, ela contém pelo menos 90 % de
acidos graxos insaturados, como o oleico e linoleico, e 5-6 % de acidos graxos
saturados (ENGSTROM; ENGSTROM, 1992). A MO é atdxica, biodegradavel e
biocompativel, pois esta sujeita a sofrer um processo de lipélise devido a atividade
de diferentes esterases presentes nos tecidos (ENGSTROM; ENGSTROM, 1992).
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Uma caracteristica importante demonstrada pela MO é a propriedade de formar
diferentes cristais liquidos dependendo da temperatura e da hidratagdo da molécula
(ENGSTROM; ENGSTROM, 1992; GAN et al., 2010). Este lipidio anfifilico forma
fase liquido cristalina cubica espontaneamente em contato com a agua e permanece
em equilibrio em excesso de agua. Ja a fase hexagonal reversa é formada a elevada
temperatura ou pela presenca de um terceiro componente na formulagdo que
participa do arranjo supramolecular (ENGSTROM; ENGSTROM, 1992; HELLEDI;
SCHUBERT, 2001; LOPES et al., 2006).

Devido a caracteristica anfifilica, tanto moléculas hidrofilicas, quanto lipofilicas
podem ser incorporadas ao sistema contendo MO (HELLEDI; SCHUBERT, 2001).
Além disso, ela tem sido utilizada como promotora de absorcdo de formulagbes
(LOPES et al., 2006; LOPES; SPERETTA; BENTLEY, 2007) e um sistema liquido
cristalino composto por nanoparticulas cubicas de MO, dispersas e estabilizadas
com poloxamer 407 para aplicacdo oftalmica de dexametasona, apresentou
resultados satisfatérios de permeacao e retencao ocular (GAN et al., 2010).

A associacdo da MO com a polietilienimina (PEI), polimero catiénico
amplamente utilizado como carreador de acidos nucléicos, poderia permitir a
viabilizacdo da aplicacdo do siRNA num sistema liquido cristalino. A PEI € um
polimero solivel em agua e de elevada carga positiva, devido a presenc¢a de grupos
amino protonaveis (INTRA; SALEM, 2008; GUNTER et al., 2011). O polimero possui
unidades repetidas do grupamento nitrogenado e, em pH fisiolégico, somente um
grupo amino é protonado. Quando o polimero é associado a um acido nucleico o
perfil de protonacdo é alterado, mas ainda assim existem unidades nitrogenadas
capazes de se protonarem, portanto o PEI possui elevada capacidade tamponante
em ampla faixa de pH (KIRCHEIS; WIGHTMAN; WAGNER, 2001). Além de interagir
com o material genético por atragao eletrostatica, o polimero promove a liberagao de
acidos nucléicos do endossoma por um processo denominado esponja de prétons.
O escape endossomal ocorre pela acidificagdo do meio, seguido pelo influxo de ions
cloro, que é provocado pela ampla capacidade tamponante do polimero. Com isso
ha migracdo de agua para dentro do endossoma por diferenga de osmolalidade, o
que provoca a ruptura do mesmo e liberagcao do seu conteido para o citoplasma,
inibindo a degradacao do acido nucleico (KIRCHEIS; WIGHTMAN; WAGNER, 2001;
ALIABADI et al., 2012).
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A principio, o uso de moléculas catiénicas foi suficiente para a administragao
de genes in vitro, mas para o uso terapéutico in vivo essa abordagem é inespecifica
e requer o uso de quantidades potencialmente toxicas de vetores catiGnicos. Ao
funcionalizar os vetores com moléculas ligantes a receptores celulares ha um
direcionamento para células especificas e a quantidade do vetor utilizada é reduzida
(MEDINA-KAUWE; XIE; HAMM-ALVAREZ, 2005). Visando o direcionamento para
células elou tecidos especificos e o aumento da absorgdo celular, o uso de
moléculas que se ligam a receptores celulares € uma excelente estratégia para
otimizar a administracao de genes (THANH et al., 2002; ROSSI, 2005; ZHANG et al.,
2008; DOHMEN et al., 2012).

O acido hialurénico, uma glicosaminoglicana linear de alto peso molecular e
com elevada carga negativa, € encontrado na matriz extracelular e também no
interior das células. Varias fungdes biologicas sao atribuidas ao acido hialurénico,
relacionadas a sua conformacao estrutural e interacdo especifica com as células
(COWMAN; MATSUOKA, 2005). Ele contribui para a organizagao tridimensional e
hidratacdo da matriz extracelular, influenciando as propriedades fisico quimicas do
local onde as células se encontram. Além disso, através da interagao e internalizarao
pela célula, ele pode modular o metabolismo, o crescimento e a migracdo de
fibroblastos. Fibroblastos humanos expressam quantidade consideravel do receptor
CD44 na membrana plasmatica, sendo que ele &, pelo menos parcialmente, utilizado
para internalizar e transportar moléculas de acido hialurénico exdégenas para os
lisossomos (CROCE et al., 2003).

O acido hialurénico tem sido estudado como alvo para interagao com receptor
celular CD44 presente em fibroblastos, células epiteliais, endoteliais e cancerosas
(ISACKE; YARWOOD, 2002; AFIFY et al., 2005; SUZUKI et al., 2002; SHEN et al.,
2011). O receptor CD44 foi descrito para as células epiteliais e conjuntivais da
cornea humana e uso do acido hialurénico em uma nanoparticula de aplicagao
tépica ocular proporcionou alta transfecgao celular de DNA (FUENTE et al., 2008a;
FUENTE et al., 2008b). A conjugagao quimica de moléculas ligantes de receptores
ao PEI tem sido uma estratégia utilizada para veiculagao de genes (THANH et al.,
2002; JIANG et al., 2008, JIANG et al., 2009). Particularmente, a associagao do
acido hialurénico com PEIl para vetorizagdo com siRNA atingiu os objetivos do
estudo (JIANG et al., 2008, JIANG et al., 2009).
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Devido as caracteristicas positivas como sistema de liberagédo descritas para
os cristais liquidos e as propriedades adequadas dos excipientes relatados, a
associacédo dos mesmos em um sistema de cristal liquido de MO disperso em
excesso de agua, contendo PEI como carreador de siRNA e acido hialurdnico como
promotor da captagéo celular especifica foi desenvolvido. A Figura 10 sumariza as

principais informacgdes relevantes para a escolha da formulagéo a ser estudada.

Monoleina (MO)
_ _ ot OH
* Monoglicerideo insaturado m

* Forma cristais liquidos

* Polimero catidnico
oy » Carreador de genes

* Polieletrdlito anidnico
. ) o1,
* Liga-se ao receptor CD44 Acido glucuronico  N-acetil-glicosamina

Figura 10 - Principais propriedades e estruturas quimicas dos excipientes
escolhidos para desenvolvimento do sistema liquido cristalino em associagdo com
acido hialurdnico.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar o potencial de dois
sistemas de liberagcdo, um sistema de geleificacao in situ de poloxamer 407 em
associagcao com dois diferentes tipos de quitosana e um sistema nanodisperso de
cristais liquidos em associagdo com acido hialurénico, como sistemas carreadores
para aplicacao oftalmica de siRNAs.

Os objetivos especificos foram:

- Desenvolver um sistema de liberagdo termorreversivel contendo diferentes
tipos de quitosana e caracterizar as formulagdes por analise de reologia, medida da
carga superficial e osmolalidade;

- Avaliar a influéncia do poloxamer 407 na osmolalidade do produto
termorreversivel;

- Estudar a penetragao in vitro do siRNA marcado com sonda fluorescente em
cornea bovina;

- Desenvolver uma formulagdo composta de cristais liquidos contendo acido
hialurénico e caracterizar por microscopia de luz polarizada, difragdo de raios X a
baixo angulo, osmolalidade, medida da carga supeificial, tamanho de particula e
polidispersividade;

- Avaliar o efeito da formulacao liquido cristalina contendo acido hialurénico na
viabilidade celular;

- Avaliar o potencial de utilizagao da formulagao liquido cristalina contendo acido
hialurénico através de estudo de transfeccao celular, utilizando siRNA marcado com
sonda fluorescente;

- Investigar a capacidade de complexacdo do siRNA as formulagdes

desenvolvidas por eletroforese;
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3. MATERIAL

O poloxamer 407; quitosana Jlow molecular weight (LMW, 922% de
desacetilacao); quitosana medium molecular weight (MMW,; 77,0% de
desacetilacao); polietilenimina (PElI) e brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) foram comprados da Sigma Aldrich Co (St. Louis, MO, EUA).
A monoleina (MO, Mpyverol 18,92K®) foi cedida pela Quest International, Inc.
(Norwich, NY, EUA). O hialuranato de s6dio ou sal sédico do acido hialurénico (HA;
1070 kDa) foi doado pela Shandong Freda Biopharm Co. Ltd. (Jinan, China). Os
siRNAs utilizados foram Silencer Negative Control #1 siRNA (Catalogo #AM4635) e
Silencer 6-carboxyfluorescein (FAM) GAPDH siRNA (Catalogo #AM4650), ambos
comprados da Ambion (Austin, TX, EUA). As corneas utilizadas foram provenientes
de olhos de bovinos recém abatidos, doados pelo frigorifico Barra Mansa Comércio
de Carnes e Derivados (Sertaozinho, SP, Brasil).
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4. METODOS

4.1. Incorporacao do siRNA aos sistemas de liberacao desenvolvidos

O siRNA foi adicionado na proporcao de 1:4 (siRNA:formulagcédo) e misturado
a formulacao (concentragao final de siRNA de 2,5 uM). A mistura final foi deixada em
repouso a temperatura ambiente por 30 minutos para garantir a complexagao da
molécula pelo sistema de liberagdo desenvolvido. Sempre que o siRNA foi
adiciohado, todas as solugbes utilizadas para preparar as formulagdes foram
preparadas com agua livre de RNase. Como o siRNA é incorporado na forma de

solucao todos os sistemas sofreram uma pequena diluicao.

4.2. Obtencao da formulaciao termorreversivel

Solugées contendo diferentes concentragées de poloxamer 407 (16-25 % p/p)
e/ou de quitosana (0,5; 0,8; 1,0 ou 1,5 % p/p) foram preparadas com solugao de
acido acético a 0,5 % (p/v). Quando o poloxamer foi utilizado, a solugdo previamente
preparada foi resfriada antes da incorporagao do polimero e, apés a dispersao, foi
deixada sob refrigeracdo por pelo menos 24 horas para garantir a completa
hidratacao do polimero. O pH das formulagées foi corrigido entre 5,8-6,2. A
temperatura de transicdo solucao/gel (Tsonge) das formulagées foi primeiramente
verificada por uma adaptagao do método de inversao de tubo descrito por Bentley et
al. (1999): 2,0 g de amostra foi colocada em um recipiente de vidro com 15 mm de
diametro externo e aquecido em banho maria de 4°C a 40°C. A Tsougel foi
considerada quando, ao inverter o tubo, toda a formulagdo permanecesse aderida
ao fundo do recipiente, e foi medida com um termdémetro Incoterm (precisdo de

1,0°C). As formulagdes com Tsoigel adequadas foram analisadas em redmetro.
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4.3. Caracterizagao da formulacao termorreversivel

4.3.1. Estudo de reologia e viscosidade

O Rebmetro R/S-TPS-P1 (Brookfield Engineering, EUA) foi utilizado para as
analises de reologia e viscosidade das formulagbes de poloxamer e quitosana. O
spindle C50-1 foi utilizado; a tensao aplicada foi crescente de 10 a 100 (1/s) durante
60 segundos e decrescente de 100 a 10 (1/s) durante 60 segundos e 1,0 mL de
amostra foi empregado por analise. Para confirmar a Tsoge a@s andlises de
viscosidade das formulages foram realizadas de 25°C a 35°C. As demais analises
foram realizadas a 25°C e 35°C.

Para simular condig¢des fisiologicas, lagrima artificial — simulated tear fluid
(STF) — foi obtida conforme Hagerstrom et al. (2000), resultando em pH de 8,2 e
osmolalidade de 291,3 (£3,2) mOsm/Kg. Considerando que o olho mantém um
volume permanente de aproximadamente 7-10 pyL de lagrima e os batoques
comerciais instilam um volume de 40-50 uL (BAEYENS; GURNY, 1997; GAFFNEY
et al., 2010; WEI et al,, 2002), 50 uL das formulagdes termorreversiveis foram
misturadas com 7 pyL de STF para avaliar a influéncia dessa solugao eletrolitica na

4.3.2. Analise da carga superficial

As analises de carga superficial (potencial Zeta) foram realizadas no
equipamento Zetasizer Nano System ZS (Malvern Instruments, Alemanha) a 25°C.
As formulagdes contendo poloxamer e quitosana foram diluidas na proporgao de 1:1
(formulagao:agua) e o pH foi mantido entre 5,25 e 5,35.

4.3.3. Estudo de Osmolalidade do poloxamer 407

A isotonicidade é uma caracteristica importante para uma formulagao

oftadlmica. A pressao osmoética € demonstrada pelo numero total de espécies

moleculares em solugéo, conforme descrito na XV Farmacopéia Japonesa. Embora,
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teoricamente, considera-se que moléculas de alto peso molecular com propriedade
nao idbnica nao interferem nesta propriedade coligativa, o oposto & indicado para
poloxamer (VIEGAS; HENRY, 1998). Portanto, € necessario avaliar a influéncia
desse polimero na osmolalidade do produto desenvolvido.

Para avaliar a influéncia do poloxamer 407 na osmolalidade do produto, os
sistemas contendo a quitosana LMW em associagdo com 18 e 20 % de poloxamer
foram avaliados por dois métodos diferentes. Além disso, NaCl foi adicionado a uma
formulagdo com intuito de se obter um sistema isoténico, considerando-se que o
poloxamer 407 nao interferiria na pressdo osmoética do produto. Como uma solugéo
de acido acético 0,5 % (p/v) contendo 1 % de quitosana LMW e 41 mg de NaCl
apresentou valor de osmolalidade desejavel de 307,4 mOsm/Kg (+2,5), 41 mg de
NaCl foi adicionado a uma formulagao contendo 18 % de poldxamer.

A osmolalidade das formulacées com e sem NaCl foi mensurada em
osmoémetro e comparada com valores obtidos pelo método da diluicado (Osmolarity
Determination, XV Farmacopéia Japonesa). Sucintamente, uma amostra é diluida n
vezes até atingir um valor de osmolalidade (C’t) de uma solugéo isoténica de NaCl
(0,9 g/100 mL). A osmolalidade aparente (Ct) pode ser calculada pela féormula
(n).(C'1)=(Ct1). Todas as solugbes e formulagdes foram avaliadas no equipamento
Semi-micro osmometer K 7400 (Knauer, Alemanha) a -9°C.

4.3.4. Avaliagao da complexacao do siRNA ao sistema de liberagao

termorreversivel

A complexagdo do siRNA aos sistemas desenvolvidos foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose. O gel de agarose foi preparado utilizando 2 % de
agarose e tampado TAE. A mistura foi aquecida até completa solubilizagdo da
agarose e, ap6s o resfriamento da solugao, 0,01 % de brometo de etideo (10 mg/mL)
foi adicionado. A mistura foi entao vertida sobre cuba eletroforética horizontal, onde
permaneceu em repouso até a formagao do gel.

Para as formulagbes serem aplicadas no gel, 30 pL das amostras foram
misturadas com 8 pL de loading buffer (responsavel por conferir densidade as
amostras) e 30 uL dessa mistura final foram aplicados em cada pogo. Apds a
aplicacdo das amostras no gel, a corrida foi feita em cuba horizontal utilizando
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tampéao Tris-Acetato-EDTA pH 8 (TAE) na poténcia de 100 V por 30 minutos. A
leitura do gel de agarose em UV foi realizada por meio do software Quantity one.

As formulagbes termorreversiveis compostas de 21 % poloxamer + 1 %
quitosana MMW e 25 % poloxamer + 1 % quitosana LMW contendo siRNA foram
avaliadas. Como controle, as mesmas formulagbes sem siRNA e uma solugéo

aquosa de siRNA foram utilizadas.

4.4. Estudo de penetragao in vitro das formulacdes termorreversiveis em

modelo animal

O estudo de liberagao foi realizado com siRNA marcado com sonda
fluorescente carboxifluoresceina (FAM) (siRNA-FAM, excitagao e emissao a 492 e
517 nm) e, ao final dos experimentos, as cérneas foram avaliadas utilizando
microscopio de fluorescéncia ou confocal, permitindo visualizar a distribuicao e
localizagao da molécula no tecido. '

Os olhos de bovinos foram coletados no Frigorifico Barra Mansa e
transportados sob refrigeracéo (aproximadamente 4°C) para o laboratério. Somente
olhos sem alguma deformidade aparente foram utilizados. As cérneas foram
dissecadas cuidadosamente e armazenadas provisoriamente em tampao HEPES
isotonizado com NaCl (pH 7,4) até serem colocadas na célula de difusdo vertical
(Figura 11). Todo o procedimento desde o abate do animal para coleta dos olhos,
transporte, dissecagcao das corneas até a montagem das células de difuséo
demandou aproximadamente 1 hora, devido a localizagao préxima entre o frigorifico
e o laboratério (10 Km).

Para montagem da célula de difusdao, tampao HEPES isotonizado foi
adicionado ao compartimento receptor das células de difusdo; as corneas foram
colocadas horizontalmente com o endotélio voltado para o compartimento receptor e
o epitélio para o compartimento doador com o cuidado de nao permanecerem bolhas
dentro do compartimento receptor; o compartimento doador foi preso ao receptor
com uma presilha sem deslocar as cérneas da posi¢cao previamente fixada (Figura
11 C e D). O sistema foi mantido a 35°C (temperatura ocular) e agitado a 600 rpm
conforme Gratieri (2010). O método utilizado no estudo de penetragao in vitro foi

previamente validado pelo grupo de pesquisa.
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Figura 11 — Fotografia de olho bovino utilizado nos experimentos (A); dissecagéo da
coérnea com uso bisturi e pinga (B); montagem da célula de difusédo (C e D).

Apés a montagem das células de difusdo, 100 pL das formulagdes
complexadas com siRNA-FAM e controles (tamp&o HEPES, solugédo aquosa de
siRNA-FAM e as formulagées sem siRNA-FAM) foram aplicados no compartimento
doador. Apds seis horas de experimento, as corneas foram congeladas utilizando
Tissue-Tek® (Sakura, Holanda) e seccionadas verticalmente em criostato (10 pm de
espessura) para avaliagdo em microscépio de fluorescéncia modelo Imager A1 (Carl
Zeiss, Alemanha) empregando filtro 4 (emiss&o de 505 a 565 nm e excitagdo de 480
a 520 nm). Para analise em microscopio confocal modelo TCS-SP 2 SE (Leica,
Alemanha), as amostras foram verticalmente seccionadas a 20 ym de espessura e
analisadas com emissdo de 505 a 530 nm e excitagcdo de 490 a 494 nm.

4.5. Obtencao das nanodispersoes de cristais liquidos funcionalizadas com

acido hialuronico

As formulagdes foram obtidas com diferentes concentragées de MO (10, 15,
20 e 25%, p/p) e 0,4 % de PEI (p/p). O método de preparo foi adaptado de Lopes et
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al. (2006) e Rossetti et al. (2011), em que a MO foi fundida a 42°C e misturada com
PEIl em agitador tipo vortex lka® (2500 rpm) por 3 minutos. Como fase aquosa,
tampao TRIS pH 6,5 contendo 1,5% de poloxamer 407 - adicionado ou ndo de 12
mg de NaCl - foi adicionado e a mistura foi deixada sob repouso por pelo menos 24
horas para a formacao e estabilizacdo da fase cristalina, que foi observada
microscopio 6ptico com luz polarizada (item 4.6.1.). Apés a verificacdo da formacéao
da fase liquido cristalina, a preparagcao foi agitada em vértex por 2 minutos e
dispersa em ultrassom de haste (sonicador) por 6 minutos utilizando poténcia de 4,4-
6,6 Watts. Uma solugdo de HA a 0,5 % (p/v) foi preparada com tampao TRIS e
diferentes aliquotas foram utilizadas dependendo da concentragcdo desejada do
polimero na formulagdo. O HA na concentragao de 0,02 % (JIANG et al., 2009) ou
0,06 % foi incorporado apds o cristal liquido de MO/PEI ser disperso. Sempre que a
solugao de HA foi utilizada, a formulagao foi preparada descontando-se a quantidade

de fase aquosa adicionada.

4.6. Caracterizagcdo das nanodispersoes de cristais liquidos funcionalizadas

com acido hialurénico

4.6.1. Analise por microscopia de luz polarizada

A utilizagao do microscopio de luz polarizada € uma técnica comumente
empregada para observar a presenga de birrefringéncia em cristais liquidos que
apresentam anisotropia. Portanto, formulacées contendo 10 a 25 % de MO foram
avaliada por trés vezes distintas durante 12 dias. Ja a formulagao contendo 10 % de
MO, manipulada com a fase aquosa contendo ou ndo NaCl, foi avaliada durante 15
dias. A formagao da fase cristalina foi observada em microscépio 6ptico modelo
Axioplan 2 (Carl Zeiss AG, Alemanha) equipado com filtro polarizador e acoplado a
camera digital Axiocan HRc (Carl Zeiss AG, Alemanha) com sistema de video e

aquisicao automatica de imagem.
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4.6.2. Avaliacao da osmolalidade das dispersées de cristais liquidos

A osmolalidade da dispersao de cristais liquidos foi avaliada medindo a
formulacao diretamente em osmdmetro e apés a sua diluicdo com agua na mesma
propor¢ao da incorporacao do siRNA. Os sistemas de liberagdo contendo 10 e 20 %
de MO, preparados com a fase aquosa adicionada ou ndo de 12 mg de NaCl foram
avaliados. A formulagao contendo 10 % de MO foi associada a 0,02 e 0,06 % de HA
para avaliar a influéncia da incorporagao da solugdao de HA. Todas as solugbes e
formulagbes foram avaliadas no equipamento Semi-micro osmometer K 7400
(Knauer, Alemanha) a -9°C.

4.6.3. Analise da carga superficial e tamanho de particula

As anadlises de potencial zeta e tamanho de particula da nanodispersao de
cristais liquidos foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano System ZS
(Malvern Instruments, Alemanha) a 25°C. As dispersdes de cristal liquido foram
diluidas na proporcao de 1:16,7 (formulagdao:agua) para as analises de carga
superficial e 1:100 (formulagao:agua) para a analise de tamanho de particula. Na
analise de tamanho de particula, o resultado da distribuicdo das nanoparticulas foi
obtido através de graficos de porcentagem de intensidade.

4.6.4. Avaliacao da complexacao do siRNA as nanodispersées de cristal

liquido funcionalizado com acido hialurdnico

O estudo foi realizado conforme o item 4.3.4. e, além da capacidade de
complexar o siRNA, a dispersao de cristais liquidos foi avaliada com relagao a
estabilidade do siRNA apés a incorporagao. Para tanto, uma solugéo de heparina foi
utiizada para descomplexar o siRNA da formulagdo (XIONG; ULUDAG;
LAVASANIFAR, 2009; SHEN et al., 2011).

O siRNA foi adicionado as dispersdes de cristais liquido funcionalizadas ou
nao com o HA para avaliagdo da capacidade de complexagcdo. Como controle, as
mesmas formulagées sem siRNA e uma solugcao aquosa de siRNA foram utilizadas.
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Para avaliar a estabilidade do siRNA na formulagdo, o sistema de liberacdo ja
complexado com siRNA foi incubado com 30 % solugao de heparina sédica (5000
Ul/mL) e mantido em banho termostatizado a 37°C por 1 hora (XIONG; ULUDAG,;
LAVASANIFAR, 2009; SHEN et al., 2011). Como controle, uma solugao de heparina
misturada com HA e/ou siRNA foi utilizada.

4.6.5. Analise de difracio de raios X a baixo angulo

As dispersdes de cristais liquidos foram analisadas no Laboratério Nacional
de Luz Sincroton (Campinas, SP, Brasil) com a colaboragdo da Profa. Dra. Marcia
Carvalho de Abreu Fantini, utilizando o equipamento D02A-SAXS2 (Small Angle X-
Ray Beamline). As medidas do angulo de espalhamento 20 foram realizadas
utilizando A= 0,1608 nm. As medidas de intensidade foram analisadas em fung¢ao do
vetor de onda (q=(47sinB)/A). As amostras foram acondicionadas em suporte, entre
folhas de Kapton. As intensidades foram registradas em um detector bidimensional,
por um periodo de 900 segundos. Os resultados experimentais foram corrigidos pela
resposta do detector. A transmissdao das amostras e do suporte isolado com as
folhas de Kapton foi medida e os dados de SAXS foram normalizados pela
transmissdo em cada caso, bem como foi removido o espalhamento das folhas de
Kapton do espalhamento das amostras.

A estrutura liquido cristalina foi identificada através da lei de Bragg,
calculando os valores das distancias interplanares, d. A simetria da estrutura foi
determinada associando a distancia interplanar aos indices de Miller (DONG; BOYD,
2011).

A formulagdao contendo MO/PEl/fase aquosa (0,3:0,012:2,7 p/p/p) foi
manipulada e dispersa em sonicador 1, 2, 7 ou 15 dias ap6s a manipulagdo. O
sistema disperso, quando nao adicionado de siRNA, foi diluido com agua livre de
RNase na mesma proporgdao. A amostra dispersa 2 dias apés a manipulagao foi

complexada durante 30 minutos com 0,02 % de HA e/ou o siRNA.
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4.7. Estudos in vitro em fibroblastos L 929

As células L929 sao utilizadas como modelo padrao de expressao do receptor
CD44 para o acido hialurénico (WIRANOWSKA et al.,, 2010), por isso foram
utilizadas no presente estudo.

As células de fibroblastos de camundongos da linhagem L1929 foram
cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
suplementado com 1 % (v/v) de solugdo de antibi6tico e antimicético composto por
10.000 unidades de penicilina, 10 mg de estreptomicina e 25 ug de anfotericina B
por mL e 10 % (v/v) de soro bovino fetal inativado (meio DMEM completo). Foram
incubadas a 37°C com 5 % de CO.. As células foram sub-cultivadas a cada 5-7 dias,
usando solugao salina 0,9 % com 1 % (v/v) de solugcdo de antibiético e antimicético
para lava-las e tripsina 0,25 % para desagrega-las do frasco. Ap6s desagregacao,
as células foram centrifugadas a 1000 rpm pbr 10 minutos a 4°C, ressuspendidas
em meio DMEM completo e, para contagem de células, usou-se cadmara de
Neubauer.

4.7.1. Estudo de viabilidade celular das nanodispersdes de cristal liquido
funcionalizado com acido hialurénico

O ensaio de viabilidade celular permite avaliar o potencial e a proporcéao de
morte celular causada pela aplicagdo de tratamentos especificos. A viabilidade da
linhagem celular frente a dispersao foi determinada empregando brometo de 3-(4,5-
dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). As células foram semeadas em placas de
96 pocos com uma densidade de 0,5x10° células/poco. Apds a confluéncia,
normalmente 24 horas, as células foram tratadas com 20 uL da dispersao (diluida
1:.50 em tampao PBS pH 7,2). As células foram entdo incubadas por 24 horas em
meio incompleto (meio DMEM sem soro bovino fetal). Posteriormente, as células
foram lavadas com solugcdao salina 0,9 % (contendo 1 % (v/v) de solugdo de
antibiético e antimicético). Meio incompleto foi adicionado, juntamente com 20 pL de
solucao de MTT (5 mg/mL). Apés incubagao por 4 horas, o meio de cultura foi
removido € 200 uL de DMSO foram adicionados. O MTT é reduzido em cristais de
formazan pelas células viaveis, os quais sdao medidos colorimetricamente no
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comprimento de onda de 570 nm utilizando leitor de placa de Elisa (uQuant, Biotek
Instruments Inc.) (SCHERLIESS, 2011). A viabilidade celular de cada grupo foi
expressa como porcentagem em relagéo ao grupo controle (células sem contato com
a dispersao), sendo considerado como 100 % de viabilidade celular.

A formulagédo contendo MO/PEl/fase aquosa (0,3:0,012:2,7 p/p/p) foi dispersa
em ultrassom de haste; 40 UL do sistema disperso foi complexado com 0,02 % e
0,06 % de HA por 30 minutos; em seguida foi adicionado 10 pL de agua. Para
avaliar a influéncia do HA na agdo da formulagéo, a dispersdo sem a incorporagdo
do HA também foi avaliada. Uma solugao contendo 0,4 % de PEI associada ou nao
a 0,02 % e 0,06 % de HA também foram testadas na mesma proporg¢éao utilizada nos
sistemas de liberagdo. Como controle, meio de cultura foi aplicado no lugar das
formulagoes.

Os dados obtidos das diferentes concentragdes das amostras foram avaliados
por analise de variancia (ANOVA unifatorial) seguida do teste post-hoc de Newman-
Keuls. O nivel de significancia adotado foi: p < 0,05 — *; p < 0,01— **; p< 0, 001 —
***  Os resultados foram expressos graficamente (GraphPad Software Prisma,
versdao 3.0, San Diego California, EUA), a partir dos valores absolutos, como
porcentagem média em relagdo ao controle + erro padrao da média (EPM), com

intervalo de confianga de 95 %.

4.7.2. Estudo de transfecgao celular das nanodispersdes de cristal liquido

funcionalizado com acido hialurénico em fibroblastos L929

~ Para o estudo de transfecgédo celular, os fibroblastos L929 foram colocados

em placas na densidade de 1x1 0° células/pocgo; 20 uL das formulages e controles

foram diluidos em 980 pL de PBS e 200 pL desta solugao foram misturadas com 1,8

mL de meio incompleto para serem aplicados nos pogos. Os sistemas foram

incubados por 24 horas e, entdo, o meio de cultura contendo as formulagées e

controles foi retirado, as células foram lavadas com salina e 2 mL de meio

incompleto foi acrescentado. Por fim, as amostras foram analisadas em microscopio
de fluorescéncia modelo Imager A1 utilizando filtro 4 (Carl Zeiss, Alemanha).

A formulagao contendo MO/PEl/fase aquosa (0,3:0,012:2,7 p/p/p) foi dispersa

em ultrassom de haste; 20 pL do sistema disperso foi complexado com 0,02 % e
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0,06 % de HA por 30 minutos; em seguida foi complexada com 4 L de siRNA-FAM
por 30 minutos. Para avaliar a influéncia do HA na agédo da formulagdo, o mesmo
sistema liquido cristalino disperso foi complexado somente com siRNA-FAM,
conforme descrito anteriormente. Uma solugéo contendo 0,4 % de PEI associada ou
ndo a 0,06 % de HA também foram complexadas ao siRNA-FAM, na mesma
proporcédo utilizada nos sistemas de liberagdo. Como controle, os sistemas e
solugdes na presenga ou auséncia do HA foram utilizados sem a adi¢do de siRNA-
FAM.

A Figura 12 sumariza as caracterizagdes dos dois sistemas estudados.

] Nanodispersoes de cristais
' liquidos funcionalizadas com
acido hialurdénico

s

Figura 12: Organograma sumarizando todas as analises realizadas para os
sistemas de liberagdo desenvolvidos neste estudo.

s
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtengdo da formulagdo termorreversivel

De acordo com Dumortier e colaboradores (2006) a Tsoigel do poloxamer pode
ser influenciada por diferentes excipientes presentes na formulagdo. Portanto, a
alteracdo da Tsoigel de solugdes de poloxamer quando associados com quitosana
el/ou NaCl foi avaliada pelo método de inversdo do tubo (Figura 13). O método de
inversdo tubo € um método comumente utilizado para descrever a Tsorgel de géis
termorreversiveis, de facil execugcdo, e embora ndo muito sensivel, pode demonstrar
alteragbes significativas na Tsoigel do sistema desenvolvido, permitindo a triagem de
formulagdes (BENTLEY et al.,, 1999; TAKEUCHI et al.,, 2003; SHIMOKAWA et al.,
2009).

Figura 13 — Aparéncia do produto termorreversivel na forma de solugdo a 25°C (A) e
na forma de gel, firmemente aderido as paredes do recipiente, entre 25-35°C (B).

A Tsorgel ideal é entre 25°C e 35°C (GRATIERI et al., 2010). Solugdes de
poloxamer 407 em diferentes concentragdes foram avaliadas e a que continha 17 %
deste polimero (Tabela 1) proporcionou valor aceitavel de temperatura de formagéo
de gel. Com adi¢cdo de 1 % de quitosana MMW nao houve influencia na Tsougel dO
poloxamer. Entretanto, quando 1 % de quitosana LMW foi acrescentado a
formulagéo, a Tsougel aumentou e somente com 20 % de poloxamer a temperatura de
geleificacéo desejavel foi atingida. O distinto comportamento entre as amostras de
quitosana avaliadas pode estar relacionado com os diferentes graus de
desacetilagdo e pesos moleculares das quitosanas utilizadas.
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Quando 41 mg de NaCl foi adicionado a formulacdo contendo 20 % de
poloxamer, a Tsoygel foi NOovamente alterada e a concentragéo de poloxamer precisou
ser reduzida para 18 %. Isto pode ser explicado, pois um aumento na for¢a iénica de
um produto diminui a quantidade de agua disponivel para interacao com polimero,
assim a presenga de NaCl diminui a temperatura de formacgao de gel (RICCI et al.,
2002). Além disso, a influéncia do NaCl na Tsogel do poloxamer ja foi observada de
forma dependente da concentragdo empregada e dos demais aditivos presentes na
formulagao (YONG et al., 2001).

Tabela 1 — Temperatura de formacao de gel de diferentes concentracbes de
poloxamer em associacdo com 1% de quitosana MMW e LMW na auséncia ou
presenca de NaCl.

Temperatura de geleificagcao das amostras analisadas
Concentragoes de

Quitosana
poloxamer 407 Sem Quitosana Quitosana
(% pi) ] LMW 1%
~quitosana LMW 1% MMW 1%
41mg NaCl
16 35,3+2,5°C >40°C - -
30,7 +
17 30,3+0,6°C >40°C -
0,6°C
320+ 25,7 +
18 27,0+ 0,0°C >40°C
0,0°C 0,6°C
19 24,7 +0,6°C >40°C - -
223 +
20 23,3+0,6°C 32,3+0,6°C -
0,6°C
22 - 24,3+ 0,6°C - -
25 - 19,7 £ 0,6°C - -

O estudo pelo método de inversdao do tubo ndo sé permitiu observar a
influéncia da quitosana LMW e do NaCl na temperatura de formacao de gel, como
também levou a identificagdo das formulagées com temperatura de transicdo de

solucao para gel ideal, as quais foram avaliadas posteriormente em reémetro.
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5.2. Caracterizagido das formulagdes termorreversiveis

5.2.1. Estudo de reologia e viscosidade

Diferentes sistemas de liberagdo foram avaliados em redmetro (Tabela 2).
Conforme avaliado pelo método de inversdo do tubo, as formulagdes com 20 % de
poloxamer + 1 % de quitosana LMW e 17 % de poloxamer + 1 % de quitosana MMW
demonstraram pardmetros adequados de Tsaigel. Entretanto, apos a adigdo do siRNA
em solugéo, essas formulagdes seriam diluidas e resultariam em uma concentragéo
final de quitosana de 0,8 % e de poloxamer de 16 % e 13,6 %, respectivamente,
portanto a formagado de gel in situ ficaria comprometida. Isso foi confirmado apés
diluicdo dessas formulagdes com agua e avaliagdo em redmetro. Portanto,
formulagdes com maiores concentragdes de poloxamer foram preparadas para que,
apés a diluicdo pela adicdo do siRNA em solugéo aquosa, ainda formassem gel in
situ. As formulagbdes F1 e F2, apés diluicdo proporcionariam sistemas com 20 % e
com 16,8 % de poloxamer, respectivamente. Portanto, para serem analisadas em
redbmetro, as formulagdes F1 e F2 foram diluidas com agua mimetizando a
incorporacdo do siRNA. Ja as formulagdes L1 e M2, manipuladas com a
concentracdo esperada de poloxamer apés a diluicdo, foram analisadas sem
diluicdo. O sistema Fnac) também foi analisado sem diluigdo com agua.

Tabela 2 - Formulagbes termorreversiveis desenvolvidas com diferentes tipos de
quitosana. Para as andlises em redmetro, os sistemas de liberagdo F1 e F2 foram
diluidos com agua mimetizando a incorporagédo do siRNA. Os sistemas L1 e M2
foram manipulados com a concentragdo de poloxamer esperada apés a diluigdo. O
sistema Fnaci fOi 0 Unico sistema que continha cloreto de s6dio na sua composicéo.

Quitosana Formulagao Denominagao
LMW 25 % poloxamer + 1 % quitosana + H;O F1
92,2 % 20 % poloxamer + 1 % quitosana L1
desacetilagéo 18 % poloxamer + 1 % quitosana + 41 mg NaCl Fnaci
MMW 21 % poloxamer + 1 % quitosana + H;O F2
77 % desacetilagéo 16,8 % poloxamer + 1 % quitosana M2

A andlise da viscosidade da formulagdo F1 em diferentes temperaturas, ndo
demonstrou uma fase de solugdo e outra de gel entre 25°C e 35°C e devido aos
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altos valores de viscosidade encontrados pode-se concluir que permaneceu na
forma de gel nas condi¢cdes do experimento (Figura 14). Com relagdo a formulagéo
F2 pode-se observar que a 25°C o produto apresentou baixa viscosidade, que
aumentou progressivamente e acima de 30°C a viscosidade € a mesma (Figura 15).
Isso indica que ha uma fase de transi¢cdo de solugdo para gel e a Tsoygel pode ser
considerada 30°C.

Sistema de liberagdo F1
Viscosidade em fungdo da temperatura: 25°C a 35°C

——35°C
40 —=-34°C
B30 ——32°C
L 25 —31°C
30°C

©
3 20 29°C
@15 28°C
@10 27°c
> 5 — 26°C
25°C

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105
Taxa de Cisalhamento (1/s)

Figura 14 — Viscosidade da formulagdo F1 em diferentes temperaturas.

Sistema de Liberagdo F2
Viscosidade em fungdo da temperatura: 25°C a 35°C

40 | ——35°C
| —=-34°C
7 33°C
& 30 —32°C
2 25 —31°C
8 5 | 30°C
‘@ 29°C
g1 28°C
5 10 27°C
5 . 26°C
0 - : p—— 25°C

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105
Taxa de Cisalhamento (1/s)

Figura 15 — Viscosidade da formulagdo F2 em diferentes temperaturas.

Para investigar o efeito da quitosana LMW no comportamento reolégico do
sistema, a formulagdo L1, que continha a concentragdo esperada de poloxamer
apés a diluigéo, foi avaliada em reémetro de 25°C a 35°C. Foi observada baixa
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viscosidade a 25°C e Tsouger de 29°C. A Figura 16 mostra que a 35°C a formulagéo
L1 e a solugéo de 20 % de poloxamer encontravam-se na forma de gel. A 25°C a
solugdo contendo 20 % de poloxamer apresentou-se no estado de gel, entretanto a
associacdo apresentou maior valor de Tsoge € €ncontra-se na forma de solugéo a
25°C. Portanto, a quitosana LMW reduziu a viscosidade da formulagéo a 25°C e
aumentou a temperatura de transicdo para gel. J& a quitosana MMW néo
demonstrou influéncia na formagao do gel, uma vez que a 35°C a formulagdo M2 e a
solugdo com 16,8 % poloxamer apresentaram os mesmos valores de viscosidade e,
a 25°C, ambas exibiram valores baixos de viscosidade (Figura 17).

Influencia da quitosana LMW na formacéo do gel

w
(1]

-=-20% poloxamer + 1%
quitosana LMW 35°C

20% poloxamer 35°C

N W
“a O

-=-20% poloxamer + 1%
quitosana LMW 25°C

-=-20% poloxamer 25°C

-
»

Viscosidade (Pas)
= S

1% quitosana LMW 35°C

o o

5 55 105
Taxa de Cisalhamento (1/s)

Figura 16 — Comparacdo entre a formulagido L1 e solugbes de poloxamer e
quitosana LMW a 25°C e 35°C.

Influéncla da quitosana MMW na formagéo do gel

35 -=-16,8% poloxamer + 1%

quitosana MMW a 35°C

w
o

16.8% poloxamer a 35°C

[ ]
o W

==-16,8% poloxamer + 1%
quitosana MMW a 25°C

\ -=-16,8% poloxamer a 25°C

. 1% quitosana MMW a
[ —— — I

5 55 105

Taxa de Clsalhamento (1/s)

-
(4]

Viscosidade (Pas)
=

o w»

Figura 17 — Comparagéo a formulagédo M2 e solugées de poloxamer e quitosana
MMW a 25°C e 35°C.

A influéncia do tipo de quitosana utilizada no sistema de liberagdo
termorreversivel pdéde ser observada pelo método de inversdo do tubo e foi

confirmada pelas analises de reologia. Todas as analises demonstram que somente
a quitosana LMW influencia a Tsoygel do poloxamer.
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A Figura 18 ilustra que a formulagdo F2 exibiu comportamento de fluido
newtoniano a 25°C e ndo newtoniano a 35°C. Neste caso, como a curva
descendente é deslocada para a direita em relagdo a curva ascendente, o produto
foi classificado como um fluido pseudoplastico a 35°C. O reograma da formulagéo L1
também apresentou comportamento pseudoplastico a 35°C (Figura 19). O
comportamento pseudoplastico exibido nos reogramas das formulagées € uma
caracteristica favoravel, considerando que facilita o piscar, deixando uma formulagéo
de alta viscosidade mais tolerante. Além disso, as lagrimas exibem comportamento
pseudoplastico e pressupde-se que essa caracteristica ndo deva ser muito
influenciada (NANJAWADE et al., 2007). Apesar da quitosana LMW influenciar a
Tsouget do poloxamer, nenhumas das quitosanas avaliadas influenciaram a
propriedades de fluxo e deformagéo do gel de poloxamer.

Reograma da formulagéo F2

300

[=3
‘g 250 - iy - 35°C
£ 200 ::::::4——¢——4-—¢—’4——¢J:2ﬁ5

() =» 25°C
§g 150
L]
T 100
(=]
] o v et

el 2
§ ’*‘_,‘t
0
5 55 105

Taxa de Cisalhamento (1/s)

Figura 18 — Grafico da tensdo em fungéo da taxa de cisalhamento a 25°C e 35°C da
formulagéo F2.

Reograma da formulagdo L1

-] I 2 » & A
E 300 //" — 35°C
_§ 250
— 25°C
2% 200
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.E 150 < vt
b 100 | #7
=4
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5 85 108

Taxade Cisalhamento (1/s)

Figura 19 - Gréfico da tensdo em fungéo da taxa de cisalhamento a 25°C e 35°C da
formulagao L1.
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O contrario pode ser observado na Figura 20 em que o reograma da
formulagéo Fnac foi 0 Unico que demonstrou comportamento dilatante a 35°C.
Apesar desta formulagéo sé ter sido utilizada para o estudo de osmolalidade, este
fato ressalta que além dos excipientes alterarem a Tsoiger do poloxamer, podem
também influenciar o comportamento de fluxo e de deformagdo do produto
desenvolvido. O comportamento reoldgico e a Tsaigel de géis de poloxamer 407 é
influenciado pela presenca de excipientes e o NaCl influencia as caracteristicas

fisico-quimicas de géis de poloxamer (RICCI et al., 2002).

Reograma da formulagao Fy,c,

—=» 35°C

150 - 25°C

Tenséo de Clsalhamento
(Pa)

5 55 108
Taxa de Cisalhamento (1/s)
Figura 20 — Gréfico da tensdo em fungéo da taxa de cisalhamento a 25°C e 35°C da

formulagdo Fnaci-

Influéncia da mistura das foomulagoes com STF a 35°C

35 E === F1
30 | o F2
-t |1

== F1 com STF

Viscoslkiade (Pas)
N
(=)

15 |
10 F2 com STF
5 L1 com STF
0 — i W — SRS = e — —
5 55 105

Taxade Cisalhamento (1/s)
Figura 21 - Influéncia da mistura de simulated tear fluid (STF) na viscosidade das
formulagbes a 35°C. As formulagbes foram avaliadas antes e apés a mistura com
STF na proporgéo de 50:7.
Para simular condigées fisiolégicas, em que as formulagbes estariam na
presenca de lagrima, estas foram diluidas em STF para verificar a Tsoyger dOS

sistemas apds a diluigcdo. A viscosidade de todas as formulagdes apés a mistura com
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STF foi reduzida (Figura 21). Somente a formulagdo F1 manteve valores de
viscosidade semelhantes as formulagées com F2 e L1 sem estarem misturadas ao
STF. A formulacdo F1 possui alta viscosidade e, mesmo apds a diluicdo, ainda
permaneceu na forma de gel na temperatura analisada. Isto sugere que somente um
gel com elevada viscosidade resistiia ao processo de diluicdo da lagrima e
permaneceria na forma de gel. Entretanto, in vivo espera-se algo intermediario entre
a formacao imediata do gel apés aplicacdo e a diluicdo completa da formulagcao
antes da transicdo para gel (GRATIERI et al., 2010). Para produtos oftalmicos
termorreversiveis, o efeito da diluicdo com STF é habitualmente avaliado (WEI et al.,
2002; QI et al.,, 2007) e, especificamente para a associagcdo de poloxamer e
quitosana (GRATIERI et al., 2010), a alteragdo na Tsoyger apos diluigdo com STF

também foi observada.

5.2.2. Analise da carga superficial

Além de propriedades adequadas de comportamento de fluxo, deformacgéo e
temperatura adequada de transicdo para gel, a carga superficial dos produtos
desenvolvidos € uma caracteristica importante para veicular siRNA (MEADE;
DOWDY, 2007). Solugdes de poloxamer, quitosana LMW e MMW e associagdes em
diferentes concentragées foram investigadas com relagao ao potencial zeta.

Apesar do poloxamer 407 ser uma molécula nao idnica, as solugdes de 16,8
% e 20 % poloxamer apresentaram residual positivo préximo de +6,56 e +6,45,
respectivamente. O potencial zeta dessas amostras atingiu valor residual positivo,
provavelmente devido a faixa de pH utilizada (5,25-5,35), pois uma solugao de 20 %
de poloxamer com pH de 5,85 apresentou residual préoximo de zero (+0,48 (£0,04)).
Com relagao as variedades de quitosana utilizadas, a quitosana MMW com 77,0 %
de desacetilacdo apresentou maior carga positiva do que a quitosana LMW com
92,2 %. Apesar de possuir menor grau de desacetilagdo, o maior peso molecular
pode ter contribuido para os valores encontrados (Tabela 3).

As solugdes de quitosana MMW e LMW apresentaram elevada carga positiva
de forma proporcional as concentragdes testadas. Nas associacdes de quitosana e
poloxamer a carga demonstrada pelos diferentes tipos de quitosana reduziu, mas as
formulagdes continuaram com carga residual positiva. A associagdo do poloxamer
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com 0,5 %, 1 % ou 1,5 % de quitosana resultou em valores similares de residual
positivo, sendo que a menor concentragao resultou em valores pouco inferiores. As
formulacbes F1 e F2 resultaram em valores de potencial zeta proximos as
formulagées com 16,8 % e 20 % de poloxamer, respectivamente, associadas com 1
% ou 1,5 % de quitosana (Tabela 3).

Tabela 3 — Potencial zeta das formulagbes e solugées contendo poloxamer e/ou
quitosana. Diluicao das amostras de 1:1 e pH entre 5,25-5,35.

_ = Amostra _Potencial Zeta (mV)
0,5 % quitosana MMW +53,03 (£0,81)
0,8 % quitosana MMW +69,73 (£1,85)
1 % quitosana MMW +74,97 (£2,93)
1,5 % quitosana MMW +80,73 (£2,08)
16,8 % poloxamer +6,56 (+1,39)
16,8 % poloxamer + 0,5% quitosana MMW +20,77 (£6,21)
16,8 % poloxamer + 1% quitosana MMW (M2) +29,10 (+2,65)
16,8 % poloxamer + 1,5% quitosana MMW +29,40 (13,44)
F2 +27,80 (£3,99)
0,5 % quitosana LMW +42,03 (£1,55)
0,8 % quitosana LMW +48,93 (+1,42)
1 % quitosana LMW +53,00 (+2,62)
1,5 % quitosana LMW +64,17 (£1,70)
20 % poloxamer +6,41 (£1,92)
20 % poloxamer + 0,5 % quitosana LMW +15,30 (+1,08)
20 % poloxamer + 1 % quitosana LMW (L1) +19,87 (+2,95)
20 % poloxamer + 1,5 % quitosana LMW +21,37 (£1,91)
F1 +20,57 (£3,29)

Os valores de potencial zeta positivo encontrados para as associagdes de
poloxamer e quitosana foram similares aqueles encontrados em nanoparticulas de
quitosana e copolimero de acido latico e glicdlico (PLGA) com objetivo de veicular
RNAI (TAETZ et al., 2009). O residual de carga positivo encontrado nos sistemas foi
satisfatorio, pois pode proporcionar boa interacao eletrostatica com o siRNA e com a

mucosa ocular.

5.2.3. Estudo de Osmolalidade do poloxamer 407

Sao escassas as informacgdes da literatura quanto ao padrao de osmolalidade
das formulagdes destinadas a via ocular e tal limitagdo de informagées se estende
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ao comportamento osmoético do poloxamer, apesar deste sua ampla utilizagao. Além
disso, o emprego de diferentes tipos de poloxamer tem sido proposto para reduzir o
inchaco de cérneas humanas armazenadas para transplante, visto que este
polimero apresentou capacidade de exercer pressao osmoética para extrair o excesso
de agua acumulado nesse tecido (ZHAO et al., 2008). Portanto, a osmolalidade das
formulagdes contendo poloxamer 407 foi estudada. Como a osmolalidade de
solugdes contendo elevada concentracdo de poloxamer sao dificeis de mensurar
pelo método de abaixamento crioscopico, o método da diluicdo é utilizado para
analise de osmolalidade de formulagdes termorreversiveis contendo poloxamer
(DELLAMARY et al., 2010). A osmolalidade péde ser medida em osmémetro sem a
diluicao das amostras, mas mesmo assim, as amostras foram avaliadas por ambos
os métodos. Assim, dois métodos foram utilizados para avaliar o comportamento
osmético do poloxamer 407. Além disso, a formulagdo com NaCl foi preparada
considerando que o poloxamer, por ser um polimero nao i6énico de alto peso
molecular, teria uma influéncia irrelevante na osmolalidade do produto.

As amostras avaliadas pelo método da diluicado foram diluidas com agua em
diferentes proporgdes até que um valor proximo a 285 mOsm/Kg fosse obtido. A
formulagdo com 18 % poloxamer + 1 % quitosana + 41 mg de NaCl, diluida 1,67
vezes, proporcionou valor de osmolalidade de 284,6 (+0,7) mOsm/Kg e a formulagao
com 20 % poloxamer + 1 % quitosana, diluida 1,25 vezes, proporcionou valor de
osmolalidade de 285,7 (+8,02) mOsm/Kg. Entao, os valores de osmolalidade foram
calculados e estao discriminados na Tabela 4.

As amostras analisadas pelo método da diluicdo tiveram valores de
osmolalidade menores do que as amostras mensuradas diretamente no osmémetro.
Os valores obtidos por ambos os métodos, de todas as formulagdes que continham
poloxamer, estavam acima dos valores aceitaveis de isotonia e a formulacao
contendo NaCl (Fnac)) apresentou maior valor de osmolalidade. Também é possivel
observar que a solugdo com 18 % de poloxamer ja apresenta elevado valor de
osmolalidade. Quando o poloxamer e a quitosana foram misturados o valor de
osmolalidade reduziu ao invés dos valores individuais se somarem. A osmolalidade
das formulagcbes desenvolvidas com os diferentes tipos de quitosana para aplicagao
de siRNA (F1 e F2) foi mensurada diretamente em osmémetro, sendo que os valores
encontrados foram elevados (Tabela 4).
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Tabela 4 — Osmolalidade das preparagées determinadas por diferentes métodos.
Osmolalidade

Amostra

(mOsm/Kg)

Osmolalidade obtida pelo calculo da diluicao
18 % poloxamer + 1 % quitosana LMW + 41 mg NaCl 475,3
20 % poloxamer + 1 % quitosana LMW 3571
Osmolalidade mensurada diretamente em osmdmetro

1 % quitosana LMW 51,7 (1,2)
1 % quitosana LMW + 41 mg NaCl 307,4 (£2,5)
18 % poloxamer 399,0 (+4,6)
18 % poloxamer + 1 % quitosana LMW 360,7 (£3,5)
18 % poloxamer + 1 %quitosana LMW + 41 mg NaCl 655,7 (£2,9)
20 % poloxamer + 1 % quitosana LMW 431,7 (£11,9)

Osmolalidade mensurada diretamente em osmdmetro das
formulagées diluidas com agua na mesma proporcao da adigcao da
solugao de siRNA
21 % poloxamer + 1 % quitosana MMW (F2) 413,7 (£5,0)
25 % poloxamer + 1 % quitosana LMW (F1) 683,3 (£9,1)

Embora o poloxamer seja um tensoativo ndo i6nico, o polimero apresentou
grande influéncia na osmolalidade do produto e essa caracteristica deve ser
considerada durante o desenvolvimento de formulagbes para aplicagao oftalmica. As
formulagbes analisadas apresentaram elevados valores de osmolalidade, portanto
ha necessidade de realizar mais estudos para avaliar a possivel ocorréncia de
efeitos adversos a cérnea pelo uso das mesmas.

Comparando-se os métodos empregados, atribui-se as diferengas de valores
de osmolalidade obtidas entre a medida direta da osmolalidade e o método da
diluicdo ao erro inerente a prépria diluicdo da formulagao e pelo método da diluigao
proporcionar um valor de osmolalidade aparente obtido por calculo. Assim,
considera-se que os valores mensurados diretamente em osmémetro sao mais

validos para representar a osmolalidade dos sistemas de liberagao desenvolvidos.
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5.2.4. Avaliacdo da complexagao do siRNA ao sistema de liberagao
termorreversivel

A eletroforese de formulagdes desenvolvidas para aplicagéo da terapia génica
€ comumente realizada para detectar a formacdo de complexos entre as
formulagdes e os genes (FUENTE et al., 2008a; XIONG; ULUDAG; LAVASANIFAR,
2009; SHEN at al., 2011; ZHANG et al, 2012). Esta técnica &€ baseada no
desaparecimento da banda correspondente a banda do SiRNA livre (XIONG;
ULUDAG,; LAVASANIFAR, 2009; SHEN at al., 2011).

A complexagdo do siRNA viabiliza a sua aplicagdo por protegé-lo frente a
degradacgéo enzimatica e também por promover a absorg¢ao celular e a liberagdo no
citoplasma das células (SHEN et al., 2011). A eletroforese das formulagdes
desenvolvidas demonstrou a capacidade das mesmas em complexar o siRNA, pois
somente a banda do siRNA livre foi visualizada (Figura 22). Assim, pode-se dizer
que o siRNA foi complexado ao sistema e, portanto, estaria protegido da degradagéo
enzimatica e, como interagiu com os sistemas desenvolvidos, espera-se que a

associagao favorega a entrada do mesmo nas células.

25%P 21%P .
siRNA 26%P 21%P
TRQLMW 1%AMMW o0 MW 1%QMMW

siRNA 3iRNA

Figura 22 - Eletroforese das formulagdes termorreversiveis de poloxamer e
quitosana: 25 % poloxamer + 1 % quitosana LMW e 21 % poloxamer + 1 %
quitosana MMW com e sem siRNA. Uma solugdo aquosa de siRNA foi utilizada
como controle.

5.3. Estudo de penetragao in vitro das formulagoes termorreversiveis em
modelo animal

O estudo de penetragdo in vitro de formulagdes de aplicagdo topica € um
importante método de avaliacdo do desempenho do produto. Este método também é
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utilizado para relacionar o efeito da atividade in vitro e in vivo de uma formulacgao,
portanto € uma ferramenta importante no desenvolvimento e no controle de
qualidade de produtos farmacéuticos (BAERT et al., 2010). Estudos de penetragcao
in vitro geralmente sao realizados com coérnea obtida de animais confinados em
abatedouros locais, que sao dissecadas e montadas em um sistema de difusao
(REICHL; BEDNARZ; MULLER-GOYMANN, 2004).

Dentre as espécies animais disponiveis, a coérnea bovina é utilizada como
modelo em estudos in vitro de penetracao e também para avaliacdo do potencial
irritante de formulagcdes (TEGTMEYER; PAPANTONIOU; MULLER-GOYMANN,
2001; COOPER et al., 2001; UBELS et al., 2004). Apesar da cérnea porcina possuir
maior similaridade com relacdo a espessura e ao nimero de camada de células
epiteliais (Van den BERGHE; GUILLET; COMPAN; 2005), no presente estudo, a
cornea bovina foi utilizada como modelo animal, devido a facilidade de obten¢ao do
material, pois a remogédo do globo ocular € um procedimento operacional padrao
apés o abate de bovinos e a localizagao proxima do abatedouro, como ja
comentado, tornou viavel este tipo de estudo, pois o experimento de penetragcdo em
cornea é realizado com o tecido ex vivo (VALLS et al., 2008).

O uso da coérnea obtida de animais recém abatidos & importante, pois no
tecido vivo a estrutura de todas as camadas é mantida e a presenca dos
desmossomos € um fator determinante para o transporte através do epitélio. Além
dos desmossomos unirem as células epiteliais, formando uma barreira de células
justapostas, eles restringem a difusdo de moléculas (ROJANASAKUL; ROBINSON,
1991), portanto, o tecido viavel e integro deve ser utilizado para uma avaliagao
eficaz e confiavel. Para realizar este experimento, o tampao HEPES isotonizado foi
utilizado no meio receptor, pois ele mantém a capacidade de tamponamento na
auséncia de fornecimento de CO,, garantindo a estabilidade do pH (LELONG,;
REBEL, 1998; NEGRETE; LING; LYDDIATT, 2008; LUO et al., 2010). Além disso, o
tampao HEPES foi utilizado em estudo de penetragdo em coérnea in vitro durante o
mesmo periodo de tempo utilizado neste experimento (GRATIERI, 2010).

O estudo de penetragdo em coérnea bovina foi realizado em célula de difusao
em um periodo de seis horas, apdés a aplicacdo das formulagdes. Sistemas de
liberagao contendo os dois tipos de quitosana estudados foram avaliados (quitosana
LMW, com 92,2 % de desacetilacdo e quitosana MMW, com 77 % de desacetilacido),

com intuito de avaliar se as diferentes quitosanas estudadas teriam a mesma
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eficacia em promover a penetracao do siRNA-FAM. Apesar da quitosana LMW
influenciar a temperatura de formacao de gel do poloxamer e, no sistema
desenvolvido, ndo proporcionar caracteristicas ideais como sistema de liberagao
termorreversivel, a capacidade de penetracdo do sistema contento 20 % de
poloxamer + 1 % de quitosana LMW foi estudada. A formulagdo com 21 % de
poloxamer e 1 % quitosana MMW também foi avaliada. A Figura 23 ilustra os
resultados obtidos em microscopio de Fluorescéncia (A-D) e em microscopio
Confocal (E-H).

A formulagdao com 20 % poloxamer e 1 % quitosana LMW foi avaliada em
microscopio de fluorescéncia e nao foi observada penetracdo do siRNA-FAM
(Figura 23D). Como o filtro disponivel nesse equipamento possui faixa ampla de
emissao e a cornea apresenta autofluorescéncia, a formulagado com 21 % poloxamer
+ 1 % quitosana MMW foi avaliada em microscépio confocal, que possui uma
regulagem mais fina dos parametros utilizados, mas também nao foi verificada
penetracdo (Figura 23H) Portanto, conclui-se que as formulagdes contendo
diferentes tipos de quitosana nao atingiram o objetivo de promover a penetragao do
siRNA-FAM padrao utilizado.

O grau de desacetilagao e o peso molecular influenciam o grau de interagao
entre o siRNA a quitosana e, em nanoparticulas, as quitosanas de alto peso
molecular tendem a complexar com siRNA mais prontamente do que as de baixo
peso molecular (RUDZINSKI; AMINABHAVI, 2010; KIANG et al., 2004). Com o peso
molecular constante, quanto menor o grau de desacetilagdo, menor a interagcado com
o acido nucleico e maior quantidade de quitosana é necessaria para haver
complexacgao (KIANG et al.,, 2004). Entretanto, um elevado grau de desacetilagao
e/ou alto peso molecular podem promover grande interagao com siRNA e retardar a
liberagdo do mesmo (RUDZINSKI; AMINABHAVI, 2010; KIANG et al., 2004; MAO et
al., 2010), portanto o ideal é a utilizacado de materiais combinando caracteristicas
favoraveis, como baixo peso molecular e elevado grau de desacetilagido ou com
maior peso molecular e menor grau de desacetilagao. Neste estudo foi utilizada uma
quitosana com baixo peso molecular e elevado grau de desacetilagdo e outra com

peso molecular médio e grau de desacetilagéo baixo.
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Figura 23 — Penetracdo de siRNA-FAM em coérnea bovina apés 6 h da aplicagao
topica. Legenda: (A) tampao HEPES; (B) 20 % poloxamer + 1 % quitosana LMW; (C)
solugdo aquosa de siRNA-FAM; (D) 20 % poloxamer + 1 % quitosana LMW
contendo siRNA-FAN; (E) tampdao HEPES; (F) 21 % poloxamer + 1 % quitosana
MMW; (G) solugédo aquosa de siRNA-FAM; (H) 21 % poloxamer + 1 % quitosana
MMW contendo siRNA-FAN; (1) Epitélio; (2) Estroma; (3) Endotélio; (4) Formulagao
complexada com siRNA.

Apesar da utilizacdo de amostras de quitosana que possuiam caracteristicas
desejaveis, o sistema de liberacdo na forma de gel pode nédo ter favorecido a
compactacdo do gene, consequente dificultado penetragdo do siRNA. Portanto, os
sistemas de liberacdo desenvolvidos, contendo quitosanas com diferentes
caracteristicas, pode nao ter favorecido a liberagao in vitro pelo fato de o siRNA ser
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complexado de forma irreversivel a formulagao desenvolvida e/ou devido ao tipo de
sistema de liberagdo nao favorecer a penetragcao do acido nucleico. A complexagcao
do sistema & importante para protecéo e vetorizacdo do siRNA, entretanto, ela deve
ser feita de forma reversivel para garantir a liberagdo do mesmo dentro da célula
(ROSSI, 2005).

5.4. Obtencao e caracterizacao do sistema liquido cristalino funcionalizado
com acido hialurénico

5.4.1 Analise por microscopia de luz polarizada

A microscopia ética polarizada €& utilizada para observar os padroes das
texturas de um material liquido cristalino e, em alguns casos, a ordem particular das
mesofases pode ser identificada. Materiais anisotrépicos possuem propriedades
6ticas que mudam dependendo da orientagdo da luz incidente com o eixo
cristalografico. A propagagdo da dire¢do da luz através de uma substancia
anisotropica determina o grau do indice de refragcdo. A diferenciacdo de fases &
observada pelas diferentes velocidades que a luz propaga pelo material (SHANKS,;
STASZCZYK, 2012).

A analise por microscopia de luz polarizada € comumente realizada para
observar a presengca de birrefringéncia em cristais liquidos que apresentam
anisotropia (HELLEDI; SCHUBERT, 2001; BORNE et al, 2001; SHANKS;
STASZCZYK, 2012; AEINLENG et al., 2012). Por ser uma técnica simples, rapida e
pouco dispendiosa, seu uso permite caracterizar e fazer a triagem de formulages
(BORNE et al., 2001).

Primeiramente, os sistemas de liberagdo compostos por cristais liquidos
foram avaliados utilizando diferentes concentracées de MO, concentragao fixa de 0,4
% de PEI e fase aquosa sem NaCl. As formulagdes com 10, 15, 20 e 25 % de MO
apresentaram birrefringéncia (Figura 24), aparentemente caracteristica da mesofase
hexagonal, com estabilidade variavel durante doze dias de observagdo. A
estabilidade foi menor para o produto contendo 25 % de MO e, devido a menor
concentracao de MO empregada e a maior estabilidade e reprodutibilidade entre as
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avaliagbes realizadas em triplicata, o sistema contendo 10 % de MO foi utilizado

para maiores investigacdes.

Figura 24 - Fotomicrografias obtidas utilizando microscopia de luz polarizada ap6s
12 dias de manipulagcdo (x10). (A) 10 % MO/PEI; (B) 15 % MO/PEI; (C) 20%
MOI/PEI; (D) 25 % MOI/PEI.

A interferéncia na formagdo de fases cristalinas pela adicdo de NaCl foi
avaliada no sistema contendo 10 % de MO. Os cristais liquidos compostos por
MO/PEl/fase aquosa (0,3.0,012:2,7 p/p/p) foram preparados utilizando ou ndo 12 mg
NaCl na fase aquosa e foram deixados em repouso para estabilizacdo da fase
cristalina, que foi observada durante quinze dias utilizando microscopia de luz
polarizada (Figura 25).

A presengca de NaCl na fase aquosa nao prejudicou a formagdo de fases
cristalinas e, nas amostras avaliadas, aparentemente contribuiu para maior
estabilidade e formacao de mesofases birrefringentes. Este fato foi observado em
estudo de difracdo de raios X que demonstrou que, quando a MO esta
completamente hidratada, a presenca de NaCl favorece a formacédo de fase
hexagonal ao invés da fase clbica (CAFFREY, 1987). Também foi possivel observar
que em ambas as formulagdes a intensidade de formacao de fases cristalinas foi
aumentando com o passar do tempo. A amostra observada um dia apés a
manipulagdo apresentou pouca birrefringéncia, ja as amostras analisadas quinze
dias ap6s a manipulacdo demonstraram maior birrefringéncia (Figura 25). Este



55

efeito foi mais evidente no sistema contendo NaCl e pode-se dizer que a formulagéo
tendeu a estabelecer e estabilizar a formagédo da fase cristalina birrefringente de
acordo com o tempo. A Figura 25 C1 e C15 ilustra que a MO sem estar associada
ao PEI ndo apresentou birrefringéncia.

Figura 25 — Fotomicrografias obtidas a partir de amostras analisadas durante 15
dias, utilizando microscopia de luz polarizada (x10). Legenda: (A) 10% MO/PEI +
tampao contendo 12 mg de NaCl; (B) 10% MO/PEI + tampado sem NaCl; (C) 10%
MO + tampéo contendo NaCl; (1; 2; §; 7 ou 15) indica o niumero de dias que a
amostra foi analisada apds a manipulagéo.
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Nos sistemas de liberagdo desenvolvidos, observou-se pouca birrefringéncia
no primeiro dia de estabilizagdo da formulagéo. A partir do segundo dia houve maior
evidéncia da estabilizacdo do sistema cristalino. Como seria inviavel esperar a
completa estabilizagdo da fase observada por muitos dias, optou-se por deixar o
sistema em repouso por dois dias. Apds esse periodo, as formulagées foram
dispersas em um sistema coloidal utilizado nas demais caracterizagdes realizadas
nesse estudo. A Figura 26 demonstra o aspecto do sistema de liberagdo
desenvolvido antes e ap6s a dispersdo. Nos sistemas ndo dispersos foi realizada
triagem com base na observagdo da formagdo de fases cristalinas, que levou a
escolha da formulagado que foi dispersa e complexada com siRNA e/ou HA.

Acido
hialurénico
(HA)

| siRNA |

complexado

'Y

Dispersao nanometrica

Cristais liquidos

de cristais liquidos

Figura 26 - llustragdo do sistema liquido cristalino composto de MO e PEIl antes da
disperséo (A), quando é feita a observagado de birrefringéncia das fases cristalinas
em microscépio de luz polarizada e apés a dispersado (B), o sistema nanométrico é
complexado ao siRNA e/ou HA para caracterizagdo da formulagao.

5.4.2. Avaliagao da osmolalidade das dispersées de cristais liquidos

No desenvolvimento do sistema de liberagdo liquido cristalino a osmolalidade
das formulagdes foi avaliada, com o intuito de obter sistemas isotdnicos. As
amostras foram mensuradas em osmdmetro em sua férmula original e também
diluidas com agua mimetizando a incorporagéo da solugéo de siRNA.

E possivel observar na Tabela 5 que o tampao foi quem mais contribui para a
osmolalidade do produto, visto que, mesmo utilizando o dobro da quantidade de MO
(20 % de MO) néo foi observado aumento expressivo na osmolalidade. Somente a
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formulacao contendo 20 % de MO foi isoténica, entretanto apoés a diluicdo na mesma
propor¢ao da incorporagcao de siRNA, todos os sistemas se tornam hipoténicos.
Portanto, 12 mg de NacCl foi adicionado a fase aquosa do sistema contendo 10 % de

MO, pois apo6s a diluicdo obteve-se um valor desejado de osmolalidade.

Tabela 5 — Osmolalidade da dispersao de cristais liquidos de MO/PEl/fase aquosa

(0,6:0,012:2,4 p/p/p e 0,3:0,012:2,7 p/p/p) em associacdo ou ndao com HA; antes e

apos a diluicdo com agua, mimetizando a incorporagao da solugéo de siRNA.
Osmolalidade mensurada antes da diluigcao (mOsm/Kg)

Tampao TRIS com 1,5% poloxamer

20 %MO/PEI

10 %MO/PEI

10 %MO/PEI + 12 mg NaCl

10 %MO/PEI + 12 mg NaCl + HA 0,02 %
10 %MO/PEI + 12 mg NaCl + HA 0,06 %

200,30 (+1,2)
284,00 (+1,0)
241,00 (+0,0)
370,00 (6,2)
381,67 (£3,1)
367,33 (£2,1)

Osmolalidade mensurada apos a diluigao (mOsm/Kg)
20 %MO/PEI 238,00 (£2,7)
10 %MO/PEI 187,00 (+3,0)

10 %MO/PEI + 12 mg NaCl
10 %MO/PEI + 12 mg NaCl + HA 0,02 %
10 %MO/PEI + 12 mg NaCl + HA 0,06 %

288,00 (+2,8)
291,00 (£1,0)
280,67 (+2,1)

Os sistemas de liberacdo foram complexados com HA em diferentes
concentragdes, utilizando uma solugdo de HA a 0,5 % preparada com o mesmo
tampao utilizado na fase aquosa da formulagdo (sem adicdo de NaCl). A
incorporagéao do HA nao teve grande influéncia na osmolalidade do produto. Quando
a solucdo de HA foi acrescentada houve pequena variagdo na osmolalidade,
provavelmente devido ao erro presente na afericdo do volume adicionado da solugao
de HA. Como a maior variagao foi observada quando a maior concentragcao de HA
foi utilizada, o uso do tampao contendo NaCl na solugdo de HA poderia evitar a
variagcao observada.

Como a adigdo de 12 mg de NaCl ao sistema de liberagao liquido cristalino
nao influenciou a formagao de fases cristalinas (item 5.4.1) e a sua incorporagao
permitiu a obtencéo de formulagdes isotonicas, o NaCl foi adicionado a fase aquosa
para as demais caracterizagoes realizadas neste estudo.
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5.4.3. Analise da carga superficial das dispersoes de cristais liquidos

Apoés a dispersao em ultrassom, a formulagéo contendo 10 % de MO e 0,4 %
de PEI foi complexada com o siRNA e/ou com acido hialurénico a 0,02 e 0,06 %.
Como o HA é um polieletrélito aniénico foi necessario avaliar a influéncia da sua
adicdo na formulagao, entdo a incorporagao desses compostos em diferentes ordens
foi avaliada.

O potencial zeta encontrado foi pouco positivo para todos os sistemas
avaliados. A associacdo com siRNA e 0,02 % de HA provocou uma pequena
diminuicao dos valores de carga superficial. Quando 0,06 % de HA foi incorporado a
diminuicdo do potencial zeta foi mais evidente e a ordem de adicdo do siRNA e HA
nao influenciou a carga residual do sistema (Tabela 6).

A avaliagdo da carga residual do sistema de liberagdo € importante para
caracterizar um sistema de liberacdo de genes. Apesar de se esperar que um
residual positivo seja necessario para uma liberagao efetiva, outros sistemas de
liberagdo que utilizam o HA resultaram em valores bastante negativos de potencial
zeta e, mesmo assim, a formulagao foi efetiva para complexar o siRNA e atingir os
objetivos do estudo (JIANG et al., 2008; FUENTE et al., 2008a). Portanto, os
resultados obtidos de carga residual foram satisfatérios, ponderando-se que o

sistema de liberagao teria capacidade de complexar o siRNA e HA adicionados.

Tabela 6 — Analise de potencial zeta da formulagdo composta de cristais liquidos de
MO/PEl/fase aquosa (0,3:0,012:2,7 p/p/p) em associacdo com siRNA e HA.

Potencial Zeta (mV)

10 % MO/PEI +6,71 (0,39)
10 % MO/PEI + siRNA +5,99 (0,17)
10 % MO/PEI + HA 0,02 % + 6,67 (+0,04)
10 % MO/PEI + HA 0,06 % + 4,76 (+0,15)
10 % MO/PEI + siRNA + HA 0,02 % + 6,46 (£0,44)
10 % MO/PEI + siRNA + HA 0,06 % + 4,33 (£0,45)
10 % MO/PEI + HA 0,02 % + siRNA + 6,89 (0,27)

10 % MO/PEI + HA 0,06 % + siRNA + 4,01 (x0,28)
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5.4.4. Analise do tamanho de particula das dispersodes de cristais liquidos

O tamanho ideal de nanoparticulas para aplicagao oftalmica é de 100 a 500
nm (NAGARWAL et al., 2009) e este diametro médio de particula também é
desejado no desenvolvimento dos sistemas de liberagao para veiculagdo de siRNA
(REISCHL; ZIMMER, 2009). Portanto, o tamanho de particula obtido no sistema
liquido cristalino funcionalizado com acido hialurénico em associagdo com siRNA,
estda dentro dos parametros desejados (Tabela 7). Foi possivel observar um
pequeno aumento do tamanho de particula quando o siRNA e HA foram
incorporados a dispersao de cristais liquidos. A ordem de incorporagéao do siRNA e
HA teve pouco influéncia no tamanho médio das particula obtidas. |

A polidispersividade é a medida da homogeneidade das particulas que varia
de 0 a 1 e quanto mais préoximo de zero mais homogéneo € o tamanho das
particulas. Os valores de polidispersividade encontrados para todos os sistemas
avaliados foram proximos de 0,2 e valores similares foram obtidos para
nanoparticulas carreadoras de siRNA (TAETZ et al., 2009). Portanto, a variacao da
homogeneidade das particulas obtidas nos sistemas desenvolvidos foi considerada

aceitavel.

Tabela 7 — Analise do tamanho de particula e polidispersividade da formulagao
composta de cristais liquidos de MO/PElffase aquosa (0,3:0,012:2,7 p/p/p) em
associacdo com siRNA e HA.

Tamanho de

Formulagoes Polidispersividade
Particula (nm)
10 % MO/PEI 168,83 (+0,85) 0,19 (+0,01)
10 % MO/PEI + siRNA 161,00 (+6,01) 0,18 (+0,04)
10 % MO/PEI + HA 0,02 % 106 3% (10,53) 0,21 (*0,02)
10 % MO/PEI + HA 0,06 % H3Io@ 1,84) 04 (% 0,04)
10 % MO/PEI + siRNA + HA 0,02 % 160,40 (+0,10) 0,18 (£0,01)
10 % MO/PEI + siRNA + HA 0,06 % 175,83 (£2,72) 0,22 (+0,01)
10 %MO/PEI + HA 0,02 % + siRNA 166,50 (+1,65) 0,19 (+0,01)

10 %MO/PEI + HA 0,06 % + siRNA 168,37 (+1,06) 0,19 (+0,01)
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5.4.5. Avaliacao da complexacao do siRNA as nanodispersoes de cristal

liquido funcionalizado com acido hialurénico

Os sistemas de liberagcao devem ser capazes de interagir com o siRNA. As
moléculas catiénicas sao utilizadas como vetores para que a interagao eletrostatica
com o siRNA anibnico favoregca a liberagdo da molécula de forma ativa no
citoplasma das células. Portanto, a complexacao do siRNA viabiliza a sua aplicagcao
por protegé-lo frente a degradagédo enzimatica e também por promover a absorgéo
celular e a liberagcao no citoplasma das células (SHEN et al., 2011). No sistema de
liberacao desenvolvido foi importante avaliar se a presenga do polimero aniénico HA
nao iria concorrer com o siRNA para formar o complexo com a formulagao contendo
o vetor catidénico PEI, desta forma a incorporacao desses compostos em diferentes
ordens foi avaliada.

A Figura 27 ilustra que somente a banda do siRNA livre foi visivel, portanto
quando o siRNA foi adicionado as formulagdes, todas foram capazes de complexa-
lo, independentemente da presenca e concentracdo de HA utilizada. A ordem de
adicao do siRNA e HA também nao influenciou a interagdo do acido nucleico com a
formulagdo. Como a ordem de adicao nao influenciou a carga residual e o tamanho
de particula, o HA foi adicionado antes do siRNA nos demais experimentos por ser
mais a forma mais pratica.

Além da habilidade de complexacdo, a estabilidade do siRNA presente nos
sistemas de liberagdo desenvolvidos foi igualmente avaliada. A heparina € um
eletrélito com carga residual negativa, que compete com o siRNA pela interagao com
o sistema de liberagao positivo, entao ela foi utilizada em uma concentragdo que
promoveu o deslocamento do siRNA da formulagcdo (XIONG; ULUDAG,;
LAVASANIFAR, 2009; SHEN et a., 2011). Apés a descomplexacao do siRNA,
utiizando heparina, foi possivel observar a presenca das bandas do siRNA,
indicando que a formulacdo nao degradou o siRNA. Os polimeros aniénicos
avaliados - heparina e HA - ndo apresentaram banda no gel e também nao
degradaram o siRNA. A Unica alteracao evidenciada foi que a banda da associagao
da heparina e o siRNA apresentou-se um pouco menos intensa do que a do siRNA
sozinho.
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Formagao de Complexos Descomplexagao do siRNA

Figura 27 - Eletroforese da dispersdo de cristal liquido associada ao acido
hialurénico. A dispersao de cristais liquidos de MO/PEl/fase aquosa (0,3:0,012:2,7
p/p/p) foi adicionada de siRNA e hialuronato de sédio (HA) a 0,02 % e 0,06 % em
diferentes ordens de adigéo. A heparina foi utilizada para descomplexar o siRNA dos
sistemas de liberagéo.

5.4.6. Analise de difragdo de raios X a baixo angulo

O método mais comum e informativo para investigar a estrutura espacial da
matéria & baseado no fendmeno de difragdo de onda. A andlise de difragdo de raios
X a baixo angulo € uma técnica amplamente utilizada para estudar estruturas. Nos
experimentos de difracdo, um feixe de radiagdo atinge o objeto em estudo e o
padrao do espalhamento é observado. Esta andlise permite obter informagdes sobre
a estrutura com resolugédo espacial, determinada pelo comprimento de onda
irradiado (FEIGIN; SVERGUN; 1987).

A andlise de difragéo de raios X a baixo angulo é uma técnica que estuda
caracteristicas estruturais em tamanho coloidal. Qualquer processo de difragcdo é
caracterizado pela lei da reciprocidade, que da uma relagéo inversa entre o tamanho
de particula e o grau de difracdo. As dimensdes coloidais sdo muito maiores,
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comparadas ao comprimento de onda dos raios X, 0 que proporciona uma variagao
angular baixa da difracdo observada (GLATTER; KRATKY, 1982).

Os cristais liquidos possuem caracteristicas de ordem, presentes nos sélidos
cristalinos e evidenciadas pela difragdo de raios X, assim como caracteristicas de
desordem, evidenciadas pela fluidez tipica dos liquidos (SINGH, 2000). Uma
propriedade caracteristica de todas as estruturas cristalinas é a presenga de uma
organizacao orientacional. Nos cristais a localizagao relativa de todos os atomos é
fixa, definindo a estrutura cristalina do material, que pode adotar diferentes simetrias
tridimensionais (HIDE, 2001). A difragdo de raios X a baixo angulo permite a
caracterizacao de fases liquido cristalinas e tem sido utilizada em estudos de
sistemas de liberagdo contendo MO (BORNE; NYLANDER; KHAN, 2001; YANG;
ARMITAGE; MARDER, 2004).

Isto é possivel, porque os diferentes tipos de fases cristalinas proporcionam
diferentes padroes de difracdo de raios X. A fase hexagonal possui um padrao de
difracdo que tem a proporgéo de 1; 1/N2; 1/¥3; 17 entre as distancias interplanares.
Ja para a fase cubica a razdo entre as distancias interplanares é de 1; 1N2; 1W3;
1N4; 115; 1\6; 1/V8 (HELLEDI; SCHUBERT, 2001).

Diferentes formulagbées compostas por MO/PEl/fase aquosa (0,3:0,012:2,7
p/p/p) foram preparadas e deixadas em repouso para estabilizacdo da fase cristalina
durante um, dois, sete e quinze dias, respectivamente. Ap6s esse periodo, as
amostras foram dispersas em sonicador e a formulagao estabilizada por dois dias foi
complexada ou ndo com siRNA e/ou HA para entéao realizar as andlises de difracao
de raios X. Através da analise dos picos de reflexdo presente nos difratogramas
(Figura 28), as razdes entre as distancias interplanares foram obtidas e o parametro
de rede (a) foi determinado. De acordo com as diferentes propor¢cdes dos padroes
de difragao obtidos, o tipo de fase liquido-cristalina de cada amostra foi determinado,
conforme apresentado na Tabela 8.

Foi possivel observar que a amostra deixada em repouso por um dia
apresentou uma mistura de fase cubica e hexagonal. O mesmo padrdao foi
evidenciado para as amostras dispersadas dois e sete dias ap6s a manipulagéo,
entretanto conforme a formulagéo foi deixada em repouso por mais dias, ocorreu
uma estabilizagcdo para a formagao da fase hexagonal. Isso é evidenciado pela
analise da amostra dispersada quinze dias ap6s a manipulacdo, em que somente a
fase hexagonal foi observada.
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Esses resultados estdo em conformidade com as observagdes feitas durante
a analise por microscopia de luz polarizada, em que a presengca de maior
birrefringéncia foi observada com o maior tempo de repouso das amostras. Como a
fase cubica é isotrdpica, a anisotropia observada foi atribuida a fase hexagonal.
Assim, pode-se constatar que o sistema de liberacdo desenvolvido apresentou clara
transformacgéo da fase clbica para a fase hexagonal com o tempo.

E importante ressaltar que a formulacdo deixada em repouso por dois dias foi
utilizada para associagdao com HA e siRNA e, nesse periodo, o sistema de liberagéo
avaliado foi composto por uma mistura de fase cliibica e hexagonal. A associagao da
dispersdao com siRNA e HA nao proporcionou alteragdo da estrutura cristalina da
disperséo (Figura 28B e Tabela 8), mas pode-se sugerir que, devido as diferencas
entre a organizacdo das estruturas cristalinas, a cinética de liberacdo da fase
hexagonal e cubica seriam distintas (FARKAS et al., 2000) e poderiam promover
diferentes padrées de liberagcdo do siRNA.

Outra comparagéao importante entre as diferentes amostras foi a avaliagéo dos
valores de parametro de rede. O parametro de rede representa a distancia entre os
centros das micelas ordenadas da fase liquido cristalina, desta forma, obtém-se
informagobes importantes sobre a estrutura interna dos cristais liquidos (AMAR-YULI
et al., 2007). A estrutura molecular e a polaridade determinam se o composto
adicionado estara localizado na interface polar ou na regido apolar da camada
lipidica (CABOI et al., 2001). O aumento do parametro de rede pode ser devido a (i)
hidratacdo da estrutura ou a presengca de moléculas hidrofilicas nos dominios
aquosos que resulta no seu alargamento e (ii) presengca de moléculas anfifilicas
particionadas entre o dominio polar e a cauda apolar (AMAR-YULI et al., 2007,
LIBSTER et al.,, 2007; AMAR-YULI; ASERIN; GARTI, 2008), sugerindo que a
molécula adicionada ao sistema esta localizada internamente na estrutura liquido
cristalina. Por outro lado, a sua redugdo sugere a desidratacdo dos dominios
aquosos (AMAR-YULI et al., 2007) e sua manutengcdo a presenga de moléculas
hidrofébicas localizadas nas cadeias de hidrocarboneto da MO ou adsorgcéo das
moléculas na superficie das particulas reversas (LIBSTER et al., 2007).

A incorporacdo de aditivos aos sistemas liquido cristalinos pode alterar a
auto-organizagcao dos lipideos e, consequentemente, controlar a estrutura da fase
formada (ROSSETTI et al., 2011). Essas alteracbes podem se manifestar em
completa mudanca de fase ou apenas em variagbes no parametro de rede da
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estrutura (PHAN et al., 2011). A analise por SAXS das dispersodes liquido cristalinas
demonstrou que a adigdo de componentes (HA ou siRNA) nao provocou alteragao
da estrutura cristalina. Entretanto, o parametro de rede da fase hexagonal teve
pequena diminuicdo com a introdu¢cdo do HA e do siRNA, correspondendo a
aproximadamente 6,10 nm para a formulagdo sem os aditivos e a 6,06 nm quando o
HA foi incorporado, sendo que este valor foi mantido quando o siRNA foi
incorporado. A diminuicdo do valor de parametro de rede pode ser explicada pelo
fato do HA ser um polimero hidrossollvel que, para ser solvatado pelas moléculas
de agua, pode ter provocado a perda de agua dos canais da rede cristalina,
aproximando as cadeias lipidicas. JA o parametro de rede da fase cubica de
aproximadamente 8,40 nm apresentou uma tendéncia de diminuir com a introducao
do HA com valor préoximo a 8,34 nm, provavelmente devido ao mesmo motivo
descrito anteriormente. Entretanto, quando o siRNA foi adicionado a associacao do
cristal liquido com HA o pardmetro de rede apresentou um pequeno aumento de
aproximadamente 8,42 nm, sugerindo uma possivel distribuicdo do siRNA no interior
da estrutura cristalina cubica.

O parametro de rede da estrutura cristalina sofreu algumas alteracées
conforme as mesofases foram se estabilizando com o tempo. O parametro de rede
da fase hexagonal diminuiu continuamente conforme a estrutura cristalina se
estabilizava, até a completa formacao da fase hexagonal durante quinze dias. Os
valores de parametro de rede encontrados foram de aproximadamente 6,12 nm com
um dia e de 5,75 nm com quinze dias, quando somente a fase hexagonal foi
observada. Essa alteracao pode ser atribuida a propria reorganizagao da estrutura
cristalina conforme ela foi se estabilizando para a formacgao da fase hexagonal. Ja o
parametro de rede da fase clubica aumentou com o tempo e nao foi observada com
quinze dias. Na amostra avaliada com um dia, o valor de parametro de rede foi de
aproximadamente 8,22 nm e com sete dias foi de 8,46 nm. Esse aumento também
pode ter ocorrido pela reorganizagao da estrutura cristalina com o tempo. No sistema
de liberacao avaliado, quanto maior o tempo de repouso, maior a formacao da fase

hexagonal com menores distancias entre as micelas ordenadas da fase cristalina.
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Figura 28 - Difratogramas de raios X das nanodispersoes de MO/PEl/fase aquosa
(0,3:0,012:2,7 plp/p) dispersas apos 1, 2, 7 e 15 dias ap6s a manipulagdo. Compilagdo dos
difratogramas obtidos com as amostras estabilizadas durante diferentes periodos (A);

Compilagéo dos difratogramas da associagdo de siRNA e HA a formulagdo deixada em
repouso por 2 dias (B).
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Tabela 8: Dados obtidos através da difracdo de raios X a baixo angulo das
nanodispersdes dos sistemas compostos de MO/PEl/fase aquosa (0,3:0,012:2,7
p/p/p) associados com 0,02% de HA e/ou com siRNA.

q d = Parametro de
Amostra (nm"") (nm) Razao rede (nm) Estrutura
0,77 8,19 1 ‘11
1,08 5,81 1:V2 _ Cubica
132 477 13 2=8222004
MO/PEI 1 dia 1,19 5,29 1:1
2,05 3.06 1:V3 a, =612+  exagonal
2,37 2,65 1:.V4 0,01
0,75 8,40 1:1 a. = 8,40 Cubica
MO/PEI 2 dias 119 528 11
2,08 3,05 1:43 an=6,10+ Hexagonal
2,38 2,64 1:44 0,00
0,75 8,34 1:1 a. = 8,34 Cubica
MO/PEI 2 dias
+HA 1,20 524 1:1
2,07 3,02 1:V3 an = 6,06 Hexagonal
2,39 2,62 1:V4 +0,01
0,75 8,42 1:1 a. = 8,42 Clbica
MO/PEI 2 dias
+ HA + siRNA 1,20 5,25 1:1
2,07 3,03 1:43 a, = 6,06 Hexagonal
2.39 2,62 1:V4 +0,01
0,74 8,46 1:1 a. = 8,46 Cubica
MO/PEI 7 dias 122 516 11 Heaconal
2.12 2.98 13 a, =5,96 + g
2,43 2,58 1:V4 0,00
1,26 4,98 1:1 .
MOJPEI 15 dias 2.19 RIEBIE SRR 0/ 0 Hexagonal
2,53 2,49 1:V4 L

an: média do parametro de rede da estrutura hexagonal

a.: média do parametro de rede da estrutura cibica
qg: vetor de espalhamento
d: distancias interplanares
Resultados representados como média + E.P.M.
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5.5. Estudos in vitro em fibroblastos 1929

As células L929 sao utilizadas como modelo padréao de expressao do receptor
CD44, um receptor presente na superficie celular que se liga ao HA (CROCE et al.,
2003; WIRANOWSKA et al., 2010). O HA tem sido estudado como molécula alvo
para interagdo com receptor celular CD44 presente em fibroblastos, células
epiteliais, endoteliais e cancerosas (ISACKE; YARWOOD, 2002; AFIFY et al., 2005;
SUZUKI et al., 2002; SHEN et al., 2011). O receptor CD44 foi descrito para as
células epiteliais e conjuntivais da céornea humana e uso do HA para direcionar e
aumentar a absor¢cdo em tecidos especificos tem sido uma proposta efetiva para
administracdo de genes (FUENTE et al., 2008a; FUENTE et al., 2008b; SHEN et al.,
2011). O estudo de penetragao in vitro em cérnea bovina nao foi realizado para o
sistema de liberacgao liquido cristalino, pois era necessario avaliar a endocitose via
um receptor da membrana celular, portanto seria necessario que as células da
cérnea mantivessem atividade metabdlica constante, que poderia estar
comprometida no tecido dissecado mantido sob as condi¢ées do experimento de

penetragao in vitro.

5.5.1. Estudo de viabilidade celular das nanodispersdes de cristal liquido

funcionalizado com acido hialuronico

Um aspecto importante no desenvolvimento de um sistema de liberagao é
avaliar a toxicidade do mesmo frente as células alvo utilizadas em um estudo
(FUENTE et al., 2008a). A cultura de células pode ser utilizada como um modelo in
vitro de toxicidade para triagem de um sistema em um organismo vivo. As células
sao utilizadas devido a facilidade de cultivo, rapido crescimento, sensibilidade a
efeitos toxicos e resposta imediata (SCHERLIESS, 2011).

A fim de verificar os possiveis efeitos citotéxicos sobre as células L929, as
formulagdes foram avaliadas através do ensaio de viabilidade celular pelo método do
MTT. Este ensaio detecta somente as células vivas e é utilizado para avaliar a
citotoxicidade, proliferacao e ativacdo de células. O MTT detecta a sobrevivéncia e
proliferacao celular através da capacidade da célula em transformar o sal tetrazolico,
que apresenta coloragao amarelada, em cristais formazan de coloragao azul escuro.
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A metabolizagdo do sal ocorre somente em células vidveis pela enzima succinil-
desidrogenase mitocondrial. As principais vantagens desse ensaio colorimétrico sao
sua rapidez, precisao e auséncia do uso de radioisé6topos (MOSMANN, 1983).

Nesse ensaio foi possivel notar reducdao da viabilidade celular quando as
solugdes de PEI em associagao ou nao ao HA foram utilizadas. A viabilidade celular
da solucao de PEI foi a mais tdxica para as células, apresentando valor de 42,26 %
(x 3,58). Quando HA foi associado a solugdo, apesar de ainda reduzir
significantemente a viabilidade celular, demonstrou ser menos tdxico do que o PEI
sozinho de forma significativa (p<0,001). O acréscimo de 0,06 % e 0,02 % de HA
proporcionou porcentagens de viabilidade celular de 65,88 % (+ 5,60) e 73,35 % (+
6,67), respectivamente (Figura 29).

A dispersao de cristais liquidos, associada ou nao a diferentes concentragoes
de HA, nao apresentou diferenca significativa quando comparada ao controle
(Figura 29). Os valores encontrados para a dispersao de MO/PEI foi de 111,41 % (+
12,44) e quando 0,06 % e 0,02 % de HA foi associado, os valores encontrados
foram de 110,91 % (x 12,56) e 88,36 % (x 14,10), respectivamente. Portanto, a
dispersao de cristais liquidos funcionalizada ou ndo com HA demonstrou nao ser
téxica para as células utilizadas no estudo.

_ 3 Controle
3 1507 Em MO/PEI
g W MO/PEI + HA 0,02%
- [ =3 MO/PEI + HA 0,06%
8 PEI + HA 0,02%
(] B3 PEl + HA 0,06%
'.§ 50 w G PEI
5 4
Formulagdes Solugdes

Figura 29 - Efeito do sistema MO/PElffase aquosa (0,3:0,012:2,7 p/p/p) associado
ou nao com 0,02 % e 0,06 % de HA na viabilidade celular de fibroblastos da
linhagem L929. Solugées de PEI associadas ou nao as diferentes concentragées de
HA também foram avaliadas. Os resultados representam a média de seis
determinagées + EPM e as diferencas estatisticas foram detectadas pelo teste post-
hoc de Newman-Keuls, ***p<0,001 em relagdo ao controle (células sem tratamento).
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~ O fato de os sistemas de liberagdo desenvolvidos nao terem sido toxicos para
a linhagem L929 foi um aspecto importante avaliado, pois uma formulagdo muito
téxica poderia inviabilizar o estudo de transfecgéo celular. Além disso, os resultados
obtidos permitiram inferir que o uso das formulagdes estabelecidas ndo causaria
efeitos toxicos. Entretendo, para uso oftalmico, um estudo de viabilidade celular em
linhagem especifica de células epiteliais da cornea se faz necessario para qualquer

afirmagéao conclusiva quanto ao efeito téxico do produto para essas células.

5.5.2. Estudo de transfeccgao celular das nanodispersoes de cristal liquido

funcionalizado com acido hialurénico

O mecanismo de transfeccdo de um sistema de liberagdo consiste de uma
sequéncia de diferentes mecanismos de transporte e desarranjo do complexo
administrado. O primeiro passo é a interacao do complexo com a superficie celular,
seguida da sua internalizagdo. Com este propdésito, moléculas ligantes a receptores
especificos podem ser adicionadas ao sistema de liberagdo, visando o
direcionamento a células especificas e a absor¢ao mediada via receptor celular. Em
seguida, o complexo deve ser capaz de escapar do endossoma para finalmente
atingir o citoplasma da célula (CARTIER; RESZKA, 2002).

A capacidade do sistema de liberagao penetrar a linhagem L929 foi
observada mediante a utilizacdo do siRNA marcado com sonda fluorescente (siRNA-
FAM). A dispersao de cristais liquidos em associagdo com o HA promoveu menor
transfecgdo celular do que a dispersdao de cristais liquidos contendo somente
MO/PEI (Figura 30), de forma que a absor¢ao celular diminuiu proporcionalmente a
concentracdo de HA empregada. A solugcdo de PEIl também promoveu maior

transfeccao celular do que quando foi associada ao HA.
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MO/PEI MOIPEI + HA 0,02 % MO/PEI + HA 0,06 %
B C

gonim, jrosm,

Formulag¢des em associagao com siRNA-FAM

PEI PEI + HA 0,06 %

Solugdes em associagdo com siRNA-FAM

MO/PEI MOJ/PEI + HA 0,02 % MOJ/PEI + HA 0,06 %

Formulagdes sem siRNA-FAM

Figura 30 — Transfeccéo celular em fibroblasto L929 dos sistemas compostos por
MO/PEIlffase aquosa (0,3:0,012:2,7 p/p/p). (A) MO/PEI + siRNA-FAM; (B) MO/PEI +
HA 0,02 % + siRNA-FAM; (C) MO/PEI + HA 0,06 % + siRNA-FAM; (D) solucéo PEI
0,4 % + siRNA-FAM; (E) solugdo PEI 0,4 % + HA 0,06 % + siRNA-FAM; (F) tampéo
TRIS; (G) MO/PEI; (H) MO/PEI + HA 0,02 %; (1) MO/PEI + HA 0,06 %.

Em uma avaliacédo do efeito da absorgéo celular de HA, os efeitos observados
foram independentes do peso molecular e uma molécula de elevado peso molecular
(1.600 kDa) foi testada (CROCE et al., 2003). Este estudo mostra que existe
absorcéo celular de HA, mesmo com elevado peso molecular, entretanto como o
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efeito foi o resultado observado e nao a quantidade de HA absorvida, talvez uma
pequena dose absorvida foi suficiente para promover efeito. No presente estudo o
HA foi utilizado para promover maior transfecgdo, entretanto, possivelmente o
tamanho da molécula do HA empregada (1070 kDa) pode ter sido responsavel por
comprometer a absorcao celular. Os trabalhos que apresentaram resultados
satisfatérios de transfeccao celular (JIANG et al., 2008; FUENTE et al., 2008a)
utilizaram o HA com peso molecular de 130-170 kDa, portanto, uma molécula com
menor peso molecular poderia aumentar a eficiéncia de absor¢ao do sistema de
liberagao desenvolvido.

Apesar da solugdo do PEI ter promovido absorcédo celular, o estudo de
viabilidade celular com a linhagem L929 demonstrou que ela é mais toxica para as
células do que a dispersao de cristais liquidos em que este componente catiénico
esta associado ao sistema. Portanto, o sistema de liberagdo proposto torna-se mais
vantajoso por apresentar menor toxicidade e também promover a absorgéo celular.
Entretanto, sistemas funcionalizados com o HA utilizado (1070 kDa) nao
demonstraram maior capacidade de promover a absorcao celular do siRNA,
sugerindo que HA com menor massa molecular deve ser estudado com este

propésito.

Finalmente, considerando os dois sistemas estudados, as nanodispersées
apresentaram maior potencial de aplicagdo como sistema de liberagcdo de siRNA
para via ocular, uma vez que comparado com os géis, os sistemas nanoparticulados
possuem a propriedade de compactar o siRNA de alto peso molecular, facilitando a
captacao celular. Talvez, no gel termorreversivel, o tipo de interagcdao entre a
quitosana e o siRNA, que permitiu a complexagédo do mesmo, nao foi favoravel para
promover a penetragao in vitro nas condi¢ées experimentais avaliadas. Além disso,
utilizar um produto viscoso que forma gel inviabiliza alguns estudos, como o estudo
em cultura de células, pois o produto forma gel na temperatura de incubagao das
células. Outra desvantagem na utilizagéo da quitosana num sistema de liberagéo € a
dificuldade de obtencao de diferentes lotes do material com o mesmo peso

molecular e grau de desacetilagao, o que dificulta a padronizagao da formulagao.
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6. CONCLUSOES

O estudo realizado nas condi¢cbes experimentais descritas permitiu inferir as
seguintes conclusbes:

v Dentre os dois tipos de quitosana estudados, somente a associagdao do poloxamer
407 com a quitosana MMW apresentou Tsogel adequada para o desenvolvimento
de um sistema de liberagao termorreversivel. Além disso, as formulagoes
contendo os dois tipos de quitosana apresentaram comportamento
pseudoplastico, que é uma caracteristica desejavel para um sistema de liberagao
tépico ocular.

v A quitosana LMW e a presenca de NaCl influenciaram a Tgouger do poloxamer,
sendo que somente o NaCl alterou as propriedades fluxo e deformacao do gel
termorreversivel, pois a formulagao Fnaci apresentou comportamento dilatante.

v Ambas as quitosanas apresentaram caracteristicas desejaveis para um sistema
de liberagao de siRNA, como carga residual positiva e capacidade de complexar o
siRNA.

v As formulagdes contendo poloxamer em associagdo com os diferentes tipos de
quitosana nao foram efetivas como sistemas de liberagao para veicular siRNA nas
condi¢6es avaliadas no estudo de penetracéao /n vifro em cérnea bovina.

v A avaliagdo da osmolalidade do poloxamer 407 demonstrou que o polimero
apresenta grande influéncia na osmolalidade do produto nas concentragdes
analisadas e o melhor método determinar a sua osmolalidade € a medida direta
das amostras, sem a diluicdo das mesmas.

v Com relagdo ao sistema de nanoparticulas de cristal liquido observou-se que o
tempo de estabilizagcdo do gel inicial, antes da dispersao, influenciou a
estabilizagdo da formacéao de fases cristalinas, que néao foi alterada pela adi¢ao de
NaCl a fase aquosa.

v A incorporagao do HA e/ou siRNA proporcionou pequena influéncia na estrutura
liquido cristalina, nao provocando alteracdao de fase, somente pequenas
alteragbes entre as distancia das cadeias lipofilicas e os canais de agua. A adigao
do HA provocou diminuicdo do parametro de rede da fase hexagonal e cubica,
provavelmente devido a desidratagcao dos canais de agua, por se tratar de uma
molécula hidrofilica. A adicao do siRNA nao alterou o pardmetro de rede da fase
hexagonal, sugerindo a adsorcdo da molécula na superficie das particulas de
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mesofase hexagonal. J4 o pardmetro de rede da fase clbica aumentou com a
incorporagdo do siRNA, possivelmente devido a distribuicdo da molécula no
interior da fase cristalina cubica.

v" A nanodispersao de cristais liquidos apresentou caracteristicas desejaveis para
um produto oftalmico desenvolvido para a terapia génica. O tamanho médio das
particulas, a carga superficial e a osmolalidade do sistema foram satisfatérios. A
capacidade das nanoparticulas liquido cristalinas em complexar o siRNA sem
provocar a sua degradacdao também foi comprovada e as formulagées néao
apresentaram citotoxicidade na linhagem celular utilizada.

v As nanodispersées foram capazes de transfectar as células, sendo que a
associacdo com HA tilizado n&o promoveu maior absor¢do celular,
provavelmente devido ao peso molecular do material empregado.

v Pequenos aperfeicoamentos no sistema de liberacdo liquido cristalino
funcionalizado com HA, como a utilizagdo de um material com menor peso
molecular, poderia proporcionar resultados favoraveis como sistema de liberacao
oftalmico de siRNA mediado pelo receptor celular CD44.

v O estudo das formulagées proporcionou resultados que permitem fazer um
delineamento para o aperfeicoamento e desenvolvimento de futuras formulagdes
tépicas para administracao de siRNA na cérnea. Foi possivel demonstrar que a
escolha do tipo de formulagao e dos excipientes utilizados no desenvolvimento de
um produto é de grande relevancia. A influéncia do tipo de excipiente utilizado foi
observada tanto para a quitosana presente na formulacdo termorreversivel,
quanto para HA associado a dispersao de cristais liquidos.

v' Comparando-se os sistemas de gel termorreversivel e a nanodispersao de cristais
liquidos, o sistema cristalino nanoestruturado € uma estratégia mais promissora

para a administracdo de siRNA.
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