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RESUMO

PETRILLI, R. Nanoparticulas de fase liquido cristalina hexagonal
funcionalizadas com peptideos de transducédo para veiculacdo de siRNA
na terapia de doencas topicas. 2013. 99f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2013.

O processo de interferéncia de RNA refere-se ao silenciamento poés
transcricional sequéncia-especifico de genes em animais e plantas capaz de
ser promovido por dsRNA homologo a sequéncia do gene silenciado. Este
processo pode ser aplicado como terapia, que apresenta como vantagens a
especificidade pelos alvos escolhidos, a possibilidade de tratar uma enorme
gama de doencas genéticas, além do fato de ser muito potente e eficaz.
Contudo, o principal desafio consiste em manter a estabilidade dos siRNAs nos
fluidos bioldgicos, visto que estes séo bastante susceptiveis a excrecao renal e
a degradacao por RNAses. Com isso, reforca-se a necessidade de sistemas de
liberacdo adequados, que sejam capazes de manter a estabilidade dos siRNAs
por tempo suficiente para que atinjam os érgdos alvo da terapia e promover
sua liberacdo sustentada. De particular interesse sao determinadas proteinas e
peptideos de transducdo (PTDs) que podem ser ligados a farmacos hidrofilicos
e assim tornam possivel com que estes atravessem membranas. Neste
sentido, muitos sistemas carreadores nao-virais tem sido estudados para a
veiculacéo de siRNA, sendo de cunho inovador o desenvolvimento de sistemas
de liberagdo nanoestruturados baseados em cristais liquidos funcionalizados
com peptideos de transducdo de membrana para a veiculacdo toépica de
siRNAs. Desta forma, nanoparticulas de cristais liquidos de fase hexagonal
contendo ou ndo os aditivos catidnicos polietileimina (PEI) e oleilamina (OAM)
foram funcionalizadas com peptideos de transducdo de membranas TAT (TAT)
ou penetratin (PNT). Os sistemas obtidos foram complexados com siRNA por
interacdo eletrostatica e caracterizados através de medidas de tamanho de
particula/ polidispersividade, potencial zeta e eficiéncia de complexacédo. A
citotoxicidade dos sistemas foi avaliada em fibroblastos L929 pelo ensaio do
MTT e por citometria de fluxo e a avaliagdo da transfeccao in vitro foi realizada
por citometria de fluxo e por microscopia de fluorescéncia. Os sistemas
contendo PEI ou OAM apresentavam potencial zeta positivo e foram capazes
de complexar o siRNA adicionado na concentracdo de 10 pM. Os estudos em
culturas celulares demonstraram que o0s sistemas contendo acido oleico (AO)
foram mais eficientes quanto a transfeccdo em células de fibroblastos L929 e
esta eficiéncia de transfeccdo foi aumentada com a funcionalizagdo com o
peptideo TAT. A partir dai, os sistemas selecionados foram avaliados quanto a
penetragdo cutdnea in vivo. Os sistemas nanodispersos formados por
MO/AO/PEI proporcionaram uma maior liberagdo de SiRNA na pele e a
eficiéncia de supresséo de TNF-alfa em modelo animal de inflamagéo cutanea
foram maiores que formulagdes controle. Com isso, demonstrou-se que 0s
sistemas desenvolvidos sdo promissores para a futura aplicacdo na terapia
génica tépica de doencas cutaneas inflamatorias.

Palavras-chave: siRNA, nanodispersoes liquido cristalinas, pele, fibroblastos.



ABSTRACT

PETRILLI, R. Hexagonal phase liquid crystalline nanonoparticles
functionalyzed with transduction peptides for siRNA vehiculation in the
therapy of topical diseases. 2013. 99f Dissertation (Master’s). College of
Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2013.

The RNA interference process refers to the sequence-specific post-
transcriptional silencing of genes in animals and plants capable of being
promoted by dsRNA that are homologous to the sequence of the silenced gene.
This process can be applied as therapy, which presents advantages such as
the specificity to the chosen targets, the possibility to treat a variety of genetic
diseases, besides being very potent and efficacious. However, the major hurdle
consists in keeping the siRNAs stability in the biological fluids, because they are
susceptible to renal clearance and degradation by RNAses. Thus, there is the
need for suitable delivery systems, capable of maintaining the stability of
siRNAs for sufficient time so they can reach the target organ in the therapy and
promote sustained release. Of particular interest are certain proteins and
peptides transduction domains (PTDs) that can be connected to hydrophilic
drugs and thus make it possible to cross cell membranes. Within this context,
many non-viral vectors have been studied for siRNA vehiculation which makes
innovative the present study because it aims at the development of
nanostructured delivery systems based on liquid crystals functionalyzed with
membrane transduction peptides for the topical vehiculation of siRNAs. Thus,
hexagonal phase liquid crystal nanoparticles containing or not the cationinc
polyethylenimine (PEI) and oleylamine (OAM) were functionalyzed with
membrane transduction peptides TAT (TAT) or penetratin (PNT). The obtained
systems were complexed with SiRNA by eletrostatic interaction and
characterized for particle size, polidispersity, zeta potential and complexation
efficiency. The cytotoxicity of the formulations was performed with L929
fibroblasts by MTT assay and flow cytometry and the in vitro transfection was
evaluated by flow cytometry and fluorescence microscopy. The systems
containing PEI or OAM presented positive zeta potential and could complex
SsiRNA at the concentration of 10 uM. The cell culture studies demonstrated that
the systems containing oleic acid (OA) were the most efficient to transfect L929
cells and the transfection efficiency was enhanced with the functionalization
with the TAT peptide. Thereafter, the selected systems were evaluated for the
in vivo skin penetration. The nanosdispersed systems composed of MO/OA/PEI
functionalyzed with TAT resulted in a higher siRNA penetration and release in
the skin, promoting higher TNF alfa supression in animal model of cutaneous
inflammation, compared to the control formulations. Hence, we demonstrated
that the developed systems are promising for the treatment of inflammatory skin
diseases.

Key-words: siRNA, liquid crystalline nanodispersions, fibroblasts
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aplicadas com relacdo a supressdao de TNF-a (Teste estatistico nao
paramétrico de Mann-Whitney para as amostras comparadas ao controle, p
<0,05).
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1.1 A descoberta: RNA de interferéncia (RNAI)

Desde a sua descoberta em 1998 (FIRE et al., 1998; GELEY; MULLER,
2004), o RNA de interferéncia foi disseminado para aplicagdo em pesquisas em
nivel celular e molecular. Foi descrito pela primeira vez por Richard Jorgensens e
Joseph Mols enquanto tentavam aumentar os niveis de expressdo génica em
petunias. O experimento foi realizado através da introducdo de multiplas cépias de
um transgene envolvido na producdo de pigmentos, mas ao contrario do que
esperavam, foi observado o silenciamento ndo apenas do transgene, mas também
do gene endogeno, tornando as flores totalmente brancas ou irregularmente
coloridas (Figura 1), processo que foi denominado de co-supressao (SIFUENTES-
ROMERO et al.,2011).

Figura 1. Flor de petunia com co-supresséo sense pelo silenciamento da chalcona
sintase (BEAL, 2005)

Enquanto isso, Guo e Kemphues investigavam a fun¢do do gene par-1 em
Caernorhabditis elegans utilizando para isso uma sequéncia de RNA antissense
para bloquear a producao de proteinas de par-1. O resultado obtido foi 0 mesmo de
qgquando foi utilizada a sequéncia sense, utilizada como controle negativo.
Simultaneamente, Andrew Fire e Craig Mello obtiveram resultados similares em
seus estudos, porém em adicdo ao experimento de Guo e Kemphues, esses
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injetaram as duas fitas conjuntamente, o que propiciou a observacdo de que a
injecdo de dsRNA foi substancialmente mais efetiva na producéo de interferéncia
do que a injecdo de cada fita individualmente, sendo este efeito denominado RNA
de interferéncia (RNAI) (SIFUENTES-ROMERO et al., 2011).

Apos trés anos, Tuschl et. al. 2001 publicaram a primeira demonstracéo de
gue siRNAs (small interfering RNA) sintéticos eram capazes de provocar inibicao
génica sequéncia-especifica em determinada linhagem celular de mamiferos,
sendo que pouco tempo depois a primeira utilizacdo de siRNAs bem-sucedida foi
obtida para a hepatite C em ratos (WHITEHEAD et al., 2009).

A utilizacdo do mecanismo de RNA de interferéncia representou um grande
passo ha pesquisa biolégica (De FOUGEROLLES et al., 2005) visto que
fundamentalmente se apresenta como uma nova maneira de tratar doencas,
fazendo com que alvos que antes nao eram atingidos pelas terapias convencionais
possam ser tratados, revolucionando o entendimento dos mecanismos enddgenos
da regulacdo génica e assim proporcionando ferramentas valiosas para a pesquisa
e o desenvolvimento de farmacos (De FOUGEROLLES et al., 2007).

1.2 O Mecanismo de interferéncia de RNA

Em suma, o processo de interferéncia de RNA refere-se ao silenciamento
pos transcricional sequéncia-especifico de genes em animais e plantas capaz de
ser promovido por dsRNA que é homodlogo a sequéncia do gene silenciado
(ELBASHIR et al.,2001; LEE; KUMAR, 2009). Assim, os mediadores responsaveis
pela degradacdo do RNAmM s&o os siRNAs, ou seja fragmentos de RNA fita dupla
contendo de 21 a 23 nucleotideos, gerados pela quebra do dsRNA pela
ribonuclease 11l (ELBASHIR et al., 2001; XIE et al., 2006)

As vias de RNAI sdo conduzidas por pequenos RNAs que incluem os
siRNAs e microRNAs (Figura 2). O silenciamento génico pode ser induzido pela
guebra sequéncia especifica por siRNA com perfeita complementariedade ao
RNAmM, enquanto que microRNAs medeiam a repressdo translacional e
transcrevem a degradacgéo para alvos nao perfeitamente complementares. Na via

endogena, RNAs sédo processados no nucleo e exportados para o citoplasma na
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forma de moléculas precursoras denominadas pré-microRNAs. Este é entéo
clivado e processado pela enzima RNAse Ill denominada Dicer para produzir
microRNAs e siRNAs que se ligam a um complexo multienzimatico contendo
Argonauta2 (AGO2) e o complexo indutor de silenciamento de RNA (RISC) que
promovem o descarte de uma fita, formando um complexo ativo AGO2-RISC capaz
de buscar e se ligar ao RNAmM que tenha uma sequéncia complementar, inativando
sua expressdo devido a atividade de nuclease de RISC. No caso da
complementariedade nédo ser perfeita, o complexo se liga e bloqueia a
translocacdo; se a complementariedade € perfeita ou quase perfeita, o complexo
cliva o RNAm. O silenciamento génico pela clivagem do RNAm é considerado
particularmente eficiente visto que leva a rapida degradacdo dos fragmentos de
RNA e permite ao complexo RISC ativado que busque e destrua outros RNAm alvo

(De FOUGEROLLES et al., 2007; KREBS, ALSBERG, 2011).

Sintese quimica/ Transcricdo in vitro

i« ~
Vetor de expresséo IO v T
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Figura 2: Mecanismo de interferéncia de RNA. Adaptado de De PAULA et al.,
(2007b).
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Considerando-se que o mecanismo de interferéncia de RNA é enddgeno,
muitas funcdes podem ser atribuidas a ele, tais como a abundancia de
mecanismos regulatérios génicos que variam desde o controle epigenético da
atividade de um gene, defesas contra o ataque de virus e até o controle do
desenvolvimento. Dada a versatilidade deste mecanismo fica clara sua importancia
em mecanismos fisiologicos humanos, sendo que a via de RNAIi pode contribuir
para alteracdes na expressao génica e inducdo de uma infinidade de doencas
ainda desconhecidas (GELEY et al., 2004).

1.3 Aplicagdo do mecanismo de RNAI na terapéutica

O silenciamento génico induzido por siRNAs se tornou uma importante
ferramenta na biologia molecular (SIFUENTES-ROMERO et al., 2011). A promessa
da degradacdo de RNA especifica gerou muito entusiasmo devido a possibilidade
de utilizar esta modalidade terapéutica visto que muitos SiRNAs podem ser
desenvolvidos para ter como alvos o silenciamento de oncogenes envolvidos na
proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo, angiogénese, metastase, inibicdo da apoptose
de genes que causam resisténcia a quimioterapia e radioterapia (Ozpolat et al.,
2010). Trata-se de uma das mais potentes estratégias terapéuticas para o
tratamento de desordens genéticas causadas tanto pelo defeito de um Unico gene
(ex: imunodeficiéncia severa combinada, pachyonychia congénita) como pelo de
multiplos genes (ex: cancer, inflamacéo) (KAPOOR et al., 2012).

As principais vantagens deste tipo de terapia consistem na especificidade
pelos alvos escolhidos visto que esta é determinada pelas interacfes entre as
bases nucleicas. Ademais, teoricamente todas as doencas associadas a genes
podem ser tratadas desta maneira, permitindo o tratamento de doencas que
diferem do alelo normal por apenas um ou poucos nucleotideos. Comparada as
estratégias como oligonucleotideos de DNA e riboenzimas, o RNAiI é muito mais
potente, o que significa que as moléculas efetoras podem atuar em concentracdes
muito mais baixas, implicando em melhor eficacia do processo (LARSON et al.,
2007; AAGAARD; ROSSI, 2007).
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Muitos estudos clinicos em suas diversas fases estdo sendo conduzidos por
diferentes empresas, aprimorando os conhecimentos nesta area. Através do portal
ClinicalTrials.gov € possivel identificar 27 estudos clinicos em andamento com
SiRNA, sendo 15 deles concluidos ou interrompidos (seja fase 1 ou fase 2). Segue
abaixo uma tabela que resume os principais clinical trials em andamento

(www.ClinicalTrials.gov, acesso em 05/01/2013).

Tabela 1. Principais clinical trials em andamento (fase de recrutamento)

utilizando terapia com siRNAs (Adaptado de ClinicalTrials.gov).

Fase Doenca alvo Rota de Empresa/
administracao/ Responsavel

agente carreador

I Adenocarcinoma de siRNA em polimero Silenseed Ltd
pancreas biodegradavel/ local

I Hipertensdo ocular ou  Colirio/ topico Sylentis S.A.
glaucoma

I/ 11 Funcao renal Injec&o intravenosa Quark
deficiente em rins Pharmaceuticals

transplantados
Il Edema macular Injecao intravitrea Quark
diabético Pharmaceuticals

1.4 Desafios e estratégias utilizadas na veiculacao de siRNAs

O transporte de siRNA a tecidos animais in vivo constitui um grande desafio
e envolve a utilizacdo de estrategias com modificacdes fisicas, quimicas e
biolégicas ou combinacao destas (XIE et al., 2006).

A principal dificuldade refere-se a estabilidade dos oligos de siRNA; seu
pequeno tamanho (21 nucleotideos) torna-os bastante susceptiveis a excrecéo

renal quando administrados na corrente sanguinea, fagocitose, agregacdo por
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proteinas plasmaticas, mesmo quando estas moléculas permanecem estaveis apos
modificacdes quimicas (XIE et al., 2006; WHITEHEAD et al., 2009; TAMURA et al.,
2010.). Em segundo lugar, a fita dupla do siRNA é relativamente instavel no
plasma, podendo ser degradada pela atividade de nucleases endogenas em um
pequeno intervalo de tempo. Além disso, quando administrados sistemicamente
sofrem distribuicdo ndo-especifica, 0 que € capaz de reduzir significativamente a
concentracdo destes siRNA no alvo. A partir disso, devem ser capazes de transpor
a barreira endotelial e as multiplas barreiras que compde o tecido até atingir as
células alvo sendo, portanto sua utilizacdo prejudicada pela baixa taxa de captagéo
celular ou por endocitose deficiente e baixa biodisponibilidade (XIE et al., 2006;
CUN et al., 2010; ZHANG et al., 2006).

Os diferentes tecidos alvos, diferentes rotas necessarias e diversas
aplicacBes farmacoldgicas possiveis tornam impossivel a utilizagdo de um sistema
de liberacdo Unico que seja aplicavel a todas as situa¢gBes. Para aumentar sua
estabilidade no meio extracelular e intracelular, oligos de siRNA podem ser
guimicamente modificados por uma variedade de métodos (Figura 3), incluindo
mudancas na coluna oligo, substituicdo individual de nucleotideos por anélogos e
adicado de conjugados com destaque para o propilenoglicol e conjugados de SiRNA
com colesterol, sendo que tais modificacbes quimicas resultam em um aumento
significativo a resisténcia a degradacdo no plasma, aumentando sua estabilidade,
sem contudo resolver os problemas da excrecao renal acelerada e transporte ao
alvo (SOUTSCHEK et al., 2004; XIE et al., 2006; WHITEHEAD et al., 2009).
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Figura 3. ModificacBes quimicas para a estabilizacdo de siRNA: a) fosfodiéster; b)
fosforotionato RNA; ¢) 2'-de6xi-RNA; d) 2'-dedxi-2'-fluoro (2'F-) RNA; e) 2'-O-metil
(2'-O-Me) RNA (BRUNO, 2011)

As moléculas de siRNA sozinhas ndo sdo capazes de atravessar as
membranas plasmaticas devido ao seu elevado peso molecular (14000Da) e a
elevada densidade de carga negativa das cadeias fosfato (AAGAARD; ROSSI,
2007; EGUCHI; DOWDY, 2009; ALIABADI et al., 2012). Com o intuito de carrea-las
existem dois principais sistemas: vetores virais e ndo virais. Os carreadores virais
utilizam-se de transfeccdo de shRNA (“short hairpin” RNA), um vetor que induz a
producdo de siRNA na célula, que embora possua um elevado potencial como
transportador, este sistema ndo € suficientemente seguro devido aos efeitos
colaterais ja observados (EGUCHI; DOWDY, 2009).

Muitos sistemas carreadores nao-virais (Figura 4) tém sido estudados para a
veiculacdo de siRNA (XIE et al., 2006), tais como lipideos catidnicos (MA et al.,
2005; MEVEL et al., 2010), polimeros catidnicos (TAMURA et al., 2010; GRAYSON
et al., 2006), micelas catidnicas (ZHU et al., 2010), peptideos de transducéo de
membrana (ZHANG et al., 2006) e nanoparticulas (CUN et al., 2010). Neste

trabalho exploraremos o potencial de polimeros catibnicos como a polietilenimina
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(PEI), lipideos catibnicos como a oleilamina (OAM), além da funcionalizacdo com
peptideos de transducdo de membrana, tais como penetratin e TAT.

NN

SiRNA nu
SNON
: Nanoparticulas lipidicas/ Poliplexos/ lipoplexos
Lipossomas poliméricas (encapsulagio) (interacao
eletrostatica)

PEG
%PEG
/ RN PR\

Lipidios peguilados/ Lipoplexos peguilados/ Conjugados CPP-
nanoparticulas poliméricas poliplexos SIRNA

Figura 4. llustracdo esquematica de diferentes métodos ndo-virais comumente
utilizados para carrear siRNAs (Adaptado de LAM et al., 2012).

1.4.1 Lipideos catidnicos

Os lipideos catidonicos foram introduzidos como carreadores para DNA e
RNA ha cerca de 20 anos. Estes s@o capazes de interagir com acidos nucléicos
carregados negativamente atraves de interacdes eletrostaticas capazes de gerar
complexos denominados lipoplexos. O mecanismo (Figura 5) atualmente aceito
para este sistema de liberacdo € o de que os acidos nucléicos interagem com as
vesiculas lipidicas positivamente carregadas e em seguida, vesiculas positivas se

adsorvem aos acidos nucléicos que estdo em contato com o solvente, gerando
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estruturas multilamelares de bicamadas lipidicas carregadas positivamente
(SHOROEDER et al., 2009; WELSMAN et al., 2004).

A fusdo é altamente dependente
da presenca de colesterol tanto aRETRTAEIRTANE .,

a® e .
no carreador como na membrana .‘\‘\w“""“‘”"""‘"w.-,;,‘) » siRNA | m
celular R Ao
" Colesterol
: ( :
: " ) :
S |
: () { ™
g ) | ) ! Membrana
: : 8
2 e 5 oo hi s T TS ...ﬂ.'.'.'..
""'oooono.""‘ ‘*#;a\ n‘n\,pQWc:.
“‘U- FRTFTTE Sl

'11'1‘.1‘ 't""gv'l‘“ Q .’
e alBobaabest 3

! W Vesicula lipidica multilamelar
_ “iiianst J fundindo-se a membrana da
célula

Figura 5. llustracdo esquematica da endocitose de um lipoplexo contendo siRNA
(Adaptado de SCHROEDER et al., 2009).

Entre as propriedades dos lipideos catidnicos que sdo determinantes para a
eficiéncia de transfeccéo e citotoxicidade estdo o tipo de grupo catidnico conectado
a cadeia hidrofébica e o comprimento desta (SUH et al., 2009). O efeito citotdxico
estd associado a natureza catibnica dos vetores, o que € determinada
principalmente pela estrutura da cadeia hidrofilica. Aminas primarias como a OAM
(Figura 6) tendem a ser menos toxicas do que estruturas contendo amonio
quaternario (LV et al., 2006).

H H

NH>CHo(CH)gCHo  CHo(CH2)gCH3

Figura 6. Estrutura quimica da OAM utilizada neste trabalho.
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1.4.2 Polimeros catidonicos

A formacdo de complexos destes com siRNA resulta de interacdo idnica
entre as partes cationicas repetitivas do polimero e a cadeia de fosfato aniénica do
siRNA. Dependendo da extensdo do polimero e quantidade de siRNA, as cargas
podem ser neutralizadas, tornando o material genético protegido contra a
degradacédo por RNAses. A principal vantagem do uso de polimeros refere-se a
flexibilidade estrutural destes que proporciona manipulacdo conveniente das
caracteristicas fisico-quimicas do sistema de liberacdo. Além disso, as
caracteristicas do polimero, ou seja, o peso molecular, densidade de carga,
solubilidade e hidrofobicidade podem ser alteradas, assim como a adicdo de
grupos quimicos a este para posterior funcionalizacdo (ALIABARDI et al., 2012).

Nanocarreadores baseados em PEI (Figura 7) oferecem varias vantagens
para a complexagdo com siRNA visto que oferecem alta eficiéncia de transfeccao e
escape endossomal eficiente, sendo considerado por muitos como o padrdo-ouro
para carrear siRNA (OZPOLAT et al.,, 2010; ALIABARDI et al.,, 2012), sendo
utilizado para carrear siRNA em diferentes tipos de células e de tecidos, visto que
apresenta uma extensa capacidade tamponante em uma larga faixa de pH, o que
tem importancia fundamental no escape endossomal. No entanto, deve-se limitar
as concentracdes utilizadas deste polimero devido a elevada citotoxicidade que
este apresenta (KANG et al., 2010).

_ (\NHE K\Hf\/NHfI

N N N
HEN"A‘\/ \/\H/\\/ \/\;/\/ “--...f’”ﬂ'“NH2

HEN/\VN\"/\NHQ

Figura 7. Formula estrutural de PEI 25kDa ramificado, utilizado neste trabalho.

11



Introducdo-

1.4.3 Peptideos de transducédo de membrana

De particular interesse sdo determinadas proteinas e peptideos que podem
ser ligados a farmacos hidrofilicos e assim tornam possivel com que estes
atravessem membranas, sendo este processo denominado de transducéo
(TORCHILIN et al., 2008). Estes peptideos denominados PTDs (protein
transduction domains) ou CPPs (cell-penetrating peptides) podem ser melhor
caracterizadas como uma classe de pequenos peptideos catibnicos contendo entre
10-30 aminoacidos capazes de se ligar as superficies celulares carregadas
negativamente através de interacdes eletrostaticas e rapidamente induzirem sua
prépria internalizacdo por diferentes mecanismos de endocitose. Esta interacdo €
de particular interesse, pois propicia a interacéo destes CPPs aos acidos nucléicos
gue possuem carga superficial negativa, tais como DNA e siRNA in vitro e in vivo
(ARTHANARI et al., 2010). A partir disso, sdo capazes de escapar da vesicula
endossomal e ganhar o meio intracelular através de um mecanismo ainda néo
claramente definido (Figura 8) (MEADE; DOWDY, 2008).

12
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Figura 8. llustracdo esquematica da entrada de peptideos de transducéo de
membrana na célula (Adaptado de http://www.molmed.uni-luebeck.de)

Em 1988, os autores Green (GREEN; LOEWENSTEIN, 1998), Frankel
(FRANKEL; PABO, 1988) e colaboradores demonstraram a capacidade de
internalizacdo de HIV-1 TAT protein (TAT), uma proteina codificada pelo virus da
imunodeficiéncia humana tipo | (HIV-1), por células in vitro, quando introduzida ao
meio (TORCHILIN et al., 2008; GREEN; ; LOEWENSTEIN, 1998; FRANKEL;
PABO, 1988). O TAT (Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg), um peptideo
derivado de proteina € o CPP mais frequentemente usado e deriva da proteina
ativadora de transcricdo codificada pelo HIV-1, cuja capacidade de transducéao se
deve a carga positiva no dominio de transducdo, composto por seis residuos de
arginina e dois de lisina (TORCHILIN et al., 2008).

Torchilin e colaboradores (TORCHILIN et al.,, 2001) demonstraram a
capacidade do peptideo TAT em promover a internalizagdo de sistemas

carreadores relativamente grandes, no caso lipossomas com cerca de 200 nm
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covalentemente ligados. Wang e colaboradores (WANG et al., 2006) recentemente
guestionaram a necessidade de ligacdo covalente para que os PTDs atuem e
demonstraram que diversos PTDs ricos em arginina ndo covalentemente ligados a
proteinas modelo foram capazes de promover a entrada destas em células nos
estudos in vitro e in vivo realizados. A internalizacdo promovida por TAT também
foi demonstrada quando este e outros PTDs marcados com rodamina foram ligados
nao-covalentemente por Jones e colaboradores (JONES et al., 2005), sendo que o
TAT levou cerca de 1h para a internalizacdo e esta nao variou conforme os tipos
celulares testados (A549, HelLa e CHO).

Penetratin (PNT, Arg-GlIn-lle-Lys-lle-Trp-Phe-GIn-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-
Lys-Lys-Leu-Arg-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-His-NH2), o dominio de transducao derivado
de um homodominio de transcricdo da antennapaedia, foi também descrito como
um dos primeiros PTDs a carrear com sucesso moléculas biologicamente ativas
sem alterar a viabilidade celular (JOLIOT et al., 1991; PEREZ et al.,, 1994,
DEROSSI et al., 1994; LAMAZIERE et al., 2010), sendo que o mecanismo de
internalizacdo deste peptideo é dependente da concentragcdo extracelular, ou seja,
em baixas concentracfes este sofre translocacdo para o interior da célula,
enquanto que em altas concentracdes ocorre tanto 0 mecanismo de translocacao
como o de endocitose (ALVES et al., 2010). A primeira observacéo direta de que o
penetratin era capaz de auxiliar na translocacdo por membranas lipidicas foi
relatada por Thorén e colaboradores (THOREN et al., 2000) que observaram o
uptake de penetratin em vesiculas gigantes marcadas com carboxifluoresceina por
microscopia de fluorescéncia, demonstrando a afinidade do PTD com as

membranas lipidicas negativamente carregadas.

1.5 Sistemas de liberacdo: os cristais liquidos

Com o intuito de maximizar a atividade farmacolégica, muitos sistemas de
liberacdo nanoestruturados tém sido desenvolvidos (SUZUKI et al.,1996). Neste
contexto, diversos tipos de lipideos tém sido extensamente estudados para a

veiculacdo de farmacos em diferentes vias de administragdo (SHAH et al., 2001).
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A monoleina (MO), ou monoleato de glicerila (Figura 9), € uma mistura de
monoglicerideos, glicerideos do &cido oléico e outros &cidos graxos, consistindo
principalmente de monoleato. A cadeia acil do acido oléico liga-se ao grupamento
glicerol através de uma ligacdo éster. Os dois carbonos restantes do glicerol
possuem grupos hidroxila ativos, fornecendo caracteristicas polares a esta porgéo
da molécula. O grupamento glicerol é capaz de formar ligacées de hidrogénio com
a agua e é frequentemente considerado o grupamento da cabeca. A cadeia
hidrocarbénica fornece caracteristicas hidrofébicas aos monoglicerideos (GANEM-
QUINTANAR et al., 2000). E uma molécula atoxica, biodegradavel pelo fato de
estar sujeita a lipdlise por esterases e biocompativel e, por isso, uma candidata
potencial a sistema de liberacdo de farmacos, (til para varias rotas de
administracdo (TURCHIELLO et al., 2003).

] )
cr—o—C"
| CHO H | ’; O )
\"\-..\szOH /

Figura 9: Estrutura quimica da MO (GANEM-QUINTANAR et al., 2000).

Tal substancia € capaz de formar diferentes tipos de cristais liquidos,
incluindo as fases cubica, hexagonal e lamelar, dependendo do contetdo aquoso,
temperatura e natureza das substancias dissolvidas nos sistemas (GEIL et al.,
2000; HAFEZ; CULLIS, 2001), como descrito na Figura 10:
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Figura 10: Estrutura de diversas fases liquido-cristalinas formadas pelo sistema
binario MO:Agua. L, Fase Lamelar; L2, Fase Micelar Reversa; HIl, Fase
Hexagonal Reversa; QIIG, Fase Cubica Girdide; QIID, Fase Cubica Diamante.
Adaptado de GEIL et al. (2000).

Como pode ser observada na Figura 10, a fase lamelar consiste na
disposicdo linear de moléculas anfifilicas formando bicamadas, as quais se
posicionam alternadamente com o conteddo aquoso. Constitui a forma de
organizacdo mais simples, sendo que a orientacdo das moléculas ocorre somente
em sentido unidirecional (SINGH, 2000).

A fase hexagonal, por sua vez, consiste em estruturas cilindricas infinitas
nas quais compartimentos aquosos sao separados por camadas de moléculas
anfifilicas (fase hexagonal reversa) ou vice-versa (normal). Essas fases organizam-
se em dois planos, ou seja, bidirecionalmente (SINGH, 2000; GUO et al.,2010).

Um gel transparente, bastante viscoso, isotropico e termodinamicamente
estavel, na presenca de excesso de agua € caracteristico da fase cubica. Possui
estrutura singular sendo formada por bicamadas curvas que se estendem
tridimensionalmente, separados por filmes de agua, 0s quais apresentam
dimensdes nanométricas. Existem diferentes tipos de fases cubicas, que podem
ser classificadas com base no grupo espacial como as fases primitiva, girdide e
diamante (SIDDIG et al.,2004; GUO et al., 2010).
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Sendo assim, os cristais liquidos podem ser definidos como o estado da
matéria intermediario entre o estado sélido cristalino e liquido isotrépico, também
denominado mesomorfico. A diferenca basica entre liquidos e cristais solidos € o
estado de ordem; os cristais apresentam ordem posicional e orientacional,
enquanto que nos liquidos as moléculas se difundem livremente. Os cristais
liquidos, por sua vez, caracterizam-se por manter ordem orientacional, com suas
moléculas alinhando-se ao longo de uma direcdo especifica, combinado a
organizacdo do estado solido com a fluidez e mobilidade molecular do estado
liquido (SINGH, 2000).

Neste trabalho utilizaram-se nanodispersdes de cristais liquidos de fase
cubica e hexagonal que sdo formadas pela dispersdo em excesso de agua
utilizando-se energia (ultrassom) na presenca de um agente estabilizante. Sendo
assim, combinam-se as propriedades dos cristais liquidos para a liberacdo de
farmacos, como a sustentacdo da liberacdo, com as vantagens de se trabalhar com
particulas de dimensédo nanométrica, o que facilita a penetracdo pela barreira da
pele (Gustafsson et al., 1997).

A pele é uma rota amplamente usada para a veiculacdo de farmacos para
tratamento local ou sistémico, porém esta representa uma barreira contra a
penetracdo de particulas. Sendo assim, o0 desenvolvimento de sistemas
carreadores que permitam a utilizacdo desta via para a veiculacdo de farmacos é
de suma importancia. A maioria dos sistemas de liberacdo é baseada em
carreadores lipidicos, por exemplo, nanoparticulas lipidicas sélidas ou
nanoemulsdes, que apresentem tamanho de particula menor do que 300 nm.
NOsSsO grupo ja obteve sucesso no uso tanto de sistemas liquido cristalinos como
de nanodispersdes de cristais liquidos para a veiculacdo de uma variedade de
farmacos, como fotosensibilizadores (ROSSETI et al, 2011, PRACA et al, 2012),
ciclosporina A (LOPES et al., 2006), vitamina K (LOPES et al, 2007) e mais
recentemente na veiculacao de siRNA (VICENTINI et al, 2013).

Para a veiculacdo de moléculas de carater anidnico como os siRNAs, a
utilizacdo de polietilenimina (PEI) ou oleilamina (OAM) nos sistemas se deve ao
carater cationico, cuja propriedade tem sido muito explorada para a veiculacéo de
oligonucleotideos, siRNA e DNA plasmidial tanto in vitro como in vivo. (KIM, 2011).
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1.6 Via de administracdo cutadnea para siRNA e usos da terapia

cutdnea com siRNA

A pele ndo é apenas o maior 6rgdo do corpo, mas talvez o mais complexo,
apresentando no minimo cinco tipos diferentes de células contribuindo para sua
estrutura, enquanto que outros tipos sdo partes constituintes do sistema circulatorio

e imune presentes na pele. A estrutura da pele pode ser observada na Figura 11.

A

Disco de

Merkel ~ ) N,
ol e o piderm Estrato cérneo

r<——— Pele com pélo ——» = Pele glabra

Limite
epiderme-derme __

Terminagéo —
nervosa livre

de Meissner

Receptor do —
foliculo piloso

Corpasculo —
de Pacini

Corpusculo —
de Ruffini

Figura 11: (A) Estrutura esquematica da pele (BEAR et al., 2002) e (B) Destaque

para o estrato corneo (Adaptado de http://www.pucrs.br).

A funcdo primordial deste Orgdo é a protecdo contra agentes fisicos,
quimicos, imunoldgicos, patégenos, radiacdo UV, dentre outros. Ademais, possui
papel na termorregulacéo e fungdes enddcrinas. Com relagdo ao uso de farmacos,
a pele representa uma barreira e também, em certos casos, uma oportunidade para
a passagem de farmacos devido a sua extensa superficie (MENON, 2002). A pele

pode ser dividida em quatro camadas, a saber:
v' Camada Basal
Esta camada € composta de células colunares apresentando relagéo nucleo-

citoplasmatica alta, organelas celulares e filamentos de queratina (MENON, 2002).
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v' Camada Espinhosa

Caracteriza-se pela abundancia de desmossomos. Além de organelas
tipicas e de queratina, as células possuem os “corpos lamelares”, vesiculas que
contém discos lipidicos compostos por fosfolipidios, colesterol e glicosilceramidas
empacotados (MENON, 2002).

v' Camada Granulosa

Suas células apresentam abundéancia de queratina e corpos lamelares, que
sdo secretados para 0 meio extracelular na fase final de diferenciacdo destas
células em cornedcitos. Cabe ressaltar que a diferenciacdo € acompanhada do

crescimento da lipogénese (MENON, 2002).

v’ Estrato Corneo

Trata-se da camada mais externa da epiderme (Figura 9 B) e a principal
responsavel pela funcéo barreira da pele, sendo composta de cornedcitos, que sdo
queratinécitos completamente diferenciados, e pelos contelddos secretados pelos
corpos lamelares. O arranjo espacial desta camada ocasiona a formagdo de um
caminho tortuoso, pelo qual as substancias tais como farmacos necessitam
atravessar, sendo esta camada que limita a permeabilidade da pele (MENON,
2002; HARDING, 2004)

No tratamento de afec¢cdes que acometem a pele a administracdo tdpica se
torna uma valiosa alternativa devido a reducdo dos efeitos adversos sistémicos,
evitar o metabolismo de primeira passagem, além de ser uma forma de terapéutica
nao invasiva, o que facilita a adesao ao tratamento (PRAUZNITZ; MITRAGOTRI;
LANGER, 2004). O estrato corneo, no entanto, representa a principal barreira a
administracdo de farmacos por esta via, 0 que justifica os esforcos para o
desenvolvimento de sistemas de liberacéo.

Desta forma, a liberacdo topica de siRNA pode ser utilizada para modular a
expressao local de genes responsaveis por uma variedade de doencas tais como
psoriase e dermatite atopica, sendo de fundamental importancia o uso de sistemas
de liberacdo para este fim (VICENTINI et al., 2013b). Muitos estudos ja
demonstraram a capacidade de diferentes sistemas de liberagdo para a veiculagéo

eficiente de siRNA na pele. Como exemplos pode-se citar uso de lipossomas
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catibnicos baseados em DOTAP/NaChol para carrear siRNA para células de
melandcitos (Geusens et al., 2009), além do uso de um creme tépico contendo
siRNA para o tratamento de hipersensibilidade e dermatite atopica (RITPRAJAK;
HASHIGUCHI; AZUMA, 2008). Recente publicacdo de nosso grupo mostrou
potencial de nanodispersfes de cristais liquidos na veiculagdo tdpica do siRNA
(VICENTINI et al., 2013).

1.6.1 Psoriase

A psoriase € uma doenca inflamatéria crénica de causa desconhecida que
se caracteriza por multiplas placas eritematosas com proliferacdo de queratinécitos
acelerada gerando a hiperplasia epidermal, infiltracdo celular, aumento da
angiogénese na derme e a hiperegulacéo local de uma variedade de mediadores
inflamatérios (HVID et al., 2008). Nesta doenca, o fator de necrose tumoral alfa, o
TNF-a, uma citocina pro-inflamatéria que esta superexpressa nas lesbes
provenientes da psoriase, representa um excelente alvo para o tratamento desta
patologia (JAKOBSEN et al., 2009).

Estudos in vitro utilizando siRNA e miRNA encapsulados em lipossomas ja
demonstraram a eficacia da aplicacdo destes complexos para o blogueio da
expressao dos marcadores hBD-2, LL37, TNF-a e miR-203 (BRACKE et al., 2011).

O uso de shRNA especifico para o marcador TNF-a também demonstrou
sucesso in vivo apo6s injecdo intradérmica através da reducdo da espessura
epidermal, normalizacdo da morfologia da pele e reducdo dos niveis de RNA
mensageiro TNF-a em biopsia realizada trés semanas apO0s o0 tratamento
(JAKOBSEN et al., 2009, VICENTINI et al., 2013b).

Dada a importancia e o potencial terapéutico da terapia génica com siRNA
para doencas cutaneas de causa genética e das propriedades dos PTDs para
promover a penetragdo celular, a presente pesquisa visa 0 desenvolvimento
farmacotécnico de nanodispersdes de cristais liquidos funcionalizadas com PTDs
para a liberacdo cutanea de siRNA. Estudos de transfeccdo em cultura de células e
da eficacia em modelo animal no silenciamento da superexpressao de TNF-a, uma
citocina pré-inflamatéria que esta superexpressa em lesées inflamatorias cutaneas
indicardo uma possivel aplicacdo destas formulacbes na terapia génica da

psoriase.

20



Objetivos

20



Objetivos

Objetivos

21



Objetivos

2.1 Objetivo geral

O trabalho visa o desenvolvimento farmacotécnico de nanodispersdes de
cristais liqguidos contendo monoleina e o polimero catiébnico PEI ou o lipideo
catidnico oleilamina e a avaliagéao in vitro e in vivo da influéncia da funcionalizag&o
com peptideos de transducdo de membrana para veiculacédo tépica de siRNA na

pele em modelo animal.

2.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos podem-se destacar:

> Preparacdo e caracterizacdo da complexacdo das solucbes contendo o0s
PTDs TAT e penetratin
> Obtencéao/preparo das nanodispersdes de cristal-liquido contendo PEI ou

OAM e com siRNA funcionalizado ou n&o com TAT ou penetratin

> Caracterizacao dos sistemas obtidos através de:
o Microscopia de luz polarizada
o Tamanho de particula e indice de polidispersividade por

espalhamento dinamico da luz
o Medida da carga superficial por mobilidade eletroforética das

particulas na disperséo

> Avaliacdo da eficiéncia de complexacdo dos sistemas com SiRNA por
eletroforese em gel de agarose

> Avaliagéo da citoxicidade dos sistemas (ensaio do MTT e citometria de fluxo)
em fibroblastos L929

> Avaliacdo da transfeccdo por microscopia de fluorescéncia e por citometria
de fluxo em fibroblastos L929

> Avaliagdo da penetragdo cutanea in vivo dos sistemas obtidos em modelo

animal
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> Avaliacdo da eficacia in vivo na supressao da expressao de TNF-a in vivo

utilizando-se siRNA pré-desenhado em modelo animal de psoriase
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Material e Métodos

23



Maderial e Metodos

3.1 MATERIAL

3.1.1 Solventes, reagentes e matérias-primas

e Monoleina (MO, Myverol 18-99®) - Quest International, Inc. (Lindtsedijk,
Holanda);

e Acido oléico (AO) - Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

e HIV-1 TAT protein 47-57 (TAT) - Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

e DT-3 sal de trifluoroacetato (Penetratin) - Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO,
EUA);

e Oleilamina (OAM) - Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

e Polietilenamina 25 kDa (PEI) - Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

e Poloxamer 407- Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

e 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) - Sigma Aldrich Co. (St. Louis,
MO, EUA);

e Fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) - Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

e Fenantrolina (PHE) - Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

e N-etilmaleimida (NEM)- Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

e Dietilpirocarbonato (DEPC)- Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

e UltraPureTM Agarose — Invitrogen

e Brometo de etidio — Sigma Aldrich Co.

e Heparina sddica 5000 Ul/mL - Hepamax-S® - BlalUsiegel®

e Tris (hidroximetil) aminometano — Merck KGaA

e Fosfato de sddio monobasico - Vetec

e Fosfato de sodio dibasic hidratado — Vetec

e Cloreto de sddio — Sigma Aldrich Co.

e Meio de cultura DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco®

e Soro bovino fetal - Gibco®

e Tripsina-EDTA — Sigma Aldrich Co.

e [Brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT) — Sigma
Aldrich Co.
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e Solucdo de antibidtico e antimicitico composto por 10.000 unidades de
penicilina, 10 mg de estreptomicina e 25 ug de anfotericina B por mL —
Sigma Aldrich Co.

e Tissue-Tec® OCT Compound - Sakura

e Agua obtida por osmose reversa

e Agua ultra pura obtida pelo sistema Milli-Q

e SiRNAs controle negativo - Applied Biosystems (Brasil) (Silencer Negative
Control #1 siRNA, Catalogo # AM4635);

e SiRNAs marcados com fluoresceina (SIRNA-FAM) - Applied Biosystems
(Brasil) (Silencer 6-carboxyfluorescein fluorescently labeled sIRNA targeting
GAPDH, Catélogo # AM4650)

e SiRNA pré-desenhado - Applied Biosystems (Brasil) (siRNA-TNF-a, Silencer
pre-designed siRNA FAM, Catalogo # AM16812).

e Kit para quantificacdo de TNF-alfa eBioscience (Catalogo # 88-7324-88),
San Diego, EUA.

3.1.2 Equipamentos e acessorios

e Sonicador de agulha, marca Bandelin, modelo HD2200, poténcia 200W e
frequéncia 20kHz.

e Zetasize 3000 HSa (Malvern Instruments), laser de HeNe (4 mW/ 633 nm).

e Microscopio Optico (modelo AxioPlan 2 Image, Carl Zeiss) equipado com
filtro polarizador e acoplado a camara digital Axiocan HRc (Carl Zeiss AG,
Alemanha)

e Microscopio de fluorescéncia (modelo Axio Imager Al, Carl Zeiss) com
software analisador de imagem (modelo AxioVision, Carl Zeiss)

e Criostato (Leica CM1850)

e SAXS-2, do Laboratorio Nacional de Luz Sincroton, Campinas, Sao Paulo,
Brasil.

e Citdbmetro de fluxo BD FACSCalibur utilizando-se software SellQuest.

e Leitor de placas de Elisa Synergy 2, Biotek Instruments Inc.

e Balanca Analitica — Acculab — 110g
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e Agitador mecanico tipo mixer — IKa
e Medidor de pH (Digimed)

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Obtencéo das solucdes contendo o peptideo TAT ou penetratin

Primeiramente preparou-se agua livre de RNAse para ser utilizada nos
experimentos adicionando-se 500 uL de reagente dietilpirocarbonato para cada litro
de &gua deionizada. A solucao foi mantida em repouso overnight e em seguida
submetida a autoclavagéo a 120°C por 15 min para a eliminacdo do reagente.

Previamente aos estudos com as nanodispersdes, foram preparadas
solucdes contendo o peptideo TAT nas concentragbes de 0,1mM, 0,25mM e
0,5mM para que a interacdo entre o SiRNA e o0 peptideo pudesse ser estudada.
Para isso, volumes adequados das solu¢des dos peptideos foram adicionados a
agua livre de RNAse de forma a obter as concentracdes desejadas. O siRNA foi
adicionado ou ndo as solucdes de forma que as caracterizacbes posteriores
pudessem ser comparadas. Para os estudos com penetratin as concentracdes
estudadas foram 0,01 mM, 0,025mM e 0,05mM deste peptideo. O siRNA foi
adicionado a estas solucdes na concentracgao final de 10 pM.

As concentracbes utilizadas dos PTDs foram baseadas em estudos
anteriores (DUCHARDT et al., 2007; SUBRIZI et al., 2012).

3.2.2 Obtencéo das nanodispersdes de cristal-liquido

As nanodispersdes preparadas sdo compostas por:
e MO (10%)/ fase aquosa (90%);
e MO (10%)/ PEI (0,4%)/ fase aquosa (89,6%);
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e MO (8%) / AO (2%) /fase aquosa (90%)

e MO (8%)/ AO (2%)/ PEI (1%)/ fase aquosa (89%)

e MO (10%)/ OAM (1,0%)/ fase aquosa (89,0%);

e MO (8%)/ AO (2%), OAM (2,5%)/ fase aquosa (87,5%);

Todas as nanodispersdes foram preparadas de acordo com prévias
publicacdes do grupo (LOPES et al., 2006, PRACA et al.,, 2012, ROSSETI et al.
2011, FERREIRA et al., 2006) e proporcdes ja previamente padronizadas de fase
lipidica e fase aquosa (VICENTINI et al., 2013). Primeiramente a MO foi aquecida
em banho-maria até a temperatura de fusdo (42°C) e em seguida misturada ao AO
na presenga ou nao de PEI e OAM. A mistura foi homogeneizada e entéo
adicionada a fase aquosa (tampéao Tris-HCI 0,1M, pH 6,5 contendo 1,5% (m/m) de
poloxamer 407). Os sistemas permaneceram em repouso por 24 h, acondicionados
ao abrigo da luz para estabilizacdo, sendo posteriormente sonicados em ultrassom
de agulha sob banho de gelo por 2min a 60Hz.

Tais sistemas foram avaliados quanto ao tamanho de particula e distribuicdo

de tamanho, potencial zeta, citotoxicidade e eficiéncia de transfeccao.

4.2.1 Incorporacgéo dos PTDs

Com o intuito de garantir a interacdo eletrostatica entre siRNA e os PTDs,
TAT na concentragao de 0,1 mM ou 0,2 mM ou PNT na concentragéo de 0,025 mM
foram acrescidos de siRNA na concentracéo final de 10 uyM, agitados em vortex a
2500 rpm por 30 s e mantidos em repouso por 30 min para que houvesse
complexacdo. Em seguida, adicionadas as nanodispersdes, seguida de agitacao

em voértex e 30 min em repouso.

3.2.3 Caracterizagéo dos sistemas obtidos

3.2.3.1 Andlise por microscopia de luz polarizada
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Previamente a dispersdo em excesso de tampao, as diferentes fases liquido-
cristalinas foram analisadas em microscopio 6ptico modelo Axioplan 2 (Carl Zeiss
AG, Alemanha) equipado com filtro polarizador e acoplado a camara digital Axiocan
HRc (Carl Zeiss AG, Alemanha) com sistema de video e aquisicdo automética de

imagem apoés percorrido o tempo necessario para equilibrio dos sistemas (24 h).

3.2.3.2 Andlise do tamanho e indice de polidispersividade das

particulas nas dispersdes

Foi utilizada a técnica de espalhamento dinamico da luz (Light Scattering)
para a analise de tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas. As
nanodispersdes foram diluidas em agua Milli Q (100x) e submetidas as analises no
equipamento Zetasizer Nano system ZS (Malvern Instruments). As amostras foram
colocadas em celas de quartzo de 1 cm de caminho éptico e as medi¢bes foram
feitas em temperatura ambiente (25°C). O equipamento possui um lazer de HeNe
de 4 mW operando num comprimento de onda de 633 nm e realiza as medi¢cdes
nao invasivas por “backscatter optics”. As medi¢cdes foram feitas num angulo de
deteccdo de 173° e a posicdo da medicdo da cubeta € automaticamente
determinada pelo software do equipamento. O equipamento realiza em média 12

determinacdes para cada analise.

3.2.3.3 Medida da carga superficial por mobilidade eletroforética

das particulas na disperséao

A carga superficial das dispersdes foi avaliada através do potencial zeta,
determinado pela mobilidade eletroforética das particulas/goticulas dispersas
submetidas a um campo elétrico. Estas andlises sdo de grande importancia nos

estudos, pois auxiliam na determinacdo das cargas envolvidas na interacdo de
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siRNAs com os sistemas utilizados. Para tais analises foi utilizado o equipamento
Zetasizer Nano system ZS (Malvern Instruments).

3.2.34 Difragcao de raios X de baixo angulo

Com o intuito de determinar as fases liquido cristalinas em que as
nanodispersdes se encontravam estas foram também analisadas por medidas de
espalhamento de raios X a baixo angulo. As nanodispersdes foram analisadas no
Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS), em Campinas (SP), com a
colaboracéo da Profa. Dra. Méarcia Carvalho de Abreu Fantini do Instituto de Fisica
da USP, na linha de luz DO2A-SAXS2.

As medidas do angulo de espalhamento 20 foram realizadas utilizando A =
0,1608 nm. As medidas de intensidade foram realizadas em funcédo do vetor de
espalhamento g (q = (41rsin 6)/ A). As amostras foram acondicionadas em suporte,
entre folhas de kapton. As analises foram realizadas em um detector de filamentos
bidimensional, por um periodo de 600 segundos para o sistema MO/AO/OAM e de
900 segundos para os demais sistemas (MO/PEI, MO/OAM e MO/AO/PEI). Os
resultados experimentais foram corrigidos pela resposta do detector. A transmisséo
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.

As estruturas liquido cristalinas foram identificadas 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).

3.2.4 Avaliacao da eficiéncia de complexacéo

a) Preparo do gel de agarose 2%
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Para o estudo da eficiéncia de complexacdo do siRNA, foi realizada a
eletroforese em gel de agarose 2% (TRAN et al., 2008). O gel foi preparado usando
2 g de agarose em 120 mL de tampéao Tris-Acetato-EDTA pH=8,0 (TAE) e brometo
de etideo (10 mg/mL). A agarose foi adicionada em tampdo TAE e aquecida em
microondas por aproximadamente 2 min para promover sua solubilizacdo. Ap6s o
resfriamento da solucdo de agarose, foi adicionado o brometo de etideo (10 pL). O
gel foi vertido na placa de corrida e esperou-se total resfriamento do gel para sua

polimerizacao.

b) Preparo das amostras

Todas as amostras (solu¢gdes dos PTDs, nanodispersdes acrescidas ou néo
de siRNA e o controle siRNA em 4gua DEPC) foram preparadas pela adicdo de 10
uL de loading buffer, tampdao utilizado para conferir densidade a amostra aplicada,
composto por: azul de bromofenol (0,25 %, p/v), xileno cianol FF (0,25 %, p/v),
orange G (0,25 %, p/v), Tris-HCI pH 7,5 (10 mmol/L), EDTA (10 mmol/L) e sacarose
(0,65 %, p/v) e 40 pL da amostra a ser analisada. Dessa mistura, aplicou-se
cuidadosamente 40 yuL em cada poco do gel.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em uma cuba horizontal
contendo tampao TAE, utilizando-se para isso voltagem de 100 V e tempo de
corrida de 20 min. Os géis previamente adicionados de brometo de etideo foram
observados sob a luz ultravioleta para a visualizacdo das bandas. A aquisicao das

imagens foi possivel com a utilizacdo do software Quantity One.

3.2.5 Avaliacao da liberacdo de siRNA dos complexos obtidos

Com o intuito de avaliar a integridade do siRNA presente nos complexos
obtidos, realizou-se um estudo de descomplexacédo em presenca de heparina pelo
método de competicdo com os polidnions de heparina (XIONG et al., 2009; LEE et
al., 2010; SHEN et al., 2011). Sendo assim, as amostras contendo siRNA foram

preparadas conforme especificado anteriormente e, em seguida, submetidas a
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incubagédo com 10 pL heparina (5000 Ul/mL) por 60 min em banho a 37°C. O
siRNA liberado dos complexos foi avaliado por eletroforese em gel de agarose a
2% (100 V, 20 min).

3.2.6 Cultura celular

Os fibroblastos L929 foram cultivados em meio DMEM (Dulbecco-s Modified
Eagle Medium), suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado pelo calor e
1% (v/v) de solucéo antibibtica contendo 10.000 IU penicilina, 10 mg estreptomicina
e 25 yg anfotericina B por mL. As células foram mantidas em estufa a 37°C e

atmosfera contendo 5% CO; e subcultivadas ao atingir a confluéncia.

3.26.1 Avaliacao da viabilidade celular

a) Ensaio do MTT

A viabilidade das células submetidas a incubacdo com as amostras foi
avaliada pelo método espectrofotométrico do MTT. Sais de tetrazolium como o
MTT séo ferramentas comumente empregadas para a avaliacdo de viabilidade
celular em uma variedade de linhagens. Este método se baseia na reducéo do sal
de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] que ocorre
guando células vidveis metabolizam-no produzindo um sal de formazan violeta, o
qual pode ser solubilizado pela adicdo de um solvente organico como o DMSO
(FISICHELLA et al., 2009).

Para este propdsito, 5x10* células/poco foram cultivadas em placas de 96
pocos e incubadas por 24h a 37°C. Entdo, 20 pL de cada amostra na diluicao 1:50
em PBS foram adicionadas e incubou-se por mais 24 h. Por fim, as células foram
lavadas com solucdo salina duas vezes e adicionaram-se 200 pL de meio de
cultura sem soro. A solucdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e as células
mantidas em estufa por 4 h. Apés este periodo, o meio foi descartado e os cristais
de formazan resultantes foram solubilizados em 200 pL DMSO e 25 pyL de tampéo

glicina (0,2 mol/L, pH 10,2). Medidas de absorvancia foram conduzidas em leitor de
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placas no comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade celular foi calculada
como a porcentagem de células viaveis comparadas ao grupo controle, ou seja,

aguele em gue as células ndo receberam nenhum tratamento.

b) Citometria de fluxo

Estudos de citometria de fluxo também foram conduzidos para a avaliacado
da viabilidade das células tratadas com os sistemas desenvolvidos. Para isso,
1x10° células/poco foram cultivadas em placas de seis pocos e incubadas por 24h
a 37°C. Entdo, 200 pL de cada amostra na diluicdo 1:50 em PBS foram
adicionadas e incubou-se por mais 24 h. Por fim, as células foram lavadas com
solugcdo salina duas vezes e adicionadas de tripsina, seguida da neutralizagéo
desta com meio DMEM completo. As amostras foram submetidas a centrifugacéo a
1000 rpm por 15 min a 10°C e o pellet foi ressuspenso em 200 pL de meio
incompleto para as analises de citometria de fluxo. As células foram adicionadas de

iodeto de propidio e analisadas quanto a presenca ou auséncia do marcador.

3.2.6.2 Avaliacdo datransfeccédo celular em fibroblastos L929

a) Citometria de fluxo

Um screening dos sistemas desenvolvidos foi realizado através da avaliagdo
do numero de células transfectadas vivas por citometria de fluxo, utilizando-se para
isso a andlise da presenca do marcador fluoresceina, o que indica a transfeccdo da
célula pelo siRNA-FAM e a auséncia da marcacao por iodeto de propidio, o que
indica que estao viaveis. Os sistemas que se mostraram interessantes do ponto de
vista de eficiéncia de transfec¢do e adequada viabilidade celular foram analisados
também por microscopia de fluorescéncia para a determinacdo qualitativa da
intensidade de fluorescéncia das células transfectadas, conforme item 3.2.6.2 b.

b) Microscopia de fluorescéncia
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Com o propdsito de investigar se os sistemas obtidos eram vantajosos com
relacdo as de solucbes de siRNA, foram analisadas tanto as solucdes de PTDs
contendo siRNA como as nanodispersdes obtidas na presenca ou auséncia de
PTDs quanto a transfeccdo na linhagem celular estudada. Objetivando-se a
avaliacdo por intensidade de fluorescéncia, incorporou-se siRNA-FAM aos
sistemas escolhidos no item anterior.

As células foram cultivadas em placas de 6 pocos na densidade de 1x10°
células/poco e apds 24 h aplicaram-se as amostras preparadas conforme descrito,
na diluicdo de 1:50 (amostra: PBS). Finalmente, as células foram lavadas com PBS
e observadas em microscoépio de fluorescéncia (Axioplan 2 Imaging, Aexc= 500 nm,
Aem= 535 nm).

3.2.7 Estudos in vivo de penetracdo cutanea

a) Aplicacdo das nanodispersdes in vivo em modelo animal

Estes experimentos foram realizados com camundongos hairless de 6 a 8
semanas da linhagem HRS/J mantidos a temperatura ambiente com agua e comida
ad libitum. Todos os experimentos foram conduzidos de acordo aos guias nacionais
de diretrizes de salde dos animais de experimentacdo e com a aprovacao do
Comité de Etica na Utilizagdo de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto —USP (Protocolo n® 12.1.1374.53.6). Para isso, 0s animais foram
divididos aleatoriamente em grupos de 3 a 5 animais e aplicaram-se 100 pL das
nanodispersdes na regido dorsal em uma area de cerca de 2 cm2 com auxilio de

um pincel. Foram utilizados 0s seguintes grupos experimentais:
» Grupo 1: Controle, aplicagdo de PBS

» Grupo 2: Aplicacéo solucao de PEI 1% contendo siRNA-FAM 10 uM

33



Maderial e Metodos

» Grupo 3: Aplicacédo de solucdo de PEI 1% contendo siRNA-FAM 10
MM e TAT 0,2 mM.

» Grupo 4: Aplicacédo de siRNA-FAM nu 10 uM
» Grupo 5: Aplicagéo de siRNA-FAM 10 puM acrescido de TAT 0,2 mM

» Grupo 6: Aplicagdo da nanodispersédo MO/AO/PEI na presencga de
siRNA-FAM 10 pM

» Grupo 7: Aplicagdo da nanodisperséo MO/AO/PEI na presencga de
siRNA-FAM 10 uM contendo TAT 0,2 mM

Apos 12 h da aplicagéo, os animais foram sacrificados utilizando-se vapor de
diéxido de carbono e a superficie da pele onde foram aplicadas as amostras foi

dissecada e analisada para penetracdo cutanea.

b) Avaliacdo da penetracdo cutanea in vivo em modelo animal

A avaliacdo da penetragéo cutanea in vivo foi realizada por microscopia de
fluorescéncia. Para isso, a regiao de aplicacdo das formulagdes foi congelada em
matriz O.T.C. (Tissue Tek®) para permitir a realizacdo de cortes histolégicos em
criostato. Seccbes transversais de 10 uym de espessura foram realizadas e os
cortes histologicos foram fixados em laminas extras brancas gelatinizadas
previamente preparadas.

Os cortes histolégicos foram avaliados pela presenca do marcador
fluorescente FAM, capaz de demonstrar a localizagdo do siRNA no tecido
analisado. Os cortes histolégicos foram analisados em microscépio de
fluorescéncia (modelo Axio Imager Al, Carl Zeiss AG, Alemanha) acoplado a uma
camara fotografica com software analisador de imagem (modelo AxioVision, Carl
Zeiss), utilizando a objetiva de 10 vezes e filtro FS46 com excitacdo e emissao

adequados para o marcador (500 £ 20 nm e 535 + 30 nm, respectivamente).
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3.2.8 Avaliacao in vivo da eficacia de siRNA pré-desenhado (especifico
TNF-alfa) em modelo animal

Camundongos hairless de 6 a 8 semanas da linhagem HRS/J mantidos a
temperatura ambiente com agua e comida ad libitum foram divididos em grupos 3-5
animais (Protocolo CEUA n° 12.1.1374.53.6). A inducao da inflamacéo foi realizada
utilizando-se a aplicacdo de 100 puL de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA),
cuja aplicacao tépica € um modelo conhecido para a inducéo de estresse oxidativo,
producdo de espécies reativas de oxigénio, inflamacéo cutanea e hiperplasia (HA
et al., 2006).

Sendo assim, os animais dos grupos (3), (4), (5) e (6) foram tratados na
regido dorsal (cerca de 2 cm?) com 100 pL das respectivas formulacdes. Apés 1
hora os animais dos grupos (2), (3), (4), (5) e (6) foram tratados na mesma regido
com 100 pL de TPA na concentracao de 162 uM, conforme esquematizado abaixo:

» Grupo 1: Controle negativo, aplicacao de PBS

» Grupo 2: Controle positivo, aplicacdo de TPA
» Grupo 3: Nanodispersdo MO/AO/PEI/ siRNA padrédo e TPA

» Grupo 4: Nanodispersdao MO/AO/PEI/ siRNA pré-desenhado e TPA

» Grupo 5: Nanodispersdo MO/AO/PEI/ TAT 0,1 mM, siRNA padréao e
TPA

» Grupo 6: Nanodispersdo MO/AO/PEI/ TAT 0,1 mM, siRNA pré-
desenhado e TPA

Apos 6 horas do inicio do tratamento com TPA o0s animais foram
eutanasiados com overdose de didxido de carbono e a pele onde aplicaram-se as
formulacdes foi dissecada para as analises quanto a inducdo de TNF-a. Para isso
as amostras de pele foram previamente preparadas. A preparacao das amostras de
pele foi realizada através do picotamento das amostras de pele e diluicio em

tampéo Tris 50 mM contendo CaCl, 10 mM pH 7,4 contendo 0,2 M dos inibidores
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fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), fenantrolina (PHE) e N-etilmaleimida (NEM). As
amostras foram homogeneizadas em ultraturrax por 2 min e deixadas overnight a
4°C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 20817 ga 4 °C e
sobrenadante foi retirado para dosagem de proteinas pelo método de Bradford
seguido de normalizagdo das amostras. As amostras foram entdo aplicadas em kit
para quantificacdo de TNF- a, ELISA, seguindo as instrugbes do fabricante
(eBioscience, San Diego, Estados Unidos).

Com este estudo objetivou-se avaliar a eficacia dos sistemas contendo
siRNA na terapia de doencas inflamatérias cutdneas, como a psoriase, cujo
principal marcador € a expressao exacerbada de TNF-a.

3.2.9 Anélise dos dados

Os dados apresentados séo resultados de uma média + desvio padrdo. Os
estudos in vivo de eficacia dos sistemas foram analisados utilizando-se teste T ndo
paramétrico Kruskal-Wallis e pds teste de Duns, com intervalo de confianca de 95%
(p < 0,05). As anélises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism ©,

versao 5.
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4.1Solucbes contendo o peptideo TAT ou penetratin

O uso de PTDs para facilitar a veiculacéo de diferentes tipos de farmacos vem
sendo recentemente estudado. Em geral, os trabalhos utilizam de um PTD
covalentemente ligado a uma molécula com agéo farmacolégica para potencializar
sua veiculagdo. Contudo, estudos anteriores do nosso grupo (LOPES et al., 2005;
LOPES et al., 2008) demonstraram que mesmo na auséncia de ligacdo covalente os
PTDs sdo capazes de facilitar a penetracdo de macromoléculas através de
biomembranas. Lopes et al (LOPES et al., 2005) provaram a importancia do uso de
peptideos com propriedades de tranducao através de biomembranas ao comparar a
penetracdo cutanea promovida por diferentes peptideos, dentre eles TAT e YARA,
peptideos transdutores e YKAc, um peptideo sem propriedades de transducéo.
Lopes e colaboradores (LOPES et al., 2008) demonstraram através do uso do
peptideo modelo P20 que dois diferentes PTDs, mesmo quando ndo covalentemente
ligados ao peptideo modelo, foram capazes de aumentar a penetracdo cutanea
desse em pelo menos 2,33 vezes.

Objetivando verificar as caracteristicas dos complexos formados entre siRNA
e o0s PTDs, solugcdes contendo siRNA a 10 pM os PTDs em diferentes
concentracbes foram avaliadas quanto ao potencial zeta e grau de complexacéo.
Cabe ressaltar que uma adequada complexacdo € vantajosa para maximizar a
proporcdo de siRNA/ carreador e facilitar o desenvolvimento de formulacdes com
necessidade de menores doses do farmaco (KAPOOR et al., 2012).

Conforme pode ser observado na Figura 12, o peptideo catidnico TAT foi
capaz de neutralizar a carga negativa da molécula de siRNA (cerca de -70 mV) e os
valores obtidos foram proporcionais as concentraces do peptideo utilizado.
Resultados semelhantes foram obtidos para o PNT, porém os valores de potencial

zeta ndo se mostraram proporcionais as concentracdes de PTD adicionadas.
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Controle siRNA 10uM
siRNA+ TAT 0,21mM
E=d siRNA+ TAT 0,25mM
El siRNA+ TAT 0,45mM
siRNA + PNT 0,01mM
N SiRNA + PNT 0,025mM
SiRNA + PNT 0,05mM

Potencial Zeta (mV)

Figura 12: Potenciais zeta obtidos para as solu¢gdes de TAT e PNT contendo siRNA.

Resultados semelhantes foram obtidos por Tanaka e colaboradores (TANAKA
et al., 2010) quando estudaram complexos de siRNA e o peptideo STR-CH2R4H2C,
sintetizado pelo grupo. O peptideo em questdo € composto de arginina e histidina e
por isso pode ser comparado ao peptideo em estudo no presente trabalho, rico em
arginina. Naquele estudo, Tanaka e colaboradores utilizaram diferentes proporgdes
do peptideo, demonstrando que um aumento na propor¢cdo deste € capaz de
neutralizar a carga negativa do siRNA através de complexacédo covalente.

Com o intuito de avaliar se as solucdes dos peptideos catidnicos (nao
acrescidas de adjuvantes farmacotécnicos) seriam capazes de complexar todo o
siRNA adicionado (10 pM), estudos de eletroforese foram conduzidos, conforme
pode ser observado na Figura 13.

Entende-se que carrear siRNAs por meio de interagfes eletrostaticas com
PTDs € uma estratégia simples e efetiva, visto que nao requer nenhuma modificacéo
no siRNA. Contudo, um excesso de moléculas do peptideo se faz necessaria. No
caso da oligoarginina e siRNA, a proporcdo molar do peptideo deve ser 56 vezes
superior a do siRNA; para o peptideo MPG deve ser de 84 vezes superior (ENDOH,
OHTSUKI, 2009). Estes exemplos estdo em concordancia com os resultados aqui
obtidos visto que a maior complexagédo do SiRNA em solugdo com o peptideo TAT
foi obtida para uma proporcdo de TAT cerca de 50 vezes superior a de siRNA

(Figuras 12 e 13).
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Embora o peptideo PNT néo tenha sido capaz de conferir carga positiva ao
sistema como o TAT, estudos j& utilizaram concentragBes ainda menores com
efeitos positivos para carrear farmacos. Khafagy e colaboradores utilizaram 500 uM
de L-penetratin para carrear macromoléculas como a insulina e glucagon por via
nasal (KHAFAGY et al., 2010), o que indica que ndo apenas a carga do complexo
influencia a capacidade de interacdo deste com as membranas celulares. Ademais,
estudos indicam que concentracdes de penetratin a partir de 5 uM foram suficientes
para carrear fluoresceina para o interior de células HelLa, sendo a intensidade de
fluorescéncia linearmente aumentada quando utilizada a concentracao de 20 uM do
PTD (DUCHARDT et al., 2007). Entretanto, este mesmo estudo indicou que para o
TAT ndo ha uma resposta linear do aumento da intensidade de fluorescéncia
citoplasmatica, indicativo de eficiéncia de transfeccdo em funcdo da concentracéo
deste PTD, sendo que a partir de 10 uM ja se observa este efeito (DUCHARDT et
al., 2007).

Analisada a intensidade de carga dos complexos, torna-se importante a
ocorréncia de uma complexacdo efetiva do siRNA na presenca dos PTDs, com
auséncia de bandas interferentes. A adequada complexacdo do siRNA adicionado
foi apenas observada com a utilizacdo da concentracdes mais elevada do peptideo
catibnico (0,05 mM para o PNT e 0,5 mM para o TAT), o que é um resultado
interessante visto que as diferentes concentracées do peptideo PNT utilizadas nao
propiciaram grandes incrementos no valor de potencial zeta (Figura 12), o que
confirma que o mecanismo de complexacao deste tipo de peptideo € mais complexo
e, portanto, ndo depende apenas da carga superficial do complexo.

Estudos anteriores realizados por Kim e colaboradores (KIM et al., 2011)
também demonstraram a formacdo de complexos entre siRNA e o peptideo R15,
composto por arginina. Neste estudo também foi observado o retardo na migragéo
do siRNA no gel de eletroforese, quando as proporcdes entre cargas do peptideo
positivo e do RNA negativo foram superiores a 3/1 (razdo N/P), ou seja, a razao de
mols de grupos amina nos polimeros catiénicos para o numero de mols de fosfato no
SiRNA, sugerindo que apenas a presenca do peptideo era capaz de promover a
complexacao do siRNA.
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siRNA

PNT TAT
controle

iopm 0,0lmM 0,025mM 0,05mM 0,1mM 0,1mM 0,25mM 0,5mM

1 2 3 4 o 6 7 8

Figura 13: Perfil eletroforético obtido para as solucbes de PNT e TAT contendo
SiIRNA.

Através dos estudos de eletroforese (Figura 13) observou-se a necessidade
de concentracbes de PNT superiores a 0,05 mM e de TAT 0,5 mM para a
complexacéo total do siRNA adicionado, demonstrado pela auséncia de bandas
caracteristicas da presenca de siRNA livre. Cabe ressaltar que este experimento
deixa claro que os complexos entre sSiRNA e PTDs ndo dependem apenas da carga
superficial, resultando portanto de um mecanismo mais complexo que sera

oportunamente discutido neste trabalho.

4.2. Caracterizacdo dos sistemas obtidos

4.2.1 Analise por microscopia de luz polarizada

Os resultados obtidos para a microscopia de luz polarizada estao ilustrados

na Figura 14.
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Figura 14: Aparéncia dos cristais liquidos obtidos sob a microscopia de luz
polarizada (aumento 32X) antes da dispersao por ultrassom, sendo: A) MO/fase
aquosa (10:90, p/p); B) MO/PEl/fase aquosa (10:0,4:89,6, p/p/p); C) MO/AQ/fase
aquosa (8:2:90, p/p/p); D) MO/AO/PEl/fase aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p); E) MO/OAM/
fase aquosa (10:1:89, p/p/p) e F) MO/AO/OAM/fase aquosa (8:2:2,5:87,5, p/p/p/p).

A Figura 14A ilustra 0 aspecto isotropico obtido na presenca de formulagéo
composta por MO/fase aquosa, enquanto que em C €& possivel observar as
estriagbes caracteristicas da fase hexagonal obtida para o sistema MO/AO/fase
aquosa.

Observa-se que a adicdo do polimero ou lipideo catibnico néo foi capaz de
alterar as fases das nanodispersdes estudadas (Figura 14), sendo A e B cristais
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liguidos de fase cubica com tracos de birrefringéncia, enquanto que C, D, E, F
apresentam aspecto de estriagBes caracteristicas de fase hexagonal, aspectos ja
bem descritos na literatura (SINGH, 2000; GUO et al., 2010). As fases liquido-
cristalinas foram precisamente determinadas apos estudos de difracdo de raios-X
(tem 4.2.4).

Tanto os PTDs TAT e PNT quanto os siRNAs foram adicionados apenas apos

a dispersédo das formulacdes.

4.2.2. Analise do tamanho e indice de polidispersividade das particulas

nas dispersdes

As andlises de tamanho e indice de polidispersividade das particulas
representam uma parte importante do processo de caracterizacdo, pois indicam o
grau de homogeneidade e servem de parametro para a otimizagcdo do processo
(KAPOOR et al., 2012). Além disso, no caso especifico de vetores para carrear
siRNAs, o tamanho de particula é capaz de influenciar diretamente na habilidade
dos complexos em atravessar membranas, o que implica na eficiéncia de
transfeccéo celular (ZHOU et al., 2012, XU et al., 2007).

Na Figura 15 estéo ilustrados os resultados obtidos para as nanodispersées

estudadas.
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Figura 15: Tamanho de particula e polidispersividade das nanodispersdes
estudadas, sendo (A) ND MO/ fase aquosa (10:90, p/p); (B) MO/PEl/fase aquosa
(10:0,4:89,6, p/p/p); (C) ND MO/OAM/fase aquosa (10:1:89, p/p/p); (D) ND MO/AO/
fase aquosa (8:2:90, p/p/p); (E) ND MO/AO/PEI/ fase aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p) e (F)
ND MO/AO/OAM/ fase aquosa (8:2:2,5:87,5, p/p/p/p).
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Os sistemas obtidos apresentaram perfil de tamanho de particula e
distribuicdo de tamanho de acordo com estudos previamente obtidos por nosso
grupo de pesquisa, quando foram utilizados sistemas semelhantes com a
incorporacdo de outros farmacos (LOPES et al.,, 2006 LOPES et al., 2007). Além
disso, a faixa de tamanho de particula obtida esta de acordo com estudos anteriores
de Nakano e colaboradores (NAKANO et al, 2001), no qual diferentes
concentracfes de poloxamer e MO foram utilizadas e propiciaram tamanhos de
particula entre 160 e 270 nm.

A Figura 15 mostra que os diferentes sistemas apresentaram tamanho de
particula na faixa de 150-350 nm, variando de acordo com o sistema utilizado.
Resultados semelhantes foram obtidos para complexos contendo PEI de baixo peso
molecular, gerando particulas de aproximadamente 300 nm (BREUNIG et al., 2008,
LEE et al., 2010). Com relagédo a polidispersividade, os valores se concentraram
entre 0,15- 0,30 para os sistemas na auséncia de PEIl e na presenca de OAM e
entre 0,25-0,40 para aqueles contendo PEI. A influéncia do polimero catiénico PEI
pode ser explicada pela sua larga faixa de tamanho e de carga superficial, visto que
apresenta uma ampla faixa de peso molecular (LEE et al., 2011). Por outro lado, a
adicdo dos PTDs, a saber, TAT a 0,1 Mm ou PNT a 0,01 mM, ndo apresentou
influéncia significativa no tamanho de particula, uma vez que estes devem estar
complexados com o siRNA dentro das nanoparticulas. As referidas concentracdes
de PTDs foram escolhidas com base nos estudos anteriores de complexacdo dos
PTDs com siRNA, bem como nos resultados posteriormente apresentados para a
complexacdo de siRNA pelos sistemas liquido cristalinos por eletroforese em gel de

agarose.
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4.2.3 Medida da carga superficial por mobilidade eletroforética das
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[ ND+ siRNA @ ND + PNT 0,025 mM

mm ND+ siRNA + TAT EX3 ND + siRNA + PNT 0,025 mM
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Figura 16: Potenciais zeta das nanodispersfes estudadas sendo, A) MO/fase
aquosa (10:90, p/p); B) MO/PEl/fase aquosa (10:0,4:89,6, p/p/p); C) MO/AO/fase
aquosa (8:2:90, p/p/p); D) MO/AO/PEl/fase aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p); E) MO/OAM/
fase aquosa (10:1:89, p/p/p) e F) MO/AO/OAM/fase aquosa (8:2:2,5:87,5, p/p/p/p).

A avaliacdo do potencial zeta de complexos contendo siRNA é de suma
importancia no desenvolvimento farmacotécnico, visto que particulas negativamente

carregadas tendem a ser depuradas mais rapidamente do que as positivamente
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carregadas (OZPOLAT et al., 2010). Neste contexto, carreadores catidnicos tornam-
se necessarios na veiculacdo de siRNAs devido a sua forte carga negativa.

Os resultados obtidos para as nanodispersdes indicadas nas Figuras 16 B, D,
E e F apresentaram residual de carga positivo mesmo ap0s a adicdo do siRNA, o
gue indica a complexacédo e neutralizagdo da carga deste. Isso se deve a presenca
do polimero catibnico PEI que faz parte de uma classe de polimeros sintéticos
largamente utilizados para carrear acidos nucléicos e sua capacidade de se ligar aos
acidos nucléicos e formar nanocomplexos devido a sua carga positiva (BRUNO,
2011) em B e D. O lipideo catibnico OAM foi o responsavel pela carga positiva
conferida ao sistema em E e F.

A nanodisperséo indicada na Figura 16 A apresenta residual de carga positivo
apenas na auséncia de siRNA devido ao fato de ser composta apenas por MO/fase
aguosa, enquanto que a nanodispersao da Figura 16 C composta por MO/AO/fase
aguosa apresenta-se negativamente carregada em todas as situacOes testadas
devido ao caréater fortemente negativo do AO, tornando-as pouco promissoras para a
veiculacéo de siRNAs.

Complexos contendo PEI ja foram vastamente descritos na literatura como
carreadores de siRNAs. Sabe-se que PEls de baixo peso molecular sdo capazes de
complexar moléculas de siRNA contendo até 37 nucleotideos (WERTH et al.,2006).
Poliplexos de PEI com DNA foram estudados por Kunath e colaboradores (KUNATH
et al., 2003), visando comparar a eficiéncia de transfec¢cdo promovida por PEls de
alto e de baixo peso molecular. Neste estudo, os autores observaram que, embora
os valores de potencial zeta obtidos para os dois tipos de PEIs fossem bastante
semelhantes, o PEI de alto peso molecular (25 kDa) foi responsavel por uma melhor
eficiéncia de transfeccdo, embora a citotoxicidade gerada por estes fosse bastante
superior ao de baixo peso molecular. Este resultado levou os pesquisadores a
conclusdo de que PEIs de baixo peso molecular eram mais interessantes para
carrear DNA. Desta forma, embora PEls de alto peso molecular como o utilizado no
presente trabalho possam ser interessantes do ponto de vista de eficiéncia do
sistema, a concentracdo destes polimeros deve ser restringida como forma de
manter uma adequada viabilidade celular com as vantagens fornecidas pelo uso
destes do ponto de vista de transfec¢do, o que torna necessario a utilizacdo de

outros adjuvantes carreadores que aumentem a penetracdo destes nas membranas
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celulares sem danifica-las, de forma a diminuir as concentragdes de PEI necessarias
nos sistemas carreadores.

Complexos de PEI/ policaprolactona contendo PEI 25 kDa, por exemplo, ja
foram descritos na literatura e utlizados com sucesso para carrear SIRNAS in vitro em
células HelLa (LIU et al., 2011). Estes complexos obtidos apresentaram potencial
zeta de aproximadamente 20 mV, valores semelhantes aos obtidos neste trabalho
para as nanodispersoes de MO/PEI. As nanodispersdes contendo PEI e adicionadas
de AO, por sua vez, apresentaram menores valores de carga superficial, devido a
carga negativa inerente do AO.

Ao contrério do PEI, a OAM é um lipideo catidnico que foi pouco explorado
até o momento. Poucos estudos sdo encontrados na literatura. O seu uso ja foi
relatado como estabilizante para particulas contendo DNA (BORGES et al., 2011),
embora haja diferencas entre siRNAs e DNA tais como tamanho e local da célula
gue necessitam atingir para poder exercer seu efeito (SCHOROEDER et al., 2009).
Suh e colaboradores (SUH et al., 2009) utilizaram o lipideo OAM para sintetizar um
novo lipideo catibnico baseado em aminoacido para veiculacdo de sSiRNA em
diferentes linhagens celulares humanas de cancer. Neste estudo, os complexos
apresentaram tamanho de particula de 300 nm, semelhantes aos obtidos no
presente trabalho. Os valores encontrados para potencial zeta das nanodispersoes
contendo MO/OAM foram semelhantes aos obtidos com emulsées de OAM a 1 mM
nos estudos de Martini e colaboradores. Os autores desenvolveram um sistema a
base de emulsdo para carrear oligonucleotideos e valores de potencial zeta
proximos a 30 mV foram obtidos (MARTINI et al., 2008).

Nesta etapa experimental foi possivel selecionar sistemas com baixas
concentracfes, tanto de polimero quanto de lipideo catibnico, que complexaram
adequadamente o SiRNA, o0 que pode resultar em uma menor citotoxicidade,

conforme sera demonstrado nos experimentos que se seguem.
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4.2.4 Difragdo de raios X de baixo angulo

A difracédo de raio X de baixo angulo (SAXS) é uma técnica bem estabelecida
para investigar aspectos estruturais e as interagcdes em nanoescala. Esta técnica
tem permitido ndo s6 deduzir informagdes estruturais estaticas, mas também a
dindmica dos sistemas. Uma das caracteristicas Unicas da radiacdo Sincronton € o
fato de que esta oferece resolucdo em escala nanométrica e de milisegundos de
maneira ndo facilmente acessivel através de outros méetodos (NARAYANAN, 2009).

Nesta técnica, um parametro de interferéncia especifico surge a partir de
distancias repetidas e este parametro € denominado espagcamento intercalar. A partir
da equacdo de Bragg tem-se que o0 espacamento intercalar d é inversamente

proporcional ao angulo de reflexdo, conforme a equacao 1:
2.d.senb= n.A (Equagéao 1)

onde n é igual a um inteiro, A € o comprimento de onda da radiacdo, d é a distancia
entre dois planos do cristal e 8 € 0 angulo de incidéncia da radiacdo. Assim, grandes
dimensdes de d na regido de longo alcance podem ser observadas através da
difracdo de raios X de baixo angulo, enquanto que d menores na regido de baixo
alcance devem ser observadas através da difracdo de raios X de angulo largo
(MULLER- GOYAMANN, 2004). O parametro de rede, a, de uma unidade repetitiva
do cristal é caracterizado por trés distancias axiais, a, b e ¢ e trés angulos
interaxiais, a, B e 8. Os diferentes planos de uma unidade do cristal podem ser
descritos pelos indices de Miller (h, k, 1) que denotam o nimero de planos que
interceptam as unidades do eixo a, b e c. Neste trabalho, a nanodispersao estudada
possuia fase hexagonal, ou seja, era do tipo Il e, portanto, as vesiculas ficam
acomodadas bidimensionalmente, de acordo com a equacgédo 2, sendo assim, 0S
indices de Miller seguem a razao 1/1; \3; V¥4 (WINTER, 2002).

8= ——h>+ k% + hk

R |

W T

(Equacéo 2)
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a) MO/PEI

A Figura 17 ilustra o perfil obtido por difracdo de raios X de baixo angulo para
a nanodispersdo MO/PEI na presenca de diferentes aditivos. Observam-se sete
picos de difracdo, caracteristicos de transicdo de fase cubica e hexagonal. A
presenca de siRNA ou PTDs néo foi capaz de alterar a estrutura liquido cristalina da

referida nanodisperséo.

0.01

ND MOYPEI (a)
[T ND MO/PEI + SiRNA (b)
ND MO/PE] = TAT(c)

=" ND MOYPEI + TAT + siRNA (d)

ND MO/PE] + PNT (&)

1 { ND MO/PE] = PNT= siRNA (f)

Intensidade(u.arb.)

1E-3

Figura 17: Difratograma para a nanodispersao (ND) MO/PEI.
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Tabela 2: Dados obtidos através da difracdo de raios X a baixo angulo das nanodispersées
do sistema MO/PEI/FA incorporados com TAT 0,1 mM, PNT 0,025 mM e/ou siRNA 10 yM.

Parametro de

g (hm™) d(nm) Razéo rede, a (hm) Estrutura
0,7740 8,0489 11 Cubica D
1,0185 6,1691 1:1 Hexagonal (100) a = 2d/+3 (fit Gaussiana 1)
1,0997 57135 112 a:=8,10£0,05  cypjca D (fit Gaussiana 2)
ND 1,1844 53050 1:1 a,=7,15 + 0,04 Hexagonal (100) a = 2d/\3 (fit Gaussiana 3)
1,3313  4,7194 13 Cubica D
1:\/5(pico1) an=6,124 + Cubica D
1,7509 3,5884  1:V3 (pico2) 0,002 Hexagonal (110) a=2d
1:N7 (pico1) Cubica D
2,0525 3,0611 1:\3 (pico4) Hexagonal (110) a = 2d
0,7740 8,0489 1:1 Cubica D
1,0172 6,1769 11 Hexagonal (100) a = 2d/+3 (fit Gaussiana 1)
ND 1,0980 5,7224 112 3:=8,11+0,06 Cubica D (fit Gaussiana 2)
+ 1,1880 5,2889 1:1 a,=7,15+0,03 Hexagonal (100)a= 2d/V3 (fit Gaussiana 3)
siRNA [1,3313 4,7194 113 Cubica D
1:V5(pico1)  a,=6,13+0,04  Cubica D
1,7509 3,5884  1:V3 (pico2) Hexagonal (110) a=2d
1:N7 (pico1) Cubica D
2,0394 3,0808 1:\3 (pico4) Hexagonal (110) a =2d
0,7740 18,0489 11 Cubica D
1,0126 6,2050 1:1 Hexagonal (100) a = 2d/+3 (fit Gaussiana 1)
ND 1,0873 58887 1:\2 a.=8,13 + 0,06 Cubica D (fit Gaussiana 2)
+ 1,1823 5,3144 1:1 Hexagonal (100) a = 2d/\3 (fit Gaussiana 3)
TAT 113313 47104 1343 2=7,17+0,01  Cubica D
1:\5(pico1) Cubica D
1,7509 35884 1:V3(pico2) a,=6,15+0,02 Hexagonal (110) a = 2d
17 Cubica D
2,0394 3,0808 1l:raiz4(pico2) Hexagonal (110) a = 2d
0,7740 8,0489 11 Cubica D
1,0131 6,1804 1:1 Hexagonal (100) a = 2d/+3 (fit Gaussiana 1)
ND 1,0912 58058 112 a:=8,14+ 0,07 cypica D (fit Gaussiana 2)
'JIr'AT 1,1817 52927 1:1 a,=7,16 + 0,03 Hexagonal (100) a = 2d/+3 (fit Gaussiana 3)
" 1,3313  4,7194 13 Cubica D
SIRNA 1:V5(pico1)  a,=6,14+ 0,04  Cubica D
1,7509 3,5884  1:\3 (pico2) Hexagonal (110) a = 2d
1:7 Cubica D
2,0394 3,0808 1:raiz4(pico2) Hexagonal (110) a = 2d
0,7740 8,0489 11 Cubica D
1,0138 6,1804 11 Hexagonal (100) a = 2d/V3 (fit Gaussiana 1)
1,0901 58057 12 a:=8,14+ 0,07 cypica D (fit Gaussiana 2)
ND . — ; ;
. 1,1823 5,3144 11 a,=7,16 + 0,03 Hexagonal (100) a = 2d/V3 (fit Gaussiana 3)
PNT  |1.3313 47194 1:3 Cdbica D
1:\W5(picol)  a,=6,15+0,02  Cubica D
1,7509 3,5884  1:V3 (pico2) Hexagonal (110) a = 2d
1:\7 (pico1) Cubica D
2,0394 13,0808 1:V3 (picod) Hexagonal (110) a = 2d
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Tabela 2 (continuagéo)

0,7740 8,0489 11 Cubica D

1,0130 6,1804 11 Hexagonal (100) a = 2d/v3 (fit Gaussiana 1)
ND 1,001 5,8058 12 a:=8,13+£0,07  cpjca D (fit Gaussiana 2)
+ , .
PNT 1,1806 5,3220 1:1 a,=7,16 + 0,03 Hexagonal (100) a = 2d/+/3 (fit Gaussiana 3)
+ 1,3313  4,7194 13 Cubica D
siRNA 1:\W5(pico1) a,=6,15+0,01  Cubica D

1,7509 3,5884  1:V3 (pico2) Hexagonal (110)a=2d

1:\7 (pico1) Cubica D
2,0394 3,0808 1:V3 (picod) Hexagonal (110)a = 2d
b) MO/OAM

Na Figura 18 observa-se o perfil obtido por difracdo de raios X de baixo

angulo para a nanodispersdio MO/OAM na presenca de diferentes aditivos.

Observam-se 8 picos de difracdo, caracteristicos de transicdo de fase cubica e

hexagonal e a amostra também n&do apresentou variacdes na sua estrutura em

funcao dos diferentes aditivos.

Intensidade(u.arb.)

0,01 4

1E-3 4

1E-4

WD MOROAM (1)

ND MOVOAM + siRNA (2)

MDY MCICAM +TAT {3}

ND MOUOAM + TAT+ siRMA[4)
MDY MCICAM + PNT (5)

ND MOUEOAM + PNT+ siRNA (6]

q(nm)

Figura 18: Difratograma nanodispersao MO/OAM.

52



Resultados e Discussio-

Tabela 3: Dados obtidos através da difracdo de raios X a baixo angulo das
nanodispersdes do sistema MO/OAM/FA incorporados com TAT 0,1 mM, PNT 0,025

mM e/ou siRNA 10 uM.

Parametro de

g (m?) d(hm) Razdo rede, a (hm) Estrutura
0,7609 8,2576 1.1 Cubica D
1,0074 6,2370 11 Hexagonal (100) a = 2d/+/3 (fit Gaussiana 1)
1,0924 57517 112 Cubica D (fit Gaussiana 2)
a.,=8,24 + 0,16 . .
ND 1,1787 5,3306 1:1 Hexagonal (100) a = 2d/+/3 (fit Gaussiana 3)
1,2792 4,9118 13 a=7,24+0,06 Cdubica D (fit Gaussiana 4)
1:\5 Cubica D
1,7247  3,6430 1:\3(pico2) a,=6,16 + 0,01  Hexagonal (110)a=2d
17 Cubica D
2,0394 3,0808 1:\3(pico4) Hexagonal (110) a = 2d
0,7609 8,2576 1:1 Cubica D
0,9971 6,3015 11 Hexagonal (100) a = 2d/+3 (fit Gaussiana 1)
1,0914 57570 112 a:=8,24+ 0,15  Cubica D (fit Gaussiana 2)
ND 1,1804 5,3229 11 a,=7,280 + Hexagonal (100) a = 2d/+3 (fit Gaussiana 3)
+ 1,2800 14,9087 113 0,007 Cubica D (fit Gaussiana 4)
SiRNA 1:\5 Cdbica D
1,7247 3,6430 1:\V3(pico2)  a,=6,157 + Hexagonal (110)a = 2d
17 0,009 Cubica D
2,0394 13,0808 1:\3(pico4) Hexagonal (110)a=2d
0,7609 8,2576 1.1 Cubica D
0,9871 6,3653 11 Hexagonal (100) a = 2d/+3 (fit Gaussiana 1)
ND 1,0680 58831 1:\2 a=822+008 CUbicaD
ki 1,1797 5,3261 11 Hexagonal (100) a = 2d/43 (fit Gaussiana 3)
TAT 111584 54240 13 a=7,32£0,05 Hexagonal (100)a = 2d/V3 (fit Gaussiana 4)
1:\5 Cubica D
1,7247 3,6430 1:V3(pico2) a,=6,18+0,05 Hexagonal (110)a = 2d
17 Cubica D
2,0394 13,0808 1:V3(pico4) Hexagonal (110) a = 2d
0,7609 8,2576 1:1 Cubica D
ND 0,9978 6,2970 111 Hexagonal (100) a = 2d/+3 (fit Gaussiana 1)
+ 1,0742 58492 12 a.=8,25+ 0,07  Cubica D (fit Gaussiana 2)
TAT 111711 53652 1:1 Hexagonal (100) a = 2d/V3 (fit Gaussiana 3)
+ ah:7,28 + 0,01 L.
SiRNA |1,3050 14,8147 1:V3 Cubica D
1\/5 ah:6 21+ 0.03 Cubica D
1,7247 3,6430  1:\3(pico2) e Hexagonal (110)a = 2d
2,0132 13,1209 17 Cubica D
0,7609 8,2576 1:1 aC:8,22 + 0’09 Cubica D
0,9890 6,3531 11 Hexagonal (100) a = 2d/\3 (fit Gaussiana 1)
1,0667 5,8903 1:\2 an=7,31£0,04  cypica D (fit Gaussiana 2)
ND . _ . _
. 1,1796 5,3265 11 a,=6,18 + 0,06 Hexagonal (100) a = 2d/\3 (fit Gaussiana 3)
PNT 1,1570 5,4306 1:V3 Cubica D (fit Gaussiana 4)
1:\5 Cubica D
1,7247 3,6430  1:V3(pico2) Hexagonal (110)a=2d
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Tabela 3 (continuacéao)

17 Cubica D
2,0394 3,0808 1:V3(pico4) Hexagonal (110)a=2d
0,7609 8,2576 11 Cubica D
0,9904 6,3440 11 Hexagonal (100) a = 2d/V3 (fit Gaussiana 1)
ND 1,0691 58707 12 a.=8,24 + 0,06 Cubica D (fit Gaussiana 2)
+ 1,1740 5,3519 11 Hexagonal (100) a = 2d/V3 (fit Gaussiana 3)
PNT an=7,31+ 0,03 o
+ 1,3182  4,7663 1:33 Cubica D
; 175 - Cubica D
SiRNA ap=6,21 + 0,04
1,7247 3,6430  1:\3(pico2) " Hexagonal (110)a=2d
2,0132  3,1209 17 Cubica D

c) MO/AO/PEI

A Figura 19 ilustra os resultados obtidos para a andlise por difracdo de raios X

de baixo angulo para a nanodispersédo MO/AO/PEL.

0,01 4
£
T
S 1E-34
QL ]
o
1]
o
®
, =
S 1E44
= :

1E-5 -

—— ND MOJAG/PEI (1)

—— ND MOJAO/PEI + siRNA (2)

—— ND MO/AO/PEI + TAT (3)

—— ND MO/AD/PEI + TAT+ siRNA (4)
ND MO/AG/PEL + PNT (5)
ND MO/AQ/PEI + PNT+ siRNA (6)

Figura 19: Difratograma para a nanodispersdo MO/AO/PEI.
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Tabela 4: Dados obtidos através da difracdo de raios X a baixo angulo das
nanodispersdes do sistema MO/AO/PEI/FA incorporados com TAT 0,1 mM, PNT
0,025 mM e/ou siRNA 10 pM.

Parametro de

g (m?h) d((m) Razdo rede, a (nm) Estrutura
ND 1,3444 46735 11 a,=542+ 0,02 Hexagonal (100) a = 2d/\3

2,6688  2,3542 1:+4 Hexagonal (200) a = 4d/\3
ND + 13444 46735 11 a,=5,42+ 0,02  Hexagonal (100) a = 2d/N3
siRNA |2,6688 2,3542 1:4 Hexagonal (200) a = 4d/\3
ND+ 13313 47194 1:1 a,=544+001  Hexagonal (100) a = 2d/\3
TAT 2,6688 2,3542 1:+4 Hexagonal (200) a = 4d/\3
ND +
SiRNA |1.3313  4,7194 11 a,=5,44+ 0,01 Hexagonal (100) a = 2d/3
TAT 2,6688 23542 1:4 Hexagonal (200) a = 4d/N/3
ND + 1,3313 4,7194 1:1 an=5,44+ 0,01 Hexagonal (100) a = 2d/\3
PNT 2,6688 23542 1:4 Hexagonal (200) a = 4d/N/3
ND +
SiRNA |1,3313 4,7194 1:1 ah=5,44+ 0,01 Hexagonal (100) a = 2d/\3
PNT 2,6688 23542 1:4 Hexagonal (200) a = 4d/N/3

Observam-se dois picos com reflexdes nas razdes de 1:1 e 1: V4, sugerindo a
organizacdo em fase hexagonal. Nao ocorreram alteragdes na estrutura na presenca

dos diferentes aditivos da formulagé&o.
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d) MO/AO/OAM

Na Figura 20 observam-se trés reflexdes nas razbes de 1:1, 1:N3 e 1: 4

caracteristicas de fase

liguido cristalina hexagonal. N&o houve diferencas

significativas na estrutura dos cristais liquidos na presenca dos PTDs ou de siRNA.

0,01 4
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©
2 1E-3 4
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©
[1]
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L 1E-4-
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—— ND MO/AO/OAM (1)

—— ND MO/AO/OAM + siRNA (2)

—— ND MO/AO/OAM + TAT (3)

—— ND MO/AO/OAM + TAT + siRNA (4)

ND MO/AO/OAM + PNT (5)
ND MO/AO/OAM + PNT + siRNA (6)

1 2

q (nm”)

Figura 20: Difratograma para a nanodispersao MO/AO/OAM.
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Tabela 5: Dados obtidos através da difracdo de raios X a baixo angulo das
nanodispersdes do sistema MO/AO/OAM/FA incorporados com TAT 0,1 mM, PNT
0,025 mM e/ou siRNA 10 pM.

Paréametro de
g (m?) d(hm) Razdo rede, a (hm) Estrutura

1,3706 45841 11 a,=5,30+ 0,01 Hexagonal (100) a = 2d/V3
ND 2,3672 2,6542 1: \/3 ah:6 12+ 0.01 Hexagonal (200) a= 4d/\/3
27344 22978 14 Hexagonal (200) a = 4d/\3
ND+ |1.3706 45841 11 2530400, Hexagonal (100) a = 2d/~3
SiRNA (2,3672  2,6542 1:V3 a::6:12; 0,01 Hexagonal (200) a = 4d/V3
27344 22978 14 Hexagonal (200) a = 4d/\3
1,3706  4,5841 1:1 Hexagonal (100) a = 2d/\3

ND a,=5,30+ 0,01
+ 23672 26542 1:3 a,=6.12+ 0,01  Hexagonal (200) a = 4d/V3
TAT [2,7344 2,2978 1:V4 Hexagonal (200) a = 4d/\/3
1,3706  4,5841 1:1 Hexagonal (100) a = 2d/V3

ND + a,=5,30+ 0,01
siRNA 2,3672 2,6542 1. \/3 ay=6,12+ 0,01 Hexagonal (200) a = 4d/\3
TAT [2,7344 2,2978 1:N4 Hexagonal (200) a = 4d/\3
ND 1,3706 45841 1:1 a,=5,30+ 0,01 Hexagonal (100) a = 2d/V3
+ [2,3672 26542 1:43 a,=6,12+ 0,01  Hexagonal (200) a = 4d/\3
PNT |2,7344 22978 1:\4 Hexagonal (200) a = 4d/\3
1,3706  4,5841 1:1 Hexagonal (100) a = 2d/\/3

ND + ay=5,30+ 0,01
SiRNA |2,3672 26542 1:43 a,=6,12+ 0,01  Hexagonal (200) a = 4d/\3
PNT ([2,7344 22978 14 Hexagonal (200) a = 4d/\3

Para todos os sistemas liquido cristalinos analisados a adicdo de siRNA e
PTDs ndo alterou o parametro de rede das formas hexagonal e cubica, sugerindo
que as moléculas foram adsorvidas na superficie das particulas (LIBSTER et al.,
2007).

4.3 Avaliacao da eficiéncia de complexacao

A confirmacdo do indicativo de complexacdo entre SiRNA e as
nanodispersdes estudadas (potencial zeta positivo) foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose a ser demonstrada pelo desaparecimento das
bandas de siRNA livre devido a neutralizacdo de carga, o que significa que os

complexos com carga negativa devem migrar no gel enquanto que aqueles com
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carga positiva ou neutra devem manter-se no topo do gel (ZHOU et al., 2012).
Através destes experimentos (Figura 21) foi possivel observar que a complexagéo
entre o SiRNA e as nanodispersbes compostas por MO/PEI e MO/AO/PEI foram
fortes o suficiente para retardar a migracdo do siRNA no gel eletroforético devido a
neutralizagéo da carga negativa do siRNA. Estes resultados estdo de acordo com o0s
gue foram observados por Nimesh e Chandra (NIMESH, CHANDRA, 2009) quando
estes estudaram a interacéo entre o polimero PEI e siRNA em nanoparticulas. Sabe-
se que os complexos formados resultam de interacbes eletrostaticas entre a
extremidade fosfato negativamente carregada e o polimero positivamente carregado
em sua superficie (LEE et al., 2011).

E interessante observar o efeito da adicdo dos PTDs na nanodisperséo
composta por MO, visto que a presenca, tanto de TAT na concentracdo de 0,1 mM,
como de PNT a 0,025 mM foram capazes de causar o desaparecimento das bandas
relativas ao siRNA livre. Tal fato pode ser justificado pelo carater catidbnico destes
peptideos, que foram capazes de neutralizar a carga negativa do siRNA a valores
préximos a neutralidade como mostrados na secdo 5.2.3, gerando a complexacao
do siRNA adicionado.

As nanodispersdes contendo MO/AO na auséncia de PEI ndo foram capazes
de promover esta complexacao devido ao elevado residual de carga negativa do AO
ja observada na avaliacdo do potencial zeta, o que faz com que a nanodispersao

figue com carga negativa e ndo seja capaz de complexar o SiRNA.
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siRNA Nanodisperstes +siRNA Nanodisperstes + TAT+

controle siRNA
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Figura 21: Perfil eletroforético das nanodispersées compostas por MO/fase aquosa
(10:90, p/p), MO/PEIl/fase aquosa (10:0,4:89,6, p/p/p), MO/AO/fase aquosa (8:2:90,
p/p/p), MO/AO/PEI/fase aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p) na presenca de siRNA (10 uM)
e/ou TAT (0,1 mM).

Nanodispersoes + PNT+ siRNA

siRNA
MO/AO/
controle MO MO/PEI MO/AO
PEI
0,01 0,025 001 0025 0,01 0,025 0,01 0,025
10uM

mM mM mM mM mM mM mM mM

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 22: Perfil eletroforético das nanodispersées compostas por MO/fase aquosa
(10:90, p/p), MO/PEl/fase aquosa (10:0,4:89,6, p/p/p), MO/AO/fase aquosa (8:2:90,

59



Resultados e Discussio-

p/p/p), MO/AO/PEI/fase aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p) na presenca de siRNA (10uM) e
PNT em diferentes concentracdes (0,01 mM e 0,025 mM).

Conforme apresentado na Figura 23, todas as nanodispersfes contendo OAM
foram capazes de complexar o siRNA adicionado, mesmo na auséncia dos PTDs.
Conforme um mecanismo j& proposto, cargas negativas provenientes dos acidos
nucléicos sdo capazes de interagir eletrostaticamente com nanoestruturas lipidicas
formando lipoplexos (SCHOROEDER et al., 2009)

siRNA MO/OAM MO/AOQ/OAM
controle ND TAT RNA siRNA/ PNT  siRNA/ ND TAT SRNA siRNA/ PNT siRNA/
sl
10uM 0,1 mM TAT 0,025 PNT 0,1 mM TAT 0,025 PNT
H 0,1mM mM 0,025 0,1 mM mM 0,025
mM m

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 23: Perfil eletroforético das nanodispersfes compostas por MO/OAM/ fase
aquosa (10:1:89, p/p/p) e MO/AO/OAM/fase aquosa (8:2:2,5:87,5, p/p/p/p) na
presenca de siRNA (10uM) e/ou TAT 0,1 mM ou PNT 0,025 mM.

4.4  Avaliacdo da liberacdo de siRNA dos complexos obtidos

Com o intuito de garantir que o siRNA chegue ao seu alvo intacto, os
complexos devem ser suficientemente estaveis durante o percurso a ser realizado,
porém o siRNA deve ser liberado no citosol para que ocorra o silenciamento génico.
O uso de heparina, um polianion comercial tem sido o método utilizado para avaliar
a liberacdo de siRNAs e investigar sua estabilidade. A heparina sédica é capaz de
induzir a descomplexagdo do SiRNA visto que sua caracteristica de polianion faz
com que esta tenha competicdo com o SiRNA, cuja caracteristica aniénica € menor

que a da mesma, havendo entdo competicdo pela ligagdo a nanodisperséo

60



Resultados e Discussio-

positivamente carregada. Assim, o siRNA é liberado do complexo e fica visivel em
uma corrida eletroforética (ZHOU et al., 2012; QI et al., 2012 ). A partir deste ponto
€ possivel verificar se houve ou ndo degradacdo de siRNA pela presenca de rastros
qgue indiguem a ocorréncia de degradacdo. A Figura 24 ilustra os resultados obtidos

para diferentes amostras testadas frente a heparina.

siRNA

MO/PEI MO/AO/PEI MO/OAM MO/AO/OAM Heparina
controle TAT PNT
TAT PNT ND TAT PNT ND TAT PNT ND TAT  PNT
10uM 0.5mM 0.05mM ND o, oy 0,025 mM 0,1 mM 0,025 mM 0,1mM 0,025 mM 0,1 mM 0,025 mM

Figura 24: Perfil eletroforético na presenca de heparina (5000 Ul/mL). As bandas
representam o siRNA descomplexado para as amostras estudadas.

Apos a incubacdo com heparina o siRNA foi adequadamente liberado de
todos os complexos formados, o que pode ser confirmado com a observacdo das
bandas relativas a presenca de siRNA livre (Figura 24). A presenca de bandas mais
fracas pode ser atribuida a diferenca na aplicacdo das amostras nos pocos. Estes
resultados indicam que os sistemas desenvolvidos sdo adequados para carrear
siRNAs visto que o estabilizam e o liberam conforme o esperado para sistemas a

serem utilizados com tal finalidade.
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4.5 Avaliagdo da viabilidade celular

a) Ensaio do MTT

A viabilidade celular dos complexos contendo PEI e/ou PTDs foi verificada na
presenca de células L929. A Figura 25 demonstra os resultados obtidos para as
amostras com tempo de incubagao de 24 h.

Conforme pode ser observado na Figura 25A, mesmo na presenca de siRNA,
as diferentes concentracbes de TAT, mesmo na presenca de siRNA ndo foram
capazes de alterar significativamente a viabilidade celular, embora essas
apresentem diferenca estatisticamente significativa ao controle que corresponde ao
cultivo das células de fibroblastos ndo submetidas a tratamentos. Como esperado, 0
tratamento com PBS nao apresentou valores de viabilidade celular estatisticamente
diferentes ao controle, sendo que o mesmo foi observado na presenca de PNT.
Como controle positivo de morte celular, foi utilizado o reagente Triton X-100 0,5%,
apresentando morte celular superior a 90%, devido a rapida morte celular induzida
pelo aumento da permeabilidade de membrana decorrente do carater tensoativo
desta molécula (WEYERMANN et al., 2005).

Na Figura 25 B estdo representadas as viabilidades celulares das
nanodispersées compostas por MO, MO/PEI e MO/AO/PEI na presenga ou na
auséncia de PTDs. A aplicacdo de nanodispersdes causou efeitos de citotoxicidade
para as amostras compostas por MO, MO/PEI e TAT 0,1 mM, MO/PEI e PNT 0,025
mM e MO/AO/PEI contendo diferentes concentracfes de PNT testadas, conforme
pode ser observado pela viabilidade celular estatisticamente diferente em relacdo ao
controle. Neste estudo néo foi observado dose dependéncia para os PTDs em
relacdo a citotoxicidade.

Na Figura 25 C estdo ilustrados os controles PElI 1% e OAM 2,5% na
presenca ou na auséncia de PTDs, sendo que se observou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle para todas as amostras
testadas, com exceg¢do do controle PEI na auséncia de PTDs, o que pode ser

atribuido a limitacdo do método. Cabe ressaltar que embora métodos in vitro como o
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MTT possuam limitacdes, este apresentam a vantagem de permitir um screening de
diversas formulacbes sem o uso de animais (MONTEIRO-RIVIERE; ZHANG 2009)

Na Figura 25 D observam-se os resultados para o ensaio do MTT das
nanodispersdes contendo OAM. A citotoxicidade das nanodispersdes na auséncia
de AO apresentou-se estatisticamente semelhantes ao controle, enquanto que na
presenca de AO a vibilidade celular foi marcadamente reduzida para valores de
aproximadamente 40%, demonstrando a elevada toxicidade da OAM quando
associada ao AO.

Recentemente, os estudos colorimétricos como o MTT tém apresentado
resultados inadequados para algumas moléculas, gerando valores falsos induzindo a
uma ma interpretacdo dos resultados. As principais razdes atribuidas a este
problema s&o a interacées quimicas dos compostos testados com o MTT ou a
interferéncia na atividade da desidrogenase mitocondrial levando a superestimacgao
(ativacdo das desidrogenases redutoras do MTT) ou subestimacao (inibicdo das
desidrogenases mitocondriais) dos resultados obtidos. Neste sentido, autores
sugerem o0 uso de um segundo método para a avaliacdo da viabilidade celular e
confirmacdo dos resultados obtidos, sugerindo o uso do método da exclusdo do
iodeto de propidio para moléculas cujo teste do MTT nao gera resultados confiaveis
como, por exemplo, a doxorrubicina (JASZCZYSZYN; GASIOROWSKI 2008). Neste
sentido optou-se por avaliar a viabilidade celular pelo método da exclusdo por iodeto
de propidio utilizando-se para isso da marcacdo com esse reagente e analise por

citometria de fluxo.
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Figura 25: Taxas de viabilidade celular em células L929 por MTT para as diferentes
formulacbes estudadas com tempo de incubacdo de 24 h. Aplicacdo de teste
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estatistico ndo parameétrico de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunns, *p < 0,05 em
relacéo ao controle. Controle utilizado: células cultivadas na auséncia de tratamento.

b) Citometria de fluxo

A citometria de fluxo permite a analise simultdnea de diversas caracteristicas
de particulas de uma populacdo, contudo a utilizacdo de sondas fluorescentes
permite a andlise de muitos outros parametros como o0 conteddo celular e suas
propriedades. O iodeto de propidio € um marcador fluorescente que se liga ao DNA
e é capaz de penetrar apenas em células mortas, sendo considerada uma sonda
para a analise da viabilidade celular (MESQUITA et al., 2012).
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Figura 26: Taxas de viabilidade celular em células L929 por citometria de fluxo para
as diferentes formulagcbes estudadas com tempo de incubagdo de 24 horas.
Aplicacdo de teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pés-teste de
Dunns, *p < 0,05 em relagdo ao controle. Controle utilizado: células cultivadas na
auséncia de tratamento.

Conforme pode ser observado na Figura 26, para o ensaio com iodeto de
propidio apenas o controle PEI 1% (Figura 26 A) e OAM 2,5% (Figura 26 C) na
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presenca dos PTDs apresentaram viabilidades celulares estatisticamente diferentes
do controle, sendo a OAM fortemente toxica para a linhagem celular testada.

As nanodispersdes desenvolvidas nesse projeto apresentaram valores
adequados de viabilidade celular frente as células de fibroblastos L929, sendo os
maiores valores obtidos para as nanodispersdes compostas por MO/AO/PEl/fase
aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p/) e MO/OAM/ fase aquosa (10:1:89, p/p/p/) o que

demonstra sua adequabilidade para administracdo pela via tépica na pele.

4.6 Avaliagao da transfeccdao celular em fibroblastos L929

a) Citometria de fluxo

Os estudos por citometria de fluxo siRNA marcado com fluoresceina foi
utilizado para avaliar o uptake de siRNA pelos fibroblastos nos diferentes sistemas
analisados. A Figura 27 ilustra os resultados para transfec¢ao para os sistemas que
se apresentaram estatisticamente diferentes do controle ndo tratado (p < 0,05).
Observa-se uma maior porcentagem de células transfectadas para o sistema
composto pela nanodispersdo MO/AO/PEI na presenca ou na auséncia de PTDs,
seguido pelo controle PEI a 0,4%. Tais resultados estdo também relacionados aos
sistemas que apresentaram adequadas viabilidades celulares (acima de 90%). Os
sistemas compostos por PEI 1% na presenca ou auséncia de PTDs apresentaram
porcentagens de transfeccéo celular inferiores ao sistema contendo PEI 0,4%, isso
se deve a maior morte celular nos sistemas com maior concentracdo de PEI visto
gue os poliplexos sdo atraidos pela membrana celular e séo capazes de gerar danos
a integridade de membrana (WEBER et al., 2012).
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Figura 27: Resultados obtidos para células positivas para FAM por citometria de
fluxo em células L929 para as diferentes formulacdes estudadas com tempo de
incubacao de 24 h. Aplicacdo de teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
e pos-teste de Dunns, *p < 0,05. Controle utilizado: células cultivadas na auséncia
de tratamento.

Sistemas nanodispersos compostos por OAM, contendo ou ndo AO e PTDs,
nao apresentaram valores de transfeccao celulares estatisticamente distintos do
controle, embora tenham sido capazes de complexar o siRNA efetivamente (Figura
21) e libera-lo em presenca de heparina (Figura 24). Sistemas contendo OAM para
carrear materiais genéticos como siRNA e DNA sé&o raros na literatura (BORGES et
al., 2011, VICENTINI et al., 2013) e ndo ha estudos que demonstrem que, embora
este lipideo seja capaz de conferir carga positiva aos sistemas, estes sejam também
capazes de promover a transfeccdo celular. Desta maneira, supfe-se que
mecanisticamente a OAM nao favoreca a transfeccéo celular, embora seja capaz de
aumentar a retencao cutanea de siRNAs quando comparado a penetracdo do siRNA
nu (VICENTINI et al., 2013). Isso pode ser atribuido ao potencial zeta, que deve
representar um balanco entre valores positivos capazes de complexar e proteger o
siRNA, mas que ndo sejam suficientes para causar danos na membrana que
prejudiquem sua integridade e comprometam a transfeccdo, conforme resultados

obtidos para a viabilidade celular no item 5.3.
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Desta forma, as nanodispersdes de cristais liquidos contendo PEI na
presenca ou auséncia de AO e PTDs foram escolhidos para os estudos posteriores

por microscopia de fluorescéncia.

b) Microscopia de fluorescéncia

Estudos de transfeccdo celular com o uso de siRNA-FAM foram realizados
em L929 visando observar qualitativamente a eficiéncia de transfeccdo dos
diferentes sistemas desenvolvidos. A Figura 28 mostra o0 aspecto das células
utilizadas na auséncia de luz fluorescente e na presenca de siRNA-FAM nu na

presenca ou auséncia de solucdes de PTDs.

Flo

< ot

Figura 28. Visualizacdo das células L929 na auséncia de luz fluorescente
(esquerda) e quando incubadas com siRNA-FAM e solugdes dos PTDs (TAT 0,5 mM
e PNT 0,05 mM) por 24 h (direita, auséncia total de fluorescéncia para solu¢cdes de
siRNA contendo ou nédo PTDs), aumento de 20 vezes.

Nao foi observada transfeccdo das solucdes de PTDs contendo siRNA na
linhagem celular estudada embora estes tenham sido capazes de complexar o
SiRNA nas concentragfes testadas conforme verificado nos estudos de eletroforese

em gel de agarose (Figura 13).
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Controle siRNA PEI + siRNA

PEl + siRNA/ TAT 0,2 mM PEIl + siRNA/ PNT 0,025 mM ND MO/PEI

ND MO/PEI/ TAT 0,1 mM ND MO/PEI/ TAT 0,2 mM ND MO/AO/PEI

ND MO/AO/PEI/ TAT 0,1 mM ND MO/AO/PEI/ TAT 0,2 mM ND MO/PEI/ PNT 0,01 mM

ND MO/PEI /PNT 0,025 mM ND MO/AO/PEI/ PNT 0,01 mM ND MO/AO/PEI/ PNT 0,025 mM

Figura 29. Visualizacdo dos fibroblastos L929 sob aumento de 20 vezes em
microscopio de fluorescéncia (Aexc= 500 nm, Aem= 535 nm) em presenca de
diferentes sistemas contendo sSiRNA, sendo controle siRNA a solu¢cdo aquosa
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contendo siRNA. Todas as preparagdes contendo siRNA foram obtidas com siRNA-
FAM.

Diversos estudos para avaliacdo da transfeccdo celular em fibroblastos L929
foram executados e a primeira diferenca a ser observada foi com relacdo a
presenca/ auséncia de PEI em solugdes contendo siRNA-FAM. O controle utilizado
(solucédo siRNA-FAM em agua DEPC) néo revelou nenhuma transfeccdo, conforme
pode ser observado pela total auséncia de fluorescéncia, enquanto que, em
presenca de 1% PEI, observa-se uma fraca intensidade de fluorescéncia na imagem
(Figura 29, quadro 3). Tal fato pode ser justificado pela capacidade que o polimero
catibnico possui em condensar o siRNA, facilitando sua entrada na célula por
neutralizar sua carga superficial, o que faz com que esse funcione como um
carreador génico do tipo nédo-viral ja muito estudado e utilizado (XU et al., 2007).

A adicdo dos PTDs (TAT e PNT) a preparacdo PEIl 1% e siRNA-FAM
proporcionou um pequeno aumento da transfeccdo pois observa-se um ligeiro
aumento da intensidade de fluorescéncia. Diversos estudos dedicam-se a investigar
0 mecanismo de entrada destes PTDs em células, sendo atualmente a
macropinocitose o0 mecanismo mais aceito para a entrada de TAT, um processo de
multiplas etapas que envolvem a aderéncia de TAT a superficie da célula, seguido
da estimulacdo da entrada por macropinocitose tanto do TAT como de uma particula
eletricamente carregada, culminando no escape endossomal para o citoplasma
(KAPLAN et al., 2005; GUMP et al., 2007). O PNT, por sua vez, € capaz de ser
internalizado tanto pela via endocitica como pela via n&o-endocitica, induzindo a
invaginagdo da membrana, resultando na formag&o de estruturas tubulares. Este
PTD é capaz de induzir separacdo de fase lamelar e por isso perturba a membrana
celular de diversas maneiras, além de aumentar a hidratacdo desta e sua espessura.
Portanto o mecanismo de agdo proposto para o PNT é a associacdo aos grupos
cabeca de fosfolipideos e, dependendo da afinidade entre o PTD e os diferentes
fosfolipideos este pode provocar segregacdo e espessamento da membrana,
permitindo a entrada de moléculas ativas (LAMAZIERE et al., 2010).

Com relacao aos sistemas nanodispersos estudados, o sistema composto por
MO/PEI foi capaz de provocar transfeccdo celular, que apresentou melhores
resultados na presenca de TAT, sendo proporcional ao aumento da concentragao

deste. A observacdo da dose-dependéncia do TAT esta em concordancia com 0s
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obtidos por Kaplan e colaboradores (KAPLAN et al., 2005), os quais demonstraram o
aumento da macropinocitose de vermelho neutro de dextran-texas com o aumento
da concentracdo de TAT entre 1-10 uM. Os sistemas MO/AO/PEI apresentaram
maior intensidade de fluorescéncia comparados aqueles sem AO. Tal fato pode ser
justificado pelo carater de promotor de absor¢cdo do AO (PIERRE et al., 2006).
Nestes sistemas contendo AO, o PNT demonstrou uma maior intensidade de
fluorescéncia somente na maior concentracdo testada (0,025 mM), o que esta de
acordo com os estudos de Drin e colaboradores (DRIN et al., 2003), que
demonstraram o aumento linear da internalizacdo de PNT a concentracdes elevadas
deste peptideo. De todas as formulacdes testadas as nanodispersdes MO/AO/PEI
contendo TAT a 0,1 mM foram as que apresentaram melhores resultados na
transfeccéo e, contrariamente ao efeito do PNT, o aumento da concentracdo de TAT
para 0,2 mM nao resultou em aumento de fluorescéncia (transfecc¢éo). Entretanto,
deve-se considerar as limitagdes do método (qualitativo) antes de afirmar ou ndo a
dose-dependéncia no aumento da eficiéncia de transfeccéo.

Este experimento evidenciou que sistemas compostos por MO/AO/PEI
funcionalizados com TAT foram capazes de propiciar a melhor eficiéncia de
transfeccao dentre os sistemas analisados.

Considerando os estudos de transfeccdo celular por citometria de fluxo
(Figura 27) as nanodispersfes compostas por MO/AO/PEI foram capazes de
transfectar mais de 90% das células. Combinando estes resultados com os de
microscopia de fluorescéncia (Figura 27), os quais indicaram o0 aumento da
intensidade de fluorescéncia no interior das células (indicativo de transfeccao
celular) quando se associou TAT ao sistema MO/AO/PEI elegeram-se estas

nanodispersdes para os estudos in vivo de penetragdo cutanea e eficacia.

4.7 Estudos in vivo de penetragao e irritacédo cutanea

Avaliacdo da penetracdo cutanea in vivo em modelo animal

A estratégia de associacdo de nanoparticulas a PTD vem sendo bastante
estudada nos ultimos anos. Devido a barreira do estrato corneo diversas estratégias

quimicas e fisicas tém sido utilizadas e a combinacdo de nanoparticulas e PTDs é
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uma delas. Diversos estudos na literatura demonstraram que a combinagdo de
nanoparticulas e PTDs para a veiculagdo de farmacos pela pele é capaz de
aumentar a penetracdo cutanea, gerando beneficios do ponto de vista terapéutico
(DESAI et al., 2010).

Os PTDs tem a capacidade de carrear compostos lipidicos através da pele. O
TAT ja foi explorado para diversas aplica¢des tais como a veiculagdo de peptideos,
proteinas, acidos nucléicos, anticorpos, dentre outros (TORCHILIN et al., 2008),
entretanto, é inovador a associacdo de PTDs as nanoparticulas de estrutura liquido-
cristalina estudadas no presente trabalho.

A Figura 30 ilustra os resultados de penetracdo cutanea em modelo animal
(hairless mouse), obtidos para os sistemas desenvolvidos funcionalizados com TAT.

PEI+ siRNA PEI+TAT+ siRNA

PBS
Naked siRNA siRNA+TAT MO/AO/PEI + siRNA

MO/AO/PEI+ TAT +siRNA

Figura 30. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia em objetiva de 10
vezes (Aexc= 500 nm, Aem= 535 nm) para cortes histolégicos de pele com
espessura de 10 um.
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As imagens da Figura 30 demonstram que a presenca TAT foi capaz de
aumentar a penetragdo cutanea na presenca da nanodispersdo MO/AO/PEI e dos
controles testados (PEI e solugcédo de siRNA). Tais resultados estdo em concordancia
com resultados de transfeccéo celular (Figura 27) e demonstram a importancia da
funcionalizacdo de sistemas liquido cristalinos para o aumento da penetracdo
cutanea.

O potencial de sistemas liquido cristalinos para a veiculacdo de siRNA na pele
proporcionado pelo aumento da retencdo cutanea ja foi demonstrado em nosso
grupo (VICENTINI et al., 2013). Naquela ocasido sistemas compostos por
MO/AO/OAM/ fase aquosa (8:2:2:88, p/p/p/p) e MO/OA/PEI/ fase aquosa (8:2:5:85,
p/p/p/p) ambos contendo GAPDH siRNA-FAM foram analisados com relacdo a sua
penetracdo cutanea apos 24 e 48 h da aplicacdo. Estes sistemas haviam
demonstrado um aumento da retencdo cutadnea em relacdo a formulacdo controle
(solucéo de siRNA).

Nosso estudo demonstra que um aumento na penetracao cutanea pode ser
obtido com um menor tempo da aplicacdo (12 h) e que sistemas compostos por
MO/AO/PEI além de proporcionarem uma maior viabilidade celular e taxa de
transfeccao celular (Figuras 27 e 29, respectivamente), quando funcionalizados com
TAT séo capazes de penetrar na epiderme viavel de maneira muito mais eficiente
(Figura 30).

Estudos anteriores demonstram o potencial de TAT para o aumento da
penetracdo cutanea. Lipossomas elasticos conjugados a TAT (EL/TAT) foram
estudados por Kang e colaboradores em comparagdo a um creme convencional
(CCI/TAT) e lipossomas convencionais (CL). A penetracdo cutanea in vitro foi
analisada e obteve-se a seguinte ordem de penetrabilidade: EL/ TAT > EL > CC/TAT
= CL > CC, demonstrando que os EL/TAT séo sistemas carreadores eficientes para
aumentar a penetracdo cutanea in vitro e in vivo (KANG et al., 2010; DESAI et al.,
2010).

Patlolla e colaboradores (PATLOLLA et. al., 2010) analisaram a habilidade de
TAT em translocar nanoparticulas lipidicas através da pele. Neste estudo, uma
sonda fluorescente foi encapsulada no sistema de liberagdo e modificagbes na
superficie do sistema foram conduzidas para que este pudesse ter uma maior

afinidade por grupos histidina, presentes tanto no TAT como no controle negativo
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utilizado, YKA, um peptideo ndo transdutor. O sistema funcionalizado com TAT foi
capaz de aumentar a penetracdo cutdnea em 120 uM de profundidade na pele,
sendo a sonda fluorescente encontrada tanto na epiderme como na derme e
foliculos pilosos. Ao contrario, as nanoparticulas lipidicas ndo funcionalizadas ou
funcionalizadas com o controle negativo YKA permaneceram localizadas no estrato
corneo ou foliculos. O mecanismo proposto neste estudo indica que a translocacéo
de nanoparticulas funcionalizadas com o peptideo TAT segue uma sequéncia de
eventos. Primeiramente, a carga positiva de TAT auxilia na ligacdo as células da
pele e entdo a evaporacdo de agua das nanodispersdes leva a formacdo de uma
fina camada lipidica oclusiva que facilita sua entrada pelo estrato corneo. A partir dai
o TAT é capaz de aumentar a penetragdo cutanea das nanoparticulas nas camadas
viaveis da pele.

Com base nos estudos anteriores e no presente estudo conclui-se que TAT é
capaz de aumentar o carreamento de lipidicas através da pele e, portanto é uma
estratégia interessante para a veiculacdo de pequenas e de grandes moléculas com

pouca penetracdo cutanea.

4.8 Avaliagao in vivo da eficacia de siRNA pré-desenhado em modelo

animal

Mais importante que carrear siRNA na pele é verificar se este agente vai
desempenhar seu papel de supressao da producdo de uma proteina especifica.
Para tanto os estudos de eficacia in vivo com siRNA pré-desenhado em modelo
animal de processo inflamatério cutaneo foram fundamentais. Nestes experimentos,
avaliou-se a capacidade das formulacdes carreadoras de siRNA em suprimir a
producdo exacerbada de TNF-a.

A Figura 31 ilustra os resultados obtidos para a analise in vivo do
desempenho dos sistemas de liberacéo desenvolvidos na presenca de PEI contendo

ou nao siRNA especifico e TAT.
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Il controle negativo
[ controle positivo
[_1PEI 1% + siRNA
80 - I PE| 1% + TAT+ siRNA TNF-a
| MO/AO/PEI + siRNA
70 MO/AO/PEI + siRNA TNF-a
B MO/AO/PEI + TAT+ siRNA
{1 E=1MO/AO/PEI + TAT+ siRNA TNF-a

60 | * *

5°‘: T *
|

40

30 -

TNF-a (pg/mL)

20

10

Figura 31. Resultado obtido in vivo para as diferentes formulagbes aplicadas com
relacdo a supressdo de TNF-a (Teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney

para as amostras comparadas ao controle, p < 0,05).

Conforme evidenciado pela Figura 31, com relacdo ao controle ndo tratado
(pele sem processo inflamatorio), houve diferenca estatisticamente significativa com
relacdo a concentracdo de TNF-a para os camundongos tratados com TPA (agente
indutor de processo inflamatério), PEI/SIRNA TNF-a contendo ou ndo o PTD TAT,
nanodispersdo MO/AO/PEI na presenca de siRNA padrdo ou especifico TNF-a e
para a nanodispersdo MO/AO/PEI na presenca de siRNA padrédo e funcionalizada
com o PTD TAT. Ou seja, estas preparacdes nado foram capazes de inibir a
producdo de TNF-a. Entretanto, a nanodispersao MO/AO/PEI contendo siRNA TNF-
a e funcionalizada com TAT a 0,1 mM apresentou titulo de TNF-a semelhante ao
controle nao tratado.

Este resultado corrobora os obtidos anteriormente, ou seja, as nanodispesdes
MO/AO/PEI funcionalizadas com TAT promovem n&do s6 o aumento da transfeccéo

celular e da penetracdo cutanea in vivo do siRNA como também sé&o eficazes na
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promocdo da supressdao de TNF-a em modelo animal de processo inflamatério
cutaneo.

Este aumento da penetracdo cutanea propiciado pelo TAT ja foi discutido por
Uchida e colaboradores, que demonstraram o aumento da penetracdo cutanea em
funcdo da estabilidade do siRNA frente & RNAseA, quando este foi combinado ao
PTD TAT para o tratamento de dermatite atopica quando associado a AT1002, um
modulador das tight junctions, melhorando a eficacia do siRNA (UCHIDA et al.,
2011).

Nosso grupo ja demonstrou também a eficacia in vivo das nanodispersodes e
de fase liquido cristalina do tipo hexagonal, quando comparadas a solucdo de siRNA
(VICENTINI et al., 2013). Vicentini e colaboradores utilizaram Western Blot para
verificar a supressao da expressao da proteina modelo GADPH em amostras de
pele tratadas por 24 h ou 48 h com as nanodispersées MO/AO/PEI e MO/AO/OAM e
alcancaram resultados satisfatérios para a supressao de GADPH apds 24h com
tratamento pela nanodispersdo MO/AQO/PEI.

Inovativamente, o presente trabalho demostra a capacidade dos sistemas
liquido cristalinos nanoestruturados funcionalizados com PTD, em especifico com o
TAT, para suprimir a expressao de outra proteina, o TNF-a, um importante marcador
na psoriase, demonstrando o carater promissor das nanodispersées compostas por

MO/AO/PEI para a terapia topica antisense de doencas cutaneas de causa genética.
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Os estudos realizados no presente projeto permitiram concluir que:

As solugdes contendo os diferentes PTDs foram capazes de
neutralizar a carga negativa do siRNA (cerca de -70 mV) e revelaram
a completa complexacdo deste quando utilizaram-se as
concentracbes de 0,05 mM e 0,5 mM para o PNT e TAT,
respectivamente.

Na caracterizacao das fases liquido cristalinas por microscopia de luz
polarizada e difracdo de raio X baixo angulo, as amostras
MO/PEl/fase aquosa (10:0,4:89,6, p/p/p) e MO/OAM/fase aquosa
(10:1:89, p/p/p) revelaram-se como estruturas em transicdo cubica-
hexagonal, enquanto que as amostras contendo AO, ou seja,
MO/AO/PEl/fase aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p) e MO/AO/OAM
(8:2:2,5:87,5, plp/p/p) apresentaram-se numa estrutura de fase
liquido cristalina hexagonal. Para todos os sistemas liquido cristalinos
analisados a adicdo de siRNA e PTDs ndo alterou o parametro de
rede das formas hexagonal e cubica, sugerindo que as moléculas
foram adsorvidas na superficie das particulas. Os diferentes sistemas
contendo os aditivos cationicos PEI e OAM apresentaram tamanho de
particula na faixa nanométrica (150-350 nm) e potenciais zeta com
valores positivos. A complexacdo do siRNA foi confirmada com as
analises por eletroforese em gel de agarose. Esta complexacao foi
desfeita pelo método da competicdo com polianions, propiciando a
formacgdo de bandas referentes ao siRNA na andlise por eletroforese
em gel de agarose mostrando que em meio biolégico o siRNA é
passivel de ser liberado da nanoestrutura, condicdo importante para
sua atividade.

As andlises conjuntas dos resultados para a viabilidade celular por
MTT e citometria de fluxo permitiram concluir que os sistemas
compostos por MO/PEI, MO/AO/PEI e MO/OAM néo foram citotoxicos
para as células de fibroblastos L929.

Os maiores valores para a transfeccao de células L929 foram obtidos
para o sistema MO/AO/PEI na presenca de siRNA e as analises por
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microscopia de fluorescéncia permitiram inferir que o uso do PTD TAT
foi vantajoso para o aumento da transfecgao celular.

e Os estudos de penetracdo cutanea in vivo demonstraram um aumento
da penetracdo cutdnea para o sistema liquido cristalino escolhido
(MO/AO/PEI) contendo TAT. Os resultados in vivo da andlise da
eficacia dos sistemas para a supressédo de TNF-a demonstraram que
o sistema MO/AO/PEI contendo TAT foi capaz de promover a
supresséo da expressao de TNF-q, igualando-se aos valores obtidos
para 0 grupo controle sem tratamento por meio das analises
estatisticas efetuadas (p<0,05).

e A funcionalizacdo das nanodispersdes de faze hexagonal com o PTD
TAT mostrou ser efetiva no melhoramento da performance destes
sistemas de liberacdo na veiculacdo do siRNA na pele, vislumbrando-
se um potencial carreador na terapia antisense tépica para doencas

cutaneas de caracteristica inflamatdria, como a psoriase.
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