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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 sdo 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 topica 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 funcionalizagcdo 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 inflamatérias.

Palavras-chave: siRNA, nanodispersoes liquido cristalinas, pele, fibroblastos.
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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 expressdao génica em
petunias. O experimento foi realizado através da introducédo de multiplas cépias de
um transgene envolvido na produgcdo de pigmentos, mas ao contrario do que
esperavam, foi observado o silenciamento ndo apenas do transgene, mas também
do gene endodgeno, tornando as flores totalmente brancas ou irregularmente
coloridas (Figura 1), processo que foi denominado de co-supressao (SIFUENTES-
ROMERQO et al.,2011).

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

Enquanto isso, Guo e Kemphues investigavam a funcao do gene par-1 em
Caernorhabditis elegans utilizando para isso uma sequéncia de RNA antissense
para bloquear a produgao de proteinas de par-1. O resultado obtido foi 0 mesmo de
quando 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

2



Introdiucdo-

injetaram as duas fitas conjuntamente, 0 que propiciou a observacao de que a
injecdo de dsRNA foi substancialmente mais efetiva na produgéo de interferéncia
do que a injecao de cada fita individualmente, sendo este efeito denominado RNA
de interferéncia (RNAI) (SIFUENTES-ROMERO et al., 2011).

Ap6és trés anos, Tuschl et. al. 2001 publicaram a primeira demonstracao de
que 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 na pesquisa biologica (De FOUGEROLLES et al.,2005) visto que
fundamentalmente se apresenta como uma nova maneira de tratar doencas,
fazendo com que alvos que antes ndo eram atingidos pelas terapias convencionais
possam ser tratados, revolucionando o entendimento dos mecanismos end6genos
da regulacao 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 seqliéncia-especifico de genes em animais e plantas capaz de
ser promovido por dsRNA que é homodlogo a seqiéncia do gene silenciado
(ELBASHIR et al.,2001; LEE; KUMAR, 2009). Assim, os mediadores responsaveis
pela degradacdo do RNAm sao os siRNAs, ou seja fragmentos de RNA fita dupla
contendo de 21 a 23 nucleotideos, gerados pela quebra do dsRNA pela
ribonuclease Ill (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
quebra sequéncia especifica por siRNA com perfeita complementariedade ao
RNAm, enquanto que microRNAs medeiam a repressdo ftranslacional e
transcrevem a degradacéo para alvos nao perfeitamente complementares. Na via
endogena, RNAs sdo processados no nucleo e exportados para o citoplasma na
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forma de moléculas precursoras denominadas pré-microRNAs. Este é entédo
clivado e processado pela enzima RNAse Il denominada Dicer para produzir
microRNAs e siRNAs que se ligam a um complexo multienzimético 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 RNAm que tenha uma seqiiéncia complementar, inativando
sua expressdao devido a atividade de nuclease de RISC. No caso da
complementariedade nao ser perfeita, o complexo se liga e bloqueia a
translocacao; se a complementariedade é 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 degradagédo 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/ Transcri¢ao in vitro

» -~ N
Vetor de expressio I T
de RNAi1 Long dsRNA siRNA
. . l.
% ",
Niicleo Citoplash
*, ~ DICER ",
.". - m . 4
A | ShRNA Mtegy > 5P T O
ATP  ADP +Pi o° 3HO Ps
_______ SIRNA
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DICER 5 ﬂﬂmn]m“on.y g Liberacdo da fita
......................... P 140 L ‘ complementar
Pre-miRNA "‘"_‘NA (Clivagem mediada por
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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 & enddgeno,
muitas funcées 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 fisiolégicos humanos, sendo que a via de RNAi pode contribuir
para alteracdes na expressao génica e inducdo de uma infinidade de doencas
ainda desconhecidas (GELEY et al., 2004).

1.3 Aplicacao do mecanismo de RNAi na terapéutica

O silenciamento génico induzido por siRNAs se tornou uma importante
ferramenta na biologia molecular (SIFUENTES-ROMERQO 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
proliferacao, sobrevivéncia, invasdo, angiogénese, metastase, inibicado 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 uUnico gene
(ex: imunodeficiéncia severa combinada, pachyonychia congénita) como pelo de
multiplos genes (ex: cancer, inflamacéao) (KAPOOR et al., 2012).

As principais vantagens deste tipo de terapia consistem na especificidade
pelos alvos escolhidos visto que esta é determinada pelas interacbes 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 RNAi € muito mais
potente, o que significa que as moléculas efetoras podem atuar em concentracées
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

Il Hipertensao ocular ou  Colirio/ topico Sylentis S.A.
glaucoma

I/ 11 Funcao renal Injecao intravenosa Quark
deficiente em rins Pharmaceuticals

transplantados
Il Edema macular Injecado 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 estratégias com modificagdes 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 excregao
renal quando administrados na corrente sanguinea, fagocitose, agregagao por

6



Introdiucdo-

proteinas plasmaticas, mesmo quando estas moléculas permanecem estaveis apés
modificacdes quimicas (XIE et al., 2006; WHITEHEAD et al., 2009; TAMURA et al.,
2010.). Em segundo lugar, a fita dupla do siRNA & relativamente instavel no
plasma, podendo ser degradada pela atividade de nucleases endégenas em um
pequeno intervalo de tempo. Além disso, quando administrados sistemicamente
sofrem distribuicdo ndo-especifica, 0 que € capaz de reduzir significativamente a
concentragao destes siRNA no alvo. A partir disso, devem ser capazes de transpor
a barreira endotelial e as mdltiplas barreiras que compde o tecido até atingir as
células alvo sendo, portanto sua utilizagdo prejudicada pela baixa taxa de captacao
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 necessérias e diversas
aplicac6es farmacolégicas possiveis tornam impossivel a utilizacdo de um sistema
de liberacdo Unico que seja aplicavel a todas as situacdes. Para aumentar sua
estabilidade no meio extracelular e intracelular, oligos de siRNA podem ser
quimicamente modificados por uma variedade de métodos (Figura 3), incluindo
mudancas na coluna oligo, substituicdo individual de nucleotideos por analogos e
adicdo 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 degradacao 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. Modificagdes quimicas para a estabilizacdo de siRNA: a) fosfodiéster; b)
fosforotionato RNA; ¢) 2'-dedxi-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 carreéa-las
existem dois principais sistemas: vetores virais e nao 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 n&do € suficientemente seguro devido aos efeitos
colaterais ja observados (EGUCHI; DOWDY, 2009).

Muitos sistemas carreadores ndo-virais (Figura 4) tém sido estudados para a
veiculacdo de siRNA (XIE et al., 2006), tais como lipideos catiénicos (MA et al.,
2005; MEVEL et al., 2010), polimeros catidnicos (TAMURA et al., 2010; GRAYSON
et al., 2006), micelas catiénicas (ZHU et al., 2010), peptideos de transducao 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 funcionalizagdo com
peptideos de transducdao de membrana, tais como penetratin e TAT.

/NN

siRNA nu

e

LN

Nanoparticulas lipidicas/ Poliplexos/ lipoplexos
Lipossomas poliméricas (encapsulacio) (interacdo
eletrostatica)
— PEG
PEG
2 VN -
: L PRSP/ \\¥/A\N
Lipidios peguilados/ Lipoplexos peguilados/ Conjugados CPP-
nanoparticulas poliméricas poliplexos siRNA

Figura 4. llustragdo esquematica de diferentes métodos n&o-virais comumente
utilizados para carrear siRNAs (Adaptado de LAM et al., 2012).

1.4.1 Lipideos catidnicos

Os lipideos cati6nicos foram introduzidos como carreadores para DNA e
RNA ha cerca de 20 anos. Estes sdo capazes de interagir com acidos nucléicos
carregados negativamente através 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 «ARTTTINIR IR AR,
py .
no carreador como na membrana AN AR RORR RSN siRNA | W
celular
. . Colesterol
F () ;
:) ) ) -
: 1 { :
I{ ) | .
: 0\ )i N Membrana

.
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.f'." ae®
7y M osencannaeett

v o f 0
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faa st ! FPEER T o
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. - . N
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Figura 5. llustracdo esquematica da endocitose de um lipoplexo contendo siRNA
(Adaptado de SCHROEDER et al., 2009).

Entre as propriedades dos lipideos catibénicos que sdo determinantes para a
eficiéncia de transfeccao e citotoxicidade estao o tipo de grupo catibénico conectado
a cadeia hidrofobica e o comprimento desta (SUH et al., 2009). O efeito citotdxico
estda associado a natureza catidbnica dos vetores, o que é determinada
principalmente pela estrutura da cadeia hidrofilica. Aminas primarias como a OAM
(Figura 6) tendem a ser menos téxicas do que estruturas contendo aménio
quaternario (LV et al., 2006).

H H

NH2CH2(CH2)6CH2 CHQ(CH2)6CH3

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

A formacdo de complexos destes com siRNA resulta de interacao idnica
entre as partes catibnicas repetitivas do polimero e a cadeia de fosfato anidnica do
siRNA. Dependendo da extensdo do polimero e quantidade de siRNA, as cargas
podem ser neutralizadas, tornando o material genético protegido contra a
degradacao 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 alterados, assim como a adicdo de
grupos quimicos a este para posterior funcionalizacao (ALIABARDI et al., 2012).

Nanocarreadores baseados em PEI (Figura 7) oferecem varias vantagens
para a complexacao com siRNA visto que oferecem alta eficiéncia de transfeccao e
escape endossomal eficiente, sendo considerado por muitos como o padrao-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).

H@MW&%WN%W%M% WM%M*@ %MM%M%MHQ

Figura 7. Formula estrutural de PEI 25kDa ramificado, utilizado neste trabalho.
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1.4.3 Peptideos de transducao de membrana

De particular interesse sao 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 transducgéo
(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 catidbnicos contendo entre
10-30 aminodacidos 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 interacéao é
de particular interesse, pois propicia a interacao destes CPPs aos acidos nucléicos
que 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 nao
claramente definido (Figura 8) (MEADE; DOWDY, 2008).
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Figura 8. llustracdo esquematica da entrada de peptideos de transducgéo 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
internalizacao 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 transducéo se
deve a carga positiva no dominio de transducédo, 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 internalizacdo 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
questionaram a necessidade de ligacao covalente para que os PTDs atuem e
demonstraram que diversos PTDs ricos em arginina nao covalentemente ligados a
proteinas modelo foram capazes de promover a entrada destas em células nos
estudos in vitro e in vivo realizados. A internalizagdo 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 ndo variou conforme os tipos
celulares testados (A549, HeLa e CHO).

Penetratin (PNT, Arg-Gin-lle-Lys-lle-Trp-Phe-GiIn-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-
Lys-Lys-Leu-Arg-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-His-NH2), o dominio de transdug¢ao 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 concentragdo extracelular, ou seja,
em baixas concentracbes este sofre translocacdo para o interior da célula,
enquanto que em altas concentragbes ocorre tanto 0 mecanismo de translocagao
como o de endocitose (ALVES et al., 2010). A primeira observagao 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 liberacao: os cristais liquidos

Com o intuito de maximizar a atividade farmacol6égica, muitos sistemas de
liberacdo nanoestruturados tém sido desenvolvidos (SUZUKI et al.,1996). Neste
contexto, diversos tipos de lipideos tém sido extensamente estudados para a
veiculagao de farmacos em diferentes vias de administracdo (SHAH et al., 2001).
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A monoleina (MO), ou monoleato de glicerila (Figura 9), € uma mistura de
monoglicerideos, glicerideos do acido oléico e outros acidos graxos, consistindo
principalmente de monoleato. A cadeia acil do &cido oléico liga-se ao grupamento
glicerol através de uma ligacao éster. Os dois carbonos restantes do glicerol
possuem grupos hidroxila ativos, fornecendo caracteristicas polares a esta porcao
da molécula. O grupamento glicerol € capaz de formar ligagdes 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 atéxica, biodegradavel pelo fato de
estar sujeita a lipolise por esterases e biocompativel e, por isso, uma candidata
potencial a sistema de liberacdo de farmacos, 0til para varias rotas de
administracao (TURCHIELLO et al., 2003).

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

Tal substancia é capaz de formar diferentes tipos de cristais liquidos,
incluindo as fases cubica, hexagonal e lamelar, dependendo do conteldo 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
disposicado linear de moléculas anfifilicas formando bicamadas, as quais se
posicionam alternadamente com o conteudo aquoso. Constitui a forma de
organizacao mais simples, sendo que a orientagcdo 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 é caracteristico da fase cubica. Possui
estrutura singular sendo formada por bicamadas curvas que se estendem
tridimensionalmente, separados por filmes de agua, os 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 mesomérfico. A diferenca basica entre liquidos e cristais sélidos é 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
organizacao do estado solido com a fluidez e mobilidade molecular do estado
liquido (SINGH, 2000).

Neste trabalho utilizaram-se nanodispersées de cristais liquidos de fase
cubica e hexagonal que sao 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 sustentagao da liberagcao, com as vantagens de se trabalhar com
particulas de dimensdao nanométrica, o que facilita a penetracdo pela barreira da
pele (Gustafsson et al. 1997).

A pele € 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, o desenvolvimento de sistemas
carreadores que permitam a utilizacdo desta via para a veiculacao 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.
Nosso grupo ja obteve sucesso no uso tanto de sistemas liquido cristalinos como
de nanodispersdes de cristais liquidos para a veiculagdo 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 veiculagdo de siRNA (VICENTINI et al, 2013).

Para a veiculagdo de moléculas de carater anibnico como os siRNAs, a
utilizagdo de polietilenimina (PEI) ou oleilamina (OAM) nos sistemas se deve ao
carater cationico, cuja propriedade tem sido muito explorada para a veiculacao de
oligonucleotideos, siRNA e DNA plasmidial tanto in vitro como in vivo. (KIM, 2011).

17



Introducdo-

1.6 Via de administracao cutanea para siRNA e usos da terapia
cutanea com siRNA

A pele nao é apenas o maior 6rgao do corpo, mas talvez o mais complexo,
apresentando no minimo cinco tipos diferentes de células contribuindo para sua
estrutura, enquanto que outros tipos séo partes constituintes do sistema circulatério
e imune presentes na pele. A estrutura da pele pode ser observada na Figura 11.
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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 funcao primordial deste 6rgdo é a protecdo contra agentes fisicos,
quimicos, imunolégicos, patégenos, radiacdo UV, dentre outros. Ademais, possui
papel na termorregulacdo e fungdes endocrinas. 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 é composta de células colunares apresentando relagao nucleo-

citoplasmética 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 abundancia de queratina e corpos lamelares, que
sdo secretados para o meio extracelular na fase final de diferenciagcdo destas
células em corneécitos. Cabe ressaltar que a diferenciacdo é 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 funcao barreira da pele, sendo composta de cornedcitos, que sao
queratindcitos completamente diferenciados, e pelos conteudos 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 afeccées que acometem a pele a administragédo topica se
torna uma valiosa alternativa devido a reducao 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, o que justifica os esforcos para o
desenvolvimento de sistemas de liberagéo.

Desta forma, a liberacao topica de siRNA pode ser utilizada para modular a
expressao local de genes responsaveis por uma variedade de doencgas tais como
psoriase e dermatite atépica, 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 liberacdo para a veiculacao
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 tdpico contendo
siRNA para o tratamento de hipersensibilidade e dermatite atdpica (RITPRAJAK;
HASHIGUCHI; AZUMA, 2008). Recente publicagdo de nosso grupo mostrou
potencial de nanodispersdes de cristais liquidos na veiculacao tépica 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 proliferagao de queratindcitos
acelerada gerando a hiperplasia epidermal, infiltracdo celular, aumento da
angiogénese na derme e a hiperegulacao local de uma variedade de mediadores
inflamatérios (HVID et al., 2008). Nesta doenca, o fator de necrose tumoral alfa, o
TNF-a, uma citocina pré-inflamatéria que estd superexpressa nas lesdes
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 bloqueio 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 apés injecao intradérmica através da reducdo da espessura
epidermal, normalizacdao da morfologia da pele e reducdo dos niveis de RNA
mensageiro TNF-a em bidpsia realizada trés semanas apdés o tratamento
(JAKOBSEN et al., 2009, VICENTINI et al., 2013b).

Dada a importancia e o potencial terapéutico da terapia génica com siRNA
para doencas cutdneas de causa genética e das propriedades dos PTDs para
promover a penetracdo celular, a presente pesquisa visa o desenvolvimento
farmacotécnico de nanodispersdes de cristais liquidos funcionalizadas com PTDs
para a liberacao cutédnea de siRNA. Estudos de transfec¢cao 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 inflamatérias cutaneas
indicarao uma possivel aplicacdo destas formulacées na terapia génica da
psoriase.
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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
concentragbes 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, p/p/p/p) apresentaram-se numa estrutura de fase
liquido cristalina hexagonal. Para todos os sistemas liquido cristalinos
analisados a adicdo de siRNA e PTDs nao 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 catiénicos PElI 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 polidnions, propiciando a
formagéo de bandas referentes ao siRNA na analise por eletroforese
em gel de agarose mostrando que em meio biolégico o siRNA é
passivel de ser liberado da nanoestrutura, condicao importante para
sua atividade.

As analises conjuntas dos resultados para a viabilidade celular por
MTT e citometria de fluxo permitiram concluir que os sistemas
compostos por MO/PEIl, MO/AO/PEI e MO/OAM nao 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 transfecgéo celular.

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

A funcionalizagdo 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 tdpica para doencas

cutaneas de caracteristica inflamatéria, como a psoriase.
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