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RESUMO

SILVESTRINI, A.V.P. Desenvolvimento e caracterizacdo de nanodispersdo de
fase liquido-cristalina como sistema carreador multifuncional de siRNA TNF-a e
triptolida no tratamento tépico da psoriase. 2020. 163 f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

A psoriase é uma doenca inflamatéria crénica, que pode acometer a pele, unhas,
mucosas e articulagdes. A sua ocorréncia esta associada a uma complexa interagdo
entre fatores genéticos, metabdlicos, imunolégicos e ambientais. O tratamento
convencional € baseado na sua gravidade, sendo recomendado o uso de
imunossupressores, foto- ou quimiofototerapia e imunobiolégicos. No entanto, a
terapia a longo prazo é limitada. Neste contexto, a busca de novos agentes
terapéuticos é alvo constante de pesquisas e necessaria para melhorar as condicdes
clinicas dos pacientes. Desta forma, foi proposto a entrega combinada de dois agentes
farmacoldgicos, triptolida e small interfering RNA (siRNA) com alvo o TNF-q,
veiculados por nanodispersdes liquido-cristalinas (NLCs), que sdo sistemas que
apresentam caracteristicas vantajosas para a aplicacdo tépica de farmacos, devido a
sua arquitetura ordenada, biocompatibilidade com membranas biolégicas, e sao
passiveis de modificacBes quimicas e fisicas, permitindo maior multifuncionalidade.
Neste sentido, as NLCs foram produzidas e caracterizadas quanto as suas
propriedades fisicas, quimicas e funcionais in vitro. A modificagdo com poli-(alilamina
hidroclorada) (PAH), agente catidnico, forneceu carga residual positiva ao sistema,
permitindo maior interacdo eletrostatica com o siRNA. As particulas apresentaram
tamanho hidrodindmico médio < 160 nm, indice de polidisperséo < 0,2 e uma eficiéncia
de encapsulacdo > 90%. A presenca do PAH, triptolida ou siRNA nao alteraram a
mesoestrutura liquido-cristalina hexagonal. As NLCs apresentaram estabilidade fisica
e quimica por pelo menos 90 dias armazenadas a 25 °C. Estudos cinéticos mostraram
que as NLCs apresentam maior retencao na regido da epiderme e derme viavel, com
uma maior entrega das moléculas ativas quando foi aplicado um hidrogel de
hidroxietilcelulose contendo as NLCs. Dados reoldgicos mostraram que o aumento da
viscosidade da formulacdo melhorou as caracteristicas pseudoplasticas e o perfil de
textura. In vitro, a presenca do PAH e da triptolida conferiram toxicidade as NLCs,
ainda que, os efeitos téxicos da triptolida foram atenuados com a encapsulagédo ao
sistema. A rapida internalizacdo celular, com taxas acima de 80% em 6 h de
tratamento, foi atribuida aos mecanismos de endocitose mediada por caveolina e
macropinocitose. Durante o trafico intracelular, foi observado uma diminuicdo da
localizacéo endo-lisossomal das NLCs apds 6 h, resultando em escape endossomal
e liberagdo efetiva de seu contetudo. Em cultura de mondcitos primarios humanos a
co-entrega de triptolida e siRNA-TNF pelas NLCs mostrou atenuar a producéo de
TNF-a, IL-1B, IL-6 e TGF-31, apds tratamento concomitante ou com prévia exposicao
ao lipopolissacarideo. Face aos resultados obtidos, pode-se concluir que as NLCs
multifuncionais desenvolvidas é uma estratégia relevante para a administracao topica
desses agentes para o tratamento da psoriase e outras condi¢cdes cutaneas de ordem
inflamatoria ou autoimune.

Palavras chaves: nanodispersdo liquido-cristalina, psoriase, terapia génica,
triptolida.



ABSTRACT

SILVESTRINI, AV.P. Development and characterization of phase liquid-
crystalline nanodispersion as a multifunctional carrier system of TNF-a siRNA
and triptolide in the topical treatment of psoriasis. 2020. 163 f. Dissertation
(Master). College of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto — University of Sado
Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Psoriasis is a chronic inflammatory disease that can affect the skin, nails, mucous
membranes and joints. Its occurrence is associated with a complex interaction
between genetic, metabolic, immunological and environmental factors. Conventional
treatment is based on its severity, and the use of immunosuppressants, photo- or
chemophototherapy and immunobiologicals is recommended. However, long-term
therapy is limited. In this context, the search for new therapeutic agents is a constant
target for research and necessary to improve the clinical conditions of patients. Thus,
it was proposed the combined delivery of two pharmacological agents, triptolide and
small inference RNA (siRNA) targeting TNF-a, carried by liquid-crystalline
nanodispersions (LCNs), which are systems that have advantageous characteristics
for the topical application of drugs, due to their orderly architecture, biocompatibility
with biological membranes, and are subject to chemical and physical modifications,
allowing greater multifunctionality. In this sense, LCNs were produced and
characterized in terms of their physical, chemical and functional properties in vitro. The
modification with poly(allylamine hydrochloride) (PAH), a cationic agent, provided a
positive residual charge to the system, allowing greater electrostatic interaction with
the siRNA. The particles had an average hydrodynamic size < 160 nm, polydispersion
index < 0.2 and an encapsulation efficiency > 90%. The presence of PAH, triptolide or
siRNA did not alter the hexagonal liquid-crystalline mesostructure. The LCNs showed
physical and chemical stability for at least 90 days stored at 25 °C. Kinetic studies have
shown that LCNs have greater retention in the region of the epidermis and viable
dermis, with greater release of the active molecules when a hydroxyethylcellulose
hydrogel containing NLCs is applied. Rheological data showed that the increased
viscosity of the formulation improved the pseudoplastic characteristics and the texture
profile. In vitro, the presence of PAH and triptolide conferred toxicity to the LCNSs,
although the toxic effects of triptolide were attenuated with the encapsulation of the
system. Rapid cell internalization, with rates above 80% in 6 h of treatment, was
attributed to mechanisms of caveolin-mediated endocytosis and macropinocytosis.
During intracellular trafficking, a decrease in the endo-lysosomal location of LCNs was
observed after 6 h, resulting in endosomal escape and effective release of their
content. In culture of primary human monocytes, the co-delivery of triptolide and
SiRNA-TNF by LCNs has been shown to attenuate the production of TNF-a, IL-1p3, IL-
6 and TGF-B1, after concomitant treatment or with previous exposure to
lipopolysaccharide. In view of the results obtained, it can be concluded that the
multifunctional LCNs developed are a relevant strategy for the topical administration of
these agents for the treatment of psoriasis and other skin conditions of an inflammatory
or autoimmune.

Keywords: liquid-crystalline nanodispersions, psoriasis, gene therapy, triptolide.
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1. INTRODUCAO

1.1. PSORIASE

1.1.1. Fisiopatologia da psoriase

A psoriase é uma doenca inflamatoria cutanea crénica, que pode acometer a
pele, unhas, mucosas e articulagbes (BOEHNCKE; SCHON, 2015; CONRAD;
GILLIET, 2018). A sua ocorréncia esta associada a diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos, 0s quais incluem a susceptibilidade genética e desregulacdes na rede
epigenética, estresse fisico e psicolégico, alteracbes metabdlicas, tabagismo,
infeccbes (estreptocOcicas) e alguns medicamentos (por exemplo, litio,
betabloqueadores e anti-inflamatoérios nao-esteroidais) (WOO; CHO; PARK, 2017,
RENDON; SCHAKEL, 2019; DELIC et al., 2020).

Dados epidemiolégicos indicam uma prevaléncia entre 0,5 a 11,4 %, que pode
variar de acordo com a regido geogréfica e idade (MICHALEK; LORING; JOHN, 2017).
Embora raramente seja fatal, a psoriase esta relacionada a um alto grau de
morbidade, com significativo impacto nas condi¢cdes econémicas e psicossociais dos
pacientes (RODRIGUEZ-VALLECILLO; WOODBURY-FARINA, 2014), além de
importantes manifestacdes sistémicas estarem associadas, como artrite psoriatica,
disfuncdes cardiovasculares e hepéticas, sindrome metabdlica e doenca de Crohn
(BOEHNCKE; SCHON, 2015).

Clinicamente a psoriase é caracterizada por placas eritematosas e escamosas,
isoladas ou extensas, que pode envolver diversas areas do corpo. Cinco tipos de
psoriase sao relatados na literatura: (1) psoriase em placas, também conhecida como
psoriase vulgar; (2) psoriase gutata (goticula) ou eruptiva caracterizada por manchas
escamosas em forma de “lagrima”; (3) psoriase inversa, também chamada de
psoriase intertriginosa ou flexural, encontrada geralmente nas dobras da pele; (4)
psoriase pustular, que pode assumir a forma de pustulosa palmoplantar ou psoriase
pustular generalizada; e (5) psoriase eritrodérmica, uma complicacdo rara e muito
grave da psoriase (BOEHNCKE; SCHON, 2015; CONRAD; GILLIET, 2018).

Histologicamente, a psoriase tem uma aparéncia definidora, semelhante entre
os subtipos, mas que se distingue de outras doencas inflamatérias (Figura 1). E

observado um acentuado espessamento da epiderme, devido a hiperplasia dos
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queratinécitos na epiderme interfolicular (acantose), acompanhado de projecdes
descendentes alongadas e finas na derme. As escamas superficiais sdo devido a
diferenciacdo terminal incompleta dos queratindcitos, principalmente na camada
granular epidérmica, caracteristico de hiperqueratose acompanhada de
paraqueratose. A intensa infiltracdo de neutréfilos (microabcessos de Munro),
leucécitos mononucleares e neoangiogénese com vasos sanguineos alongados/
hiperplasicos na regido dérmica papilar (entre a retina epidérmica) sdo caracteristicas
comuns nas lesBes psoriaticas (WAGNER et al., 2010; BOEHNCKE; SCHON, 2015;
MAHIL; CAPON; BARKER, 2016).

Figura 1 - Aspectos histolégicos da pele normal e psoriética.

Pele normal Pele psoriatica Espessamento
da epiderme Acantose

| Paraqueratose

Hiperqueratose

Epiderme

Derme

Fonte: adaptado de WAGNER et al. (2010).

Nas ultimas décadas o modelo patogénico da psoriase foi profundamente
revisado de acordo com uma compreensdo mais ampla e aprofundada dos
mecanismos imunoldgicos associados a formacao das placas psoriaticas (NESTLE et
al., 2009; OGAWA et al, 2018; YADAV; SINGH; SINGH, 2018), sendo,
principalmente, associados as interagfes desreguladas dos componentes do sistema
imunologico inato e adaptativo com as células cutaneas residentes (Figura 2). Em
particular, o delicado equilibrio nas interagdes dos queratindcitos e células do sistema
imunologico é perturbado nas lesbBes cutaneas psoriaticas (MAHIL; CAPON;
BARKER, 2016; CHIRICOZZI et al., 2018; KABASHIMA et al., 2019; DELIC et al.,
2020).
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Figura 2 - Imunopatogénese da psoriase.
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Fonte: NESTLE et al. (2009).

Os primeiros passos da cascata patogénica consistem na ativacao de células
dendriticas (CDs) plasmacitoides por agonistas de receptores Toll-like (TLRs) (por
exemplo, chemerina, B-defensinas, peptideos antimicrobianos e lisozima) e/ou
ativacdo de células T autorreativas. Dentre os agonistas TLRs a formacdo de
complexos de auto-DNA extracelular com o peptideo LL37 ativa receptores TLR-9 em
CDs plasmocitoides, estimulando a liberagéo de interferon (IFN) do tipo | (altos niveis
de IFN-a), que, juntamente com fator de necrose tumoral (TNF)-q, interleucina (IL)-6
e IL-1B, ativa as CDs mieloides locais, ou ainda, ativa diretamente as CDs mieldides
via TLR-7 e -8, 0 que leva a regulacéo positiva de TNF-a e IL-6 (MAHIL; CAPON;
BARKER, 2016; CHIRICOZZI et al., 2018; SCHON, 2019).

As CDs mieléides, produtoras de TNF-a, IL-6, IL-23, IL-20, 6xido nitrico e
moléculas estimulatorias de células T, migram para os linfonodos drenantes que
ativam as células T alogénicas (CHIRICOZZI et al., 2018; PASTOR-FERNANDEZ;
MARIBLANCA; NAVARRO, 2020). As células T ativadas entram na circulagéo e se
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movem em direcdo a pele inflamada por meio de interagdes com moléculas de adeséo
via expressao de integrinas-aef7 (incluindo P- e E-selectinas) nas células endoteliais.
Além disso, a justaposicéo de células T e CDs maduras em agregados dérmicos, bem
como a expressao de quimiocinas atrativas de linfécitos (CCL-18, CCL-19, CCL-21 e
CXCL-12) pode promover a ativacao de células T in situ (FOTIADOU et al., 2018;
OGAWA et al., 2018).

As células T ap0Os serem ativadas, diferenciam-se em células T helper (Th) tipo
1 (produtoras de IFN-y, TNF-a e IL-2) e Th17 (produtoras de IL-17, TNF-a, IL-6 e IL-
22) e expressam receptores de quimiocinas (CXCR-3, -4 e -6) e fatores de transcricéo
(do inglés, signal transducer and activator of transcription [STAT]-1 e -3), que
contribuem para a migracao e sinalizacdo aos sitios de lesdo (SCHON, 2019; Ll et al.,
2020a). O IFN-y, neste estagio inicial, estimula a produgdo de quimiocinas (por
exemplo, CXCL-10, CXCL-11) e a liberacdo de moléculas de adesdo dos
queratinécitos, facilitando o recrutamento de linfocitos para os locais inflamatérios, por
meio da regulacdo positiva do supressor da sinalizacdo de citocinas (do inglés,
suppressor of cytokine signaling [SOCS])-1 (MAHIL; CAPON; BARKER, 2016;
SCHON, 2019).

Células Tyd, Th22 e Th9, produtoras de quimiocinas e citocinas especificas,
sdo encontradas na pele psoriatica em um nimero subtancial e contribuem para o
aumento das respostas mediadas pelo eixo IL-23/ IL-17, o qual sustenta o processo
inflamatorio por meio da ativacdo de moléculas pro-inflamatérias e pré-proliferativas
derivadas das células T, hiperplasia tecidual e neoangiogénese (SCHON;
ERPENBECK, 2018; JEE et al., 2020; LI et al., 2020a; PASTOR-FERNANDEZ;
MARIBLANCA; NAVARRO, 2020).

Outras células imunoldgicas, como neutrofilos e mastécitos infiltram-se na
derme e migram para a epiderme sob estimulo quimiotaxico. Os neutréfilos na
epiderme formam o0s microabscessos de Munro, que representam uma das
caracteristicas histopatologicas da doenca. A producéo de citocinas pré-inflamatorias
(IL-8, -17 e -22), tanto por neutrofilos quanto pelos mastécitos, induz a sobrevivéncia,
recrutamento e ativacdo dessas células (CHIRICOZZI et al., 2018; OGAWA et al.,
2018).

A resposta tecidual mais relevante é fornecida pelos queratindcitos,
responsaveis pela ampliacdo da inflamacéo por meio da producédo de citocinas (IL-

1F9, TNF-q, IL-17, IL-19 e linfopoietina do estroma timico), quimiocinas (CCLZ20,
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CXCL1-3, CXCL8-11), fatores estimulantes da proliferacdo (EGF e VEGF) e outros
mediadores pro-inflamatorios. Esse sinergismo promove também o recrutamento de
células Th17, Th22 e CDs (WOO; CHO; PARK, 2017; SCHON; ERPENBECK, 2018).
Em resposta aos mediadores pro-inflamatorios produzidos por essas células, os
queratinécitos sao estimulados a intensa expansdo e manutencdo das placas
psoriaticas, por meio da ativacdo de vias de sinalizacdo (STAT-1 e -3 e NF-kB) e
regulacdo positiva de uma série de genes pro-inflamatorios (CHIRICOZZI et al., 2018;
SCHON, 2019; YADAV; SINGH; SINGH, 2018).

Embora os queratinécitos sejam considerados as principais células a
responderem ao microambiente das citocinas, é notavel a contribuicdo de outras
células teciduais no processo. Os melandcitos sdo responsaveis pela expressao de
autoantigenos, como ADAMTSL5, enquanto que os fibroblastos secretam a
chemerina e outros componentes pro-inflamatérios, como IL-6 e metaloproteinases.
As células endoteliais favorecem a migracdo de células inflamatérias para os locais
lesionados por meio da expressao de moléculas de adesao (ICAM-1, VCAM-1, ELAM-
1, entre outras) (CHIRICOZZI et al., 2018; KABASHIMA et al., 2019).

Em conjunto, esses mecanismos sustentam a teoria de que, na psoriase, existe
um circuito de feedback positivo entre as células do sistema imunoldgico e as células
epiteliais e endoteliais residentes. Os estudos nesta vertente proporcionaram uma
melhor compreensao da patogenecidade e relevancia de certos tipos celulares, vias
de sinalizacdo na psoriase em comparacdo com outros disturbios inflamatoérios da
pele. Além disso, 0os novos conhecimentos sobre a imunopatogénese da psoriase
levaram a investigagbes e desenvolvimento de novas terapias mais efetivas,
caracterizadas por mecanismos de acdo altamente seletivos, visando citocinas e
receptores imunoldgicos (CHIRICOZZI et al., 2018; CONRAD; GILLIET, 2018;
PASTOR-FERNANDEZ; MARIBLANCA; NAVARRO, 2020).

1.1.2. Tratamentos convencionais e novos agentes terapéuticos

A abordagem terapéutica anti-psoriatica é motivada principalmente pela
gravidade da doenca, e, desta forma, € comumente avaliada pelo uso de ferramentas
que determinam o grau e a evolugdo do tratamento. O método PASI (do inglés,
Psoriasis Area and Severity Index) em conjunto com os dados de BSA (do inglés, Body
Surface Area) ou PGA (do inglés, Physician’s Global Assessment) é o mais

empregado clinicamente, embora um novo método tenha sido introduzido, o TLSS (do
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inglés, Target Lesion Severity Score) (BOEHNCKE; SCHON, 2015; CHIRICOZZI et
al., 2017).

O tratamento atual para a psoriase ndo € curativo; no entanto, ha uma gama
de opcdes terapéuticas para o0 manejo da doenca. A doenga em um estagio leve pode
ser efetivamente tratada com preparagfes tdpicas, enquanto que em condi¢cfes
moderada a grave, os tratamentos podem incluir fototerapia e terapias sistémicas. A
terapia topica desempenha um papel em todo o espectro de gravidade da doenca na
psoriase, e na doenca moderada e grave, o tratamento tOpico pode diminuir a
necessidade de tratamento sistémico e fototerapia (CHIRICOZZI et al., 2017,
CONRAD; GILLIET, 2018).

Os corticosterdides e os analogos da vitamina D (calcipotriol e tacalcitol)
demonstram efeitos satisfatérios no controle da doenca, devido a acdo anti-
inflamatoéria e regulacdo sobre a proliferacdo e diferenciagcdo dos queratinécitos
(DENG et al., 2016). A combinacdo de ambos também se mostrou efetiva no
tratamento de areas do couro cabeludo afetadas pela psoriase. No entanto, 0 uso
continuo dos corticosteroides estd associado a riscos, como atrofia cutanea,
hipopigmentacdo, taquifilaxia, resisténcia a terapia e, em casos esporadicos,
supressdo do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal. Os andlogos da vitamina D
também nao sédo isentos de efeitos secundarios, entre 0s quais incluem a irritagéo da
pele e hipercalcemia (CASTELA et al., 2012; CHIRICOZZI et al., 2017).

Os inibidores de calcineurina (tacrolimus e pimecrolimus) podem representar
uma opcéao terapéutica no tratamento da psoriase, devido a sua capacidade de
suprimir a ativacao e proliferacdo das células T. Diversos estudos relatam a eficacia
aumentada do uso de tacrolimus associado a outras terapias e efeitos adversos
minimos em comparacao aos corticosteroides e analogos da vitamina D. No entanto,
atualmente, apesar de sua utilizacdo off-label ser comum na clinica, o seu uso se
restringe a pequenas areas de pele sensivel e de dificil tratamento, tais como a face
e genitais (MALECIC; YOUNG, 2016; CHIRICOZZI et al., 2017).

Outros tratamentos topicos disponiveis incluem os retinoides, coaltar e antralina
(ditranol). Os retinoides, derivados da vitamina A, constituem uma op¢ao unica dentro
do arsenal de tratamentos anti psoriaticos, por atuarem na supressao direta da
inflamacgé&o, bem como a inibicdo da proliferacdo e a normalizagdo da diferenciacéo
da camada epidérmica. De forma semelhante aos analogos da vitamina D, a sua

eficacia e tolerabilidade sdo aumentadas quando associados aos corticosteroides
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topicos. Esta associacdo também inibe o efeito atrofogénico e impede os efeitos de
rebote pos-utilizacdo (KHALIL et al., 2017). O coaltar é frequentemente usado como
parte do regime de Goeckerman. Constitui uma opc¢éo segura e altamente eficaz, e os
pacientes permanecem em remissao por mais tempo do que com outros tratamentos
topicos de psoriase (SEKHON et al., 2017). A antralina, por atuar na reducédo da
proliferacdo de queratindcitos, prevenir a ativacdo de células T e restaurar a
diferenciacéo celular, demonstrou ao longo dos anos, ser um dos tratamentos tépicos
mais eficazes para psoriase (HOLSTEIN et al., 2017).

A terapia sistémica é indicada para a psoriase moderada a grave e inclue o uso
de metotrexato, ciclosporina A, acitretina e, em alguns paises, ésteres de acido
fumérico. Esses agentes sdo indicados, principalmente, pelos efeitos
imunossupressores. No entanto, a aplicacdo a longo prazo € limitada, principalmente
pela toleréncia e toxicidade cumulativa. Com o monitoramento adequado, todos,
exceto a ciclosporina A, que geralmente é aplicada em curto prazo, podem ser usados
para a terapia de manutencéo da psoriase (BOEHNCKE; SCHON, 2015). Além disso,
nos ultimos anos foi aprovado o apremilast, um inibidor seletivo da fosfodiesterase 4,
como alternativa no tratamento sistémico da doenca. A inibicdo desta enzima resulta
em um aumento dos niveis de adenosina monofosfato ciclica, que por sua vez, modula
negativamente a expresséao de citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, IL-23, IL-17
e outras envolvidas no processo patogénico da psoriase (TORRES; PUIG, 2018).

A fototerapia (ultravioleta B de banda estreita) e a fotoquimioterapia (psoraleno
mais ultravioleta A) associada a terapia sistémica é necessdria para pacientes com
doenca em grau moderado a grave. Os efeitos na terapia anti-psoriatica sdo amplos
e eficazes, que incluem a reducdo das células Langerhans, inibicdo da ativacédo de
células T, inducdo da apoptose em células T ativadas, efeito anti-angiogénico e
antiproliferativos sobre os queratindcitos e células endoteliais. No entanto, o potencial
carcinogénico limita o uso a longo prazo (MORITA, 2018; ZHANG; WU, 2018).

Nas ultimas décadas, a terapia com biofarmacos também tem sido uma das
estratégias terapéuticas utilizadas para inibir ou modular especificamente a atividade
de células T ou mediadores inflamatorios envolvidos na patogénese da psoriase
(WOO; CHO; PARK, 2017; PASTOR-FERNANDEZ; MARIBLANCA; NAVARRO,
2020). Um nuamero crescente de biofarmacos foram aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos da América (EUA) nos ultimos anos

(SHALHOUT et al., 2020). Em sua grande maioria, a citocina TNF € o alvo molecular
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predominante dos novos agentes, como infliximab, adalimumab, golimumab,
certolizumab. Outros anticorpos monoclonais sdo direcionados a IL-17A (ixekizumab
esecukinumab), IL-17R (brodalumab), CD1lla (efalizumab), IL-12/IL-23 p40
(ustekinumab) e IL-23 p19 (guselkumab e tildrakizumab). Ainda em fase clinica e em
relatos de casos da literatura, uma série de biofarmacos visando outros alvos
moleculares, como citocinas e seus receptores (IL-1qa, IL-1R, IL-2, IL2R, IL-6R, IL-8,
IL-20, IL-22, IL-12/ IL-23 p40), antigeno associado a funcao linfocitaria 3, receptor
adenosina A3, kB kinase, molécula Janus kinase (JAK)-1/3 e -1/2, proteina C reativa,
e proteina quinase ativada por mitdgeno-p38, estdo sendo investigados na terapia
antipsoriatica (TSAI; TSAI, 2017; CIECHANOWICZ et al., 2018; SHALHOUT et al.,
2020).

Em relagéo a eficicia terapéutica, os biofarmacos tém demonstrado melhores
resultados a curto prazo em relacao a terapia medicamentosa sistémica convencional,
embora isso tenha sido provado até o0 momento em apenas alguns estudos clinicos
comparativos. Apesar de serem bem tolerados e dos resultados terapéuticos
promissores, ha relatos de muitos efeitos adversos potencialmente graves,
principalmente para a terapia anti-TNF (CONNOR, 2011; CARRASQUILLO et al.,
2020). Alguns dos efeitos colaterais comuns incluem: rea¢des no local de aplicacao,
maior incidéncia de infec¢cbes, formacdo de auto-anticorpos e lUpus eritematoso
induzido por drogas, anormalidades das funcdes hepaticas, distlrbios hematolégicos
e neoplasias de 6rgdos solidos (CONNOR, 2011; MURDACA et al., 2019;
CARRASQUILLO et al., 2020).

1.2. TERAPIA GENICA

1.2.1. Mecanismo de interferéncia mediada por RNA (RNAI)

A interferéncia mediada por RNA (RNAi) € um fendbmeno de silenciamento
génico poés-transcricional de genes alvo homdlogos. Desde a sua descoberta em
plantas e microorganismos na década de 80 e posteriormente, demonstracdes de
processos semelhantes em células de mamiferos em 2001, a RNAi ganhou notavel
atencdo e tornou-se um procedimento comum para estudar funcdes de genes e

identificar potenciais genes-alvos relacionados a doencas (FIRE et al., 1998;
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ELBASHIR et al., 2001; CAILLAUD; EL MADANI; MASSAAD-MASSADE, 2020)
(Figura 3).

Figura 3 - Historico de desenvolvimento da terapéutica com RNAI.
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Fonte: Adaptado de Setten; Rossi; Han (2019) e Weng et al. (2019).

Além de ser uma ferramenta na pesquisa gendmica funcional, a RNAi é uma
grande promessa na terapia génica, principalmente em doencas em que O
silenciamento de genes-especificos seja benéfico para a reducdo ou supressao de
produtos codificados (KACZMAREK; KOWALSKI; ANDERSON, 2017; WENG et al.,
2019). Nos ultimos anos, uma série de dificuldades foram enfrentadas por empresas
e pesquisadores académicos para superar as falhas de ensaios clinicos com RNA.I.
Os avancos substanciais na area molecular combinados com uma sele¢cdo mais
criteriosa da doenca e alvos terapéuticos, processos de desenvolvimento clinicos
validados e melhores capacidades de fabricacdo, permitiram a criacdo de uma nova
linha de compostos terapéuticos mais seguros e eficazes (SETTEN; ROSSI; HAN,
2019; CAILLAUD; EL MADANI; MASSAAD-MASSADE, 2020).

Em 2018, o FDA dos EUA aprovou um medicamento baseado em RNAI
(Onpattro; Alnylam Pharmaceuticals) para o tratamento da amiloidose transtiretina
hereditaria com polineuropatia. Outros candidatos a medicamentos para doencas

9



1. INTRODUCAO

cardio-metabdlicas, hepaticas, renais e oculares estdo atualmente em ensaios clinicos
de fase I, Il e lll, e s&o esperadas aplica¢cOes investigativas de novos medicamentos
visando o sistema nervoso central e outros tecidos. Essa aprovagdo anuncia uma
nova era no campo da terapia com RNAI, permitindo que novas investigacoes,
aprimoramentos e tratamentos inovadores sejam aplicados em clinica (SETTEN;
ROSSI; HAN, 2019; WENG et al., 2019).

O mecanismo de RNAI pode ser dividido em duas fases distintas: a fase de
iniciacdo, onde ocorre a geracdo de moléculas efetoras, as quais podem ser
classificadas em relacdo a sua origem e funcdo (do inglés, small interfering RNA,
[SIRNA]; micro RNA, [miRNA]; e short hairpin RNA, [shRNA]), e a fase de execucao,
onde ocorre a incorporacdo das moléculas efetoras em complexos proteicos e a
promocdo do silenciamento génico (DYKXHOORN; NOVINA; SHARP, 2003;
WITTRUP; LIEBERMAN, 2015).

No citoplasma das células, o RNA de fita dupla (dsRNA) é identificado por uma
enzima ribonuclease, chamada Dicer, que o cliva em pequenos fragmentos de cadeia
dupla de 21 a 23 pares de bases. Esses fragmentos sao reconhecidos como siRNA.
Posteriormente, siRNA se monta em um complexo multiproteico (do inglés, RNA-
induced silencing complex [RISC]) via proteina TRBP (do inglés, Transactivator RNA
Binding Protein). O RISC funcional inclui quatro subunidades diferentes: helicase,
exonuclease, endonuclease e dominios de homologacdo. A medida que o siRNA se
liga ao RISC, o siRNA duplex é clivado pela helicase, levando a formacao de duas
cadeias simples. Isso resulta na admissdo da cadeia anti-sense para se ligar as
moléculas alvo do RNA mensageiro (RNAm). A endonuclease (argonaute-2) hidrolisa
o RNAmM homélogo no local onde a cadeia anti-sense esté ligada (Figura 4). O RNAI
possui um mecanismo de acdo anti-sense, pois, em Ultima instancia, um RNAm de
cadeia Unica se liga ao RNAm alvo pelas regras de emparelhamento da base Watson-
Crick e recruta uma ribonuclease que degrada o RNA alvo (DYKXHOORN; NOVINA;
SHARP, 2003; MEISTER; TUSCHL, 2004; AMERES; MARTINEZ; SCHROEDER,
2007; SASHITAL; DOUDNA, 2010).

Um fator de grande importancia € a complementaridade entre o RNAm alvo e
a fita anti-sense do siRNA, pois a clivagem so6 ocorrera se esta for homoéloga. Para
tanto, o complexo RISC possui um dominio de verificacdo onde se inicia a ligacéo
entre o alvo e o siRNA, numa regido denominada semente. Apds a extensdo da

complementaridade desta regidao para o restante do RNAm, a enzima argonaute-2 é
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ativada, clivando o alvo e gerando o silenciamento (MEISTER; TUSCHL, 2004,
CERUTTI; CASAS-MOLLANO, 2006; BELLEFROID et al., 2019).

Figura 4 - Mecanismo de silenciamento mediado por siRNA. [A] Estrutura siRNA. [B]
Processo de silenciamento génico.
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Fonte: DYKXHOORN et al. (2003).

1.2.2. Desafios, estratégias e aplicacdes de siRNAs em doengas cutaneas

Diante do seu potencial terapéutico, o silenciamento génico via siRNA criou um
novo paradigma no desenvolvimento e descoberta de novos farmacos em relacéo a
terapia tradicional. As vantagens dessa estratégia incluem, principalmente, a acéo
diretamente no citoplasma, sem necessidade de atingir o nucleo; elevada
especificidade, devido a projecéo de sequéncias moleculares de acordo com o gene-
alvo; e alta eficiéncia devido a natureza catalitica do processo, no qual as moléculas
de siRNA podem ser usadas repetidas vezes para guiar a clivagem de moléculas de
RNAmM alvo (VICENTINI et al., 2013b; SETTEN; ROSSI; HAN, 2019).

Nos ultimos anos, diversos estudos clinicos a base de siRNA foram conduzidos

para uma variedade de doencas de ordem cutanea e sistémica, e os resultados
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mostraram-se promissores, reforcando a grande viabilidade dessa nova modalidade
terapéutica (ALJUFFALLI; LIN; FANG, 2016; ROSA et al., 2018; WENG et al., 2019;
AIN et al., 2020). No entanto, devido as suas caracteristicas intrinsecas, como
instabilidade e susceptibilidade a degradacéo, tamanho (~13 kDa), natureza anibnica,
penetracdo ineficiente nas células e um perfil farmacocinético deficiente,
impossibilitaram o seu uso direto no tratamento de doencas (LIU et al., 2018a). Devido
a essas limitacbes e aos fatores relacionados a administracdo pela via topica, o
desenvolvimento de sistemas carreadores é apontado como fator chave para viabilizar
a aplicacéo clinica da terapia anti-sense em doencas dermatologicas (VICENTINI et
al., 2013b; TAI; GAO, 2017; LIU et al., 2018a).

Um carreador ideal para a entrega de siRNA deve satisfazer alguns requisitos,
como: i) ultrapassar as barreiras inerentes a cada via de administracao; ii) ligar-se as
moléculas de siRNA promovendo prote¢éo contra degradagao enzimatica; iii) facilitar
a transfeccédo celular e superar a incapacidade das moléculas de siRNA difundirem
passivamente pelas membranas celulares devido a repulsdo eletrostatica; iv)
promover o escape endossomal liberando o conteddo do endossomo no citoplasma
celular antes que ocorra a metabolizacao lisossomal; e v) ndo provocar uma resposta
imune ou toxica no organismo (DURYMANOV; REINEKE, 2018).

Os principais carreadores utilizados para a entrega efetiva dos siRNAs incluem
os de origem virais e nao virais (VIDEIRA et al., 2014; DURYMANOV; REINEKE, 2018;
LIU etal., 2018a). Os sistemas virais sdo 0s mais eficazes e atualmente correspondem
por mais de 70% dos vetores usados em ensaios clinicos. No entanto, limitacdes de
tamanho da carga e incertezas sobre mutagénese, toxicidade, imunogenicidade e
altos custos de fabricacao limitam o seu desempenho e avanco clinico, o que direciona
a pesquisa para solucdes alternativas (YANG; LIU; ZHANG, 2014). Diante disso, os
vetores ndo-virais surgiram como importantes sistemas carreadores bio-compativeis,
de facil produgéo, passiveis de modificagdes estruturais e direcionamento a diferentes
alvos celulares, além de baixa resposta imunogénica (TATIPARTI et al., 2017; LIU et
al., 2018a; KIM; PARK; SAILOR, 2019).

Alguns dos vetores de genes nao virais mais comumente usados séo lipoplexos
e poliplexos, e em alguns casos, 0s sistemas nanoparticulados (como nanoparticulas
inorganicas e nanoparticulas orgéanicas), que tem ganhado grandes avancos
tecnolégicos e incentivo cientifico. O uso de nanoparticulas tem apresentado

resultados promissores na entrega citosolica e silenciamento génico de diferentes
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alvos (SHEN et al., 2018; ULUDAG; UBEDA; ANSARI, 2019), principalmente apds o
primeiro ensaio clinico ser publicado em 2010 (DAVIS et al., 2010). Nesses sistemas,
0 material genético é tipicamente complexado e neutralizado com agentes catiénicos,
como polimeros ou lipideos de alto peso molecular por meio de interagdes idnicas nao
covalentes. Tais complexos condensados ndo covalentes podem mediar alta
eficiéncia de transfeccdo e proteger contra degradacdo e reconhecimento imune
(KARGAARD; SLUIJTER; KLUMPERMAN, 2019; ITA, 2020). Os polimeros catiénicos,
como polietilenimina (PEI), chitosana, poli-B-aminoésteres, dentre outros, sdo em sua
grande maioria, 0s agentes de transfeccdo mais utilizados para entrega de RNA e
oligo-DNAs. No entanto, uma desvantagem fundamental dos sistemas polications é a
citotoxicidade inerente que eles causam devido a sua carga positiva, tornando-os
indesejaveis para adaptacdo em aplicacbes de terapia génica (KARGAARD;
SLUIJTER; KLUMPERMAN, 2019; SALAMEH et al., 2020).

Neste contexto, a pesquisa atual visa 0 uso de estratégias alternativas
para alcancar altas taxas de internalizacdo e menores efeitos toxicos, como o uso de
peptideos de penetracdo celular, sintese e modificagdes quimicas estruturais (DONG;
SIEGWART; ANDERSON, 2019; KARGAARD; SLUJTER; KLUMPERMAN, 2019;
CAILLAUD; EL MADANI; MASSAAD-MASSADE, 2020). Como exemplo, relatorios
cientificos mostraram que a superficie de nanoparticulas modificadas com o polimero
poli(alilamina hidroclorada) (PAH) apresentou resultados significativos na entrega de
acidos nucleicos e farmacos, além de melhores respostas celulares quando
comparado a outros agentes catidnico, como policloreto de dialil dimetil amdnio e PEI,
além de controlar a liberacéo de farmacos de modo pH-dependente (HAN, L.; TANG;
YIN, 2015; MA et al., 2016; WANG, B. et al., 2012; YU et al., 2016; ZHANG, C. et al.,
2017). Taxas de transfeccéo celular equivalentes foram obtidas com nanoparticulas
de ouro recobertas com PAH em relacdo as nanoparticulas com PEI, além de efeitos
silenciadores aprimorados e melhor citocompatibilidade (ZHAO et al., 2012).

Em relagdo a entrega tépica de &cidos nucleicos, a forte demanda por
tratamentos mais eficazes para os numerosos distarbios da pele emergiu para a
aplicacado de siRNAs e outros oligonucleotideos, como estratégia para modular a
expressdo dos genes responsaveis pelas desordens cutaneas (VICENTINI et al.,
2013b; ALJUFFALLI; LIN; FANG, 2016; AIN et al., 2020). Essa terapia tem sido aplicada
principalmente no tratamento de feridas (reparo tecidual), doencas inflamatorias (acne

e dermatite), parasitaria (leishmania cutanea), infecciosas (lepra, micoses e herpes),
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auto-imunes (Alopecia areata, vitiligo e psoriase), de ordem genética (paquioniquia
congénita, Epidermolysis bullosa e albinismo oculocutaneo) e no cancer de pele
(ROSA et al., 2018).

Na terapia anti-psoriatica os alvos de silenciamento tém sido direcionados a
citocinas envolvidas na cascata imunopatologica. siRNA B-defensiva-2 e siRNA IL-6
veiculados em lipossomas e nanodispersfes liquido-cristalinas, respectivamente,
proporcionaram um silenciamento eficiente dos genes-alvos em modelo de pele
psoriatica in vitro, além de permitir uma maior penetracdo cutdnea (DEPIERI et al.,
2016; DESMET et al., 2016). Em estudos in vivo, a aplicacdo de nanoparticulas
hibridas lipidicas-poliméricas co-carregadas com sSiRNA TNF-a e capsaicina,
carreador liquido nanoestruturado co-carregado com tacrolimus e siRNA TNF-a, e
nanodispersdes liquido-cristalinas funcionalizadas com peptideo de penetracéo (TAT)
e siRNA TNF-a mostraram reduzir as lesdes psoriaticas e uma diminuicdo acentuada
dos niveis de TNF-a (DESAI et al., 2013; PETRILLI et al., 2016; VIEGAS et al., 2020).
Pandi et al. (2018) mostraram que a aplicacdo de siRNA TNF-a veiculado em
dendrimeros ou lipossomas resultou em uma melhora das caracteristicas fenotipicas
e histopatologicas da psoriase induzida em animais, acompanhadas de acentuada
reducdo dos niveis de IL-6, TNF-a, IL-17 e IL-22 (PANDI et al., 2018). De forma
semelhante, a aplicacdo de erlotinib e siRNA IL-36 em nanoparticulas lipidicas e
siRNA EGF veiculado em nanoparticulas coloidais de ouro também demonstraram
melhorar o perfil psoriatico in vivo (BOAKYE et al., 2017; NEMATI et al., 2017).

1.3. TRIPTOLIDA

A triptolida, um diterpenotriepoxido (Figura 5), componente ativo majoritario
extraido das raizes da erva chinesa Tripterygium wilfordii Hook. F. (TWHF) possui um
potencial terapéutico de amplo espectro devido as suas propriedades
imunossupressoras, anti-inflamatoérias e antitumorais (ZHOU et al., 2012; CHEN et al.,
2018). Desde a sua extragao e isolamento em 1972 por Kupchan et al., seus efeitos
farmacoldgicos e toxicidade clinica foram extensivamente investigados (ZHOU et al.,
2012; Xl et al., 2017; TASNEEM et al., 2019).
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Figura 5 - Estrutura quimica da triptolida.

Fonte: ZHOU et al. (2012).

Os efeitos terapéuticos da triptolida isolada e em preparacdes brutas da TWHF
foram avaliados em ensaios clinicos na China e nos EUA para o tratamento de
doencas autoimunes e inflamatérias de ordem cutanea e sistémica (LIU, 2011; ZHOU
etal., 2012; CHEN et al., 2018; LI; HAO, 2019). Na terapia anti-psoriatica os pacientes
com diferentes tipos da doenca (vulgar, pustulosa, gutata ou eritrodérmica) exibiram
uma melhora das areas psoriaticas e diminuicdo do PASI, em relacdo aos grupos
placebos. No entanto, foi relatada a ocorréncia de efeitos secundérios, como irritacdes
gastrintestinais, alteracbes no ciclo menstrual e leve leucocitopenia, efeitos estes,
reversiveis apoés interrupcdo do tratamento (HAN et al., 2012b).

Outras investigacGes pré-clinicas e clinicas com a triptolida incluem a sua
aplicacdo como estratégia terapéutica em lesdes medulares e Osseas, doencas
intestinais, renais, oculares, neuronais e pulmonares, e em diversos tipos de canceres.
Além disso, a triptolida mostrou resultados promissores como um agente indutor da
tolerancia imunoldégica em transplantes (como os transplantes de ilhotas pancreaticas
em pacientes diabéticos; e de rins) (LI; JIANG; ZHANG, 2014; CHEN et al., 2018; LlI;
HAO, 2019).

Os mecanismos moleculares de acédo da triptolida estdo envolvidos com a
inibicdo global da transcricdo por meio da subunidade RPB1 da RNA polimerase lI,
sendo critica para a transcricdo de mRNAs. Além disso, numerosas moléculas e vias
de sinalizacdo relacionadas a apoptose e respostas imunes/ inflamatérias sao
afetadas pela triptolida, a maioria das quais, apés a inibicdo transcricional. Véarias
proteinas foram identificadas como alvo de ligag&o a triptolida, incluindo a policitstina-
2, desintegrina e metaloprotease 10 e dCTP pirofosfatase 1 (LIU, 2011; ZHOU et al.,
2012; CHEN et al., 2018; RIMEL; TAATJES, 2018). Fatores de transcrigcdo, como NF-
kB (do inglés, nuclear factor Kappa B), fator de transcricdo de choque térmico 1

(acompanhado da reducdo da expresséo da proteina Hsp70), proteina ativadora-1,
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fator nuclear de células T ativadas e fator induzido por hipoxia-1a também foram
reportados como alvos de ligacdo da triptolida (CHEN, S. R. et al., 2018; LIU, Q., 2011;
RIMEL; TAATJES, 2018; ZHOU, Z. L. et al., 2012; LI, X. J.; JIANG; SONG, C. et al.,
2019).

A proteina XPB (do inglés, xeroderma pigmentosum type B; ou também
chamada de ERCC3), uma helicase associada a mecanismos de reparo e transcricao
de DNA, tem sido também reportada como alvo molecular da triptolida. Neste caso, a
triptolida se liga covalentemente a XPB, inibindo sua atividade ATPasica dependente
do DNA. A XPB, é uma subunidade do fator de transcricdo geral, TFIIH, que é
essencial para que a RNA polimerase Il reconhega 0os promotores e inicie a transcricao
com precisdo. Enquanto isso, a XPB estd envolvida no reparo de excisdo de
nucleotideos em resposta a danos no DNA. Portanto, a inibicdo da XPB pela triptolida
potencializa a inibicdo da transcricdo mediada pela RNA polimerase Il e 0 processo
de reparacdo de danos no DNA (ZHOU et al., 2012; RIMEL; TAATJES, 2018).

InvestigacOes in vitro e in vivo demonstraram que a triptolida inibe a funcao
proliferativa das células T e também pode atuar na inibicdo da IL-2 por meio de vias
envolvendo ions célcio. Na imunidade humoral, a triptolida interfere parcialmente na
proliferacdo de células B e na producdo de imunoglobulinas. Por outro lado, as
funcdes dos macréfagos sdo intensamente inibidas, resultante da supressao génica
de numerosos mediadores pré-inflamatérios (IFN-a; TNF-a; IL-1, -4, 6, -8 e -23;
ciclooxigenase-2 e prostaglandina E2) e expressdo de receptores de células T. A
diferenciacdo e migracdo das CDs também é afetada pela regulacdo negativa da
expressao de receptores e proteinas de superficie (MATTA et al., 2009; LIU, 2011;
ZHOU et al., 2012; CHEN et al., 2018).

Em outros tipos celulares, como fibroblastos sinoviais, fibroblastos da coérnea,
células epiteliais brénquicas e condrocitos, a triptolida demonstrou desencadear
efeitos citostaticos e apoptoéticos, além de inibir a producdo de mediadores pro-
inflamatorios (IL-6, -8, e -18; TNF-a e ciclooxigenase-2) (LIU, 2011; ZHOU et al., 2012;
SONG et al., 2019). Nos estudos de Hongqgin Tu et al. (2011) a triptolida mostrou
reduzir significativamente a expressao do receptor a de IFN-y, ICAM-1 na superficie
celular e de pJAK2 em queratinécitos humanos normais (linhagem HaCaT), além de
regular positivamente SOCS-1 (TU et al., 2011).

Apesar de suas multiplas atividades biologicas e desempenho clinico notavel,

a aplicacéo da triptolida na clinica médica € limitada, principalmente, devido a sua
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baixa solubilidade em &gua (coeficiente de particdo n-octanol/agua de 0,58), baixa
biodisponibilidade oral, acentuada toxicidade e baixo indice terapéutico, além dos
baixos rendimento de extracdo (HOU; LIU; XU, 2019). Desta forma, diferentes
estratégias tem sido empregadas para viabilizar 0 seu uso, como a sintese moléculas
estruturalmente semelhantes, administragdo concomitante com outros farmacos e a
sua veiculacdo em sistemas nanoestruturados (CHEN et al., 2018). A conjugacéo
direta da triptolida com ligantes selecionados, como aptameros, anticorpos, peptideos
ou residuos de acucar também tem sido uma estratégia util para melhorar os aspectos
farmacoldgicos e fisico-quimicos da triptolida (HOU; LIU; XU, 2019).

Modificacdes estruturais nos principais grupamentos quimicos da molécula
originou derivados sintéticos que atualmente estdo em investigacdo pré-clinica e
clinica, como PG490-8, MRx102, LLDT-8, LLDT-67, LLDT-88, F60008, Minnelide e
Omtritolide. Os resultados sdo promissores, principalmente para o tratamento de
canceres e doencas inflamatérias (CHEN et al., 2018; HOU; LIU; XU, 2019).

Sistemas carreadores nanoestruturados também tém sido desenvolvidos como
uma estratégia viavel e de facil acesso para permitir o uso terapéutico seguro da
triptolida. Dentre as recentes aplicacdes, destaca-se aquelas direcionadas ao
tratamento de canceres e artrite reumatéide (XU, LIU, 2019). Um resumo dos
nanocarreadores investigados nos ultimos 10 anos € apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Sistemas carreadores nanoestruturados para veiculagéo de triptolida

Objetivo ou patologia em

Via de

Nanocarreador o - 1 Referéncia
estudo administracéo
Carreador ||p|'d|co Artrite reumatoide TD (GU et al., 2019)
nanoestruturado Estudos toxicoldgicos VO (GU et al., 2018)
Etossoma Eritema T (CHEN; LIU; GAO, 2010)
Artrite reumatoide TDe TG (CHEN et al., 2015)
Lipossoma Nefropatia membranosa Y (YUAN et al., 2017)
Cancer pulmonar ortotépico P (LIN et al., 2018a)
Estudos toxicoldgicos TD (XU et al., 2008a)
_ . Desenvolvimento ™ (CHEN et al., 2004, 2007,
Microemuls&o farmacotécnico 2013)
Edema e estudos D (MEI et al., 2003)
toxicoldgicos
~ Estudo farmacocinético v (LI et al., 2016)
Nanoemulsao b e
ermatite/ eczema e D (YANG et al., 2017)
estudos toxicologicos
Estudos toxicol6gicos IG (XUE et al., 2012)
Nanoparticula lipidica Estudos toxicologicos VO (GU et al., 2018)
sélida Inflamacéo cutanea TD (GU et al., 2018)
Edema e estudos TDeVO  (MEI etal., 2003, 2005)
toxicolégicos
Céncer pancreatico - (DING et al., 2017)
Nanoparticula Artrite reumatéide VO (LIU et al., 2005, 2008)
polimérica Leséo pulmonar IM (HOYLE et al., 2016)
Artrite reumatoide v (ZHANG et al., 2018)
Carcinoma hepatocelular v (ZHANG et al., 2019)
Sarcoma v (XU et al., 2008b)
Estudo farmacocinético e Y (LI; WEN; DI, 2012; XU et
toxicolégico al., 2013)
. o Carcinoma hepatocelular v (LING et al., 2014)
Micela polimérica Melanoma e angiogénese v (WANG et al., 2015a)
Cancer de ovario - (WANG; LIU; LI, 2016)
Cancer de préstata v (XU et al., 2018)
Céancer de colon_humano e i (ZHENG et al., 2011)
leucemia
Nanoparticu|a hibrida Carcinoma oral e hepatoma v (WU et al., 2017)
lipidica-polimérica Cancer de pulmao v (LIU et al., 2018b)

Via de administragdo sugerida pelos autores ou utilizada nos estudos in vivo.

Abreviacdes: TD, via transdérmica; T, via tépica; |G, via intra-gastrica; IM, via intramuscular; 1V, via
intravenosa; IP, via intra-peritoneal; e VO, via oral.

Fonte: do autor, 2020.

Para aplicacdo tépica de triptolida destaca-se as nanoemulsdes,

microemulsdes, nanoparticulas e vesiculas lipidicas (CHEN et al., 2004; MEI et al.,
2005; XU et al., 2008; CHEN et al., 2010; XUE et al., 2012; CHEN et al., 2013; YANG
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et al., 2017). Tais estudos sugerem que 0 uso desses nanocarreadores proporcionou
melhores perfis de permeacdo da triptolida com menor toxicidade, tanto a nivel
cutdneo como sistémico (XU et al., 2008; YANG et al., 2017; XU, LIU, 2019).

A co-administracdo de triptolida com outras moléculas bioativas em
nanocarreadores mostrou resultados terapéuticos mais pronunciados, quando
comparado ao tratamento isolado. Micelas ou nanoparticulas hibridas carregadas com
triptolida e doxorrubicina produziram efeito antitumoral sinérgico contra linhagem
celular de cancer de prostata e carcinoma espinocelular de cavidade oral humana (WU
et al., 2017; XU et al., 2018). De forma semelhante, a combinacdo de triptolida e
celastrol em nanoparticulas de fibroina de seda mostrou sinergismo antitumoral em
diferentes linhagens de cancer de pancreas (DING et al., 2017). Lipossomas
funcionalizados com anticorpos anti-anidrase carbénica IX e peptideo de penetracéo
celular (CPP33) demonstraram melhorar o direcionamento e atividade antitumoral da

triptolida in vitro e in vivo, além de diminuir a toxicidade sistémica (LIN et al., 2018a).

1.4. SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

1.4.1. Cristais liquidos

Os cristais liquidos (CL) compreendem um estado intermediario da matéria,
localizado termodinamicamente entre o estado liquido isotropico e o estado sélido
cristalino. Eles exibem propriedades de fluxo como um liquido e, ao mesmo tempo,
retém parcialmente a ordem de um cristal (GARBOVSKIY; GLUSHCHENKO, 2010;
MILAK; ZIMMER, 2015). Devido as suas caracteristicas de auto-organizacdo em
nanoestruturas uni, bi ou tridimensionais, simetria e ampla area interfacial, os CLs
ganharam atencdo consideravel da comunidade cientifica, principalmente apos a
década de 70, quando houve crescente desenvolvimento eletrénico, industrial e,
posteriormente, nanotecnolégico (GARBOVSKIY; GLUSHCHENKO, 2010; MITOV,
2014; MEZZENGA et al., 2019; ZHAI et al., 2019).

O estado liquido-cristalino pode ser obtido de duas maneiras
fundamentalmente diferentes, levando a dois tipos basicos de CLs: termotrépico (CLT)
e liotropico (CLL). O primeiro tipo € formado por moléculas, ou mistura de moléculas,
gue apresentam anisotropia de forma (anisometria), e as diferentes estruturas e
ordenamento local dessas moléculas individuais ocorrem em funcdo da temperatura

(e pressao) do material; enquanto que o segundo tipo € formado por misturas de
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moléculas anfifilicas e solventes (geralmente agua) que, em determinadas condi¢cfes
de temperatura, pressdo e concentragbes relativas dos diferentes componentes,
apresentam a formacdo de superestruturas (agregados moleculares) que se
organizam no espaco, exibindo algum grau de ordem (HYDE, 2001; DIERKING; AL-
ZANGANA, 2017).

Os mesogenos (moléculas anfifilicas) em contanto com a agua se auto-
organizam formando superestruturas para minimizar o contato entre a regiao apolar
da molécula e o solvente polar, desta forma, o tipo de estrutura liquido-cristalina
formada € governado pelo empacotamento molecular das moléculas de lipidios, que
é refletido por seu parametro de empacotamento critico (CPP, do inglés, critical
packing parameter) (SEDDON; TEMPLER, 1995; HYDE, 2001; VAN'T HAG et al.,
2017; MEZZENGA et al., 2019). Assim, o CCP é expresso como a razao entre o
volume da cadeia hidrofébica do anfifilo, a area do grupo de cabeca polar da secao
transversal e o comprimento da cadeia lipidica. Como € comumente relatado, se o
CPP estiver proximo de 1, ha formacédo de agregado de interface planar (fase lamelar);
guando <1, as moléculas agregam-se ao tipo normal, e quando >1, micelas invertidas
sao formadas (MILAK; ZIMMER, 2015; SILVESTRINI et al., 2020). Ainda, o CPP pode
ser influenciado por fatores elementares, incluindo a concentracdo e curvatura
espontanea da molécula de lipideo, bem como parametros ambientais, incluindo
temperatura, teor de agua, forca ibnica e pH (TAN et al., 2019).

As principais mesofases e mais estudadas no campo biolégico e biomédico
incluem: lamelar (L), ctbica bicontinua ou descontinua (Q), e hexagonal (H), existindo
como pares simétrico (tipo | ou normal), onde os lipideos sao agregados em uma
matriz continua de agua; ou um sistema onde o0s grupos hidrofilicos hidratados
encontram-se dispostos dentro de uma matriz apolar continua composta pelas
cadeias de hidrocarbonetos (tipo Il ou invertido) (Figura 6). Além dessas mesofases,
uma variedade de outras intermediarias tem sido propostas na literatura cientifica, tais
como fase esponjosa e hibridas (SILVESTRINI et al., 2020).

Resumidamente, na mesofase lamelar, a bicamada lipidica é disposta em uma
rede unidimensional, separada por camadas de &agua, formando interfaces de
curvatura zero. Fluidez e anisotropia na forma de mosaico planar e/ou cruzes de malta
sdo caracteristicas dessa mesofase (CHAUDHARY; KANNOJIA; MISHRA, 2016;
PHILIP, 2017). Por outro lado, a mesofase cubica apresenta propriedades isotrépicas

e alta viscosidade. E formada por uma bicamada lipidica curva, que se estende em
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trés dimensdes, separada por dois canais congruentes de &gua, que possuem
didmetro de 5 nm quando o sistema esta totalmente hidratado. Quando adicionado o
excesso de agua, a fase cubica aparece como transparente, apresentando altas
propriedades viscosa e elastica, gel isotrépico e termodinamicamente estavel. Existe
duas familias de mesofases cubicas, que apresentam perfis cristalograficos distintos,
sendo: fase cubica bicontinua (Pn3m, Im3m e la3d) e fase cubica micelar (Fd3m e
Fm3m) (MILAK; ZIMMER, 2015; SILVESTRINI et al., 2020). A mesofase hexagonal
consiste em um empacotamento denso de sete micelas cilindricas, dispostas em uma
rede hexagonal 2 D, podendo existir na forma normal ou inversa. Na forma inversa, a
por¢cdo aquosa encontra-se contida nas micelas invertidas cilindricas, com um
didmetro de 1 a 2 nm, e o0 espaco restante é ocupado pelas cadeias hidrofébicas que
se sobrepdem, deixando os cilindros mais préoximos do que na fase hexagonal normal
(HYDE, 2001; MILAK; ZIMMER, 2015).

Figura 6 - Principais mesofases liquido-cristalinas liotrépicas. Parametro critico de
empacotamento e a morfologia agregada resultante de acordo com a curvatura interfacial:
CCP < 1 paratipo I, CPP =1 para plano lamelar e CPP > 1 para estruturas do tipo Il.
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Fonte: modificado de SILVESTRINI et al. (2020).

A obtencdo da mesofase liquida cristalina hexagonal torna-se possivel, além
das variacfes na concentracdo do solvente e da temperatura, pela incorporacéo de
aditivos. Cada aditivo afeta a curvatura interfacial (dada pelo CPP) da bicamada
lipidica de uma maneira diferente (FONG et al., 2016). Geralmente, aditivos lipofilicos
induzem uma transicdo de uma fase bicontinua cubica para uma fase hexagonal
reversa, tornando a curvatura interfacial média mais negativa. Ja os aditivos mais
hidrofilicos induzem a transicdo de uma fase bicontinua cubica reversa para a fase

lamelar, onde a curvatura média da interface muda para zero. Adicionalmente, as
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mudanc¢as na geometria molecular sdo usadas para explicar as transi¢oes de fase,
bem como as transformacdes inter-cubicas, nos sistemas lipideo-agua (LI; JIANG;
ZHANG, 2014; ZABARA; MEZZENGA, 2014; MILAK; ZIMMER, 2015; HUANG; GUI,
2018).

Além disso, quaisquer outros aditivos, incluindo a carga util, podem modificar o
empacotamento dos lipidios dentro da mesofase liquido-cristalina e induzir transi¢des
de fase (SILVESTRINI et al., 2020). Em relacao aos farmacos ou moléculas ativas, as
interacbes com a bicamada lipidica devem ser otimizadas para que o farmaco nao
seja liberado prematuramente ou retido por muito tempo. Sado as dimensdes das
estruturas liquido-cristalinas liotrépicas que determinam a taxa de liberacdo do
farmaco aprisionado (ZABARA; MEZZENGA, 2014). Uma série de estudos mostraram
gue moléculas anfifilicas apresentam um comportamento de liberacdo complexo, que
depende da combinacdo do coeficiente de particdo, da difusdo da pelos canais de
agua e da difusdo na bicamada lipidica. Por outro lado, as moléculas hidrofébicas se
dividem principalmente na bicamada lipidica e sdo caracterizadas por um intrincado
comportamento de liberacdo, que depende principalmente de seu coeficiente de
particdo, da sua difusdo na bicamada lipidica e difusdo na agua circundante. Por sua
vez, as moléculas hidrofébicas estdo principalmente acomodadas no dominio
lipofilico, e seu comportamento de liberacdo pode ser considerado puramente difusivo.
A difusédo pode ser dificultada pela via através dos canais aquosos e por interacdes
com a superficie hidrofilica da bicamada lipidica. Desta forma, € comumente aceito
que o comportamento de liberagdo de moléculas hidrofilicas depende fortemente das
estruturas da mesofase devido as diferentes dimensdes de seus dominios de agua
(NEGRINI; MEZZENGA, 2012; MILAK; ZIMMER, 2015; SILVESTRINI et al., 2020).

A fim de otimizar esses materiais como sistemas de entrega de medicamentos,
essas interacdes podem ser perfeitamente ajustadas pela modificacao da estrutura da
mesofase, as interacdes eletrostaticas entre o farmaco e a superficie da bicamada
lipidica e/ ou as dimensdes dos dominios da agua ou a sua interconectividade
(SILVESTRINI et al.,, 2020). Algumas das estratégias incluem a incorporacdo de
lipideos que alteram a mobilidade da bicamada lipidica, intensificadores de hidratagéo
(por exemplo, octilglucosideo, estearato de sacarose, colesterol e lipideos anidnicos),
proteinas formadoras de poros de membrana, combinacdo de lipideos anfifilicos, ou
ainda, através de estimulos intrinsecos e extrinsecos, como a utlizacdo de

componentes com sensibilidade térmica ou que alterem as temperaturas de transicao,
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componentes que respondem as mudancas de pH ou for¢a i6nica, uso de moléculas
fotocrbmicas ou nanoparticulas plasménicas ou magnéticas no sistema liquido-
cristalino para inducéo de fase por meio da geracédo de calor ao absorver a energia
luminosa ou eletromagnética (FONG; HANLEY; BOYD, 2009; LIU et al., 2013; LI,
JIANG; ZHANG, 2014; NAZARUK et al., 2014, 2015; ZABARA; MEZZENGA, 2014,
NEGRINI et al., 2015; FONG et al., 2016; HUANG; GUI, 2018; MERTINS; MATHEWS,;
ANGELOVA, 2020)

Nos ultimos anos, uma variedade de lipideos anfifilicos foi investigada como
possiveis candidatos para obtencao de sistemas liquido-cristalinos. Os principais tipos
de lipideos anfifilicos empregados foram: monooleato de glicerila (ou monoleina),
monolinoleato de (glicerila (ou monolinoleina), fitantriol, monoelaidina,
fosfatidiletanolamina e oleoiletanolamina, a fosfolipidios, fosfolipidios PEGuilados,
alquilgliceratos e glicolipidios (SILVESTRINI et al., 2020). Dentre eles, os sistemas
baseados em monooleato de glicerila, monolinoleato de glicerila e fitantriol surgiram
como candidatos ideais para a liberacdo sustentada de moléculas bioativas,
principalmente devido ao seu rico polimorfismo e facil acessibilidade (MILAK;
ZIMMER, 2015; CHAUDHARY; KANNOJIA; MISHRA, 2016; AKBAR et al., 2017).

O monoleato de glicerila ou monoleina, monoglicerideo utilizado no presente
estudo, é caracterizado por uma mistura de monoglicerideos, glicerideos do &cido
oleico e outros 4&cidos graxos, consistindo principalmente por monoleato.
Quimicamente, a cadeia acil do acido oleico liga-se ao grupamento glicerol por uma
ligacdo éster, e os dois carbonos restantes do glicerol possuem grupos hidroxila
ativos, fornecendo caracteristicas polares a esta porcdo da molécula. Ja a cadeia
hidrocarbénica fornece caracteristicas hidrofébicas ao monoglicerideo (KULKARNI et
al., 2011). A formacéao das diferentes estruturas liquida-cristalinas com esta molécula
ocorre pela hidratacédo das porcoes hidrofilicas pelo solvente hidrofilico, por meio das
ligacdes de hidrogénio, enquanto que as cadeias alifaticas se agregam com base em
interacbes de van der Waals. Como resultado, as fases ordenadas sao obtidas, nas
quais os dominios hidrofilico e hidrofébico comp&em o filme interfacial da mesofase,
e o grau de ordem depende da propor¢cdo de monoleina em relagdo a um solvente
adicionado (LIBSTER; ASERIN; GARTI, 2011; MILAK; ZIMMER, 2015).

Na via tdpica, a sua administracdo promove a extragdo da ceramida e melhora
a fluidez dos lipideos que constituem o estrato corneo, desta forma a monoleina auxilia

a permeacado de farmacos entre as camadas da pele (LOPES et al., 2006; UCHINO
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et al.,, 2019). Além disso, 0 uso dos sistemas liquido cristalinos apresenta varias
vantagens em comparagdo com outros sistemas de administracdo tépica, como
capacidade de proteger as moléculas incorporadas contra a degradacéo, apresenta
dominios hidrofilicos e hidrofébicos que fornecem um veiculo ideal para moléculas
com diferentes solubilidades, melhoram a solubilidade do medicamento na
formulagcé@o, proporcionando assim um aumento da biodisponibilidade, além de
minimizar possiveis efeitos toxicos (ZHAI et al., 2019; SILVESTRINI et al., 2020).

1.4.1.1. Nanodispers®es liquido-cristalinas (NLCs)

As mesofases lipidicas sdo termodinamicamente estaveis e, dependendo de
sua simetria, muitas vezes podem coexistir com excesso de agua, o que possibilita a
formacdo de particulas estruturadas internamente por dispersao em excesso de meio
aguoso. Na maior parte, as propriedades estruturais e funcionais das mesofases a
granel sdo preservadas nas fases dispersas (FONG et al., 2016). E desta forma, as
NLCs tém sido projetadas para fornecer uma variedade de substancias
farmacologicamente ativas ou de imagem (ZHAI et al.,, 2019). No entanto, a sua
producédo é de maior complexidade quando comparada a producdo dos CLLs a granel.
Na literatura, duas abordagens sao reportadas, que inclui top-down e bottom-up
(MULET; BOYD; DRUMMOND, 2013; CHEN; MA; GUI, 2014).

A abordagem top-down foi relatada no fim da década de 90, e consiste
inicialmente na hidratacéo do lipideo anfifilico com a fase aquosa e estabilizantes. Em
segundo passo, a fase cristalina formada, de viscosidade variavel, requer niveis
significativos de energia para desagregar e formar as dispersdes estaveis sub-
micrométricas (MILAK; ZIMMER, 2015). As forcas de cisalhamento mais empregadas
incluem a homogeneizacao de alta pressao e ultra-sonicacao, outras técnicas também
sao empregadas, como centrifugacao e extrusdo de alta presséo (AKBAR et al., 2017;
SILVESTRINI et al., 2020).

Por outro lado, na abordagem bottom-up, condi¢cdes da solugcéo sao projetadas
para permitir a automontagem de lipidios para formar a estrutura de mesofase
particulada a partir de uma solugcdo molecular de fase unica. Tipicamente, a por¢ao
lipidica € dissolvida num hidrotropo (geralmente etanol) antes da diluicdo para um
meio aquoso de eleicdo (SPICER et al., 2001). O hidrétropo é capaz de dissolver as
moléculas lipidicas insollveis em agua em alta concentragdo, provocando uma rapida

diminuicdo na solubilidade lipidica que impulsiona a precipitacdo do componente
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lipidico. As particulas se formam e cristalizam a partir da solugéo precursora, apos a
adicdo de excesso de agua contendo o estabilizante. Para remover o hidrétropo, a
mistura é roto-evaporada (SPICER et al.,, 2001; ANGELOVA et al., 2017,
SILVESTRINI et al., 2020).

Outros métodos, menos explorados, incluem os processos de evaporacao de
solvente e método da temperatura de inversdo de fase. Na evaporacao do solvente, a
fase lipidica € combinada com um solvente volatil e uma solugdo com estabilizantes
antes da emulsificacdo por sonicacdo. O tamanho das particulas também pode ser
manipulado com a quantidade de solvente volatil incorporado. O método de
emulsificacdo de temperatura de inversdo de fase também pode representar uma
abordagem alternativa de baixa energia para a sintese de NLCs. Neste processo a
desidratacdo dos grupos cabeca polares dos lipideos anfifilicos pela temperatura
induz a mudancas na curvatura interfacial, assim, leva a formacéo de estruturas com
curvatura negativa (TAN et al., 2019).

Nos ultimos anos, as NLCs cubicas e hexagonais foram investigadas como
plataforma de entrega de medicamentos por diferentes vias, incluindo a via oral,
ocular, nasal, pulmonar, periodontal, intravenosa, vaginal, topica e transdérmica (MO;
MILLERET; NAGARAJ, 2017; ZHAI et al.,, 2019). Em particular, na via topica, a
entrega bem-sucedida de moléculas bioativas através da pele usando NLCs resulta
de sua semelhanca estrutural Unica com as microestruturas da pele, o que favorece a
facil difusdo através do estrato cérneo. Uma série de estudos foram revisados por
Silvestrini et al. (2020), com destaque para a entrega cutanea de quimioterapicos,
fotossensibilizadores, hormdénios, anti-inflamatdrios, agentes anti-aging e vacinas
veiculados em mesofases a granel e/ou pelas NLCs (SILVESTRINI et al., 2020).

A arquitetura altamente ordenada de canais de agua através da matriz lipidica
das NLCs e uma grande area de superficie externa fornecem uma plataforma ideal
para o encapsulamento de moléculas lipofilicas, hidrofilicas e anfifilicas. Além disso,
a mesoestrutura interna pode ser também modulada por meio de gatilhos fisico-
quimicos, como temperatura, presséo, presenca de aditivos, pH e composicao lipidica
e aquosa, promovendo modificacdes na encapsulacdo ou liberacdo de farmacos
(ZABARA; MEZZENGA, 2014; FONG et al., 2016; HUANG; GUI, 2018). Modificacdes
estruturais com lipideos e polimeros responsivos a biossinais especificos em

microambientes celulares/ teciduais mostraram fornecer funcionalidades Unicas a
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essas NLCs (ZABARA; MEZZENGA, 2014; ZHAI et al., 2019; MERTINS; MATHEWS;
ANGELOVA, 2020).

Devido a essas multifuncionalidades, as NLCs compdem uma classe inovadora
de plataformas de entrega de medicamentos, os chamados “nanocarreadores
multifuncionais”. Os carreadores multifuncionais possuem a capacidade de suportar
uma carga suficiente de um ou mais farmacos e/ou material genético, e carre-los até
o local-alvo. Na literatura, esses sistemas sao divididos em trés grandes grupos,
sendo: (i) os carregados com farmacos que combinam pelo menos duas funcdes
diferentes; (ii) os que apresentam as mesmas caracteristicas anteriores, mas que
carregam mais de um farmaco ou material genético; e (iii) os que carregam agentes
terapéutico e de diagnéstico (teranosticos) (TEO et al., 2016; HARE et al., 2017).
Esses sistemas multifuncionais tém sido investigados e aplicados, sobretudo, a
terapia de canceres (CHEN et al., 2012; TEO et al., 2016) e em alguns casos de
doencas infecciosas (sindrome da imunodeficiéncia adquirida e maléria)
(WALVEKAR; GANNIMANI; GOVENDER, 2019), e na terapia de doencas
dermatolégicas, como a psoriase, o0s estudos ainda permanecem limitados
(CORADINI et al., 2015; BOAKYE et al., 2017; DOPPALAPUDI; MAHIRA; KHAN,
2017; ROSA et al., 2018; LIN et al., 2019)

Diante do exposto, considerando as implicacdes e dificuldade do tratamento da
psoriase e 0 advento da nanotecnologia com a possibilidade de desenvolver
carreadores multifuncionais, o presente estudo propde a producao de nanodispersées
liquida-cristalinas carregadas de triptolida e SIRNA TNF-a visando o tratamento tépico
da psoriase. Até a data, o uso da triptolida em nanodispersdes liquida-cristalinas nao
foi reportada na literatura, demonstrando o carater inovador do estudo e a grande
importancia de investigar a sua incorporacao nesse sistema, além da associacdo com
a terapia anti-sense, advinda das moléculas de siRNA direcionadas a citocina TNF-a.
Desta forma, além de implicar em novas estratégias para o tratamento da psoriase, 0
desenvolvimento deste sistema propde novos avangos para a tecnologia dos cristais

liquidos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é desenvolver e caracterizar as nanodispersfes

liquido-cristalinas como carreador multifuncional para co-administracdo topica de
triptolida e SIRNA TNF-a.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e validar um método analitico em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia para quantificacdo de triptolida;

Desenvolver e produzir NLCs contendo triptolida e siRNA, bem como um
hidrogel contendo as NLCs;

Caracterizar as formulacbes (NLCs e NLCs-hidrogel) quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas e morfologicas;

Caracterizar as propriedades reologicas do hidrogel contendo as NLCs;
Caracterizar in vitro a cinética de liberacéo e os perfis de permeacéo e retencao
cutaneas da triptolida e do siRNA veiculados nas formulac¢des;

Avaliar a viabilidade celular das NLCs;

Avaliar a eficiéncia de internalizacao celular das NLCs;

Elucidar o mecanismo de internalizacao e o trafico intracelular das NLCs; e
Avaliar a eficacia da terapia multifuncional in vitro em células induzidas a um

processo inflamatério por exposicéo a lipopolissacarideo.
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3.1. MATERIAL

3.1.1. Solventes, reagentes e matérias-primas

A monoleina (Myverol 18-99K) utilizada neste projeto foi cordialmente cedida
pela Kerry Bio-Science (Irlanda). Acido oleico (> 99% pureza), polimero poli(alilamina
hidroclorada) (PAH), triptolida (> 98% pureza), poloxamer 407, meio aquoso de
montagem de laminas Fluoromount™, corante fluorescente DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol), corante fluorescente rodamina 123, corante fluorescente lysotracker green
DND-26, paraformaldeido, meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640; soro bovino
fetal (SBF), solucdo antibidtica e antimicotica (10000 Ul de penicilina; 10 mg de
estreptomicina e 25 ug de anfotericina B por mL), tripsina-EDTA (10x), dimetil-
sulfoxido (DMSO), histopaque 1077, resazurina, azul de Tripam, iodeto de propideo e
lipopolissacarido (origem Salmonella enterica sorotipo typhimurium) foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (EUA).

O polimero hidroxietilcelulose (HEC) (Natrosol® 250 HHr) foi adquirido da
Agualon™ (Hopewell, Virginia). O Tissue-Tek® O.C.T. foi adquirido da Sakura Finetek
(EUA). A agarose Ultrapure™, Opti-MEM e Lipofectamine 2000® foram adquiridos da
Invitrogen (Carlsbad, EUA). A heparina sédica (5000 Ul/mL) foi adquirida da
Blausiegel (Cotia, SP, Brasil). O corante fluorescente de &cidos nucléicos ultra-
sensivel (GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, 10000x) foi adquirido da Biotium, Inc.
(Hayward, EUA). A &gua isenta de RNAse (com dietilpirocarbonato), o SiRNA
Silencer® controle negativo, siRNA Silencer® conjugado com Alexa Fluor 647 e o
siRNA Silencer® pré-desenhado TNF-a (cédigo #AM16706) foram adquiridos da
Ambion™ (Estados Unidos).

Os inibidores de vias endociticas (filipina Ill de Streptomyces filipinensis;
citocalasina D de Zygosporium mansonii; citocalasina B de Drechslera dematioidea;
sacarose, metil-B-ciclodextrina, cloridrato de clorpromazina; difosfato de cloroquina,
cloridrato de amilorida e azida sodica) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA).

Os reagentes e anticorpos (reativos para humano) para TNF-a, IL-6, IL-1B e
TGF-B (do inglés, transforming growth factor-g) foram adquiridos da BD Biosciences
(Estados Unidos).
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Todos os outros reagentes possuiam grau analitico. Agua deionizada (Milli-Q
Millipore Simplocity 185, Bedford, EUA) foi utilizada no preparo de todas as solugdes.

3.1.2. Peles suinas

As peles suinas utilizadas nos experimentos in vitro foram obtidas das orelhas
de porcos (espécie Sus scrofa domesticus) imediatamente apds o abatimento do
animal e previamente aos procedimentos de escaldagem (Frigorifico Frigodeliss Ltda;
Capivari, SP).

As peles foram mantidas a aproximadamente 4 °C enquanto transportadas para
o laboratorio, onde foram higienizadas, dissecadas e congeladas (- 20 °C). As peles

congeladas foram utilizadas no maximo em 15 dias.

3.1.3. Linhagens celulares

Para os estudos in vitro foram utilizados a linhagem celular de queratindcitos
humanos normais, HaCaT, disponivel no banco celular do Laboratorio de
Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto (Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, SP, Brasil). O cultivo e
manutencao da linhagem esta descrito no item 3.2.6.1.1.

A cultura de monécitos humanos primarios foi obtida apds aprovagédo (CAAE:
29151420.9.0000.5403 — Protocolo CEP/FCFRP n° 527; Parecer Consubstanciado n®
4.062.866) do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto (Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

O material foi coletado apds os voluntarios sadios assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo). O isolamento e cultivo celular estédo

descritos no item 3.2.6.1.2.
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3.2. METODOS

3.2.1. Desenvolvimento e validacdo do método analitico para quantificacéo de

triptolida por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

3.2.1.1. Padronizacédo da metodologia e condi¢cdes analiticas

O método analitico para quantificacdo de triptolida pela técnica de CLAE foi
desenvolvido em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia modelo SPD 10A VP
(Shimadzu, Kyoto, Japéo), equipado com duas bombas (LC-10 AD VP),
desgaseificador a gas hélio, forno de coluna (CTD 10A VP) e detector Ultravioleta-
Visivel (UV-Vis) (SPD 10A VP) operando a 218 nm. A aquisi¢édo e andlise dos dados
foram realizadas pelo software ClassVP Shimadzu®.

Durante o desenvolvimento do método diferentes condi¢des analiticas foram
avaliadas. A condicdo analitica que se mostrou adequada para prosseguir com a
validacdo foi definida como: coluna de fase reversa Cis (LiChroCART® 250-4
LiChrospher®, RP-18, 250 mm x 4,6 mm, granulometria de 5 pm; Merck, Darmstadt,
Alemanha), fase movel isocrética, previamente desgaseificada com gés hélio,
composta por acetonitrila e agua MilliQ (70:30, v/v) acidificada com 0,02 % (v/v) de
acido ortofosforico (pH 4,5), vazao da fase movel de 0,9 mL/min, volume de injecéo
correspondente a 40 uL, forno da coluna a 25°C (temperatura ambiente) e tempo total
de corrida fixado a 6 min.

Uma solugdo estoque de triptolida foi preparada em acetonitrila grau
cromatografico, na concentracdo de 100 pg/mL. A partir desta solucdo foram

preparadas as diluicGes aquosas necessarias para 0s demais ensaios.

3.2.1.2. Parametros de validacéo

A validacdo do método foi realizada conforme os parametros estabelecidos na
Resolucdo da Diretoria Colegiada n° 166 (2017) da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e recomendacdes da International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005). Os ensaios
foram realizados para seletividade, linearidade, precisédo e exatiddo, limite de

deteccéo e quantificacéo, recuperacdo em matriz e robustez.
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3.2.1.2.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada para diferentes amostras de modo a
verificar possiveis interferéncias em amostragens futuras: (i) fase mével; (ii) solucéo
receptora da célula de Franz (tampé&o fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,2); (iii) formulacéo
de estudo e (iv) matriz biolégica homogeneizada em acetonitrila.

Para o ensaio com a matriz biologica, aproximadamente 2 g da pele suina
(dermatomizada a 500 um) foram picotadas, adicionadas de 5,0 mL de acetonitrila e
trituradas com o auxilio de um homogeneizador de tecidos (Marconi, Turrax MA102,
Brasil) por um minuto. Em seguida, a dispersdo resultante foi filtrada (membrana
Millipore® poro de 0,22 um) e injetada no cromatografo liquido (item 3.2.1.1.). Este

ensaio foi realizado em triplicata.

3.2.1.2.2. Linearidade

Para a construgdo das curvas analiticas e avaliagdo da linearidade do método,
foram preparadas a partir da solugéo estoque de triptolida (100 pg/mL) diluicbes em
agua ultra-pura, nas respectivas concentracées: 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10 e 12,5
pug/mL. Em seguida, as amostras foram injetadas no cromatografo liquido (item
3.2.1.1.). Este ensaio foi realizado em triplicata e por trés dias consecutivos.

A partir dos resultados encontrados, foram construidas as curvas analiticas
relacionando a area dos picos (eixo das abscissas) versus suas respectivas
concentracdes (eixo das ordenadas). A andlise estatistica dos dados foi obtida pelo
método de regressao linear dos minimos quadrados e expressa pela equacao de
primeira ordem y = ax + b, em que (a) corresponde ao coeficiente angular, dado pela
inclinacdo da reta, e (b) corresponde ao coeficiente linear, dado pelo ponto de
interseccdo da reta com o eixo das abscissas. A faixa linear de trabalho determinada
por intermédio do coeficiente de determinacdo (R?) e aceito quando acima de 0,99
(Art. 23, Secdo Il, RDC n° 166/ 2017, ANVISA).

A distribuicdo e andlise de residuos foi realizada pelo teste de Durbin Watson
utilizando o software MiniTab® 2017, o qual foi aplicado para detectar a presenca de
autocorrelacao (dependéncia) entre os residuos de uma analise de regressao; e o
teste de ajuste (Lack-of-fit) seguido pelo teste de Anderson-Darling, para avaliar a

distribuicdo dos dados individualmente.
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3.2.1.2.3. Preciséo e exatidao

A preciséo e exatiddo do método foram avaliadas intra- e inter-dias. Para tanto,
foram preparadas de maneira independente trés concentracfes de triptolida em
diferentes niveis (baixo, médio e alto) contemplando o intervalo linear do método,
sendo: 0,5; 2,5 e 10 pg/mL.

A precisdo intra-dia foi determinada injetando trés réplicas de cada
concentracdo em um mesmo dia, sendo calculada matematicamente pela Equacgéo 1
e expressa em porcentagem pelo coeficiente de variagcdo (CV) entre os pontos

injetados.
CV (%) = % x 100 (Equacéo 1)
Em que: DP = desvio padréo; x = area dos picos
A exatidao intra-dia foi calculada a partir dos valores de concentracdes

mensurada e tedrica (Equacao 2), sendo expressa pela porcentagem de recuperacao
(Rec).

Concentragdo mensurada

Rec (%) = ( ) x 100 (Equacéo 2)

Concentragéo tedrica

Para determinacéo da preciséo e exatidao inter-dia, 0 mesmo procedimento foi
tomado, sendo que, as amostras foram injetadas trés vezes por trés dias

consecutivos. Todos os dados obtidos foram apresentados pela média + DP.

3.2.1.2.4. Limite de quantificacao e limite de deteccao

O limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccéo (LD) foram determinados a
partir de solucdes preparadas em concentracdes de triptolida a 0,05; 0,025 e 0,01
Mg/mL. Para isso, as amostras foram preparadas de forma independentes e injetadas
10 vezes no cromatografo liquido (item 3.2.1.1). Os dados obtidos foram apresentados
pela média + DP.

Os resultados foram analisados e o LQ foi obtido para o menor nivel

determindvel com precisdo e exatiddo dentro dos niveis de aceitacdo previamente
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estipulados pelas normas de validag&o. O LD foi determinado visualmente, pela razéo

sinal ruido > 2:1.

3.2.1.2.5. Teste de recuperacdo em matriz

Para determinar a capacidade de extracdo do analito em uma matriz e a
porcentagem de recuperacdo mensurada pelo método analitico, a matriz (pele suina)
foi tratada com concentracdes pré-determinadas de soluc¢des padrédo de triptolida em
acetonitrila.

Inicialmente as peles suinas dermatomizadas a 500 um (n = 3) foram apoiadas
ao fundo de tubos de ensaio e adicionados 50 pyL de solugbes de triptolida em
acetonitrila nas concentragdes de 100; 25 e 5 pg/mL. As peles foram mantidas durante
30 min em fluxo laminar para que a acetonitrila evaporasse, e em seguida a pele foi
triturada e adicionados 4,5 mL de acetonitrila (concentracao final de triptolida 10; 2,5
e 0,5 ug/mL) para extracao da triptolida residente na matriz. A mistura foi levada a um
homogeneizador de tecido (Marconi, Turrax MA102, Brasil) por um minuto e ultrassom
(QUIMIS®, Q3350, Brasil) por 15 min, filtrada (membrana Millipore® poro de 0,22 um)
e injetada no cromatografo liquido (item 3.2.1.1.).

Os experimentos foram realizados em triplicata e a porcentagem de triptolida
determinada em relacdo a quantidade total adicionada foi considerada como sendo a
porcentagem de recuperacéo, calculada matematicamente pela equacgao 2. Os dados

obtidos foram apresentados pela média + DP.

3.2.1.2.6. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método, foram realizadas variacbes nas
condicdes analiticas, como vazéo da fase mével (0,85 e 0,95 mL/ min), propor¢éo da
fase movel (65:25 e 75:15, v/v) e comprimento de onda (A 217 e 219 nm).

Para cada parametro alterado foram realizadas curvas analiticas em triplicata
independentes e os resultados foram avaliados em relacdo as mudancgas no tempo de
retencdo da triptolida e na amplitude do pico. Todos os dados obtidos foram

apresentados pela média + DP.
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3.2.2. Desenvolvimento das NLCs

3.2.2.1. Obtencéao

Os géis precursores da fase liquido-cristalina hexagonal reversa composto por
monoleina, acido oleico e fase aquosa (8:1:90, m/m/m) foram preparados utilizando
meétodo previamente descrito (LOPES et al., 2006; ROSSETTI et al., 2011) com
modificacdes. Resumidamente, a monoleina fundida (42 °C) foi misturada com o acido
oleico na presenca ou nao de triptolida (0,04%, m/m), e em seguida, a fase aquosa
(composta de tampéao fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,0 com 1% de poloxamer 407)
juntamente com 0,5% (m/m) de polimero catidbnico PAH pré-solubilizado, foi
adicionada.

O gel formado em excesso de fase aquosa foi mantido a temperatura ambiente
por 24 h, ao abrigo da luz. Apos esse periodo, para obtencdo das NLCs, o gel foi
previamente submetido a 1 minuto de agitacdo em agitador de tubos (IKA®, Vortex
Genius 3, Brasil), seguido de 1 minuto de sonicacdo (sonicador de agulha Bandelin
Eletronic, UW2200, Berlin) a 30% de poténcia maxima, sob banho de gelo. Apés a
sonicacgdo, obteve-se uma dispersao leitosa, de baixa viscosidade e anisotropica.

Para os ensaios com siRNA, quantidades exatas de NLCs e siRNA foram
misturadas e mantidas em equilibrio por 30 minutos em temperatura ambiente para
interacdo elestrostatica. A concentracdo de siRNA foi determinada de acordo o

requerido para cada ensaio, sendo mencionada na descricdo de cada ensaio.

3.2.2.2. Avaliagéo da incorporacdo do polimero catidnico nas NLCs em
diferentes concentracdes

Para determinar a minima concentracdo de PAH necessaria para promover
uma carga superficial positiva as NLCs, foi incorporado ao sistema liquido-cristalino
concentracdes de PAH variando de 0,1 a 2,5% (m/m). Neste ensaio o sistema liquido-
cristalino foi preparado nas proporgdes anteriormente relatadas. Ao final, a carga
superficial foi medida pelo potencial zeta, como descrito no item 3.2.3.1. Os dados

obtidos foram apresentados pela média + DP.

3.2.2.3. Producéo de hidrogel contendo as NLCs
De forma a aumentar a viscosidade da dispersao incorporou-se o polimero HEC

1% (m/v) e submeteu-se a agitagcdo magnética constante a 400 rpm por 3 h em
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temperatura ambiente (ROSSETTI et al., 2011). O hidrogel formado foi mantido em

equilibrio por 24 h para entao, ser utilizado nos ensaios.

3.2.3. Caracterizacdao fisico-quimica das NLCs

3.2.3.1. Andlise do diametro hidrodindmica médio de particula, indice de
polidispersao e potencial zeta

O diametro hidrodindmico médio e a homogeneidade da distribuicdo de
tamanho de particula, dado pelo indice de polidispersédo (do inglés, Polydispersity
Index, PDI) foram determinados por espalhamento de luz dindmico pelo equipamento
Zetasizer Nano System ZS e os dados processados pelo software Zetasizer verséo
7.10 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

Uma aliquota das NLCs foi diluida em agua MilliQ (1:400, v/v) e colocada em
celas de quartzo de 1 cm de caminho Optico e as medicBes foram realizadas em
temperatura ambiente (25 °C). O equipamento possui um laser de HeNe de 4mW
operando em um comprimento de onda de 633 nm e realiza medi¢cdes nao invasivas
por “back scatter optics”, em média de 12 determinacBes para cada analise. As
medicbes foram feitas num angulo de deteccdo de 173° e a posicdo da cubeta é
automaticamente determinada pelo software do equipamento. Os dados obtidos
representam os valores médios de trés medi¢cbes independentes (média + DP).

O potencial zeta das NLCs também foi medido no equipamento Zetasizer Nano
System ZS e os dados processados pelo software Zetasizer verséo 7.10 (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK). Neste ensaio, o potencial zeta € determinado pela
mobilidade eletroforética das particulas/ goticulas dispersas submetidas a um campo
eletroforético. Uma aliquota das NLCs foi diluida em agua MilliQ (1:400, v/v) e
colocadas em células com dois eletrodos. Os dados obtidos representam os valores

médios de trés medi¢bes independentes (média + DP).

3.2.3.2. Analise da eficiéncia de encapsulacao da triptolida

A quantificagcdo de triptolida encapsulada nas NLC TP foi determinada pelo
método de ultra-filtracdo/ centrifugacdo, utilizando dispositivo de ultra-filtracdo
constituidos de celulose regenerada de 50 kDa (Amicon - Millipore®, Darmstadt,

Alemanha). Exatamente 1 mL das NLCs foram individualmente adicionados a unidade
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de filtro seguido de centrifugacdo a 3000 xg (centrifuga 5430R, Eppendorf, Hamburg-
Eppendorf, Alemanha) por 5 min a 25 °C. A triptolida n&o encapsulada foi coletada no
ultrafiltrado e posteriormente quantificada em CLAE (item 3.2.1.1.). Assim, a eficiéncia
de encapsulacéo (EE, %) foi calculada utilizando os valores da concentragéo tedérica

e da concentracdo mensurada, de acordo com a Equacéao 3.

Concentragdo mensurada—Concentragdo tedrica

EE(%) = ( ) x 100 (Equacao 3)

Concentragéao teodrica

Os dados obtidos representam os valores médios de trés medidas para trés

formulacdes independentes (média + DP).

3.2.3.3. Andlise da eficiéncia de complexacdo e integridade do siRNA liberado
das NLCs
3.2.4.3.1. Preparo do gel de agarose 2% e condi¢Oes eletroforéticas

A eficiéncia de complexacdo do siRNA nas NLCs e integridade do siRNA
liberado do complexo com as NLCs foram avaliadas pela técnica de eletroforese em
gel de agarose. Para isto, o gel de agarose 2% (m/v) foi preparado com 1,2 g de
agarose em 60 mL de tampdo Tris-acetato-EDTA (1x, pH 8,0). A agarose foi
solubilizada no tampéo sob aquecimento e vertida na placa de corrida para total
polimerizacao.

Apos o preparo e adigdo as amostras (10 pL/pogo) no gel, a corrida
eletroforética (Electrophoresis Power Supply, UK) foi realizada em cuba horizontal
contendo tampdo Tris-borato-EDTA (1x, pH 8,0), a uma tensédo constante de 100 V,
amperagem de 400 mA, por 20 min. Ao final, a visualizagdo das bandas foi realizada
sob um Transluminator (Loccus Biotechnology, Brasil) e a aquisicdo de imagens foi

obtida usando o software QuantityOne.

3.2.3.3.2. Preparo das amostras para o ensaio de complexacéo do siRNA

Para avaliacdo da complexacdo do siRNA nas NLCs as amostras foram
preparadas para um total de 10 pL, volume minimo necessario para aplicagao no gel.
O siRNA a uma concentracgao final de 5 uyM foi incubado por 30 min com as NLCs.
Apos este tempo, adicionou-se 1 uL do corante fluorescente de acidos nucleicos ultra-

sensivel e as amostras foram adicionadas em cada pogo do gel.
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Para este ensaio os controles positivo e negativos foram: siRNA (5 uM), agua
isenta de RNAse e NLCs.

3.2.3.3.3. Preparo das amostras para o ensaio de liberacdo/ integridade do siRNA

Para avaliacdo da integridade do siRNA liberado pelas NLCs, realizou-se o
ensaio de competicdo com polianions de heparina (SCHOLZ; WAGNER, 2012; KRIEG
et al., 2015).

Para isso, as amostras foram preparadas como descrito anteriormente (item
3.2.3.4.2) e apos o periodo de complexacao entre as NLCs e o siRNA, o complexo foi
incubado com 10 pL de heparina sédica (5000 Ul/ mL) por 60 min a 37 °C. Ao final do
preparo, adicionou-se as amostras 1 yL do corante fluorescente de acidos nucleicos
ultra-sensivel.

Os controles positivos e negativos preparados para este ensaio foram: siRNA

(5 yM) com heparina, heparina livre e NLCs com heparina.

3.2.3.4. Analise do rastreamento de particulas

A analise de rastreamento de particulas (do inglés, Nanoparticle tracking
Analysis; NTA), realizada pelo equipamento Nanosight NS300 (Malvern, Reino Unido)
acoplado com camera de alta sensibilidade e médulo de laser de 642 nm, foi realizada
para determinar a concentracdo de NLCs (densidade do numero de particulas). As
NLCs foram diluidas (1:5000, v/v) em agua MilliQ e injetadas na camara da amostra
com uma seringa estéril (BD Plastioak, Parand, Brasil). As medi¢des foram realizadas

a 25 °C e os resultados foram processados pelo software NTA 3.1 Build 3.1.54.

3.2.3.5. Analise por espalhamento de raios-X a baixo angulo

A analise por espalhamento de raios X a baixo angulo (do inglés, Small-Angle
X-ray Scattering; SAXS) no Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo (IFUSP-
SP; SP, Brasil)

As medi¢des foram realizadas utilizando uma camera de raios X de baixo
angulo Xeuss® 2.0 da Xenocs, disponivel no laboratério do Grupo de Fluidos
Complexos do IFUSP. Este equipamento possui fonte de raios X microfoco (Cu Ka),
espelhos, 2 colimadores de baixo espalhamento e detector Pilatus. As amostras foram
colocadas em capilares cilindricos de vidro com diametro interno de 2,0 mm e

posteriormente colocadas em cases de aco e vedadas com tampas removiveis. A
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curva de espalhamento de um capilar vazio foi usada como disperséo de fundo, a qual
foi removida das intensidades de espalhamento da amostra, apds a correcdo da
transmissao. O tempo de aquisi¢cao de cada curva de espalhamento foi de 1 hora a 23
°C (temperatura controlada).

Com o software do equipamento a curva foi integrada a fim de gerar um arquivo
de intensidade em funcdo de 26 (dngulo de espalhamento) ou em q (vetor de

espalhamento) (Equacéao 4).

4mtsend

q= (Equacéo 4)

As estruturas liquido-cristalinas foram determinadas calculando os valores das
distancias interplanares, d, da lei de Bragg (Equacao 5). Nesta equacao, q e 6 sao o
vetor de espalhamento e o angulo do raio incidente, respectivamente, A é o

comprimento de onda do feixe de raios X e d € a distancia interplanar:

2dsenf = n x A (Equacéo 5)

Uma nova equacao (6) é obtida a partir da combinacao das equacdes 4 e 5:

d=— (Equacéo 6)

Neste trabalho, os padrbes de espalhamento foram obtidos plotando as
intensidades de espalhamento em fun¢éo do vetor de espalhamento, e partir desses
dados foram calculados as razfes entre as distancias interplanares e os parametros
de rede (DONG; BOYD, 2011).

3.2.3.6. Estudos de estabilidade fisica e quimica das NLCs

A estabilidade fisico-quimica das NLC e NLC TP (n = 3) foram determinadas
durante um periodo de 90 dias, sob diferentes condicdes: (a) baixa temperatura (4°C);
(b) temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C); e (c) alta temperatura (40 °C),
conforme recomendado na literatura especializada (ADAIR; BERRY; MCGREAL,
1996; ICH; GUIDELINE, 2003; ANVISA, 2012).
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Medicbes do diametro hidrodinAmico médio, indice de polidisperséo, potencial
zeta (item 3.2.4.1.) e o conteudo de triptolida encapsulada (item 3.2.4.2.) foram
realizadas como parametros de avaliacdo da estabilidade. Os dados obtidos
representam os valores médios de trés medidas para trés formulac¢des independentes
(média = DP).

3.2.3.7. Estudo do comportamento reolégico dos hidrogeis contendo as NLCs

Os hidrogeis de HEC 1% contendo ou ndo as NLCs foram submetidos aos
estudos de comportamento reoldgico utilizando um redmetro modelo Discovery Hybrid
Rheometer HR-2 da TA Instruments (New Castle, DE) equipado com dispositivos de
placa e cone, controle de temperatura por sistema Peltier e software Rhocalc,
disponivel no Laboratério de Farmacotécnica Industrial da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (Universidade de Sado Paulo, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil).

Neste ensaio as amostras foram cuidadosamente aplicadas a placa inferior
utilizando espétula, de modo a evitar cisalhamento das amostras. As curvas de fluxo
ascendente foram obtidas com gradiente de cisalhamento, no intervalo de 0 a 1000 s-
1. no periodo de 150 s e mantido o cisalhamento maximo por 20 s. Apés este periodo
iniciou a curva descendente em condigcédo inversa a ascendente. Os dados foram
processados pelo software TRIOS do equipamento (TA Instruments, New Castle, DE),
e as curvas ascendentes foram ajustadas aos modelos matematicos Newtoniano,
Bingham, Casson, Power Law e Herschel-Bulkley pelo mesmo software.

As andlises foram realizadas para as formulacdes preparadas 24 h antes:
hidrogel sem NLCs (HEC em agua MilliQ), hidrogel com triptolida (pré-solubilizada em
propilenoglicol), NLC-hidrogel e NLC TP-hidrogel, em temperatura controlada de 32

°C. Os dados obtidos representam os valores médios de trés replicatas (média + DP).

3.2.3.8. Analise do perfil de textura dos hidrogeis contendo as NLCs

As propriedades mecéanicas dos hidrogeis de HEC 1% contendo ou néo as
NLCs foram avaliadas a partir da analise do perfil de textura utilizando um analisador
de textura modelo TA-XT plus da Stable Micro System® (Surrey, Reino Unido), no
modo de forga em compressdo, disponivel no Laboratério de Farmacotécnica
Industrial da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (Universidade

de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).
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As formulacdes foram acondicionadas em béqueres idénticos de 10 mL a uma
altura fixa, evitando-se a introducéo de bolhas de ar. Foi utilizada uma prova analitica
cilindrica de 10 mm de didmetro no interior da amostra movida com velocidade de 1
mm/s, profundidade de 15 mm e velocidade de retorno de 2 mm/s (Figura 7 A). A
partir dos dados obtidos, o grafico resultante da forca (N) versus o tempo (s) (Figura
6 B) foi plotado pelo software Exponent (Stable Micro System, Surrey, Reino Unido),
e as propriedades mecéanicas como compressibilidade, adesividade e coesividade
puderam ser calculadas. Os dados obtidos representam os valores médios de trés
replicatas (média + DP)

Este ensaio foi realizado para as seguintes formulacdes preparadas 24 h antes:
hidrogel sem NLCs (HEC em agua MilliQ), hidrogel com triptolida (pré-solubilizada em
propilenoglicol), NLC -hidrogel e NLC TP-hidrogel.

Figura 7 - Representacdo ilustrativa do processo de analise do perfil de textura. [A] A
prova cilindrica fixada no equipamento apds a calibracdo (1) € movida em direcdo a
formulagdo (2) a uma velocidade de 1 mm/s, durante 10 s, em seguida a prova cilindrica é
movida para cima (2 mm/s) até a ruptura entre a formulagéo e a prova (3). [B] Curva tipica
obtida para a analise do perfil de textura.

B
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3.2.3.9. Estudos de bioadesividade dos hidrogeis contendo as NLCs

A forca de bioadesividade dos hidrogeis formados com as NLCs também foram
avaliadas utilizando um analisador de textura modelo TA-XT plus da StableMicro
System® (Surrey, Reino Unido), no modo de forca em compresséo, disponivel no
Laboratorio de Farmacotécnica Industrial da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto (Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Neste ensaio, inicialmente um disco de acrilico foi revestido com um fragmento

circular de pele suina (previamente dissecada) e preso com um anel de compresséao
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com um diametro de 13 mm. As amostras foram pesadas (0,5 g) e adicionadas no
corpo da prova, que foi fixado ao acessorio superior (Figura 8).

Figura 8 - Representacdo ilustrativa do analisador de textura para andlise de
bioadesividade. A prova cilindrica (seta vermelha), contendo a amostra (seta amarela),
fixada no equipamento apos a calibracdo € movida em diregdo a membrana bioldgica (seta
verde) a uma velocidade de 1 mm/s, durante 10 s, em seguida a prova cilindrica é movida
para cima (1 mm/s), até a ruptura entre a formulacdo e a membrana.

Fonte: do autor, 2020.

Em seguida, o acessorio superior do equipamento foi movimentado para baixo
até tocar a superficie da pele, mantendo compresséo de 0,5 N por 1 min. ApGs este
periodo, o acessério foi movimentado para cima (médulo de tensdo) a velocidade
constante de 0,1 mm/seg até que o corpo de prova de destacasse da pele. A forca
necessaria para destacar a amostra da pele ou forca de adeséo (Fa, N), e o trabalho
de bioadesividade referente a area sob a curva de forca em relacdo a distancia (TA,
N x mm), foram determinadas pelo software Exponent® (Stable Micro System, Surrey,
Reino Unido).

Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente para todas as amostras,
sendo: hidrogel sem NLCs (HEC em agua MilliQ), hidrogel com triptolida (pré-
solubilizada em propilenoglicol), NLC-hidrogel e NLC TP-hidrogel. Os dados obtidos

representam os valores médios de cinco replicatas (média + DP).
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3.2.4. Caracterizagdo morfolégica das NLCs

3.2.4.1. Analise por microscopia de luz polarizada

A identificacdo das fases cristalinas liquidas antes da dispersdo sob alta
energia foi observada apos 24 h, a temperatura ambiente (25°C) em microscopio
optico (Axioplan 2, ImagePol, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) equipado com um
filtro polarizador e acoplado a uma camera digital (AxioCamHRc, Zeiss, Oberkochen,

Alemanha) com um sistema de video e aquisicdo automatica de imagens.

3.2.4.2. Andlise por microscopia de for¢ca atbmica

As andlises morfoldgicas por microscopia de forca atbmica (do inglés, Atomic
Force Microscopy; AFM) foram realizadas no equipamento Scanning Probe
Microscope modelo SPM-9600, da Shimadzu e software SPM Online, fornecido pela
Shimadzu, disponivel no Laboratério de Microscopia de Forca Atdbmica do
Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto (Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Em uma superficie de mica foi depositada e espalhada 5 yL da amostra (NLC
e NLC TP) previamente diluida em &gua ultra-filtrada (1:400, v/v). O substrato de mica
com a amostra permaneceu por 2 h em temperatura de 25 °C para secagem lenta, e
em seguida colocada por 48 h em dessecador a 25 °C.

Todas as medi¢des foram realizadas com um cantileverde silicio de 124 ym de
comprimento, operando no modo contato intermitente, em frequéncia de ressonancia
entre 324-369 KHz, rigidez de 34-51 N/m e forga constante.

Os resultados dimensionais foram processados usando o préprio software do
equipamento. No minimo dez imagens de cada amostra foram analisadas para

garantir resultados reprodutiveis.

3.2.5. Estudos in vitro em célula vertical de Franz

3.2.5.1. Liberacao cutdnea em membrana sintética

Para avaliacdo do perfil de liberacdo da triptolida nas formulagées, foi utilizado
membranas sintéticas de acetato de celulose (1200 a 1400 Da, Fisherbrand) em uma
célula vertical de difusdo de Franz (Hanson Instruments, EUA) com uma &rea de

difusdo de 1,77 cm?. O compartimento receptor foi composto por 7 mL de tampéo
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fosfato de sédio 0,01 M (pH 7,2 £+ 0,2), mantido a 32 °C (temperatura controlada) e
agitacao constante (400 rpm) durante todo o periodo de analise (PRACA et al., 2018).

No compartimento doador foram aplicados exatamente 500 pyL da solucao de
triptolida (propilenoglicol:agua, 1:5, v/v), 500 uL de NLC TP, 0,5 g de TP-hidrogel e 0,5
g de hidrogel-NLC TP. A quantidade de cada formulagdo representa 166,6 ug de
triptolida. Apos 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12 e 24 horas, a solucéo receptora foi coletada (1
mL) e quantidade de triptolida foi determinada em cromatografo liquido pelo método
analitico validado (item 3.2.1.1). Este ensaio foi realizado sob condi¢cdes Skin e dose
infinita.

A equacédo 7 foi usada para calcular a quantidade de triptolida presente no

compartimento receptor.

Qrealt = Cmye.Vi+Vy . X" 1C, (Equacéo 7)

Nesta equacéo, Qrealt cOMmpreende o valor acumulado no tempo em questao;
Cmt é a concentracdo determinada no tempo em questédo; V: e Vo, sdo 0s volumes
presentes na célula de difusdo e o volume removido, respectivamente; e Cq € a
concentracédo da amostra removida.

Os dados obtidos foram plotados graficamente relacionando a concentracao
(ug/cm?) versus o tempo (h), e estes representam os valores médios de cinco
replicatas (média + DP).

A cinética de liberacdo da triptolida pelas formulacdes foram ajustadas aos
modelos matematicos de ordem zero, primeira ordem e Higuchi.

O melhor modelo a representar a cinética de liberacéo foi considerado aquele
com maior valor de coeficiente de correlacdo linear (R?) (COSTA; SOUSA LOBO,
2001).

3.2.5.2. Permeacgéo cutanea em membrana bioldgica

Os estudos de permeacao in vitro foram realizados de acordo com a Diretriz
OECD 428 (2004), usando a pele da orelha de porco como membrana biologica
animal. A pele higienizada e dissecada foi cuidadosamente dermatomizada
(dermatémetro Nouvag® AG TCM 3000, Suiga) em uma espessura de 500 ym e os

fragmentos de aproximadamente 4 cm? foram montados nos sistemas de células
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verticais de difusdo de Franz (Figura 9 A). As condi¢cOes experimentais (temperatura
de 32 °C e agitagcdo constante de 400 rpm), amostras em estudo e tempos de
amostragens foram realizadas igualmente ao ensaio anterior (item 3.2.5.1.).

Apoés obtencao grafica dos resultados, parametros cinéticos de permeacéao,
como fluxo, lag time, coeficiente de permeacao foram calculados. Os dados obtidos

representam os valores médios de cinco replicatas (média + DP).

3.2.5.3. Retencédo cutanea em membrana biologica
3.2.5.3.1. Andlise quantitativa pela técnica de tape-stripping

Para estudar o perfil de penetracao/ retencao da triptolida entre as camadas da
pele suina (estrado cérneo, epiderme e derme viavel) (Figura 9 B) foi empregada a
técnica de tape stripping. Resumidamente, o estrato cérneo é removido por uma
sequéncia de 15-20 fitas adesivas, e estas fitas submetidas a um processo de
extragcdo, para que o analito de interesse seja quantificado por um método analitico
adequado (LADEMANN et al., 2009; PRACA et al., 2018).

Desta forma, para este ensaio, os fragmentos de 4 cm? da pele suina
dermatomizada (500 um) foram montados nos sistemas de células verticais de difusdo
de Franz, e realizou-se o0 ensaio sob as mesmas condi¢cdes experimentais anteriores
(item 3.2.5.1.). Ao final de cada tempo pré-determinado (2, 4, 6, 8 e 12 horas) as peles
(n = 5) foram removidas da célula vertical de difusdo de Franz e as superficies foram
cuidadosamente lavadas com agua MilliQ, para remocédo do excesso de formulacao.
Em seguida, foram submetidas ao tape stripping, com 15 fitas adesivas. As fitas
adesivas foram misturadas em uma quantidade exata de acetonitrila para extracao da
triptolida e entdo, a solucdo de extracdo foi submetida a analise em cromatégrafo
liquido (item 3.2.1.1) (Figura 9 C).

O restante da pele (epiderme e derme-viavel) em acetonitrila foi submetido a
homogeneizacdo (homogeneizador de tecidos, modelo Turrax MA102, Marconi,
Brasil) por um minuto e banho de ultrassom (modelo Q3350, QUIMIS®, Brasil) por 20
min. Em seguida a suspensao obtida foi filtrada (membrana Millipore® poro de 0,22
pMm) e analisada em cromatografo liquido (item 3.2.1.1) (Figura 9 C). Os dados obtidos

representam os valores médios de seis replicatas (média + DP).
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Figura 9 — Representacao ilustrativa da célula vertical de difusdo de Franz e os ensaios
de permeacdo e retencdo cuténeas. [A] Componentes que compdem a célula vertical de
difusdo. [B] Camadas da pele como referéncia a pele de orelha de porco dermatomizada a
500 pm utilizada nos ensaios, e a localizagdo das NLCs em cada ensaio: (1) fragdo do EC e
(2) fracdo epiderme-derme obtidas pela técnica de tape-stripping; e em (3) conteldo
permeado determinado no compartimento receptor. [C] Técnica de tape stripping e extragédo
da triptolida presente na fracdo tecidual do EC e na fracdo da EP+D para quantificacdo
utilizando CLAE UV-Vis.
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3.2.5.3.2. Analise qualitativa por microscopia confocal de varredura a laser

A intensidade e profundidade de penetragcdo na pele das NLC TP, foram
investigadas por microscopia confocal de varredura a laser (do inglés, Confocal Laser
Scanning Microscopy, CLSM), que permite a visualizagdo mediante a complexacao
das NLCs com siRNA marcado com Alexa Fluor 647, um corante fluorescente
vermelho brilhante com excitagdo e emissdo maximas a 652 nm e 670 nm,
respectivamente.

As analises foram realizadas no microscopio CLSM, modelo Leica TCS SP8
(Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA) equipado com laser HeNe 633 nm
e software LAS-AF, disponivel no Laboratério de Imagens de Alta Resolucdo e
Estudos Celulares — LIAREC da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto (Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Neste estudo, as peles suinas foram mantidas nas condi¢des anteriormente
mencionadas (item 3.2.1.1). No compartimento doador foram aplicados exatamente
200 pL de siRNA Alexa Fluor 647 livre (agua livre de RNAse), 200 uL de NLC TP-
SiRNA Alexa Fluor 647 e 0,2 g de hidrogel contendo NLC TP-siRNA Alexa Fluor 647.
A concentracao final de siRNA Alexa Fluor 647 utilizada foi equivalente a 5 uM.

ApGs 6 horas, as peles (n = 2) foram removidas da célula vertical de difusdo de
Franz e as superficies foram cuidadosamente lavadas com agua ultra-filtrada, para
remocado do excesso de formulacdo. Em seguida a regido de contato com as
formulacbes foram congeladas em Tissue-Tek® a -20 °C e seccionadas
transversalmente a 20 ym em um micrétomo criostato (Leica, Wetzlar, Alemanha).

Os cortes histologicos foram posteriormente submetidos a coloracdo dos
ndcleos, utilizando o marcador DAPI (0,3 pg/mL) por 15 minutos e as laminas foram
armazenadas por 12 h sob refrigeracao (4 °C). Apés este periodo, as laminas foram
analisadas em microscopio CLSM. As imagens foram adquiridas com uma objetiva de
imersao de 63 x e lasers de A =405 nm e A = 638 nm, adequados para DAPI e Alexa
Fluor 647, respectivamente. No minimo seis imagens de cada amostra foram

analisadas para garantir resultados reprodutiveis e representativos.
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3.2.6. Estudos in vitro

3.2.6.1. Cultivo celular
3.2.6.1.1. Queratindcitos humanos normais imortalizados

Queratindcitos humanos normais, linhagem HaCaT, foram cultivados em meio
de cultura DMEM, suplementado com 10% de SBF inativado e 1% (v/v) de solucao de
antibiotico e antimicético (10000 Ul de penicilina; 10 mg de estreptomicina e 25 ug de
anfotericina B por mL). Foram mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5%
de COz2. As células foram sub-cultivadas ao atingir 70 a 80% de confluéncia, usando
tampao fosfato salina (PBS) 1x estéril para lava-las e tripsina 3% (p/v) para desagrega-
las do frasco. Apés a desagregacao, as células foram centrifugadas a 1600 rpm por 7
min a 25 °C, ressuspendidas em meio de cultura, diluidas em azul de Tripan 0,1% e

contadas usando camara de Neubauer.

3.2.6.1.2. Mondcitos humanos primarios

Para obtencéo das células primarias, o sangue venoso (20 mL) foi coletado de
trés doadores sadios do sexo masculino apés assinatura do Termo de Consentimento
Informado seguindo as normas impostas pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CAAE: 29151420.9.0000.5403 — Protocolo CEP/FCFRP n°® 527
Parecer Consubstanciado n° 4.062.866).

O sangue foi coletado e acondicionado em frascos a vacuo com heparina. Em
seguida, as células mononucleares do sangue periférico humano foram isoladas pelo
método do gradiente de densidade, usando Histopaque® 1077, conforme as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, o sangue diluido em solucao fisiolégica
0,9% (1:1) foi transferido para tubos contendo 3 mL de solu¢édo Histopaque® 1077 e
centrifugado a 400 x g, por 30 min a 25 °C. Apos a centrifugacdo, a camada das células
mononucleares foi cuidadosamente aspirada e transferida assepticamente para tubos
de centrifugacdo estéreis. Apos a centrifugagcéo, a suspenséo de células foi lavada
duas vezes com solucéo fisiologica 0,9% e cultivada em meio RPMI-1640. Ao final,
utilizaram-se aliquotas das células mononucleares isoladas para determinar o nimero
total de células na camara de Neubauer apos coloracao celular (1:20, v/v) com solugéo
de Turk (cristal violeta a 0,2% em acido acético a 30%) (HAMCZYK; VILLA-
BELLOSTA; ANDRES, 2015; RIOS; TOUYZ; MONTEZANO, 2017) (Figura 10 A e B).
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Figura 10 - Representacdo ilustrativa da obtencdo e cultivo das células primarias
humanas. [A] Coleta e centrifugagdo do sangue venoso para separacdo da fracdo contendo
os leucocitos dos demais componentes sanguineos (plasma, plaquetas e heméacias); [B] o
pellet de células ressuspenso em meio RPMI-1640 e submetido a contagem em camara de
Neubauer em microscopio; e [C] Diluicdo a 3x10° células/mL da suspenséo de células em
meio RPMI-1640 contendo 2,5% de SBF. Apés 2 h as células ndo-aderidas séo retiradas, e
as células aderidas sdo mantidas em cultivo (monécitos).
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Para obter a cultura de mondcitos, a suspensdo de células foi diluida a uma
densidade de 3x10° células/mL em meio RPMI-1640 contendo 2,5% de SBF,
transferidas para placas de 24 pocos e incubadas por 2 h a 37 °C e 5% CO2. ApOs
este periodo, as células ndo aderentes sdo removidas e as células sédo lavadas com
duas vezes com meio RPMI-1640. Em seguida, as células aderidas foram mantidas
em meio RPMI-1640 contendo 2,5% de SBF e incubadas a 37 °C e 5% CO: para 0s
futuros ensaios (Figura 10 C) (HAMCZYK; VILLA-BELLOSTA; ANDRES, 2015; RIOS;
TOUYZ; MONTEZANO, 2017).
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3.2.6.2. Avaliagéo da viabilidade celular por resazurina

As células HaCaT foram cultivadas em placas de 96 po¢os a uma densidade
de 10%células/ pogo em 200 uL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de
SBF, por aproximadamente 15 h a 37 °C e 5% CO2. Apos confirmacdo da adesao
celular, o meio de cultura foi removido e substituido pelo meio contendo as
quantidades desejadas de cada amostra (solucdo de triptolida; siRNA TNF-a livre;
NLC sem PAH; NLC TP sem PAH; NLC; NLC TP; NLC com siRNA TNF-a e NLC TP
com siRNA TNF-a). Como controle positivo as células foram tratadas com meio de
cultura e como controle negativo as células foram tratadas com 30% (v/v) de dimetil
sulféxido (DMSO).

ApoOs 24 h de incubacéo, o meio de cultura contendo cada amostra foi removido,
as células entéo foram lavadas com PBS 1x estéril e o meio foi reposto com resazurina
a 25 pg/mL. As células foram mantidas durante 4 h em estufa a 37 °C e com 5% de
CO2 para tempo de reacdo da resazurina. As medidas de fluorescéncia foram
conduzidas em leitor de microplacas (BioTeK® Synergy 2, EUA), sob as condi¢des:
excitacao A 530/25 nm, emisséo A 590/35 nm; espelho: top 50%, ganho: 35.

A viabilidade celular foi expressa em porcentagem de células vidveis em
relacdo ao grupo controle positivo. A determinagédo dos valores de ICso (50% da
concentracdo inibitéria maxima) foi obtida pelo método estatistico de curva dose-
resposta sigmoidal (software GraphPad Prism 5.0).

Os dados obtidos representam os valores médios de cinco replicatas (média +
DP).

3.2.6.3. Avaliacao da eficiéncia de internalizacéo celular das NLCs
3.2.6.3.1. Eficiéncia de internalizac&o celular por citometria de fluxo

As analises em citometria de fluxo foram realizadas em citbmetro BD
FACSCanto™ Il (BD Bioscience, EUA), do Laboratério de Citometria de Fluxo da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Para determinacdo da internalizacéo celular por citometria de fluxo as células
HaCaT foram cultivadas em placas de 12 pocos a uma densidade de 5x10° células/
poco em 1 mL de meio de cultura DMEM, por aproximadamente 15 h a 37 °C e 5%
CO2. Apos confirmada a adesédo celular, o meio de cultura foi removido e substituido

pelo meio contendo as quantidades desejadas de NLC (2,3x108 particulas/ mL)
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complexada com siRNA Alexa Fluor 647 (40 nM), Lipofectamina 2000® com SiRNA
Alexa Fluor 647 (40 nM) e siRNA Alexa Fluor 647 livre (40 nM).

Apoés 1, 2, 6, 12 e 24 h de incubacdo com os tratamentos, as células foram
lavadas com PBS 1x e tripsinizadas. O conteudo tripsinizado foi centrifugado a 180 xg
por 7 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspendido em 500 uL de PBS 1x. O conteudo ressuspendido foi homogeneizado
com 5 pL de iodeto de propideo (10 mg/ mL) para indicagdo da viabilidade celular e
entdo submetido a analise por citometria de fluxo com detectores adequados para
iodeto de propideo (exc/emi: 635/617 nm) e AlexaFluor 647 (exc/emi: 652/670 nm). Os

dados obtidos representam os valores médios de cinco replicatas (média + DP).

3.2.6.3.2. Eficiéncia de internalizac&o celular por microscopia confocal de varredura
a laser

Para avaliacdo da internalizacao celular do siRNA por microscopia confocal de
varredura a laser, as células HaCaT foram cultivadas em placas de 12 pogcos a uma
densidade de 10° células/ po¢co em 1 mL de meio cultura DMEM e incubadas por
aproximadamente 15 h a 37 °C e 5% CO2 para permitir a aderéncia celular nas
laminulas circulares adicionadas a cada poco.

Apoés confirmada a aderéncia, o meio foi retirado e substituido por um meio
contendo as NLCs (2,3x108 particulas/ mL) complexada com o siRNA Alexa Fluor 647
(40 nM), e a placa foi novamente incubada. A mesma diluicdo foi realizada para a
Lipofectamina 2000® com siRNA Alexa Fluor 647 (40 nM) e siRNA Alexa Fluor 647
livre (40 nM).

Apos 24 h de incubacéo, as células foram lavadas com PBS 1x e fixadas com
uma solucdo de paraformaldeido a 2% (v/v). O excesso de paraformaldeido foi
removido com 2 lavagens com PBS 1x, e em seguida, uma solugdo com DAPI (0,3
pg/ mL) foi aplicada as células por 10 minutos para marcador dos nucleos celulares.
Apés, as células foram lavadas 2 vezes com PBS 1%, e uma solu¢do com Rodamina
123 (1,0 pg/mL) foi aplicada durante 5 minutos como marcador mitocondrial.
Finalmente, as laminulas foram transferidas para uma lamina de vidro com uma gota
de Fluoromount™ e armazenada a 4 °C overnight.

As laminas foram observadas em microscépio CLSM (modelo Leica TCS SPS,

Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA) e as imagens foram adquiridas em
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uma objetiva de imersao de 63 x, usando laser adequados para DAPI (A = 405 nm),
Rodamina 123 (A = 552 nm) e Alexa Fluor 647 (A = 638 nm).

No minimo cinco imagens que foram adquiridas de amostragem aleatoria (n=3
experimentos independentes) de cada amostra foram analisadas para garantir

resultados reprodutiveis e representativos.

3.2.6.4. Estudo dos papeis das vias endociticas na internalizacdo celular das
nanodispersodes liquido-cristalinas
3.2.6.4.1. Viabilidade celular dos inibidores quimicos por resazurina

Para determinar a concentracdo que mantivesse mais de 80% das células
HaCaT viaveis realizou-se o ensaio com diferentes concentracdes dos inibidores

(Tabela 2) e a viabilidade celular foi previamente determinada por resazurina

(descricao item 3.2.7.2.).

Tabela 2 - Inibidores de endocitose: mecanismos e concentracdes avaliadas
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Via de captacéo Inibidor Mecanismo de inibicdo* Falxade~
concentracéo
Sacarose Remove reticulos de c[a_trlna na 220,05M
membrana plasmatica
Clatrina Perda de clatrina e do complexo
Clorpromazina adaptor AP2 da membrana 50a 0,5 uM
plasmatica
_ Metll-B—_ Solubilizacdo de dominios ricos em 20a0,1 mM
. ciclodextrina colesterol
Caveolina Sequestro de colesterol da
Filipina Ill q 30a0,5 uM
membrana
Inibidor de bomba de sédio/préton,
Amilorida interferindo na sinalizagédo de Racl 2 a 0,005 mM
Macropinocitose e Cdc42
Citocalasina D Despolimerizacao actina e 7,5a0,01 uM
desmontagens dos filamentos
Fagocitose Citocalasina B Despolimerizagéo de F-Actina 30a0,1puM
I(\;/Ieell'[jla:rcﬂlsmo Azida sédica Inibicdo da sintese de ATP 175al1mM
Acidificacao Cloroquina Inibicdo da acidificacéo lisossomal 150 a 0,5 uM
endossomal

Fonte: do autor, 2020.

! (EL-SAYED; HARASHIMA, 2013; ZHAO; STENZEL, 2018; NELEMANS; GUREVICH, 2020).

3.2.6.4.2. Avaliacéo das vias endociticas por citometria de fluxo

Para estudar a influéncia das vias endociticas durante o processo de captacao

celular das NLC TP as células HaCaT foram cultivadas em placas de 12 pogos a uma
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densidade de 5x10° células/ poco em 1 mL de meio de cultura DMEM, por
aproximadamente 15 h a 37 °C e 5% CO..

ApGs confirmada a adeséo celular, o meio de cultura foi removido e substituido
pelo meio (DMEM isento de SBF) contendo as concentragfes desejadas de cada
inibidor (pré-determinadas pelo ensaio de viabilidade celular) e mantidas em
incubacgéo durante 1 h (37 °C e 5% CO2). Em seguida, este meio foi substituido pelo
meio contendo as NLC TP (2,3x108 particulas/mL) complexadas com siRNA Alexa
Fluor 647 (40 nM) e incubou-se por 6 h (37 °C e 5% COx).

Decorrido o tempo, as células foram lavadas com PBS 1x e tripsinizadas. O
conteudo tripsinizado foi centrifugado a 180 xg por 7 min. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 500 pL de PBS 1x. O ressuspendido
entao, foi homogeneizado com 5 L de iodeto de propideo (10 mg/mL) para indicagao
da viabilidade celular, e entdo submetido a andlise por citometria de fluxo com
detectores adequados para iodeto de propideo (exc/emi: 635/617 nm) e AlexaFluor
647 (exc/lemi: 652/670 nm). Neste ensaio foram realizados como controles: células
vivas cultivadas em meio DMEM isento de SBF e células tratadas apenas com as NLC
TP-siRNA Alexa Fluor 647.

Os dados obtidos representam a porcentagem relativa de internalizacdo em

comparacao com o controle sem pré-tratamento com inibidor (média + DP; n = 3).

3.2.6.5. Avaliacao do tréafico intracelular por microscopia confocal de varredura
alaser

Para avaliacdo do tréafico intracelular das NLC TP complexadas com siRNA
Alexa Fluor 647 por microscopia confocal de varredura a laser, as células HaCaT
foram cultivadas em placas de 12 pocos a uma densidade de 10° células/ pogo em 1
mL de meio cultura DMEM e incubadas por aproximadamente 15 h a 37 °C e 5% CO2
para permitir a aderéncia celular nas laminulas circulares adicionadas a cada poco.

Apo6s confirmada a aderéncia, o meio foi retirado e substituido pelo meio
contendo as NLC TP (2,3x108 particulas/ mL) complexada com o siRNA Alexa Fluor
647 (40 nM), e a placa foi novamente incubada por 1, 2, 6, 12 e 24 h. A coloragdo com
o LysoTracker Green DND26 (100 nM) foi adicionada as células junto com os

tratamentos 1 hora antes de completar o periodo total estimado para a incubagéo.
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Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1x e fixadas com uma solucao
de paraformaldeido a 2% (v/v). O excesso de paraformaldeido foi removido com 3
lavagens com PBS 1x, e em seguida, uma solu¢cao com DAPI (0,3 ug/mL) foi aplicada
as células por 10 minutos para marcador dos nucleos celulares. Finalmente, as
laminulas foram transferidas para uma lamina de vidro com uma gota de
Fluoromount™ e armazenada a 4 °C overnight.

As laminas foram observadas em microscopio CLSM (modelo Leica TCS SP8,
Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA) e as imagens foram adquiridas em
uma objetiva de imersao de 63 x, usando laser adequados para DAPI (A = 405 nm),
LysoTracker Green DND26 (A 511 nm) e Alexa Fluor 647 (A = 638 nm). No minimo
cinco imagens foram adquiridas de cada replicata aleatéria (n=3 experimentos

independentes) e analisadas para garantir resultados reprodutiveis e representativos.

3.2.6.5.1. Analise quantitativa da co-localizacéo

A andlise quantitativa da co-localizacdo de cada fluoréforo nas imagens
sobrepostas € obtida por algoritmos que calculam os coeficientes de correlacdo, como
o coeficiente de Pearson e os coeficientes de Mander (BOLTE; CORDELIERES,
2006). Os valores dos coeficientes de Pearson e Mander analisados separadamente
podem levar a falsas interpretagdes, por isso devem ser utilizados em conjunto para
investigar se ha ou néo co-localizacdo (DUNN; KAMOCKA; MCDONALD, 2011).

O coeficiente de Pearson (CP) é referenciado como a porcentagem de
sobreposicao de pixels. Este teste estatistico indica se h& relacédo linear entre as
intensidades dos diferentes canais em cada pixel da imagem e isso pode indicar a co-
localizac&o de dois fluoréforos. O CP pode variar de -1 a 1, no qual, “1” indica uma
perfeita correlacao, “0” indica nenhuma correlagao e “-1” indica correlagdo negativa
ou ausente. Os valores positivos sdo indicativos de co-localizacdo e os valores
negativos de nenhuma co-localizacdo. E possivel também, classificar em alta,
moderada ou baixa correlagdo, quando o CP esta entre 1-0,7, 0,69-0,36 e 0,35-0,2,
respectivamente. Valores abaixo de 0,2 indicam nenhuma correlagéo.

Os coeficientes de Mander (M) sédo baseados no coeficiente de Pearson, porém
os valores meédios de intensidade ndo sdo empregados nos céalculos. Sdo calculados
dois coeficientes: M1, definido como a razéo entre a soma das intensidades de todos
0s pixels no canal 1 e a intensidade total do canal 2; e M2, é a razdo entre a soma das

intensidades de todos os pixels no canal 2 e a intensidade total do canal 1. Estes
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coeficientes podem variar de 0 a 1, e sdo bons indicadores da proporc¢éao do sinal do
canal 1 coincidente com o sinal do canal 2.

Para este ensaio, cinco imagens de cada réplica (n = 3), correspondendo a uma
meédia de 10 células por imagem, foram analisadas em cada tempo, e os coeficientes
foram determinados usando o plugin JACoP do software ImageJ. Os dados séo

apresentados pela média + DP.

3.2.6.6. Avaliacao da eficacia terapéutica in vitro
3.2.6.6.1. Desenho experimental e amostragem

As culturas celulares de mondcitos obtida de acordo com o protocolo
experimental descrito no item 3.2.7.1.2., foram utilizadas para os ensaios de avaliagao
da eficacia terapéutica das formulacdes em estudo frente a um precursor proé-
inflamatoério. Dois protocolos experimentais foram propostos: 1) as células foram
incubadas com o precursor pro-inflamatorio juntamente com os tratamentos durante
48 h; e 2) as células foram incubadas com o precursor pré-inflamatério durante 24 h,

e apos adicionou-se os tratamentos por mais 24 h (Figura 11).

Figura 11 - Protocolos experimentais para avaliagdo da eficicia terapéutica em
mondcitos primarios humanos.
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37°Ce5%CO, 37°C e 5% CO, LPS + NLC TP-siRNA TNF-a

Fonte: do autor, 2020.

Para ambos os protocolos, na cultura dos mondcitos utilizou-se o
lipopolissacarideo (LPS) a uma concentragéo final de 1 pg/mL, e os tratamentos
foram: triptolida (0,05 pM), siRNA TNF-a (150 nM), NLC (2,3x108 particulas/mL); NLC
TP (2,3x108 particulas/mL; TP a 0,05 uM); NLC (2,3x108 particulas/mL) com siRNA
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TNF-a (150 nM); e NLC TP (2,3x108 particulas/mL; TP a 0,05 uM) com siRNA TNF-a
(150 nM). Como controle positivo utilizou-se apenas o LPS a 1 pg/mL e como controle
negativo meio de cultura RPMI-1640.

Apés decorrido o tempo total de incubagdo (48 h), o meio foi retirado e
armazenado a -80 °C para determinacédo das citocinas produzidas/ inibidas.

Andlises da viabilidade celular, utilizando o reagente resazurina (descri¢ao item
3.2.7.2.) foram realizadas com as células ap0s a exposi¢éo ao LPS e aos tratamentos,

de forma a confirmar que as células estavam viaveis durante os procedimentos.

3.2.6.6.2. Quantificagdo de citocinas por ELISA
Para determinacdo das citocinas, TNF-a, IL-1B3, IL-6 e TGF-3, 50 uL do
sobrenadante das ceélulas foram submetidos ao ensaio imunoenzimatico, de acordo
com as instrucdes recomendadas pelo fabricante (eBioscience, San Diego, CA, USA).
As leituras foram realizadas em leitora de microplaca (BioTeK® Synergy 2,
EUA) operando a 450 nm. Os dados obtidos foram expressos em pictogramas (pg) de
citocina/ mL e séo apresentados pela média = DP (n=3/ 3 ensaios independentes).

3.2.6.6.4. Indice de combinac&o

O valor do indice de Combinac&o (IC) foi calculado separadamente usando os
valores obtidos para as citocinas determinadas por ELISA. O IC foi calculado usando
a seguinte equacao:

__ Resultado da combinagéo Resultado da combinagio

IC =

— — Equacéo 8
Resultado individual Resultado inividual

Os valores de IC foram interpretados da seguinte forma: IC = 0,9-1,1: efeito
aditivo, IC = 0,8-0,9: sinergismo leve, IC = 0,6-0,8: sinergismo moderado, IC = 0,4-0,6:
sinergismo, IC = 0,2-0,4: sinergismo forte (CHOU, 2006).

3.2.7. Andlises Estatisticas

Todos os dados adquiridos foram apresentados como média £ DP. As
diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste t de Student (dois grupos) ou
ANOVA (varios grupos). O nivel de significancia adotado foi de 95% de confianca e

as diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DO METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE TRIPTOLIDA POR CLAE

O desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos quantitativos séo visados
para fornecer informacdes quantitativas precisas, exatas e confidveis sobre
determinado analito em uma amostra. O processo de validacdo é importante para
detectar erros sistematicos dos procedimentos analiticos e oferecer evidéncias da
confiabilidade do método (ERMER, 2001; ICH, 2005; FDA, 2015). Desta forma, no
presente trabalho, o método em CLAE UV-Vis foi desenvolvido e validado para
permitir a quantificacdo de triptolida nos ensaios de caracterizacdo do sistema
carreador.

Durante a fase de desenvolvimento do método, a condi¢cdo cromatogréafica que
apresentou melhor separagdo e tempo de retengédo, bem como picos mais finos e
simétricos, foi quando optou-se por utilizar uma coluna Cis de fase reversa de
tamanho de 250 mm x 4,6 mm (granulometria de 5 um), fase mével composta por
acetonitrila e 4gua (70:30 v/v) acidificada com 0,02% (v/v) de acido ortofosférico (pH
4,5), a uma vazéao de 0,9 mL/ min e forno da coluna a 25 °C.

A assimetria dos picos também foi avaliada quanto ao volume de injecdo da
amostra. O volume de injegao de 40 pL foi escolhido, uma vez que ndo aumentou
significativamente a largura dos picos e conferiu maior sensibilidade ao método. O
tempo de retencédo da triptolida em média de 4,4 min foi considerado adequado, uma
vez que foi capaz de identificar o analito de interesse (triptolida) e este nao foi eluido
no volume morto da coluna.

Apoés determinar a melhor condicéo analitica, o0 método foi validado de acordo
com as normas nacionais e internacionais, para os parametros de seletividade,
linearidade, precisdo e exatiddo intra- e inter-dias, determinagdo do limite de
quantificacdo e limite de deteccéo, recuperacado em matriz biologica e robustez.

4.1.1. Seletividade
A seletividade do método analitico refere-se a capacidade de identificar ou
quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de componentes que

podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes da
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matriz (Art.19, Secéo |, RDC n° 166/ 2017, ANVISA). Sendo assim, diferentes meios
foram avaliados para verificar a possibilidade de interferentes em andlises futuras,
como (i) fase movel, (ii) tampéao fosfato de sédio (0,01 M; pH 7,0); (iii) formulacdo de
estudo e (iv) pele homogeneizada em acetonitrila (Figura 12 A). De acordo com os
cromatogramas obtidos, ndo foi observado interferéncias no tempo de retencao
referente a triptolida (Figura 12 B). Portanto, o0 método analitico demonstrou-se
seletivo nas condicbes propostas. A resposta analitica se deve exclusivamente ao

analito, sem interferéncia do diluente, da matriz ou impurezas.
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Figura 12 - Perfil cromatografico do método analitico em CLAE para determinacdo de triptolida. [A] Cromatogramas referentes a
seletividade do método analitico: [1] fase movel; [2] tampao fosfato de sodio (0,01 M; pH 7,0); [3] formulacdo de estudo e [4] pele triturada e
homogeneizada em acetonitrila. [B] Cromatograma representativo da concentragao de triptolida a 12,5 ug/ mL.
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4.1.2. Linearidade

Para determinar a linearidade do método foi utilizada uma curva analitica com
solugdes de triptolida nas concentragdes de 0,1 a 12,5 pg/mL (Figura 13 A). O grafico
da regressao linear representado na Figura 13 B, com coeficiente de determinacao
(R?) igual a 0,9999 e equacdo da reta 'y = 167898x — 620,56 confirmou a capacidade
de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao de um analito
na amostra.

A faixa de concentracdo avaliada neste ensaio foi escolhida de forma a atender
0s requisitos de quantificacdo do analito nos ensaios de eficiéncia de encapsulacao e
nos ensaios de liberacdo e permeacao in vitro, jA que, esses ensaios exigem que 0
meétodo analitico seja capaz de determinar baixas concentracdes da triptolida nas
amostras.

Anadlises estatisticas da curva analitica em triplicata pelo teste de Durbin
Watson mostraram que os residuos estdo distribuidos aleatoriamente, de maneira
homocedastica (Figura 13 C). De acordo com os célculos realizados, o valor de obtido
de D (1, 54011) foi menor que 2,17 (DU), ou seja, confirmando a ndo correlacdo dos
erros (Savin & White, 1977). Neste teste a autocorrelacdo dos erros significa que os
erros de observacgdes adjacentes sao correlacionados, e desta forma a regresséo de
minimos quadrados pode subestimar o erro padréo dos coeficientes. Os erros padréo
subestimados podem fazer com que seus preditores parecam significativos quando
eles ndo sao.

O teste de ajuste (lack-of-fit), seguido do teste de Anderson-Darling também
foram realizados para confirmar a aleatoriedade dos dados. No teste de ajuste, para
determinar corretamente a hipétese nula, o valor de p obtido € comparado ao seu nivel
de significancia (a = 0,05). Desta forma, a analise mostrou-se estatisticamente
significativa por apresentar p = 0,047. O teste Anderson-Darling (normalidade dos
residuos) complementou os dados obtidos no teste de Durbin-Watson, confirmando a

distribuicdo aleatéria dos dados em uma analise particular.
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Figura 13 - Perfil cromatografico e andlise estatistica da linearidade do método
analitico. [A] Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos para a curva analitica em
concentragdes de 0,1 a 12,5 yg/mL. [B] Representagéo gréfica da regresséo linear obtida
para a curva analitica (equacgédo da reta y = 167898x - 620,56 e R? = 0,9999). [C] Perfil de
distribuicao residual de triptolida obtida pelo teste de Durbin Watson.
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4.1.3. Precisao e exatidao

A Tabela 3 mostra os valores de precisao e exatidao obtidos nos estudos intra-

e inter-dias.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 3 - Andlise da preciséo e da exatid&o intra- e inter-dia.
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Parametros Triptolida
Intra-dia
Concentracao teorica (ug/mL) 10 25 0,5
Concentragdo mensurada (ng/mL) 9,98 + 0,04 2,51+0,01 0,51+0,01
N 3 3 3
Preciséo (CV, %) 0,446 0,224 0,236
Exatid&do (Rec, %) 99,67 + 0,44 100,40 £ 0,22 103,32+ 0,24
Inter-dia
Concentragéo teorica (ug/mL) 10 2,5 0,5
Concentra¢do mensurada (ug/mL) 10,01 £ 0,03 2,54 + 0,01 0,50 + 0,01
N 9 9 9
Precisédo (CV, %) 0,302 0,504 0,337
Exatidéo (Rec, %) 100,08 £ 0,31 101,45 £ 0,55 99,47 + 0,34

Abreviacdo: N = correspondente ao nimero de determinacgdes.
Fonte: do autor, 2020.

Os resultados obtidos tém como finalidade fornecer informacdes sobre a
confiabilidade das medicbes durante toda a faixa especificada de trabalho. Neste
sentido, a exatidao reflete o grau de concordéancia entre os resultados individuais do
método em estudo em rela¢éo a um valor aceito como verdadeiro (Art. 42, Secéo VI,
RDC n° 166/ 2017, ANVISA). Enquanto que a precisdo avalia a concordancia ou
proximidade entre as medidas de replicatas, sendo expressa pela repetibilidade
(variacdo intra-ensaio), precisdo intermediaria ou pela reprodutibilidade (variacdo
inter-ensaio) (Art. 33, Secdo V, RDC n° 166/ 2017, ANVISA).

De acordo com as especificacfes e atribuicbes necessarias, o método em
estudo apresentou coeficiente de variagdo abaixo de 0,5% para os estudos intra- e
inter-dias, nos trés niveis de concentracao de triptolida. O método também se mostrou
exato, com uma porcentagem de recuperacdo média de 100%. De acordo com as
normas da RDC n° 166/ 2017 da ANVISA, em termos numéricos, o0 coeficiente de

variacao e a porcentagem do erro relativo (para exatiddo) ndo devem ser superiores



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

a 10% para validar a confiabilidade do método. Portanto, os valores obtidos nestes
ensaios estdo de acordo e garantem a confiabilidade do método.

4.1.4. Limite de quantificacao e limite de deteccéao

O valor do LQ foi determinado na concentragao de triptolida a 0,05 pg/mL com
coeficiente de variacdo de 1,66% e exatidao de 109,3 + 1,8%. Este resultado refere-
se a menor quantidade do analito na amostra que pode ser determinada com precisao
e exatidao aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas (Art. 55, Secdo
VIIl, RDC n°® 166/ 2017, ANVISA).

O limite inferior de deteccao determinado pela razédo ruido (> 2:1), foi obtido

com a concentragao de triptolida referente a 0,025 pg/mL.
4.1.5. Teste de recuperacdo em matriz
A Tabela 4 mostra os valores obtidos no ensaio de recuperacao da triptolida

em matriz bioldgica apos processo de extracao.

Tabela 4 - Representacdo dos dados para o teste de recuperacao.
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Parametros Triptolida
Concentragéo teodrica (ug/mL) 10 2,5 0,5
Concentragdo mensurada (ug/mL) 9,58 + 0,23 2,38+ 0,10 0,50 + 0,01
N 3 3 3
Recuperacéo (Rec, %) 95,98 + 2,27 95,52 + 4,23 100,35 + 3,48

Abreviacao: N = correspondente ao nimero de determinagdes.
Fonte: do autor, 2020.

Os resultados obtidos mostram que o método de extracdo da triptolida
adicionada na matriz bioldgica foi eficiente, com mais de 95% da triptolida recuperada
e quantificada, assegurando a exatidao e a confiabilidade da metodologia empregada

para futuros ensaios nesta matriz biologica.

4.1.6. Robustez

A Tabela 5 mostra os dados obtidos para o ensaio de robustez.
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Tabela 5 - Representacdo dos dados para a analise de robustez.

Triptolida 10 ug/mL Triptolida 2,5 ug/mL Triptolida 0,5 ug/mL
A . Amplitude . Amplitude . Amplitude

Parametros tR (min) (volts) tR (min) (volts) tR (min) (volts)

Padrio 4,389 + 0,1975 + 4,407 0,0509 + 4,463 + 0,0103
0,002 0,0001 0,012 * 0,0002 0,004 0,0002

21217 nm 4,545 + 0,1945 + 4,561 + 0,0525 + 4,595 + 0,0103

0,002 * 0,0003 0,002 * 0,0003 0,004 0,0002 *

1219 nm 4,584 + 0,2022 + 4,598 + 0,0519 + 4,603 + 0,0105 +

0,004 * 0,0013 0,003 * 0,0003 0,0007 0,0003 *

65:35 (VIV) 4,957 + 0,1928 + 4,960 + 0,0466 + 4,972 + 0,0091 +

' 0,001~ 0,0030 0,0007 * 0,0002 0,002 0,0001 *

75:25 (VIV) 4,379 £ 0,2030 4,390 0,0537 + 4,400 £ 0,0110 +

' 0,001~ 0,0008 0,002 0,0006 0,001 0,0003 *

. 4,738 + 0,1989 + 4,770 + 0,0514 + 4,781 + 0,0101 +

0.85mL/min 607 0,0038 0,039 * 00008 0,001 0,0001 *

0,95 mL/ 4,454 + 0,1993 + 4,463 + 0,04955 + 4,474 + 0,0104 +

min 0,002 * 0,0002 0,002 * 0,0006 0,001 0,0002 *

Abreviacéo: tR = tempo de retencéo.
Estatistica dos dados realizada por One Way-ANOVA, pos teste de Tukey (*p < 0,0001).
Fonte: do autor, 2020.

Este estudo foi realizado com o intuito de verificar a capacidade do método em
resistir a pequenas e deliberadas variacdes nas condi¢des analiticas (Art. 61, Secao
IX, RDC n° 166/ 2017, ANVISA). Os dados obtidos indicam quando as medi¢cfes sao
suscetiveis a variacdes e estas devem ser adequadamente controladas e precaucdes
devem ser incluidas no procedimento, de modo que a validade do procedimento é
mantida sempre que utilizado (ICH, 2005).

Os parametros estabelecidos para avaliar a robustez do método em estudo
foram selecionados de acordo com as recomendacfes da ICH (2005), como a vazao
e proporcdes da fase mével. O comprimento de onda foi selecionado para verificar a
sua influéncia no método, visto que, na literatura os métodos analiticos em CLAE-UV
Vis utilizam diferentes comprimentos de onda (CHANG et al., 2005; XU et al., 2008a;
LI et al., 2016; YANG et al., 2017; ZHANG et al., 2018). O tempo de retencéo e a
amplitude do pico da triptolida foram os parametros analisados como resposta, uma
vez que, refletem as mudancas na sensibilidade do método e na quantificacéo precisa
e exata da triptolida.

De acordo com os resultados (Tabela 5), as variagdes na proporcao e vazao
da fase mével foram os parametros que mais afetaram a corrida cromatografica em

relacdo ao tempo de retencdo da triptolida. A fase movel com menor propor¢cdo de
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acetonitrila (65%) prolongou o tempo de retencdo em média de 0,5 min (p < 0,0001),
0 que estad relacionado com a mudanca da for¢ca de eluicdo da fase movel,
influenciando na capacidade com que o eluente desloca o analito pela fase
estacionaria. De forma semelhante, a reducédo da vazdo da fase movel prolongou o
tempo de retencdo em média de 0,4 min (p <0,0001), o que ja era de esperado, devido
a reducéo da velocidade de deslocamento do analito pela da matriz estacionéaria da
coluna analitica (SYNDER et al., 1997).

Em relacéo as respostas obtidas para a amplitude dos picos, nao foi observado
valores estatisticamente diferentes (One way-ANOVA, p0s teste de Tukey), indicando

que os parametros alterados nédo influenciaram na sensibilidade do método.

4.2.  NANODISPERSAO LIQUIDO-CRISTALINA COMO SISTEMA
CARREADOR MULTIFUNCIONAL

4.2.1. Desenvolvimento das NLCs

As NLCs propostas neste trabalho como sistema carreador de triptolida e
siRNA TNF-a foram desenvolvidas com base na metodologia previamente descrita
pelo grupo de pesquisa (LOPES et al., 2006; ROSSETTI et al.,, 2011). Essas
nanoestruturas tém se mostrado, nos ultimos anos, uma excelente plataforma para
administracdo de farmacos e agentes de imagem (ZHAI et al., 2019; SILVESTRINI et
al., 2020).

A producao de sistemas liquido-cristalinos requer que todas as etapas sejam
cuidadosamente selecionadas e executadas para que o produto final retenha a
estrutura liquido-cristalina e também apresente um tamanho apropriado e baixo indice
de polidispersdo (MILAK; ZIMMER, 2015). Além disso, € sabido que a incorporacao
de aditivos pode influenciar a curvatura interfacial da bicamada lipidica, e desta forma,
alterar o tipo de mesofase liquido-cristalina (HUANG; GUI, 2018). A vista disso, a
incorporacao de diferentes concentra¢cdes do polimero catibnico, PAH, foi avaliada
guanto a sua capacidade de fornecer carga positiva as particulas sem alterar a
estrutura hexagonal do sistema a granel, que foi previamente avaliado por microscopia
de luz polarizada. Este polimero foi escolhido para permitir a interacdo eletrostatica
entre as NLCs e as moléculas de siRNA, e assim, possibilitar a veiculacdo dessas

moléculas atraves da pele e posterior internalizacao celular.

64



4. RESULTADOS E DISCUSSAO 65

Para definir a concentragao ideal de PAH no sistema, o diametro hidrodinamico
médio, PDI e potencial zeta das NLCs foram analisados, e estdo apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6 - Avaliagdo das diferentes concentragcdes de PAH.

PAH (%, m/m) hidrogiigggitég (nm) PDI Potencial zeta (mV)
0 160,5+0,8 0,15+ 0,07 -40,8 £ 0,3
0,1 163,2+ 0,5 0,16 = 0,08 -156+£0,6
0,25 158,9+1,8 0,25 = 0,02 +2,8+0,3
0,5 150,3+1,3 0,12+ 0,05 +10,2+0,1
0,75 156,8 + 1,2 0,18 + 0,09 +11,6 +0,5
1 236,1+0,6 0,23 £ 0,08 +12,2+0,4
1,5 239,5+0,8 0,35+ 0,06 +11,5+0,7
2 245,6 £ 0,5 0,42 + 0,08 +11,8+0,9

Abreviacdes: PAH = poli(alilamina hidroclorada); PDI = polydispersity index.
Fonte: do autor, 2020.

De acordo com os resultados obtidos, a concentragéo de 0,5% (m/m) de PAH
forneceu carga superficial positiva as particulas, e ndo resultou em aumento do
diametro hidrodindmico ou o PDI da dispersdo. Concentracdes mais altas de PAH
influenciaram negativamente sobre o PDI e n&o proporcionaram maiores valores de
potenciais zeta. Portanto, esta concentracdo foi escolhida para a realizacdo dos
futuros ensaios.

No sistema a granel, foi observado que as concentracbes de PAH néao
alteraram o padrao de birrefringéncia observado em luz polarizada para a mesofase
hexagonal (Figura 14 A-H). Por esta técnica, também observamos a influéncia da
incorporacao da triptolida (Figura 14 1-J), a qual ndo alterou o perfil de birrefringéncia,
caracterizado por textura semelhante a um leque (MILAK; ZIMMER, 2015; AKBAR et
al.,, 2017). Esta caracteristica esta relacionada com a natureza anisotrépica da
mesofase hexagonal, assim, por desviaram do plano da luz polarizada, ocorre a
formacao de imagens e texturas (MANAIA et al., 2017; SILVESTRINI et al., 2020).
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Figura 14 - Fotomicroscopias representativas obtidas por microscopiade luz polarizada
dos sistemas liquido-cristalinos ap6s 24 h de equilibrio. [A] Sistema liquido cristalino sem
PAH; [B-H] sistema liquido-cristalino com diferentes concentra¢cdes de PAH (0,1; 0,25; 0,5;
0,75; 1,0/ 1,5; e 2,0 %, respectivamente). [I] Sistema liquido-cristalino com 0,04% de triptolida.
[J] Sistema liquido-cristalino com 0,5% de PAH e 0,04% de triptolida. Objetiva de 32x,

temperatura 25°C.

Fonte: do autor, 2020.
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4.2.2. Caracterizagao fisico-quimica das NLCs

Uma abordagem racional para o design e producdo de nanoparticulas como
plataforma para liberacdo de medicamentos abrange uma série de investigacdes
fisico-quimicas e biolégicas. Caracteristicas como forma, tamanho, composicdo e
propriedades da superficie modulam o desempenho biolégico dos
nanotransportadores e, portanto, € importante aplicar técnicas analiticas que
permitam a caracterizacao biofisica de precisédo e 0 mapeamento dos parametros de
“estrutura-atividade”, além de garantir a qualidade e a seguranca (MANAIA et al.,

2017; RAWAL; SINGH; AMIJI, 2019).

4.2.2.1. Parametros de caracterizacéo fisico-quimica

As NLCs desenvolvidas foram caracterizadas quanto as suas propriedades
fisico-quimicas e os dados obtidos para didametro hidrodindmico médio de particula,
PDI, potencial zeta, niumero de particulas/mL e a eficiéncia de encapsulacdo da

triptolida estdo detalhados na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados fisico-quimicos de caracterizagdo das NLCs.

x . Tam.anAho. Potencial Particulas/
Formulacé&o hidrodindmico PDI zeta (MV) mL EE (%)
(nm)
NLC sem PAH 159,7+1,1 0,13+0,01 -42,9 £ 0,7 5,7 x 10*? n.a.
NLC TP sem PAH 145,8 £ 0,5 0,18 + 0,01 -46,8+ 1,5 5,4 x 1012 89,5+3,8
NLC 1515+11 0,13+0,01 +11,2+0,1 4,1 x 1012 n.a.
NLC TP 148,3+0,1 0,15+ 0,01 +11,3+ 0,6 4,2 x 1012 90,3+25
NLC-siRNA 155,8 + 0,9 0,16 + 0,01 +4,61+0,5 n.a. n.a.
NLC TP-siRNA 152,8+1,4 0,20+ 0,01 +5,80+£0,8 n.a. n.a.
NLC hidrogel 156,8 £ 1,8 0,20+ 0,04 +9,01+0,8 n.a. n.a.
NLC TP hidrogel 155,3+0,8 0,19 + 0,02 +10,4+ 0,5 n.a. n.a.
NLC-siRNA hidrogel 159,8 + 0,8 0,18+ 0,03 +3,01+0,9 n.a. n.a.
Eilarcogl—;_SiRNA 158,6 £ 0,6 0,20 + 0,02 +4,26 + 0,5 n.a. n.a.

Dados apresentados pela média + DP (n = 3).

Abreviacdes: PDI = polydispersity index; EE = eficiéncia de encapsulagdo da triptolida; NLC =
nanodisperséo liquido-cristalina; PAH = poli(alilamina hidroclorada); TP = triptolida; siRNA = small
interfering RNA; n.a. = ndo se aplica.

Fonte: do autor, 2020.
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As NLCs produzidas com a incorporacdo do polimero PAH, bem como da
triptolida (NLC TP), apresentaram curvas de distribuicdo de tamanho simétrico
unimodal com diametros médios hidrodindmicos de 145 a 159 nm, e PDIs calculados
abaixo de 0,2. O numero de particulas por mililitros foi proximo entre as dispersdes na
presenca ou ndo de triptolida ou PAH (4 a 5x10%? particulas/ mL), ndo apresentando
diferencas estatisticas (teste t de Student, p <0,05). Podemos observar também que
a presenca do PAH néo influenciou significativamente no diametro hidrodinadmico
médio das particulas, no PDI ou na eficiéncia de encapsulacéo da triptolida (teste t de
Student, p <0,5).

Particulas com diametro hidrodindmico médio semelhantes também foram
reportadas em estudos anteriores. Lopes et al. (2006) e Rossetti et al. (2011; 2016)
obtiveram NLCs hexagonais carregadas com ciclosporina A e diferentes tipos de
fotossensibilizadores com diametros de particulas variando entre 160 a 180 nm e 130
a 150 nm, respectivamente (LOPES et al., 2006; ROSSETTI et al., 2011, 2016). Outros
autores também reportaram que a incorporacao de oleo-olanolamida, acido lipdico e
paenol ndo influenciaram no diametro médio das particulas e na distribuicdo de
tamanhos (PDI), enquanto que, a presenca de vitamina K, bupivacaina, tacrolimus e
pirfenidona resultou em particulas maiores de 200 nm (LOPES; SPERETTA;
BENTLEY, 2007; LI et al., 2015; YOUNUS et al., 2016; JAIN et al., 2019; OLIVEIRA
et al., 2019; PRAJAPATI; LARSEN; YAGHMUR, 2019; CAMPOS et al., 2020).

Além disso, esses mesmos autores mostraram que as NLCs possuem alta
eficiéncia de encapsulagao, com taxas acima de 80% para resveratrol, rosuvastatina,
acido lipdico e progesterona (MOHYELDIN; MEHANNA; ELGINDY, 2016; GABR,;
MORTADA; SALLAM, 2017; BADIE; ABBAS, 2018; CAMPOS et al., 2020). De forma
semelhante, foi obtido uma a taxa de encapsulacdo de triptolida nas NLC TP acima
de 90% (Tabela 7). A triptolida, por possuir carater hidrofébico, apresenta melhores
taxas de aprisionamento em sistemas lipidicos ou hibridos (CHEN; LIU; GAO, 2010;
WU et al., 2017; YUAN et al., 2017; GU et al., 2019), e corroborando com a literatura,
as NLCs, por se tratarem de LLC apresentam dominios hidrofilicos e hidrofébicos por
toda a extensdo da mesofase, contribuindo para a eficiente encapsulacédo da triptolida.
Posteriormente, esses dados foram confirmados pelas analises de SAXS (item
4.2.2.3).

De acordo com os resultados obtidos, péde-se observar também, que a

incorporacao do PAH, além de fornecer carga superficial positiva as NLCs auxiliou na
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formacdo da nanoestrutura e na sua posterior interacdo com o siRNA. De forma
semelhante, Tran et al. (2018) e Astolfi et al. (2017) mostraram que o lipideo 1,2-
dioleoil-3- trimetilaménio-propano (DOTAP) utilizado em NLCs cubicas ndo alterou
significativamente o tamanho de particula e a polidispersividade (ASTOLFI et al.,
2017; TRAN et al., 2018), enquanto que, outros agentes catibnicos, como
polietilenoimina (PEI), poli-e-lisina e oleilamina promoveram alteracbes nesses
parametros (VICENTINI et al., 2013a; DEPIERI et al., 2016; PETRILLI et al., 2016;
DESHPANDE; SINGH, 2017).

O potencial zeta das NLC/ NLC TP ap6s a complexacdo com as moléculas de
siRNA a 5 uM também foi verificado. Observou-se uma reducdo significativa de,
aproximadamente, 6 mV (teste t de Student, p < 0,05), sugerindo que os grupamentos
amina disponiveis do PAH interagiram com os grupamentos fosfato das moléculas de
siRNA (Tabela 7). Esta condicéo é vantajosa, pois a interacdo de altas quantidades
de siRNAs em nanocarreadores (mostrando elevados valores de potencial zeta
negativo do complexo) resulta em uma atividade silenciadora reduzida devido a
reducdo da atividade fusogénica, e consequentemente menor escape endossomal
(SATO et al., 2018). Este dado foi confirmado por eletroforese em gel de agarose,
discutido no item 4.2.2.2.

Em uma etapa subsequente, foi proposto aumentar a viscosidade das
dispersdes de NLCs mediante incorporacdo de HEC. A baixa viscosidade apresentada
por essas formulacBes pode influenciar significativamente na aplicabilidade e no
tempo de contanto com a pele. Desta forma, a combinacgéo das propriedades quimicas
e reoldgicas dos hidrogeis com os recursos exclusivos das nanoparticulas, definem
uma boa estratégia para desenvolver sistemas de administracdo de medicamentos
destinados ao tratamento de doencas da pele (SOSNIK; SEREMETA, 2017;
DESFRANCOIS; AUZELY; TEXIER, 2018).

Os hidrogeis obtidos com as NLCs apresentaram-se homogéneos. A presenca
das dispersdes resultou em hidrogeis com coloracédo leitosa. Posteriormente, as
medidas de tamanho de particula, polidispersdo e potencial zeta mostraram que a
presenca da HEC ndo promoveu alteracdes nesses parametros (teste t de Student, p
<0,05) (Tabela 7).

A HEC foi escolhida por formar um gel ndo-ibnico sem a necessidade de
aquecimento ou alteracdes de pH, o que é essencial para ndo desestabilizar as
nanoparticulas incorporadas (DESFRANCOIS; AUZELY; TEXIER, 2018). Na
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literatura, NLCs anidnicas carregadas com fotossensibilizadores e posteriormente
incorporadas em hidrogel de HEC mantiveram seus parametros fisico-quimicos
(ROSSETTI et al., 2011).

4.2.2.2. Anélise daeficiéncia de complexacdo NLC-siRNA e integridade do siRNA
liberado

A capacidade de complexacdo das NLCs com as moléculas de siRNA foi
avaliada qualitativamente por eletroforese em gel de agarose. A Figura 15 A mostra
as fotomicroscopias representativas para este ensaio. A formulacdo sem siRNA
também foi avaliada de modo a verificar se os componentes da mesma nao

apresentavam banda visivel sob luz UV e que pudesse interferir nos resultados.

Figura 15 - Perfil eletroforético representativo do siRNA em gel de agarose. [A] Avaliacao
da eficiéncia de complexacdo das NLCs. [B] Avaliacdo da liberacédo e integridade do siRNA
liberado das NLCs ap6s competicdo com heparina. Controle positivo: siRNA 5 uM. Controles
negativos: diluente (agua isenta de RNAse), NLC, heparina, heparina com siRNA 5 uM e
heparina com NLC Visualizacdo em luz UV e aquisi¢cao de imagens pelo software QualityOne.

A B
NLC- siRNA NLC NLC-siRNA

siRNA Diluente  NLC  girNA Heparina  Heparina  Heparina Heparina

Fonte: do autor, 2020.

Como pode ser observado na Figura 15 A, o siRNA livre migra facilmente pelo
gel, devido ao seu pequeno tamanho e carga negativa, sendo visualizado na parte
inferior do gel. Quando veiculado a carreadores (poliplexos, lipoplexos ou
nanoparticulas) ndo é possivel observar bandas no gel (SCHOLZ; WAGNER, 2012;
REAM; LEWIS; LEWIS, 2016; MALCOLM et al., 2018). Desta forma, a auséncia de
banda correspondente ao pogco em que foi aplicado as NLCs-siRNA infere que houve
eficiente interacéo elestrostéatica entre os grupos amino do PAH com os grupamentos
fosfato do siRNA. Além disso, nenhum resquicio foi observado na corrida

eletroforética, indicando que ndo havia moléculas de siRNA em excesso e que a
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concentracdo utilizada ndo saturou o sistema, o que também foi observado pelas
medidas de potencial zeta (Tabela 7).

A veiculacdo do siRNA em vetores, como nanoparticulas, € uma estratégia para
superar os desafios da entrega cutanea, bem como, proteger do ataque de nucleases,
facilitar a sua internalizacdo celular e escape endossomal, para que seja alcancado
um silenciamento génico eficiente. No entanto, no interior citoplasmatico da célula
alvo, o siRNA deve ser liberado de forma integra (DONG; SIEGWART; ANDERSON,
2019; CAILLAUD; EL MADANI; MASSAAD-MASSADE, 2020), e de forma a investigar
a integridade e estabilidade do siRNA liberado das NLCs, foi realizado o ensaio de
competicdo com heparina, um potente polianion (SCHOLZ; WAGNER, 2012; KRIEG
et al., 2015).

Como observado na Figura 15 B a incubacéo da heparina junto ao complexo
NLCs-siRNA resultou em liberagdo do siRNA. A auséncia de fragmentos durante a
corrida também sugere que ndo houve degradacdo durante a competicdo e
deslocamento do siRNA da nanoparticula (SCHOLZ; WAGNER, 2012).

Para 0 nosso conhecimento, esta é a primeira vez que o PAH é utilizando como
um agente catidnico em NLCs para permitir a interacao eletrostatica com siRNA. Na
literatura, resultados satisfatorios foram relatados com o uso desse polimero para
veiculacéo de acidos nucleicos em outras nanoparticulas (QIN et al., 2009; ZHAO et
al., 2012; WANG et al., 2015b; ZHAO; HUANG; JIN, 2015; ANDREOZZI et al., 2017,
SONG; TANG,; YIN, 2018). Além disso, esse polimero apresentou melhor perfil de
citocompatibilidade quando comparado a outros agentes catidnicos (policloreto de
dialil dimetil amonio e PEI), bem como, auxiliou eficientemente na captagéo celular e
controlar a liberacdo de farmacos de modo pH-dependente (HAN, L.; TANG; YIN,
2015; MA et al., 2016; WANG, B. et al., 2012; YU et al., 2016; ZHANG, C. et al., 2017).

4.2.2.3. Analise por SAXS

Andlises de SAXS foram realizadas para caracterizacdo da estrutura liquido-
cristalina interna das NLCs e a influéncia dos componentes incorporados na
mesofase. A Figura 16 (A-D) mostra os perfis de espalhamento obtidos por SAXS
para cada amostra, representados pelos graficos de intensidade versus vetor de

espalhamento (q).
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Figura 16 - Sobreposicao dos perfis de espalhamento obtidos por SAXS das NLCs. [A]
NLC sem PAH, com PAH e com siRNA 5 uM. [B] NLC TP sem PAH, com PAH e com siRNA
5 uM. [C] NLC e NLC em hidrogel de HEC 1%. [D] NLC TP e NLC TP em hidrogel de HEC
1%.
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Fonte: do autor, 2020.

De acordo com os perfis de espalhamento obtidos, todas as NLCs
apresentaram um padrdo de espalhamento com picos na proporgdo 1:v3:V4,
correspondendo ao grupo de simetria hexagonal p6mm 2D, conforme especificacdes
na literatura especifica sobre LLC (HYDE, 2001; BOYD et al., 2007). Nas Figuras 16
A-B, podemos observar que a presenca do polimero PAH provocou o deslocamento
para regides de maiores e repetidos valores de g, o que esta relacionada com a
diminuicdo das distancias interplanares entre as micelas. Enquanto que a presenca

dos outros componentes ndo alterou este parametro nos perfis de espalhamento
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(Figura 16 C-D). Em seguida, foi determinado os valores do parametro de rede

(denominado a), conforme apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados obtidos por anélise de SAXS.

Parametro de rede (nm)

Formulag&o qAY d (nm) Raz&o
a aH

0,12 5,40 1:1 6,23

NLC sem PAH 0,20 3,10 1:43 6,20 6,20 + 0,04
0,24 2,66 1:\4 6,14
0,12 5,40 1:1 6,23

NLC TP sem PAH 0,20 3,11 1:43 6,22 6,23 + 0,03
0,23 2,72 1:\4 6,27
0,13 4,76 1:1 5,50

NLC 0,23 2,76 1:43 5,53 5,50 + 0,02 *
0,26 2,38 1:\4 5,50
0,13 4,76 1:1 5,50

NLC TP 0,23 2,74 1:\3 5,49 5,49 + 0,01 #
0,26 2,37 1:\4 5,48
0,13 4,70 1:1 5,43

NLC-siRNA 0,23 2,75 1:3 5,51 5,46 + 0,04
0,27 2,37 1:\4 5,46
0,14 4,65 1:1 5,37

NLC TP-siRNA 0,23 2,68 1:\3 5,36 5,36 + 0,01 &
0,27 2,32 1:\4 5,35
0,13 4,76 1:1 5,50

NLC-hidrogel 0,23 2,75 1:\3 5,51 5,50 + 0,01
0,26 2,38 1:\4 5,50
0,13 4,70 1:1 5,46

NLC TP-hidrogel 0,23 2,73 1:\3 5,45 5,45+ 0,01
0,27 2,35 1:V4 5,43

Abreviacdes: q: vetor de espalhamento; d: distancias interplanares; a = pardmetro de rede; aH = média
e DP do parametro de rede; NLC = nanodisperséo liquido-cristalina; PAH = poli(alilamina hidroclorada);
siRNA = small interfering RNA.

Andlise estatistica realizada por One way-ANOVA, poés teste de Tukey, p<0,05: * = NLC sem PAH vs
NLC; # = NLC TP sem PAH vs NLC TP; e & = NLC TP vs NLC TP-siRNA.

Fonte: do autor, 2020.

De acordo com os dados apresentados, pode-se observar que a incorporacao
do polimero PAH alterou significativamente o parametro de rede médio (p <0,05) das
NLCs (Figura 17 A). Uma reducé&o de 0,69 nm (11,76%) entre a NLC sem e com PAH

foi observada, assim como houve uma diminuicdo de 0,74 nm (11,9%) para o

parametro de rede meédio das NLC TP sem e com PAH. Este resultado esta
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relacionado com a diminuicdo de agua interfacial (AMAR-YULI et al., 2007; LIBSTER,;
ASERIN; GARTI, 2011). Desta forma, a presenca do polimero com carater hidrofilico,
faz com que ocorra uma diminui¢cado do numero de moléculas de agua disponiveis para
hidratar os grupos hidrofilicos de monoleina (Figura 17 B), e esse processo de
desidratacdo aumenta a mobilidade das cadeias de hidrocarbonetos, resultando em
aumento da curvatura e reducédo concomitante do parametro de rede (AMAR-YULI et
al., 2007; MISHRAKI-BERKOWITZ; ASERIN; GARTI, 2017).

Além disso, sugere-se que, com a diminuicdo do parametro de rede e
consequentemente dos canais de agua, a encapsulacdo da triptolida tenha sido
favorecida (carater hidrofébico), bem como, uma melhor interacéo eletrostatica com o
SiRNA e protecdo contra degradacdo enzimatica (KOYNOVA; TENCHOV;
MACDONALD, 2015).

Diferente de outros agentes cationicos, o PAH ndo mostrou desestabilizar a
mesofase liquido-cristalina ou induzir transicdes de fase. Estudos anteriores
reportaram este efeito em NLCs com PEI ou oleilamina, mesmo em concentracfes de
0,5%, além de um aumento no parametro de rede (VICENTINI et al., 2013a; PETRILLI
et al., 2016; TOFANI et al., 2018). A adicdo de DOTAP em diferentes concentracdes
também resultou em alteragdes no parametro de rede. Os autores sugeriram que 0
aumento da dimensdo das células unitarias decorreu devido a necessidade de
acomodacdo das volumosas moléculas de DOTAP entre os canais da estrutura
cubica, além da repulsédo eletrostatica, levando a um inchagco (ASTOLFI et al., 2017).
Kim e Leal (2015) também relataram essas alteracdes com DOTAP em NLCs cubicas
PEGuiladas (KIM; LEAL, 2015).

Em relacdo a incorporacdo da triptolida, a preservacdo dos valores do
parametro de rede sugere que a mesma esteja localizada nas cadeias de
hidrocarbonetos da monoleina, ou ainda, adsorvidas na superficie das micelas
invertidas (Figura 17 C) (AMAR-YULI et al., 2007; LIBSTER; ASERIN; GARTI, 2011).
Lopes et al. (2006) e Rossetti et al. (2011) também relataram a manutengéo dos
parametros de rede e preservacdo da estrutura de NLCs hexagonais a base de
monoleina e acido oleico incorporadas com ciclosporina A e protoporfirina IX (LOPES
et al.,, 2006; ROSSETTI et al., 2011). Por outro lado, a ocorréncia de alteracbes na
estrutura foram relacionadas com o estado de hidratacdo das moléculas ou o grau de
interacdo com a mesofase (RODRIGUES et al., 2016; ASTOLFI et al., 2017; MEI et
al., 2018).
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Figura 17 - Representacdo esqueméatica da mesoestrutura hexagonal reversa e
influéncia de aditivos na estrutura. [A] NLC hexagonal reversa, arranjo hexagonal reverso
e representacao do parametro de rede (a). Células unitarias do arranjo hexagonal reverso na
presenca dos aditivos [B] PAH, [C] PAH e triptolida e [D] PAH, triptolida e siRNA.

Parametro de rede

NLC Arranjo hexagonal

Célula unitaria na Célula unitaria na Célula unitaria na presenga
presenga de PAH presenga de PAHe TP de PAH, TP e siRNA
Legenda: =0 MO -—@ A0 _"\[\y PLX407 ~/\/] PAH TP siRNA

Fonte: do autor, 2020.

A andlise de SAXS das NLCs apo6s complexacdo com siRNA evidenciou uma
ligeira reducdo do parametro de rede, de 0,0354 nm (0,64%) e 0,1333 nm (2,42%)
para NLC e NLC TP, respectivamente (Figura 17 D). Resultados semelhantes
também foram relatados em estudos anteriores do grupo (VICENTINI et al., 2013a,;
TOFANI et al., 2018). Este fato pode ser explicado pela atracdo das moléculas de
siRNA pelo polimero cationico, localizado externamente, levando a uma reduc¢éo do
parametro de rede (VICENTINI et al., 2013a).

Por fim, também foi possivel determinar que a presenca do polimero
espessante HEC nao alterou o parametro de rede das NLCs. Este resultado esta de
acordo com as caracteristicas hidrofilicas e o modo de incorporacdo da HEC na
formulacéo, a qual foi adicionada a disperséo apos a formacgao das NLCs. Assim, este
aditivo ndo promoveria alteragdes ou interacbes com as micelas da estrutura liquido-
cristalina (ROSSETTI et al., 2011).
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4.2.2.4. Estudos de estabilidade fisica e quimica das NLCs

A estabilidade fisica das NLC e NLC TP foram avaliadas pelas medi¢des de
diametro hidrodinamico médio de particula, PDI e potencial zeta, durante um periodo

de 90 dias sob diferentes condi¢cdes (4 °C; 25 °C e 40 °C) de armazenagem. O

contetido encapsulado de TP também foi avaliado.

Os dados obtidos para NLC e NLC TP estédo apresentados na Figura 18.

Figura 18 - Representacédo grafica dos dados de estabilidade fisica e quimica das NLCs
sob diferentes condi¢des de armazenagem durante um periodo de 90 dias. Medidas de
diametro hidrodindmico médio de particula, polidisperséo e potencial zeta para [A-B] NLC e
para NLC TP [C-D]. Conteudo de triptolida encapsulado nas NLC-TP [E]. Os dados sé&o
apresentados pela média = DP (n=3). Andlise estatistica realizada por One-way ANOVA, pés

teste de Tukey (**** p <0,0001; *** p <0,001; ** p <0,01 e* p <0,05).
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De acordo com os resultados obtidos, ambas as formulagbes, mostraram-se
fisicamente estaveis por aproximadamente 30 dias em temperatura ambiente e em
condicao acelerada (40 °C). No entanto, foi observado em um periodo de 30 a 90 dias
um aumento progressivo no didametro das particulas (p < 0,0001) para as NLCs
armazenadas a 40 °C e um ligeiro aumento (p < 0,01) para as NLCs armazenadas a
25 °C (Figura 18 A; C). A 40 °C o diametro de particula das NLC variou de 162,40 £
1,70 a 183,40 + 3,12 nm, enquanto que para as NLC TP a variacéo foi de 170,90 +
3,35 para 182,2 + 1,50 nm. O PDI de ambas as formula¢des variou ligeiramente, ndo
atingindo valores acima de 0,3 nessas condi¢des de armazenagem (Figura 18 A; C).
Por outro lado, foi observado um rapido declinio do potencial zeta das formulacdes
armazenadas a 40 °C, atingindo valores finais de 6,64 £ 0,92 mV e 7,2 £ 0,41 mV para
NLC e NLC TP, respectivamente. A 25 °C os valores de potencial zeta ndo diminuiram
mais que 9 mV até 90 dias para ambas as formulacfes (Figura 18 B; D). Em relacao
ao conteudo de triptolida presente nas NLC TP, uma diminuig&o foi observada quando
armazenadas a 40 °C (p < 0,001) (Figura 18 E).

Sob armazenagem a 4 °C, a estabilidade fisica das NLCs foi comprometida em
tempos de armazenagem ainda mais curtos. Macroscopicamente a separacao de fase
foi observada ap6s 30 dias de armazenamento, e 0s parametros analisados também
foram alterados a partir desse tempo. As NLC e NLC TP apresentaram um aumento
do didmetro de particula, atingindo valores de 207,6 + 4,57 nm e 188,3 + 3,52 nm,
respectivamente (Figura 18 A; C). Acompanhado a essas alteracdes, a polidisperséo
aumentou, com valores acima de 0,4 (Figura 18 A; C), enquanto que o potencial zeta
diminuiu acentuadamente, com valores menores que 5 mV para ambas as
formulacdes (Figura 18 B; D). Nesta condicdo, o conteudo encapsulado de triptolida
também foi reduzido (p < 0,001) (Figura 18 E).

Os resultados encontrados neste estudo de estabilidade estdo em
concordancia com o reportado na literatura. NLCs apresentam, preferencialmente,
melhor estabilidade quando armazenadas em temperatura de 25 °C (BOYD et al.,
2006; YOO et al., 2014; CHOUNTOULESI et al., 2018). Em condi¢Ges de refrigeracéo,
as alteracOes bruscas nos parametros fisicos podem estar relacionadas a cristalizacéo
da monoleina dispersa coloidalmente (QIU; CAFFREY, 2000; SIEKMANN et al.,
2002). Por sua vez, a notavel estabilidade quimica pode ser explicada pelo
aprisionamento da triptolida nos dominios hidrofébicos da bicamada da mesofase

hexagonal e as interagbes da molécula no ambiente lipidico. Na literatura, as NLCs
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mostraram manter a estabilidade quimica ao longo do tempo para uma série de
moléculas bioativas, como irinotecano, ftalocianina de zinco e cloroaluminio,
protoporfirina X, curcumina, quercetina, progesterona e resveratrol (SILVESTRINI et
al., 2020).

Em estudos anteriores do grupo, NLCs sem polimeros ou lipideos catidnicos
ou farmacos mantiveram-se estaveis por mais de 90 dias em temperatura ambiente e
em condicdes aceleradas (ROSSETTI et al., 2011, 2016). A estabilidade é atribuida a
presenca do poloxamer 407. De acordo com a literatura, a regido hidrofobica (poli-
oxido de propileno) se dissolve dentro dos dominios lipidicos da estrutura liquido-
cristalina, enquanto que as cadeias hidrofilicas (poli-6xido de etileno) se estendem
para 0 meio aquoso, assim, como resultado, a superficie das NLCs nédo se agregam
(DE CAMPO et al., 2004; AKBAR et al., 2017; BODRATTI; ALEXANDRIDIS, 2018).
Concentra¢des acima 0,4% (m/m) em relacdo a fase aquosa sdo requeridas para
produzir NLCs estaveis (GUSTAFSSON et al., 1997; AMAR-YULI et al., 2007; WORLE
et al., 2007).

Adicionalmente, em nossos resultados, observamos a influéncia do PAH na
estabilidade a longo prazo. Este polimero, certamente, pode ter contribuido para as
alteracOes encontradas. Foi reportado que, de acordo com a projecao dos segmentos
moleculares moveis e imoveis do PAH na superficie de nanoparticulas pode contribuir
adicionalmente para uma estabilidade estérica fornecida pelo poloxamer 407, além da
estabilizacao eletrostética (facilitando as repulsdes particula-particula em baixa forca-
ibnica) (ZHANG et al., 2017b; HIMMELSTOSS; HIRSCH, 2019).

4.2.2.6. Caracterizacado dos hidrogeis contendo as NLCs
4.2.2.6.1. Comportamento reologico

Os hidrogeis possuem propriedades fisicas, quimicas e mecanicas que podem
ser projetadas para uma ampla gama de aplicacbes na medicina. A sua combinacao
com dispersdes de nanoparticulas apresenta vantagens para fornecer um controle
adicional sobre a liberacdo espacial e temporal do farmaco, além de permitir melhor
aplicabilidade e espalhabilidade (DESFRANCOIS; AUZELY; TEXIER, 2018).

Com esse objetivo, foi proposto aumentar a viscosidade das NLCs com a
incorporacdo de HEC, de modo a obter um hidrogel viscoso e com caracteristicas
adequadas para aplicacao topica. Posteriormente, os hidrogeis foram caracterizados

quando as suas propriedades reoldgicas. Os reogramas obtidos estdo apresentados
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na Figura 19 e mostram as variacdes de viscosidade aparente e tensbes de

cisalhamento versus a taxa de cisalhamento.

Figura 19 - Reogramas referentes as variacdes de viscosidades aparentes e tensfes de
cisalhamento em funcéo da taxa de cisalhamento. [A] Hidrogel puro; [B] TP-Hidrogel; [C]
Hidrogel contendo NLC; e [D] Hidrogel contendo NLC-TP. Os dados séo apresentados pela
média = DP (n=3 formula¢des independentes).
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Fonte: do autor, 2020.

De acordo com os reogramas, todos os hidrogeis, contendo ou ndo as NLCs,
apresentaram uma relacdo nao-linear entre a tenséo de cisalhamento e a taxa de
cisalhamento, caracteristico de fluidos nao-Newtonianos. Ainda, a reducédo da
viscosidade aparente em funcdo do fluxo de cisalhamento é caractertistico de
pseudoplastia, e em relacdo ao tempo, a presenca da area de histerese classifica-os
como fluidos tixotropicos (YAMAGUCHI, 2008). Essas caracteristicas conferem
vantagens as formulacdes dermatologicas, que exigem maior flexibilidade na

administracdo de medicamentos (LEE; MOTURI; LEE, 2009; GHICA et al., 2016).
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7

A area de histerese é observada quando as curvas de fluxo apresentam
distincdo entre as curvas ascendentes e descendentes de cisalhamento, assim,
guanto maior a area compreendida, maior o efeito tixotropico. Os valores encontrados
foram de 5108,5 + 92,5; 5408,3 £ 70,5; 7178,7 £ 57,1; e 8032,5 + 58,5 Pa/s para
hidrogel puro, TP-hidrogel, hidrogel contendo NLC e hidrogel contendo NLC TP,
respectivamente. Maiores valores de tixotropia foram obtidos para os hidrogeis
contendo as NLCs (One-way ANOVA pés teste de Tukey, p < 0.001). Tal fato pode
ser explicado pelos maiores valores de viscosidade aparente, o que permite uma
redugéo relativa dessa grandeza mais significativa durante o cisalhamento. Essa
facilidade em recuperar gradualmente a forma semi-sélida com a remocé&o da tenséo
de cisalhamento pode favorecer a espalhabilidade e uniformidade das preparacfes
sobre a superficie cutanea (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2003; LEE; MOTURI; LEE,
2009; SILVA et al., 2012; GHICA et al., 2016).

A descricdo do comportamento reologico € feita por meio de modelos
matematicos que relacionam as alteracdes nas tensfes de cisalhamento do material
em funcédo das taxas de cisalhamento a ele aplicada. Diferentes modelos matematicos
foram aplicados aos dados obtidos, como apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Coeficiente de correlacdo (R?) para os diferentes modelos

matematicos

Formulacé&o Newtoniano Bingham Casson Power Law HSLTEIZ?/I_
Hidrogel 0,634 +0,002 0,818+0,001 0,914+0,001 0,994+0,001 0,999+ 0,001
TP-Hidrogel 0,284 +0,003 0,722+0,009 0,857+0,006 0,989+0,001 0,999+ 0,001
NLC-hidrogel 0,814 +0,002 0,898+0,001 0,957+0,001 0,994+0,001 0,996+ 0,001
NLC TP-hidrogel 0,822 + 0,008 0,898 +0,004 0,956 +0,002 0,993+0,001 0,996 + 0,001

Abreviacdes: TP = triptolida; NLC = nanodisperséo liquido-cristalina.
Os dados séo apresentados pela média £ DP (n = 3 formulac¢des independentes).
Fonte: do autor, 2020.

De acordo com os coeficientes de correlagdo obtidos para cada modelo
matematico aplicado, os dados reol6gicos foram melhores representados pelo modelo
de Herschel-Bulkley (R? > 0,99), o qual, caracteriza fluidos que necessitam de uma
tensdo inicial para comecar a escoar, e a tensdo experimentada pelo fluido esta

relacionada ao estresse de maneira complexa e nao linear (MULLINEUX, 2008). Essa
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relacdo é caracterizada por trés parametros: indice de consisténcia (k), indice de

escoamento (n) e limite de cisalhamento (t0), que estado apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Parametros reoldgicos de acordo com o modelo de Herschel-Bulkley

Formulacéo k (Pa.s) 70 (Pa) n
Hidrogel 6,91+ 0,16 -3,87 £ 0,07 0,35+ 0,03
TP-Hidrogel 7,01 +£0,11 -3,97 £ 0,89 0,22+0,01
NLC-hidrogel 4,05+ 0,14 ** -0,90+0,11 * 0,50 + 0,01 *
NLC TP-hidrogel 3,87 £ 0,53 ** -1,28+ 0,29 * 0,50 + 0,02 *

Abreviacdes: TP = triptolida; NLC = nanodispersao liquido-cristalina.

Legenda: k = indice de consisténcia; 10 = limite de cisalhamento; n = indice de escoamento.

Os dados séo apresentados pela média + DP (n = 3 formulac¢des independentes).

Andlise estatistica realizada por One-way ANOVA, pés teste de Tukey (** p < 0,0001 e * p < 0,001).
Fonte: do autor, 2020.

Na literatura, hidrogeis preparados com polimeros derivados da celulose e
associados ou ndo com dispersdes de nanoparticulas sdo, em sua grande maioria,
caracterizados pelo modelo de Herschel-Bulkley e de Power Law, corroborando com
os resultados obtidos (CLARES et al., 2014; DESFRANCOIS; AUZELY; TEXIER,
2018; FONSECA-SANTOS et al., 2019; RIGON et al., 2019; TUNG; VU; NGUYEN,
2019).

Os valores de n quando < 1 indicam propriedades pseudoplasticas (GHICA et
al., 2016), confirmando a projecéo grafica dos reogramas apresentados anteriormente
(Figura 19). Um aumento de n foi observado para os hidrogeis contendo as NLCs,
com valores acima de 0,5, o que estd relacionado com maior escoamento da
formulacdo. De acordo com Silva et al. (2012), valores mais altos desse parametro
confere melhor aplicagéo local e estabilidade para formulacdes semi-sélidas durante
0 armazenamento (SILVA et al., 2012).

Por outro lado, essas formulages em comparagao ao hidrogel puro e ao TP-
hidrogel apresentaram uma diminuicdo de k (p < 0,0001), o qual reflete as alteragbes
na consisténcia do hidrogel, e de 10 (p < 0,001), relacionado ao estresse que o fluido
pode experimentar antes de produzir e comecar a fluir. O conteudo lipidico das
dispersdes e sua influéncia sobre a consisténcia final do hidrogel podem ter refletido
sobre esses parametros (SILVA et al., 2012; CLARES et al., 2014). De modo geral as

caracteristicas apresentadas pelos hidrogeis contendo as NLCs séo favoraveis para
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medicamentos de aplicacédo topica (KHURANA; BEDI; JAIN, 2013; GHICA et al.,
2016).

4.2.2.6.2. Perfil de textura e bioadesividade

Ao projetar um sistema de administragdo topica de medicamentos, a dureza,
coesdo e adesividade do veiculo sdo fatores importantes, e é essencial manter um
equilibrio adequado entre esses fatores. As informacfes derivadas dos estudos de
textura tém demonstrado correlagdo com o desempenho de um material in vivo
(HURLER et al., 2012; GILBERT et al., 2013; CALIXTO; INFANTE; MAIA CAMPQOS,
2018). Desta forma, as propriedades mecanicas dos hidrogeis foram avaliadas e os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 20.

Figura 20 - Representacdo gréafica dos resultados obtidos para a andlise do perfil de
textura dos hidrogeis. Os dados séo apresentados pela média £+ DP (n=3 formulagbes
independentes). Andlise estatistica realizada por One-way ANOVA, pés teste de Tukey (****
p <0,0001; ***p < 0,001; * p<0,01 e *p<0,05).
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De acordo com dados obtidos, nenhuma diferenca significativa foi determinada
para a compressibilidade entre os hidrogeis contendo ou néo as NLCs. Isso indica que
a presenca das particulas ndo alterou o trabalho necessario para deformar a
formulacdo durante a compressao da sonda. Por outro lado, a presenca das NLCs
influenciou na coesividade e adesividade das formula¢des. Entre os ciclos (1 e 2), os
valores foram proximos, e desta forma, consideramos apenas o primeiro ciclo para
discusséo dos resultados.

O hidrogel contendo as NLC e o hidrogel contendo as NLC TP apresentaram
uma média de coesividade de 0,027 + 0,001 N e 0,031 £ 0,002 N, respectivamente,
enguanto que, para o hidrogel puro ou contendo apenas a triptolida, foi determinado
uma coesividade de 0,025 + 0,001 N e 0,026 = 0,001 N, respectivamente. Este
parametro avalia a capacidade do material em se manter unido, e é medido como a
taxa na qual o material € desintegrado sob acdo mecéanica. Desta forma, o aumento
significativo deste parametro para os hidrogéis contendo as dispersdes indica uma
maior coesao e forca necessaria para que o0 mesmo seja desintegrado.

Para a adesividade, parametro que avalia a energia necessaria para superar
as forcas de atracao entre a superficie do material de analise e a superficie de outros
materiais com os quais entra em contato, foi observado um aumento significativo para
os hidrogéis contendo as dispersdes. Os valores foram de -0,039 + 0,002 e -0,064 +
0,003 N.mm para o hidrogel contendo as NLC e o hidrogel contendo as NLC TP,
respectivamente, sendo estes valores significativamente maiores quando comparado
aos hidrogeis sem NLCs, que variou de -0,01 a -0,02 N.mm. Tais resultados indicam
a influéncia direta do contetdo das NLCs sobre a adesividade final do hidrogel,
considerando que as dispersdes apresentam um conteudo lipidico que pode favorecer
0 aumento deste parametro.

Uma correlagé@o entre o comportamento mecanico examinado e a viscosidade
dos hidrogeis foi claramente exibida. Observou-se que o hidrogel contendo as NLCs,
com a maior viscosidade, exibia a estrutura mais espessa e firme, além da maior
capacidade de adesdo. Além disso, a presenca das NLCs compostas principalmente
por lipideos, juntamente com a HEC pode favorecer a capacidade de espalhamento,
importante atributo sensorial (GILBERT et al., 2013). As alteragdes observadas nos
parametros texturais podem favorecer a aplicagédo e prolongar o tempo de contato nas
lesGes cutaneas especificas (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2003; HURLER et al., 2012;
JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997).
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Para melhor investigar as propriedades adesivas, foi realizado o teste de
cisalhamento em peles de orelhas suinas. Esta membrana biolégica foi escolhida
como substrato devido a sua estrutura anatdbmica geral, espessura, conteudo de
colageno e lipidios e resisténcia mecanica sendo comparavel a da pele humana
(PUERTAS-BARTOLOME et al., 2019). Os resultados obtidos estéio apresentados na

Figura 21.

Figura 21 - Representacdo grafica da bioadesividade dos hidrogeis em membrana
suina. Os dados séo apresentados pela média £ DP (n=5). Andlise estatistica realizada por
One-way ANOVA, pos teste de Tukey (*** p < 0,001 e ** p < 0,01).
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Fonte: do autor, 2020.

A andlise de bioadesividade mostrou que a presenca o hidrogel contendo as
NLCs apresentaram um aumento da bioadesividade (p < 0,001), ou seja, a forca
necessaria para deslocar essas formula¢cdes da membrana foi maior comparada as
outras formulacdes. Este fato pode ser atribuido a composicao lipidica das dispersdes
e a sua carga residual positiva. E sabido que a presenca de cargas positivas favorece
interagfes quimicas intermoleculares e interfaciais com diferentes grupos funcionais
encontrados em proteinas, peptideos e carboidratos do tecido biolégico (PUERTAS-
BARTOLOME et al., 2019; RIGON et al., 2019).

A forca de adesdo, medida para cada hidrogel, € um fendmeno complexo
composto por multiplos processos unicos e diferentes eventos devem ser
considerados. Além disso, os hidrogeis sao projetados para serem aplicados as lesbes
psoriaticas, em um microambiente diferente da pele intacta, a qual foi utilizado nos

ensaios, e desta forma, o pH do local lesionado (acido), o processo inflamatério e a
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presenca de escamas superficiais podem alterar o padrédo de bioadesividade,

favorecendo a formacao de um gel mais viscoso e aderente (PAGANO et al., 2019).

4.2.3. Caracterizacdo morfologica das NLCs

Durante o desenvolvimento de novos materiais em escala nanomeétrica o
conhecimento da morfologia é importante para elucidar e caracterizar suas
propriedades de “estrutura-atividade”, pois, caracteristicas como forma, tamanho e
propriedades de superficie exercem efeitos diretos no desempenho bioldgico
(MANAIA et al., 2017; RAWAL,; SINGH; AMIJI, 2019). As NLCs foram caracterizadas

morfologicamente por AFM, como apresentado nas Figuras 22 e 23.

Figura 22 - Fotomicroscopias bidimensionais (de fase) representativas obtidas por AFM
das NLCs. [A] NLC; e [B] NLC TP. Escalas de 1 ym, 500 nm e 200 nm.

A

Fonte: do autor, 2020.
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Figura 23 - Fotomicroscopias tridimensionais representativas e histograma obtidos por

AFM das NLCs. [A] NLC; e [B] NLC TP.
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De acordo com as imagens adquiridas por AFM é possivel obter informacdes
topograficas das NLCs em analise. De acordo com a Figura 22 (A-B), as imagens
adquiridas no modo de fase possibilitam distinguir materiais com propriedades
mecanicas distintas, como dureza e elasticidade. Desta forma, ambas as NLCs
apresentam predominantemente regides claras em sua superficie, evidenciando as
caracteristicas maleaveis das particulas formadas por monoleina e acido oleico.
Alguns pontos sdo mais escuros que a superficie total da NLCs-TP, correspondendo
a microdominios de menor visco-elasticidade, os quais podem estar relacionados a
presenca da triptolida na nanoestrutura (JAMES et al., 2001; CHAFIDZ et al., 2012;
BOLEAN et al., 2017).

Podemos observar nessas imagens, principalmente na escala de 1 uym, a
presenca de particulas/vesiculas ou artefatos menores que as NLCs. Na literatura, a
presenca de vesiculas uni- ou multi-lamelares foi relatada por diversos autores e esta
intrinsecamente relacionado ao método de produgdo empregado (MULET; BOYD;
DRUMMOND, 2013; AKBAR et al., 2017; SILVESTRINI et al., 2020). Nos ultimos
anos, diferentes estratégias tém sido empregadas para eliminar a presenca dessas
vesiculas, como tratamento térmico, dialise e extrusdo em membrana (LANCELOT;
SIERRA; SERRANO, 2014; ANGELOVA et al., 2017).

200 19325 frn
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Em relacdo ao formato, esperava-se a visualizacao da estrutura facetada das
NLCs hexagonais, no entanto, nem sempre € possivel observar as facetas nitidas, e
esta caracteristica pode ser devido aos atritos exercidos pela varredura da ponta na
amostra (NETO et al., 1999). No entanto, a representagéo topografica tridimensional
e o histograma nos (Figura 23 A-B) revelam que as NLCs apresentam dimensdes
distintas entre a altura e largura, bem como ndo apresentam um formato esférico, o
gue € observado nas imagens 2 D.

A altura calculada é definitivamente abaixo da altura esperada, que deveria
estar proxima a dimensdo lateral. No entanto, isso pode ser explicado pela influéncia
de varios fatores intrinsecos relacionados a técnica e as caracteristicas maleaveis das
NLCs, como forca exercida pela sonda oscilante sobre a amostra e ao fenbmeno de

adsorcao das particulas na superficie da mica (NETO et al., 1999).

4.2.4. Estudos em célula vertical de difusdo de Franz
4.2.4.1. Liberacdo cutanea em membrana sintética

Nos ensaios de liberacdo utilizando célula vertical de difusdo de Franz, as
formulacbes de estudo (NLC TP e NLC TP-hidrogel) e veiculos controles (solugéo e
hidrogel) foram avaliadas quanto a sua capacidade de liberar a triptolida em funcéo
do tempo (SHEN; BURGESS, 2013). A condicdo sink foi previamente avaliada,
considerando que a concentracdo do farmaco dissolvida no meio de liberacéo fosse
menor que 10 % da sua concentracdo de saturacao (USP38/NF33, 2015; EUROPEAN
COMMISSION, 2018).

As concentragfes de triptolida obtidas no compartimento receptor foram
determinadas e plotadas graficamente em porcentagem em relacdo a dose inicial
aplicada (166,6ug), como mostrado na Figura 24. Posteriormente, os dados foram
ajustados a modelos matematicos: (i) ordem zero (concentragdo vs tempo), (ii)
primeira ordem (log da concentracdo vs tempo) e (iii) cinética de Higuchi
(concentracdo vs raiz quadrado do tempo) (COSTA; SOUSA LOBO, 2001). Os

coeficientes de correlagéo calculados estao apresentados na Tabela 11.
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Figura 24 - Perfil de liberac&o datriptolida em membrana sintética de celulose utilizando
Ensaio realizado com triptolida em solucéo
(propilenoglicol:dgua, 1:5, v/v), triptolida incorporada no hidrogel, NLC TP e NLC TP-hidrogel.
Porcentagem de triptolida liberada em relacdo a dose inicial aplicada (166,6 pg). Os dados do
conteudo liberado sé@o apresentados pela média + DP (n=5). Andlise estatistica realizada por

célula vertical

de difusdo de Franz.
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One-way ANOVA, pos teste de Tukey (*** p< 0,0001).

100 A

Conteldo de TP liberado (%)

TP-solugédo

—#— TP-hidrogel

NLC TP
=#= NLC TP - hidrogel

Fonte: do autor, 2020.

10

15

Tempo (h)

20

Tabela 11 - Modelos cinéticos de liberacdo da triptolida.

25

Formulacéo Cinética Equacédo dareta Coeficiente de correlagéo

Ordem zero y =6,523x + 19,26 0,975

TP-solucao Primeira ordem y =0,042x + 1,400 0,768
Higuchi y = 33,28x — 14,81 0,927

Ordem zero y =6,163x + 3,577 0,996

TP-hidrogel Primeira ordem y = 0,095x + 0,898 0,831
Higuchi y =27,81x — 21,43 0,976

Ordem zero y = 8,135x + 18,89 0,915

NLC TP Primeira ordem y =0,075x + 1,28 0,710
Higuchi y = 35,09x — 11,55 0,982

Ordem zero y = 8,262x + 16,26 0,911

NLC TP hidrogel Primeira ordem y =0,079x + 1,239 0,724
Higuchi y = 35,40x — 14,16 0,986

Abreviacdes: TP = triptolida; NLC = nanodisperséo liquido-cristalina.

Fonte: do autor, 2020.
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De acordo com os resultados apresentados, observa-se que a triptolida
presente nas NLC TP ou nas NLC TP-hidrogel foi rapidamente liberada dentro de 12
horas de estudos (aproximadamente 60% da dose aplicada) e seguida de liberacao
prolongada de 12 a 24 h (aproximadamente 77% da dose aplicada). A presenca da
reticulacdo da HEC nao alterou o perfil de liberacao da triptolida nas NLCs. Um efeito
de explosao (efeito burst) foi observado nas primeiras horas do perfil de liberacao para
ambas as formulagdes, sugerindo que, embora a maioria do contetudo de triptolida
tenha sido encapsulado no interior da mesofase liquido-cristalina, o farmaco livre
(aproximadamente 10%, de acordo com os resultados obtidos pela EE%) ou adsorvido
na superficie da particula foi rapidamente liberado neste intervalo de tempo inicial. A
cinética de liberacdo, neste caso, foi melhor ajustada ao modelo de Higuchi
(quantidade de medicamento liberado versus raiz quadrada do tempo), modelo
matematico amplamente conhecido por descrever a liberacbes controladas/
sustentadas (SIEPMANN; PEPPAS, 2011). Para as formulag8es controle, o contetdo
liberado em 24h correspondeu a concentracdes acumulativas acima de 90% em
relacdo a dose aplicada, sendo os perfis obtidos melhores ajustados ao modelo de
ordem zero (quantidade de medicamento liberado ao longo do tempo), indicando que
ndo ha nenhum mecanismo que module a liberacdo do ativo (COSTA, 2002).

Semelhante ao obtido para a triptolida nas formulagbes controles, outros
estudos reportaram uma rapida liberacdo em um periodo igual ou menor que 24 h de
estudo (LIN et al., 2018a; ZHANG et al., 2018, 2019). Enquanto que, para sistemas
carreadores nanoestruturados, como as NLCs, o modelo de Higuchi & amplamente
conhecido por caracterizar a liberacdo dos ativos carregados (SIEPMANN; PEPPAS,
2011; SILVESTRINI et al., 2020). Uma série de estudos reportaram a liberacao
sustentada de cetoconazol, tamoxifeno e rosuvastatina em NLCs hexagonais, e
resveratrol, acido alfa-lipdico, ibuprofeno e ondansertrona em NLCs cubicas (SHERIF;
BENDAS; BADAWY, 2014; GABR; MORTADA; SALLAM, 2017; JAIN et al., 2017;
MANSOUR et al., 2017; BADIE; ABBAS, 2018; GAZGA-URIOSTE et al., 2019). Outros
autores obtiveram uma liberagdo ainda mais lenta com variagbes do pH do meio
aquoso (URANDUR et al., 2018; GABR; MORTADA; SALLAM, 2017).

De acordo com estudos cinéticos envolvendo matrizes liquido-cristalinas, a
liberacdo sustentada de farmacos com caracteristicas hidrofébicas esta relacionada
com a alta afinidade dessas moléculas pelo contetdo de monoleina e &cido oleico

presentes na arquitetura das micelas invertidas, levando a uma particdo desfavoravel
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na fase aquosa. O aumento da propor¢cdo de monoleina leva a um aumento da
viscosidade da matriz, resultando em um atraso na difusdo dos ativos na bicamada
monogliceridica para o meio aquoso (SHERIF; BENDAS; BADAWY, 2014; MANSOUR
et al., 2017; BADIE; ABBAS, 2018). Alem disso, foi observado que a presenca do
acido oleico, ao alterar a automontagem do empacotamento lipidico, leva a alteracfes
nas dimensodes da rede, diametro, grau de tortuosidade e orientagdo dos canais de
agua, o que afeta a taxa de difusdo do farmaco (MILAK; ZIMMER, 2015; GABR;
MORTADA; SALLAM, 2017).

4.2.4.2. Permeacdao e retencdo cutdnea em membrana biolégica

A permeacédo e retencdo de compostos pela e através da pele tem sido um
desafio na terapia de doengas cutaneas, uma vez que a pele se comporta como uma
barreira fisica e bioldgica (BIBI; AHMED; KHAN, 2017; BELLEFROID et al., 2019). No
entanto, estratégias nanotecnoldgicas buscam superar esse viés para permitir a
entrega de medicamentos em concentracdes terapeuticamente eficazes e com
menores efeitos colaterais (ROBERTS et al., 2017).

Neste contexto, investigar a capacidade de permeacao e retencdo das NLCs
carregadas com triptolida e siRNA faz-se necessario para o desenvolvimento racional
desta plataforma. Desta forma, estudos utilizando a pele de orelha suina, que
apresenta semelhangas estruturais com a pele humana (PRACA et al., 2018), foram
conduzidos para as formulacbes desenvolvidas e os dados obtidos estédo

apresentados na Figura 25 e na Tabela 12.
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Figura 25 - Perfil de permeacao da triptolida em pele de orelha suina utilizando célula
vertical de difusdo de Franz. Ensaio realizado com TP-solucéo, TP-hidrogel, NLC TP e NLC
TP-hidrogel. Porcentagem de triptolida liberada em relacdo a dose inicial aplicada (166,6 ug).
Os dados do contetdo permeado sédo apresentados pela média + DP (n=5). Andlise estatistica
realizada por One-way ANOVA, pés-teste de Tukey (p< 0,0001): # = NLC TP vs TP-solucéo,
TP-hidrogel e NLC TP-hidrogel; & = solugéo vs TP-hidrogel, NLC TP e NLC TP-hidrogel; e @
= NLC TP-hidrogel vs TP-hidrogel.
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Fonte: do autor, 2020.

Tabela 12 - Parametros cinéticos de permeacéo in vitro da triptolida.

Formulacéo Fluxo (ug/cm?/h) Lag time (h) Coeficiente de permeacédo (cm/h)
TP-Solugso 0,87 + 0,02 2,01+0,25 0,0025 + 0,0001
TP-Hidrogel 0,31+ 0,04 %@ 5,82 + 0,09 0,0010 + 0,0002 *

NLC TP 0,62+ 0,03% 2,85+ 0,07 @ 0,0031 + 0,0001
NLC TP hidrogel 0,49 + 0,02 ¢ 3,60 + 0,09 & 0,0018 + 0,0002 @

Dados apresentados pela média + DP (n=5).

Abreviacdes: TP = triptolida; NLC = nanodispersao liquido-cristalina.

Analise estatistica dos dados realizada por One-way ANOVA, pos teste de Tukey (p < 0,0001): # = NLC
TP vs TP-solucdo, TP-hidrogel ou NLCTP-hidrogel; & = TP-solucdo vs TP-hidrogel, NLC TP ou NLC
TP hidrogel; e @ = NLC TP hidrogel vs TP-hidrogel.

Fonte: do autor, 2020.

De acordo com os resultados apresentados, podemos observar que as NLC TP
proporcionaram maiores taxas de permeacéao da triptolida pelas camadas da pele em
comparacao a triptolida em solucédo ou no hidrogel. As concentragcdes acumulativas

durante as primeiras 10 h de amostragem foram estatisticamente superiores (p
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<0,0001) (Figura 25). As NLC TP apresentaram um maior coeficiente de permeacéo
(0,0031 = 0,0001 cm/h), enquanto que, quando presentes no hidrogel (NLC TP-
hidrogel), houve uma diminuicdo acentuada deste parametro para 0,0018 + 0,0002
cm/h (p <0,0001). Para ambas as formulacdes, os fluxos de permeacdo foram
menores em relacao a triptolida em solugéo (p < 0,0001), o que refletiu em um maior
lag time (tempo necessario até atingir a permeacao linear) (Tabela 12).

A capacidade de interacdo da molécula com a pele foi documentada por outros
autores, e tem sido um dos grandes desafios para seu uso tépico (CHEN et al., 2004;
ZHOU et al.,, 2012). Muitos fatores podem estar relacionados, além de sua
lipofilicidade. Propriedades fisico-quimicas baseadas no nivel molecular, como o
namero de ligacBes de hidrogénio, a superficie de polaridade total e o volume
molecular sdo caracteristicas que demonstram correlacdo com a absorcdo cutanea
(TSAKOVSKA et al., 2017).

Na literatura varios estudos reportaram maiores taxas de permeac¢édo quando
farmacos ou biomacromoléculas foram veiculadas por NLCs (UCHINO et al., 2015;
MOHYELDIN; MEHANNA; ELGINDY, 2016; SALAH; MAHMOUD; KAMEL, 2017
BADIE; ABBAS, 2018). Madheswaran et al. (2014) especularam que o aumento da
permeacdo das NLCs se deu a um aumento do grau de desordem das cadeias acil
lipidicas, resultando no aumento da fluidez do EC. Ainda, foi sugerido que a estrutura
liquido-cristalina das NLCs, composi¢cdo e estrutura quimica de seus componentes
estdo associados a maior capacidade de permeacao cutanea. O AO interage e
modifica os dominios lipidicos das superficies bioldgicas, devido a sua longa cadeia
de acido graxo com insaturacao cis e uma estrutura torcida capaz de interromper e
aumentar a fluidez do empacotamento lipidico e, portanto, diminuindo a resisténcia
difusional (LEEKUMJORN et al., 2009). Desta forma, em conjunto com a MO, ocorre
um aumento na fluidez do estrato corneo e desestruturagcdo do acondicionamento
lipidico intercelular (MADHESWARAN et al., 2014; UCHINO et al., 2019).
Adicionalmente, podemos observar, nitidamente, que a aplicagdo de uma formulagéao
mais espessa/ viscosa como o hidrogel diminuiu o conteddo de triptolida permeado
durante o tempo (Figura 25). Para as NLC TP-hidrogel ou para TP- hidrogel os
menores coeficientes de permeacao refletiram na determinacéo de menores fluxos e
um maior lag-time (Tabela 12), sugerindo desta forma, que, as diferentes formulagbes
podem alterar a atividade termodinamica do farmaco e consequentemente a sua

liberacdo e penetracdo na pele (CHEN et al., 2004). Comparativamente ao hidrogel
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controle, os resultados obtidos estdo de acordo com os estudos na literatura, nos
quais, as formulacbes de hidrogeis de carbopol 940 contendo microemulsoes,
nanoparticulas lipidicas solidas ou nanoemulsdes mostraram aumentar o fluxo e a
taxa de permeacdo da triptolida quando comparados ao hidrogel controle (CHEN,
HUABING et al., 2007; MEI, Z. et al., 2008; YANG, M. et al., 2017b).

Além disso, as caracteristicas reolégicas e bioadesivas fornecidas pelo hidrogel
a dispersao de NLC/ NLC TP, anteriormente analisadas, podem ter proporcionado um
maior permeabilidade pelo estrato corneo, enquanto favorecia maior tempo de
residéncia das NLC TP nas camadas epidérmica e dérmica, e consequente uma
menor taxa de permeacéo (DESFRANCOIS; AUZELY; TEXIER, 2018).

Posteriormente, de modo a investigar e compreender as interacdes das
formulacdes nas diferentes camadas da pele, como estrato cérneo (EC) e epiderme-
derme viavel (EP+D) foi realizado os ensaios de retengéo cutanea. Os dados obtidos
estdo apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - Perfis de retencéo datriptolida em pele de orelha suina. Ensaio realizado com
TP-solucao, TP-hidrogel, NLC TP e NLC TP-hidrogel. Porcentagem de triptolida liberada em
relacdo a dose inicial aplicada (166,6 pg). Os dados do contetdo retido no EC e na EP+D séo
apresentados pela média + DP (n=5). Analise estatistica realizada por One-way ANOVA, teste
de Tukey (**** p <0,0001; *** p <0,001; ** p <0,01 e * p <0,05).
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Fonte: do autor, 2020.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 26, podemos observar

guantidades significativamente elevadas de triptolida na EP+D quando veiculadas

pelas NLC TP ou NLC TP-hidrogel em comparacéo aos controles (solucao e hidrogel)

(p <0,0001) em todos os tempos de analise.

Para as NLC TP esse aumento foi equivalente de 2 a 15 vezes, com uma

retencdo maxima obtida no tempo de 6 h. Neste tempo, 0 aumento do contetdo retido
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foi de 14,8 vezes em relacdo a solucédo, e 15,5 vezes em relacdo ao hidrogel (p
<0,0001) na EP+D. No EC, o conteudo de triptolida foi superior apds o tempo de 6 h
(p <0,0001). Ainda, comparativamente ao conteudo permeado (Figura 25), as NLC
TP mostraram uma maior retencéo de 1,63; 2,61; 1,37 e 1,43 vezes mais triptolida na
EP+D nos tempos de 4, 6, 8 e 12 h, respectivamente.

Por outro lado, um aumento significativo das concentracdes de triptolida retida
no EC e EP+D foram obtidas com as NLC TP-hidrogel em comparacdo com a NLC
TP e os veiculos controles. Comparado a solucéo e ao hidrogel, um aumento de 1,8
a 3,5 vezes nas concentracgdes de triptolida foram determinadas no EC, enquanto que,
na EP+D, houve um aumento de 5 a 17 vezes. Em relacdo as NLC TP esse aumento
foi de 1,2 a 2,8 vezes no EC e de 1,6 a 3,5 na EP+D, principalmente nos tempos
superiores a 4 h. No tempo de 6 h um pico maximo de triptolida retida foi determinada
no EC e na EP+D. Ainda, o conteddo retido foi significativamente superior ao
encontrado no conteddo permeado, indicando que, as NLC TP-hidrogel permitiram
maior interacdo e retencao da triptolida na EP+D, limitando a sua permeabilidade para
as demais camadas da pele, o que refletiu em menores taxas de fluxo e coeficiente
de permeacéao (Tabela 12).

De acordo com esses resultados, em conjunto com o perfil de permeacao, é
possivel inferir gue o aumento da retencao da triptolida no EC e na EP+D quando
encapsulada nas NLC TP-hidrogel proporcionaram um maior tempo de residéncia
nessas camadas, o que pode estar relacionado com as suas propriedades mecéanicas
e bioadesividade, como relatado nos estudos anteriores. Este resultado mostrou-se
interessante pelo fato de proporcionar que 0s agentes terapéuticos, no caso a
triptolida e as moléculas de siRNA, sejam entregues no local em que a psoriase se
manifesta, ou seja, na epiderme e derme. Além disso, evita que elevadas
concentragbes de triptolida atinja niveis plasmaticos e a ocorréncia de efeitos
adversos. O uso de hidrogeis associado a nanoparticulas é reportado como uma
estratégia interessante para fornecer o controle espacial e temporal da entrega dos
medicamentos e faz-se uso das suas propriedades adesivas e biocompativeis, além
de permitir um manuseio mais conveniente da amostra e maior conformidade do
paciente (DESFRANCOIS; AUZ; TEXIER, 2018; SOSNIK; SEREMETA, 2017).

Para complementar os dados quantitativos, analises em microscopia confocal
de varredura a laser foram realizados para visualizagdo da localizacdo da

fluorescéncia emitida pelo siRNA Alexa Fluor 647 livre ou veiculado nas NLC TP na
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membrana biolégica. A fluorescéncia do complexo siRNA-NLC TP nos indica a
capacidade nas NLCs em carregar o SiRNA pela/ através da pele, e também,
indicando indiretamente, a sua localizacdo nas camadas da pele, como referéncia aos
ensaios gquantitativos anteriores. As fotomicroscopias representativas dos cortes

histoldgicos estao apresentadas na Figura 27.

Figura 27 - Fotomicroscopias representativas de cortes histolégicos de pele de orelha
suina obtidas por microscopia confocal de varredura a laser apés 6 h de tratamento.
Ensaio realizado com amostras contendo siRNA-Alexa Fluor 647 5 uM livre (dgua isenta de
RNAse) e NLC TP-siRNA Alexa Fluor 647 5 uyM. Imagens adquiridas utilizando objetiva de
imerséo 63x e filtros DAPI (A 450 nm; marcador de nucleo celular) e Alexa Fluor 647 (. 638
nm; marcador de siRNA/NLC TP). A barra de escala corresponde a 100 pm.

DAPI AlexaFluor 647 Sobreposicao

siRNA livre

NLC TP-siRNA

NLC TP-siRNA hidrogel

Fonte: do autor, 2020.
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De acordo com as fotomicroscopias obtidas é possivel observar que o siRNA
em solugéo nao apresenta permeabilidade suficiente para atingir as demais camadas
da pele, ficando retido no EC. Isso € amplamente discutido na literatura, e suas
caracteristicas como tamanho e carga dificultam a sua difusédo, reforcando dessa
maneira, a necessidade de vetores ou nanoparticulas para viabilizar o seu transporte
e protecdo (TATIPARTI et al., 2017; BELLEFROID et al., 2019). Por outro lado,
quando complexado nas NLC ou NLC-hidrogel, a fluorescéncia correspondente ao
SiRNA é observada por toda a extensdo do EC e EP+D. Estudos anteriores do grupo
também reportaram a capacidade das NLCs em transportar o siRNA através da pele
(VICENTINI et al., 2013a; DEPIERI et al., 2016; PETRILLI et al., 2016).

Em conjunto, os resultados quantitativos e qualitativos obtidos nos ensaios de
permeacao e retencao cutanea em membrana biolégica nos sugerem que a NLCs sdo
apresentam habilidades competentes de veicular tanto a triptolida como as moléculas
de siRNA, permitindo um acumulo nas regides epidérmicas de interesse para o
tratamento da psoriase. Além disso, o hidrogel proposto para aumentar a viscosidade
da dispersdo mostrou-se muito promissor ao proporcionar um comportamento

bioadesivo e melhorar a interacao e retengcéo das NLCs com a pele.

4.2.5. Estudos in vitro

4.2.5.1. Viabilidade celular na linhagem HaCaT

O estudo de viabilidade in vitro da triptolida e do sSIRNA TNF-a em suas formas
livres e carregados nas NLCs foi realizado pelo ensaio de resazurina em células de
gueratinécitos humanos normais da linhagem imortalizada HaCaT. Esta linhagem
celular foi selecionada para os ensaios por exibir propriedades celulares basais e
representar uma das principais células ativas no processo patologico da psoriase
(BOCHENSKA et al., 2017; CHIRICOZZI et al., 2018).

Os dados de viabilidade obtidos para as diferentes amostras e concentragoes
utilizadas estdo representados na Figura 28 e os valores de ICso calculados

posteriormente estdo apresentados na Tabela 13.
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Figura 28 - Representacdo grafica da viabilidade celular obtidas pelo ensaio de
resazurina para a linhagem HaCaT. Porcentagem de viabilidade celular apds 24 h de
tratamento. Controle negativo: meio de cultura DMEM 10% SBF. Os dados sdo apresentados

pela média + DP (n=8).
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Tabela 13 - Determinacéo do ICso para HaCaT ap6s 24 h de tratamento.

Amostra ) ICso0 _ I1Cs0 _ Iqu
Particulas/ mL Molaridade TP (uM) Molaridade siRNA (nM)
TP livre n.a. 0,09 + 0,01 n.a.
SiRNA TNF-a livre n.a. n.a. n.d.
NLC sem PAH 3,23 +0,09 x 10° n.a. n.a.
NLC TP sem PAH 1,51+0,15x 10° 0,26 + 0,02 # n.a.
NLC 2,29+ 0,07 x 10° n.a. n.a.
NLC TP 1,19+ 0,08 x 10° 0,26 + 0,01 * n.a.
NLC + siRNA TNF-a 3,19+0,12 x 10° n.a. 209,61 + 10,51
NLC TP + siRNA TNF-a 1,91 +0,11 x 10° 0,34+0,02% 196,79 + 11,70

Abreviacdes: TP =triptolida; NLC = nanodisperséo liquido-cristalina; PAH = poli(alilamina hidroclorada);
siRNA = small interfering RNA; n.a. = ndo se aplica; n.d. = ndo determinado.

Os dados sao apresentados pela média + DP (n=8). Analise estatistica realizada por One-way ANOVA,
pos teste de Tukey (p = 0,001: # = grupos comparados com TP livre; e * = NLC TP comparado com TP
livre).

Fonte: do autor, 2020.

A citotoxicidade das amostras analisadas, exceto do siRNA TNF-a livre,
mostraram-se dependentes da concentracdo (Figura 28). Nao foi possivel determinar
0 ICso do siRNA TNF-a livre devido a baixa taxa de transfeccao celular e a
suscetibilidade a degradacédo enzimatica, como bem reportado na literatura (CHU;
TANG; YIN, 2015; BOHR et al., 2017; HUANG; GUO; GUI, 2018). Por outro lado,
quando carreado pelas NLCs, a concentracdo do ICso foi alcancada com
aproximadamente 200 nM. Na literatura, é escassa informacdes sobre 0 ICso SIRNA
TNF-a associado a carreadores. Como exemplo, Bohr et al. (2017) obtiveram uma
concentragéo equivalente a 470 nM para o siRNA TNF-a carreado por dendrimeros
em células de macrofago murino (linhagem RAW 264.7). Em outro estudo,
concentracbes de 10, 20, 40 e 100 nM de siRNA TNF-a em lipoplexos néao
influenciaram significativamente na viabilidade (60-90%) das células endoteliais em
48 h (CONSTANTINESCU et al., 2019). Huang et al. (2018) também relataram baixa
citotoxicidade do siRNA carreado em nanoparticulas poliméricas em concentracdes
de 0,1 e 0,7 pg/mL, equivalente a 1,3 e 9,3 uM (HUANG; GUO; GUI, 2018).

Para a triptolida em solugéo, o ICso foi determinado a uma concentragao de
0,09 £ 0,01 uM. Na literatura, a triptolida apresenta uma ampla variacao de toxicidade
de acordo com o tipo celular e tempo de tratamento. Em linhagens murinas normais,
como de queratindcitos e macrofagos, as doses variam de 10 a 200 nM (Xl et al.,
2017; HOU; LIU; XU, 2019). Para a linhagem HaCaT, Feng et al. (2005), Hongqin et
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al. (2011) e Tian et al. (2018) relataram ICso de 0,01 pM, 2,42 uyM e 1 uM,
respectivamente. Essa variacdo de concentracdes pode ser decorrente de varios
fatores, como a densidade de células utilizadas, o método de analise e o tempo de
incubacao.

Por outro lado, quando encapsulada nas NLCs €é possivel observar um aumento
de aproximadamente 3 vezes do ICso, indicando que o sistema carreador conferiu
protecdo as células da toxicidade inerente da triptolida. Adicionalmente, um efeito
interessante foi observado quando o siRNA TNF-a foi complexado as NLC TP, onde
foi necesséaria uma maior concentracdo de NLCs contendo a triptolida (0,34 + 0,02
UM) para atingir uma concentragdo inibitoria de 50%. De forma semelhante, a
presenca do siRNA TNF-a também alterou o ICso das NLCs controles.

Em relacéo as NLCs desenvolvidas, além dos efeitos da presenca da triptolida
e do siRNA TNF-a, foi avaliado também a influéncia do polimero PAH na sua
composicdo. De acordo com os valores de ICso pode-se observar que a presenga do
polimero conferiu uma diminuicdo de 1,2 a 1,4 vezes quando comparado as NLCs
sem o polimero. Apesar disso, esse resultado mostrou-se promissor, pois, polimeros
catibnicos usualmente conferem elevada citotoxicidade as nanoparticulas, por
proporcionar uma entrega mais eficiente nas membranas celulares com carga liquida
negativa (FANG et al., 2015; RAI; ALWANI; BADEA, 2019). E relatado que, o nimero
de aminas primarias na superficie e, portanto, o carater catidbnico da superficie, é
relacionado com a compatibilidade hematolégica e baixa citotoxicidade (RAI; ALWANI;
BADEA, 2019). Desta forma, correlacionando com os valores de potencial zeta obtidos
para as NLCs na presenca do PAH podemos inferir que a carga superficial positiva
em torno de 11,25 = 0,07 mV nao confere efeitos toxicos significativos nas células.
Ainda, isso fica claro quando o siRNA TNF-a é complexado nas NLCs, e estas
apresentam carga superficial de + 5,2 + 0,84 mV, consequentemente, € necessario
um maior concentracdo de particulas para exibir um efeito toxico (TAKEMOTO;
NISHIYAMA, 2017).

4.2.5.2. Avaliacao dainternalizag&o celular, vias endociticas e trafico intracelular
das NLCs

O desenvolvimento de veiculos de entrega de medicamentos intracelulares
exige um entendimento profundo de sua internalizacdo e funcéo ao entrar na célula

para adaptar as caracteristicas fisico-quimicas dessas plataformas e obter
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tratamentos eficazes (CALDORERA-MOORE et al., 2010). Para a entrega de siRNAs,
um grande obstaculo para a sua traducéo clinica é encontrar um veiculo de entrega
adequado e seguro, capaz de ser estavel em pH fisiologico e libere o seu conteudo
em pH acido endossomal, cumprindo a entrega somente no citoplasma (TAKEMOTO;
NISHIYAMA, 2017; DONG; SIEGWART; ANDERSON, 2019; PATEL et al., 2019;
WOJNILOWICZ et al., 2019).

De forma a compreender a capacidade das NLCs em transportar o SiRNA nas
células, a eficiéncia de internalizacao foi avaliada por citometria de fluxo em diferentes
tempos de tratamento e, por meio da microscopia confocal de varredura a laser foi
possivel observar a localizacdo dos complexos NLCs-siRNA nas células apés 24 h de

tratamento. Os resultados dessas andlises estdo apresentados na Figura 29 e 30.

Figura 29 - Eficiéncia de internalizagdo celular das NLC TP em HaCaT. Representacdo
gréfica da porcentagem de internalizacdo celular das NLC TP obtidas por citometria de fluxo
apos os diferentes tempos de tratamento. Controle positivo de transfeccdo: lipofectamina
2000® -siRNA Alexa Fluor 647. Os dados sdo apresentados pela média + DP (n=5). Andlise
estatistica realizada por teste t de Student (* p <0,0001: NLC TP-siRNA vs siRNA).

1107 = sirRNA

[ Lipofectamina-siRNA

I NLC TP-siRNA *
90 A * *

100 A

80 1

709

60

501

40 1

301

Transfecg¢édo celular (%)

201

104

*
0 |- T T
1h 2 h 6 h

12 h 24 h

Fonte: do autor, 2020.
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Figura 30 - Fotomicroscopias representativas da captacao celular das NLCs em HaCaT obtidas por microscopia confocal de varredura a
laser apds 24 h de tratamento. Imagens adquiridas utilizando objetiva de imersao 63x e filtros DAPI (A 450 nm; marcador de nucleo celular),
Rodamina 123 (A 552 nm; marcador membrana mitocondrial) e Alexa Fluor 647 (A 638 nm; marcador de SiRNA/NLC). Controle positivo de
transfeccéo: lipofectamina 2000®; controle negativo: meio DMEM suplementado com 10% SBF. A barra de escala corresponde a 20 pm.

DAPI Rodamina 123 Alexa Fluor 647 DAPI- DAPI- Rodamina 123- Todos
Rodamina 123 Alexa Fluor 647 Alexa Fluor 647 0s canais

Fonte: do autor, 2020.
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A andlise quantitativa da internalizagdo celular das NLCs-siRNA em HaCaT
demonstrou que, apds um periodo de incubacao relativamente curto (1 h), os niveis
de siRNA celular fornecidos pelas NLCs alcancaram quantidades superiores aos
controles utilizados. Essa tendéncia foi observada em todos os tempos, sendo que a
partir de 6 h de incubacgédo os niveis foram mantidos em mais de 85 % (Figura 29). Os
sinais de fluorescéncia vermelha correspondendo ao siRNA marcado com Alexa Fluor
647 nas imagens de microscopia confocal corroboram os dados obtidos por citometria
de fluxo. De acordo com a Figura 30, apds 24 h de tratamento, as células tratadas
com as NLCs apresentaram uma alta intensidade de fluorescéncia, assim como o
controle positivo, ainda que comparativamente podemos observar uma ligeira
diminuicdo dessa intensidade. A fluorescéncia vermelha € observada por todo o
citoplasma e regides perinucleares (nucleo corado com DAPI — representado pela cor
azul). Adicionalmente, a marcag¢do das células com Rodamina 123, é comumente
utilizada para predizer alteracbes mitocondriais, que resultam em perda do corante e
consequente diminuicdo da fluorescéncia (CHAZOTTE, 2011). Desta forma, a
manutencdo da sua fluorescéncia nos sugere que o tratamento com as NLCs néo
provocou alteragdes mitocondriais, ou mesmo morfolégicas (Figura 30).

Os resultados aqui encontrados estdo de acordo com o reportado na literatura.
O siRNA livre foi pouco absorvido pelas células HaCaT, o que é consistente com a
hipétese de que grandes biomoléculas como o siRNA sao dificiimente endocitadas
pelas células (YIN et al., 2014), enquanto que, maiores taxas de internalizacdo sédo
alcancadas com a veiculacdo em carreadores. Além disso, € bem reportado que
nanoparticulas com maior carga superficial positiva exibem uma afinidade mais forte
pela membrana celular carregada negativamente (glicoproteinas da superficie celular)
sendo responsavel por maior captacao celular (ALBANESE; TANG; CHAN, 2012). Em
relatorios anteriores do grupo, NLCs de fase hexagonal modificadas com o polimero
PEI apresentaram taxas de internalizagéo acima de 80% em um periodo de incubacéo
de 24 h (DEPIERI et al., 2016; PETRILLI et al., 2016; TOFANI et al., 2018). No entanto,
a carga superficial positiva das NLCs do presente estudo foi fornecida pelo polimero
PAH, e corroborando com dados da literatura, nanoparticulas produzidas com este
polimero confirmam a elevada capacidade de promover internalizagéo celular, além
de efeitos aprimorados no silenciamento génico e entrega de moléculas bioativas.
Zhao et al. (2012) reportaram que nanoparticulas de ouro com superficie modificada

por PAH ou PEI exibiram eficiéncias de internalizacdo equivalentes, além disso,
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ensaios de atividade revelaram que o siRNA entregue pelas nanoparticulas contendo
PAH forneceram um efeito silenciador aprimorado em comparacao com o controle de
transfeccéo, lipofectamina 2000® (ZHAO et al., 2012). Wang et al. (2015) também
demonstraram boa biocompatibilidade e internalizacdo de nanoplexos de pontos
guanticos-siRNA contendo PAH comparado aos produzidos com PEI (WANG et al.,
2015b).

Para explorar o mecanismo que mediou a internalizacdo das NLCs, as células
foram pré-tratadas com inibidores de endocitose mediada por clatrina (sacarose 0,5
M e clorpromazina 2,5 uM), endocitose mediada por caveolina (Metil-B-ciclodextrina 1
MM e filipina 1l 50 puM), macropinocitose (amilorida 0,1 mM e citocalasina D 30 uM),
fagocitose (citocalasina B 1 pM) e metabolismo celular (azida sodica 50 mM).
Adicionalmente, avaliou-se os efeitos da inibicdo da acidificacdo lisossomal com
cloroquina (25 uM). Previamente, ensaios de citotoxicidade foram realizados em
células HaCaT, de modo a assegurar que as concentracdes utilizadas ndo afetariam
a viabilidade celular durante as investigacbes de inibicdo. Além disso, junto as
analises de citometria de fluxo, a viabilidade celular foi verificada com iodeto de
propideo, que se manteve em niveis proximos ou iguais a 100%. As porcentagens de
internalizacdo das NLCs na presenca individual dos inibidores estdo apresentadas na
Figura 31.
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Figura 31 - Internalizacdo celular das NLCs na presenca de diferentes inibidores de
endocitose. Representagdo grafica da porcentagem da internalizagdo celular apés 6h de
tratamento com as NLCs na auséncia (controle positivo) e na presenca dos inibidores de
endocitose. Os dados sdo apresentados pela média + DP (n=3). Analise estatistica realizada
por teste t de Student (* p <0,001 em relag&o ao controle positivo).
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Fonte: do autor, 2020.

A internalizacdo das NLCs foi notavelmente inibida pela amilorida (64,59 + 0,89
%) e citocalasina D (62,92 + 4,22 %), inibidores da bomba de soédio/prétons e
despolarizacdo da F-actina, respectivamente, sugerindo um mecanismo de captacao
mediado por macropinocitose. A internalizacdo suprimida na presenca de metil-3-
ciclodextrina (45,32 + 3,70 %) indica a participacdo das caevolinas, mais
especificamente, pela participacdo das flotilinas, proteina integrais de membrana
residentes de cavéola (EL-SAYED; HARASHIMA, 2013). O envolvimento desta classe
de proteinas pode ser sugerido devido a auséncia de efeitos observados com o pré-
tratamento com filipina Ill, o qual é utilizado para bloguear a endocitose mediada por
caveolinas pelo sequestro de colesterol (EL-SAYED; HARASHIMA, 2013; RADAIC et
al., 2016; SELBY et al., 2017).

Comparativamente, a clorpromazina e sacarose hipertdnica exerceram efeitos
minimos sobre a internalizacdo das NLCs, excluindo o envolvimento da via
dependente de clatrina. O envolvimento de outras vias também foi descartado com os
efeitos minimos da inibicdo do metabolismo celular pela azida sédica, e por fagocitose

pela citocalasina B.
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Posteriormente, o pré-tratamento com cloroquina, um inibidor da acidificacéo
lisossomal, aumentou a carga de NLC-siRNA intracelular em 30,4 £ 5,05 % em relacao
ao controle. Isso sugere que, neste tempo de analise, uma fracdo de NLCs ainda
permanece nos compartimentos endo-lisossomais, e a alteracfes na acidificacao
facilitam seu escape. O uso de cloroquina e seus derivados foi bem documentado
como uma estratégia para facilitar o escape endossomal de &cidos nucleicos mediante
neutralizacdo dos protons e eventualmente um aumento do volume osmatico, levando
ao rompimento do compartimento, assim, alcancando um aumentar do silenciamento
génico (DURYMANOV; REINEKE, 2018; NELEMANS; GUREVICH, 2020). De acordo
com Cheng e colegas (2006), ha pelo menos trés caracteristicas mecanicistas da
cloroquina que levam ao aprimoramento da internalizacdo e da expressao génica: (i)
tamponamento nas vesiculas endociticas, (ii) deslocamento de polications dos acidos
nucléicos nos poliplexos e (iii) alteracao das propriedades biofisicas do acido nucleico
liberado (CHENG et al., 2006).

Nos ultimos anos as vias endociticas foram identificadas para uma variedade
de outras nanoparticulas ndo virais e, em muitos casos, 0os estudos demonstraram o
envolvimento de mudltiplas vias endociticas (DONAHUE; ACAR; WILHELM, 2019;
NELEMANS; GUREVICH, 2020). Diversos fatores podem estar relacionados com os
mecanismos de internalizacdo, como o tamanho, rigidez, carga superficial, forma e
composicdo quimica dos materiais (ZHAO; STENZEL, 2018; DONAHUE; ACAR;
WILHELM, 2019). O tipo de célula em estudo também pode influenciar ativamente nos
mecanismos de internalizagdo (CANTON; BATTAGLIA, 2012).

Apesar disso, a macropinocitose é uma das vias predominantemente associada
a internalizacdo de nanoparticulas modificadas com PAH (WANG et al., 2012; HAN;
TANG; YIN, 2015; ANDREOZZI et al., 2017). Enquanto que, para NLCs, mecanismos
dependentes de energia e dependentes de colesterol tém sido sugeridos, variando de
acordo com a carga residual, estrutura liquido-cristalina ou modifica¢cdes na superficie
(XU et al.,, 2014; MURGIA et al., 2015; ABDEL-BAR; EL BASSET SANAD, 2017,
DESHPANDE; SINGH, 2017). Além disso, 0 mosaico de regifes com diferentes graus
de hidrofobicidade da membrana celular se correlaciona com a superficie dos NLCs,
permitindo a interacdo e internalizacdo celular por diferentes mecanismos
(DESHPANDE; SINGH, 2017). Ainda, outros estudos com cultura celular e com
bicamadas lipidicas suportadas tém demonstrado que NLCs com diferentes

componentes lipidicos pode apresentar mecanismos de fusdo com a membrana
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celular, favorecendo a sua internalizacdo (DYETT et al., 2019; STRACHAN et al.,
2020; JABLONOWSKA et al., 2021).

Apoés a captacdo celular, os endossomos sdo compartimentos celulares nos
quais as nanoparticulas estdo localizadas apés a fusdo das grandes vesiculas
(RIVOLTA; PANARITI; MISEROCCHI, 2012; PATEL et al., 2019). O material
internalizado pode ser entdo, reciclado para a membrana ou transportado para
endossomas tardios, endolisossomos e finalmente lisossomos, contando com a
ativacdo dinamica de microtdbulos e filamentos de actina (RIVOLTA; PANARITI;
MISEROCCHI, 2012; SELBY et al.,, 2017). Durante este processo, 0s vetores de
entrega de siRNA devem facilitar o escape endo/lisossomal e liberar os sSiRNAs no
citosol para que o efeito de silenciamento ocorra (TAKEMOTO; NISHIYAMA, 2017).
Este evento pode ocorrer por desestabilizacdo da membrana, alteracfes na presséo
osmaética ou ainda pelo inchagco das nanoestruturas e ruptura do compartimento
(PATEL et al., 2019).

Para investigar in vitro, se as NLCs-siRNA sdo capazes de escapar dos
endo/lisossomas ap6s serem internalizadas, as células HaCaT tratadas com NLCs-
SiRNA Alexa Fluor 647 por 1, 2, 6, 12 e 24 h foram coradas com o LysoTracker Green
DND26 para identificar endossomos e lisossomos secundarios, e DAPI para identificar
0 nucleo celular antes de serem examinadas sob um microscépio confocal.

A co-localizacdo de cada fluorofuro, Alexa Fluor 647 e Lysotracker Green
DND26, nas imagens de fluorescéncia foram comparadas utilizando a ferramenta
JACoP do software ImageJ, e o coeficiente de Pearson e coeficientes de Mander (M1
e M) foram calculados. O coeficiente M1 representa a fracao de pixels que contém a
fluorescéncia do siRNA sobreposta com a fluorescéncia do endo-/lisossomas, e
inversamente, o coeficiente Mz representa a fracdo de pixels que contém a
fluorescéncia do endo-/lisossomas sobreposta com a fluorescéncia do siRNA. Os
valores encontrados para cada coeficiente sdo apresentados na Figura 32.
Adicionalmente, as fotomicroscopias representativas de cada tempo de tratamento

sao apresentadas na Figura 33.
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Figura 32 - Coeficiente de Pearson (r) e coeficientes de Mander (M1 e M) para os
diferentes tempos de tratamento. Os dados sdo apresentados pela média + DP (n=5
campos para cada réplica independente [n=3]). Andalise estatistica realizada por Two-way
ANOVA, pos teste de Tukey (* p < 0,05; ** p < 0,001; e*** p < 0,0001).
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Fonte: do autor, 2020.

De acordo com os resultados obtidos, podemos observar uma maior correlacédo
entre 1 e 2 h a partir dos maiores valores do coeficiente de Pearson (r = 0,68 + 0,04 e
0,638 £+ 0,05), e nos subsequentes tempos, houve uma diminuicdo dos valores,
indicando uma baixa correlacéo entre as localiza¢des dos fluoréfuros, sugerindo uma
capacidade de fuga endo-lisossomal das NLCs-siRNA ao longo do tempo.
Complementando esses dados, é possivel observar na sequéncia de fotomicroscopias
obtidas (Figura 33), o aparecimento de sinais de fluorescéncia laranja a amarelo no
citoplasma dentro de 1, 2 e 6 h de incubacéo, indicando a presenca de NLCs-siRNA
no compartimento endossémico. A medida que o tempo de incubac&o foi aumentado
(para 12 h e 24 h), mais fluorescéncia vermelha isolada foi observada em torno do
nacleo, indicando a fuga das NLCs-siRNA dos endo/lisossomos.

Para os coeficientes de Mander, M1 indicou que entre 1 e 2 h havia alta-
correlacdo (0,869 + 0,03 e 0,685 £ 0,06) entre os pixels analisados da fluorescéncia
do siRNA Alexa Fluor 647 nos pixels do Lysotracker Green DND26, indicando a co-
localizacdo das NLCs-siRNA nos compartimentos acidos. A partir de 6 h essa
correlagdo diminuiu significativamente. Em contraste, M2, que relaciona os pixels do
Lysotracker Green DND26 co-localizados com os pixels do siRNA Alexa Fluor 647,

apresentaram valores variaveis conforme os tempos, mas o decréscimo observado
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entre 12 e 24 h indica a baixa co-localizacdo. Em conjunto, esses dados sugerem a
fuga endo-lisossomal dos complexos NLCs-siRNA para o citosol.

Figura 33 - Fotomicroscopias representativas do trafico intracelular das NLCs em
HaCaT obtidas por microscopia confocal de varredura a laser apos os diferentes
tempos de tratamento. Células tratadas com NLCs-siRNA Alexa Fluor 647 por [A] 1 h; [B] 6
h e [C] 24 h. Imagens adquiridas utilizando objetiva de imerséao 63x e filtros DAPI (A 450 nm;
marcador de nucleo celular), Lysotracker Green (A 511 nm; marcador
endossomos/lisossomos) e Alexa Fluor 647 (A 638 nm; marcador de siRNA/NLC). A barra de
escala corresponde a 20 um.

Fonte: do autor, 2020.

Essa habilidade de escape endo-lisossomal é conhecida pela capacidade de
poliaminas em gerar uma diferenga osmotica dentro dos endossomos, e 0 inchago

resultante pode levar a ruptura do endossoma, e consequentemente, a carga
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complexada nas poliaminas é transferida para o citoplasma (SINGHA; NAMGUNG;
KIM, 2011). Andreozzi et al. (2017) demonstraram em seus estudos que
nanocarreadores formados a partir de uma solucao de fosfato de sédio e PAH foram
capazes de complexar o siRNA e transporta-lo até o citoplasma e libera-lo em pH
acido (endossomal). A capacidade de resposta ao pH mostrou que o0s
nanocarreadores com esse polimero sédo estaveis em intervalos de pH entre 7a 9, e
gue desmontam em valores maiores que 9 e menores que 6 (ANDREOZZ] et al.,
2017).

De forma semelhante, nanoparticulas formadas pelas complexacao de PAH e
siRNA mostraram ser estaveis em pH fisiol6gico, mas desmontam em pH acido. Além
disso, os autores demonstraram que ap0s a captacao celular os tempos de difusdo do
siRNA diminuem, indicando que a acidez endossdmica/lisossémica desencadeou a
reversao de carga do PAH, induzindo assim a desmontagem dos complexos e sua
fuga para o citosol (DI SILVIO et al., 2019). Outros autores também mostraram que
sistemas fabricados com PAH séo capazes de liberar o siRNA e outros farmacos de
forma pH dependente (GUO et al., 2010; HAN et al., 2012; HAN; TANG; YIN, 2015;
ZHOU, T.; ZHOU; XING, 2014).

Além dessas consideracfes sobre a capacidade do PAH em responder ao
ambiente acido e auxiliar no escape endossomal, em uma série de relatérios de Leal
et al. (2010; 2011 e 2015) demonstraram que a estrutura liquido-cristalina
desempenha um papel fundamental na entrega e eficiéncia de silenciamento génico
por siRNA. Nestes estudos, os dados obtidos com NLCs de fase cubica bicontinua
giroide produzidas com monoleina, monoleina PEGuilada e DOTAP demonstraram
que, considerando a teoria da elasticidade de membrana de Helfrich, as NLCs
apresentam propriedades fusogénicas eficientes independente da densidade de carga
da membrana, mas que, os lipideos formadores de fase liquido-cristalina reduzem o
custo de energia livre de fusédo, e assim ha concomitante formacao de poros entre as
membranas da particula e do compartimento endossomal (LEAL et al., 2010, 2011,
KIM; LEAL, 2015). Em outro estudo, Zhen et al. (2012) observaram uma tendéncia
geral em aumentar a eficiéncia do silenciamento génico (associado ao escape
endossomal) com a diminuicdo da concentracédo do lipideo catidnico, DOTAP, em
NLCs de fase hexagonal. Os autores também sustentam a teoria que as NLCs, seja

de fase cubica ou hexagonal, apresentam capacidades fusogénicas baseadas na
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interacdo com a membrana endossdmica, com transi¢coes de fase intracelulares com
posterior formacéo de poros (ZHEN et al., 2012).

Esses achados, em conjunto com a boa citocompatibilidade e as altas taxas de
internalizacdo, apontam manifestamente que as NLCs desenvolvidas neste trabalho
constituem um sistema promissor para a administracdo topica de siRNA e triptolida.
Além disso, a escolha do PAH como agente catibnico demonstrou resultados
interessantes, devido a sua capacidade de fornecer acidos nucleicos e farmacos no
citosol das células, além de facilitar o escape endossomal das NLCs, considerando
que, uma carga positiva é requerida para sistemas carreadores para interagir
eletrostaticamente o siRNA, e um certo limite de densidade de carga da membrana foi
identificado como um requisito para garantir um escape endossomal eficiente (LIN et

al., 2003).

4.2.5.3. Eficécia terapéutica in vitro

Em vista dos resultados obtidos com o desenvolvido farmacotécnico das NLCs,
o perfil de citocompatibilidade e o notavel potencial de entrega de siRNA e triptolida,
investigacdes sobre a eficacia terapéutica in vitro foram realizadas em células
induzidas com LPS, de modo a mimetizar o estado inflamatério presente na psoriase.

Os mondcitos/macréfagos sao células que respondem prontamente e
eficientemente a endotoxina bacteriana, o LPS. A ligacdo com o receptor TLR4
(polarizacdo dos macréfagos para um fendtipo inflamatério, M1), recruta o0s
transdutores de sinais JAK 1/2 e uma série de fatores a jusante, resultando na ativacéo
de STAT1 e NF-kB, e assim, induz a transcricdo de inUmeros genes inflamatorios e
consequente producdo dos mediadores (principalmente, TNF-a, IL-6, IL-1B e
transcricdo de enzima Oxido nitrico sintase indutivel [INOS]). Em contrapartida, a
polarizagdo para macrofagos M2 (fenoétipo anti-inflamatoério) estimula vias JAK1/3-
STAT3 e STAT-6 para producédo de mediadores anti-inflamatérios (p.e., IL-10, IL-4 e
IL-13), como mecanismo compensatorio para o hospedeiro atenuar a inflamacéao
excessiva (MAITRA et al., 2012; ORECCHIONI et al., 2019).

Além dessa resposta ao LPS, os macréfagos sao células que também estéo
presentes na psoriase e participam extensivamente das manifestacdes patoldgicas
desta doenca (YADAV; SINGH; SINGH, 2018). Evidéncias apoiam que o recrutamento

e a ativagdo de macrofagos em lesdes de pele psoriaticas € um fator patogénico chave
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para a inflamacéo cutédnea e vascular ndo controlada (CLARK, 2006; LIN et al.,
2018b).

Para este estudo as concentracfes das formulacdes utilizadas foram aquelas
gue mantiveram a viabilidade celular acima de 80 % obtidas anteriormente com a
linhagem de queratindcitos. Além disso, de forma a garantir a viabilidade dos
monaqcitos expostos ao LPS e as formulagdes, a viabilidade também foi determinada,

como apresentado na Figura 34.

Figura 34 - Viabilidade celular da cultura de mondécitos/ macréfagos priméarios humanos
submetidos a exposicdo com LPS e aos tratamentos. [A] LPS e tratamentos
concomitantes por 48 h. [B] LPS por 24 h iniciais e tratamentos por mais 24 h. Os dados sao
apresentados pela média + DP (n=3 ensaios independentes).
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Fonte: do autor, 2020.

As células mostraram-se viaveis durante o periodo e protocolos experimentais
propostos. A incubagcao concomitante de LPS com as amostras durante 48 h (Figura
34 A), bem como, com a pré-incubacdo do LPS por 24 h, seguida das amostras por
mais 24 h (Figura 34 B), resultaram em uma viabilidade de 85 a 100%. Estes dados
confirmam que as amostras nas concentragdes utilizadas ndo ofereceram toxicidade
as células.

Posteriormente, a eficacia terapéutica das NLCs multifuncionais foi investigada
pela quantificacdo de citocinas (TNF-a; IL-1B; IL-6 e TGF-B) produzidas pelas células
apos exposicdo ao LPS e aos tratamentos. Os resultados obtidos para o primeiro
protocolo experimental estdo apresentados na Figura 35, e para o segundo protocolo
experimental, na Figura 36.

112



4. RESULTADOS E DISCUSSAO 113

Figura 35- Perfil de citocinas proé-inflamatdrias produzidas por monécitos/macroéfagos
primarios humanos submetidos a exposi¢cdo concomitante de LPS e tratamentos por
48 h. Os dados séo apresentados pela média + DP (n=3 ensaios independentes). Analise
estatistica realizada por One-way ANOVA, poés teste de Tukey (**** p <0,0001; *** p <0,001 e
** p <0,01).
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Figura 36 - Perfil de citocinas proé-inflamatorias produzidas por mondécitos/macroéfagos
primérios humanos submetidos a exposic¢éo inicial com LPS por 24 h, seguido dos
tratamentos por 24 h. Os dados sdo apresentados pela média + DP (n=3 ensaios
independentes). Andlise estatistica realizada por One-way ANOVA, pés teste de Tukey (****
p <0,0001; *** p <0,001 e ** p <0,01).
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Fonte: do autor, 2020.

De acordo com Figura 35, a exposi¢cao das células ao LPS induziu a producéo
de elevados niveis de todas as citocinas analisadas em comparagao ao controle basal.
Nitidamente, a co-entrega da triptolida e sSIRNA TNF-a pelas NLCs resultou em uma
diminuicao significativa na secre¢do de TNF-a (282,1 + 13,4 pg/mL vs 1,7 + 0,4
pg/mL), IL-6 (801,3 + 70,1 pg/mL vs 11,8 * 3,2 pg/mL), IL-1B (304,0 £ 16,8 pg/mL vs
63,2 + 3,5 pg/mL) e TGF-B1 (9425,0 £ 16,8 pg/mL vs 2132,5 + 195,7 pg/mL) das
células estimuladas com LPS. O IC calculado para TNF-a e IL-6 foi de 0,033 e 0,364,

respectivamente, indicando um sinergismo forte na inibicdo dessas citocinas pela
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combinacgao dos dois agentes terapéuticos; para IL-13 e TGF-p1, o IC foi de 1,09 e
1,1, respectivamente, indicando um efeito aditivo.

Os tratamentos com os controles mostraram que, o SIRNA TNF-a possui efeito
silenciador sobre TNF-a e outras citocinas apenas quando veiculado pelas NLCs. Para
TNF-a, o efeito silenciador resultou em diminuicdo de 6,8 vezes em relagdo ao
controle-LPS (282,1 + 13,4 pg/mL vs 41,5 + 6,2 pg/mL). Para IL-1B, IL-6 e TGF-B1 a
reducdo dos niveis foram de 2,27 (304,0 £ 16,8 pg/mL vs 133,9 + 14,8 pg/mL); 1,69
(801,3 £ 70,1 pg/mL vs 473,8 £ 28,7 pg/mL) e 2,76 vezes (9425,0 + 16,8 pg/mL vs
3412,5 + 449,6 pg/mL), respectivamente.

A triptolida, por sua vez, apresenta um efeito anti-inflamatério marcante ao inibir
a secregdo de TNF-a (282,1 + 13,4 pg/mL vs 192,3 + 22,1 pg/mL), IL-6 (801,3 £ 70,1
pg/mL vs 395,8 + 34,3 pg/mL), IL-1B (304,0 + 16,8 pg/mL vs 236,3 + 16,5 pg/mL) e
TGF-B1 (9425,0 + 16,8 pg/mL vs 5915,0 + 398,52 pg/mL). No entanto, quando
encapsulada nas NLCs, este efeito mostrou-se mais pronunciado, reduzindo os niveis
de TNF-a em 5,8 vezes (p <0,0001), 11,75 vezes para IL-6 (p <0,01), 2,44 vezes para
IL-18 (p <0,0001) e 2,57 vezes para TGF-B1 (p <0,0001) comparado com a triptolida
livre.

Curiosamente, as NLCs (sem triptolida ou siRNA TNF-a) mostraram, em niveis
menos expressivos, modular a secrecdo das citocinas estimuladas pelo LPS. Os
niveis de TNF-qa, IL-1B3, IL-6 e TGF-B1 foram reduzidos em 1,64; 1,49; 1,37 e 2,53
vezes, respectivamente. Este efeito pode ser atribuido ao seu conteudo lipidico,
principalmente, pela presenca do &cido oleico.

No segundo protocolo experimental, avaliamos se as NLCs multifuncionais
seriam capazes de atenuar a secrecdo das citocinas produzidas pelas células
previamente estimuladas com o LPS. Como mostrado na Figura 36 o tratamento com
as NLC TP-siRNA TNF-a inibiu significativamente a secre¢cdo das citocinas (p
<0.0001). Um efeito expressivo foi observado para TNF-a, com uma diminuigéo de 8,5
vezes em relagéo ao controle-LPS (285,2 + 13,4 pg/mL vs 33,8 + 4,2 pg/mL), 2,15
vezes em relacdo as NLC TP (72,4 £ 8,1 pg/mL vs 33,8 + 4,2 pg/mL) e 5,99 vezes em
relacdo a triptolida livre (151,9 + 14,3 pg/mL vs 33,8 £ 4,2 pg/mL). O CI de 0,7 indicou
um sinergismo moderado para o tratamento nesta condicdo experimental.

Em relacdo a IL-6, os niveis foram diminuidos para todos os tratamentos, mas
ndo houve diferenca estatistica entre a TP livre e as NLCs-TP. No entanto, o

tratamento com as NLCs multifuncionais mostrou diminuir a produgéo de IL-6 em
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comparacao aos outros tratamentos (p < 0,01 e 0,001) e ao controle-LPS (p < 0,0001).
Apesar dos efeitos menos pronunciados, o IC calculado indicou um efeito aditivo (IC
=1,1). De forma semelhante, para IL-13 e TGF-1 o tratamento multifuncional mostrou
uma diminui¢&o significativa dos niveis em relacdo aos outros tratamentos (p <0,001)
e ao controle-LPS (p <0,0001). O IC calculado também indicou um efeito aditivo (IC =
1,1) para ambos.

Neste protocolo experimental, da mesma forma que anteriormente, os efeitos
terapéuticos do siRNA TNF-a foram observados quando veiculado pelas NLCs. A
reducdo dos niveis de TNF-a foram de 2,7 vezes em relagdo ao controle-LPS. Para
as outras citocinas a reducao dos niveis variou de 1,1 a 1,8 vezes. As NLCs também
exibiram algum efeito sobre a producédol/liberagcdo das citocinas nesta condicdo
experimental. Os niveis de TNF-qa, IL-1B3, IL-6 e TGF-B1 foram reduzidos em 1,43;
1,14; 1,36 e 1,42 vezes, respectivamente.

De acordo com os resultados apresentados, € notavel a capacidade
antiinflamatdria e imumoduladora da triptolida, principalmente quando encapsulada
nas NLCs. Além disso, a co-entrega de sSiRNA TNF-a pelas NLC TP mostrou ser uma
estratégia eficiente para melhorar a regulacdo especifica de TNF-a e outras citocinas
envolvidas na cascata imunoldgica da psoriase. Os efeitos da triptolida sobre o
sistema imunolégico é atribuido a regulacdo das vias de sinalizacdo NF-kB, JNK/
MAPK (do inglés, c-Jun N-terminal kinase/ mitogen-activated protein kinase) e
receptores TLRs (CHEN et al., 2018; TASNEEM et al., 2019; YUAN et al., 2019).
Curiosamente, Premkumar et al. (2010) reportaram a capacidade da triptolida em
atenuar a ativacdo e sinalizacdo de TLR4 em macrofagos estimulados com LPS a
partir da inibicdo de moléculas receptoras e adaptadoras (MyD88 e TRIF), resultando
em regulacdo negativa de ciclooxigenase-2 e iINOS (PREMKUMAR et al., 2010). Em
outros estudos, a triptolida mostrou reduzir a producédo de uma série de citocinas e
quimiocinas inflamatorias, moléculas co-estimuladoras, oxido nitrico e espécies
reativas de oxigénio em mondcitos/macrofagos, células T e CDs, reforcando o grande
potencial terapéutico da molécula em doencas inflamatérias e auto-imunes (YUAN et
al., 2019).

Em nossos estudos, as NLCs como plataforma para entrega de triptolida
mostrou atenuar os efeitos toxicos da molécula, como anteriormente demonstrado
pelos ensaios de viabilidade celular, e permitiu um melhor desempenho

farmacoldgico, considerando a reducdo dos niveis de citocinas determinados frente a
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exposicdo com LPS. Além disso, vale ressaltar que as citocinas analisadas
apresentam papeis importantes na psoriase (SCHON; ERPENBECK, 2018). TNF-a &
uma citocina que regula as acdes de células imunes e producdo de mediadores pro-
inflamatorios. Um dos efeitos mais relevantes desta citocina é sua participacao no eixo
IL-23/ Th17, que envolve o processo patologico da psoriase. A IL-1B3, assim como a
IL-6 estdo associados ao eixo IL-23/ Th17, e medeiam a diferenciacéo de células T e
queratindcitos, e a regulacdo positiva de outros mediadores inflamatorios (DENG;
CHANG; LU, 2016; MAHIL; CAPON; BARKER, 2016). O TGF-B1 exerce varias
funcdes de acordo com a origem no tecido alvo ou tipos de células, e na psoriase,
essa citocina apresenta niveis significativamente elevados que correlacionam com a
gravidade da doenca (HAN et al., 2010).

Até o momento e de nosso conhecimento, este € o primeiro relatério sobre a
producao e investigacao dos efeitos antiinflamatdrios in vitro de NLCs carregadas com
triptolida e siRNA TNFa. Na literatura, estudos mostram que a veiculagao de siRNA
TNF-a em nanoparticulas promove uma reducdo acentuada dos niveis de mediadores
inflamatorios, além do TNF-a, e uma melhora do fendtipo psoriatico (DESAI et al.,
2013; PETRILLI et al., 2016; BOHR et al., 2017; PANDI et al., 2018; VIEGAS et al.,
2020). Por outro lado, investigacdes dos efeitos anti-inflamatérios de nanoparticulas
carregadas com triptolida permanece limitado. Zhang et al. (2018) reportaram que
nanoparticulas de acido poli-y-glutamico carregadas com triptolida diminuiram os
efeitos citotoxicos da triptolida livre, além de uma diminui¢cdo dos niveis de RNAm de
TNF-a, IL-6, IL-18 e iINOs em macrdéfagos induzidos com LPS/ IFN-y (ZHANG et al.,
2018). Em outro estudo, Li et al. (2020) reportaram a producdo de nanoparticulas de
dextrana-retinol carregadas com triptolida e funcionalizadas com galactosil que foram
preferencialmente internalizadas por receptores galactose em macrofagos e
mostraram inibir acentuadamente os niveis de RNAmM de TNF-q, IL-6 e IL-1B em
células estimuladas com TNF-a/ LPS (LI et al., 2020Db).

Além dos efeitos anti-inflamatorios promovidos pela co-entrega de triptolida e
siRNA TNF-a, observamos que as NLCs apresentam, apesar de menos pronunciado
guando comparado as NLC com os ativos, um efeito modulador sobre os mondcitos
estimulados com LPS. Atribuimos este efeito a presenca do acido oleico, o qual € um
acido graxo insaturado (conhecido como 6mega-9) e tem mostrado reduzir a
inflamagéo in vitro e in vivo, pela regulagdo de diferentes vias de sinalizacdo e
mediadores pro-inflamatoérios (CHEN et al., 2019; SUREDA et al., 2020; YU et al.,
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2020). Além disso, a sua presenga como agente da matriz lipidica em nanoparticula
mostrou auxiliar na atividade anti-inflamatéria do cilomilast em experimentos in vitro e
em modelo animal com psoriase (LIN et al., 2019).

Em conjunto, nossos resultados corroboram com o relatado na literatura para a
atividade anti-inflamatoria da triptolida e a eficicia da terapia mediada por RNAI para
o silenciamento génico de TNF-a. Além disso, mostramos que a co-entrega dos dois
agentes terapéuticos apresentaram efeitos pronunciados e sinérgicos capazes de
atenuar significativamente a producdo de citocinas pré-inflamatérias nas células
estimuladas com LPS. Acreditamos que, além das atividades farmacol6gicas
reconhecidas da triptolida e do siRNA TNF-a, as caracteristicas estruturais e fisico-

qguimicas das NLCs contribuiram para os resultados encontrados.
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De acordo com os resultados e discussao apresentados, pode-se concluir que:

= O método analitico em CLAE para quantificacdo da triptolida foi desenvolvido
e validado atendendo os requisitos exigidos por normas nacionais e
internacionais de validacao;

= As NLCs apresentaram uma meédia de diametro hidrodinamico de 159,5+ 7,5
nm, PDI abaixo de 0,2, nimero de particulas por mililitros em torno de 5 x 10*?;
e uma eficiéncia de encapsulacdo de 90%;

= A incorporagdo do PAH a uma concentracdo de 0,5% proporcionou carga
superficial positiva as NLCs (de -46 mV para +11,2 mV) e permitiu efetiva
interacdo eletrostatica com o siRNA. A presenca da triptolida néo alterou a
mesoestrutura liquido-cristalina, identificada como hexagonal de acordo com
as observacoes prévias do gel precursor sob microscopia de luz polarizada, e
um padréo de espalhamento com picos de espalhamento na proporgéo 1:\3:v4
(grupo de simetria pémm 2D);

» Observacbes morfoldgicas por AFM possibilitaram a andlise da superficie das
NLCs, que apresentaram propriedades mecanicas distintas, como dureza e
elasticidade, relacionadas a sua composicéo lipidica;

= As NLCs contendo ou nao a triptolida mantiveram-se estaveis por pelo menos
90 dias a 25 °C;

» Os hidrogeis formados por HEC e dispersdes de NLCs foram caracterizados
como fluido pseudoplastico ndo-newtoniano, com aspectos favoraveis a
aplicacao topica e espalhabilidade, como adesividade e bioadesividade;

» Estudos em célula vertical de difusdo de Franz mostraram que as tanto as
NLCs, como o hidrogel contendo as NLCs, apresentaram liberagcéo prolongada
da triptolida em um periodo de 24 h;

= Em membrana biolégica, as NLCs apresentaram um maior conteudo de
triptolida retido na epiderme e derme viavel comparado ao conteudo no estrato
corneo e permeado, o que foi consideravelmente aumentado com a aplicacao
do hidrogel contendo as NLCs. Analises qualitativas mostraram a localizacéo

das NLCs complexadas com siRNA em regidoes da epiderme e derme;
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» Estudos em cultura celular mostraram que a presenca do PAH conferiu maior
citotoxicidade comparado as NLC anidnicas; em relacao a triptolida, as NLCs
atenuaram seus efeitos toxicos (aumento de 3 vezes do ICso em relacdo a
triptolida livre); mas ainda assim, a sua presenca foi um fator de toxicidade para
as ceélulas;

= As NLCs apresentaram rapida internalizacao celular, atingindo niveis acima de
80% apods 6 horas de incubacéo; sendo possivel a sua visualizacdo por toda
regido citoplasmatica e perinuclear. Os estudos com inibidores quimicos de
vias endociticas revelaram que a internalizacdo das NLCs é governada
principalmente por macropinocitose e endocitose mediada por caveolina; e
durante o trafico intracelular ocorre escape endossomal apds 6 h de incubacao
das células com as NLCs;

* Em cultura de mondcitos primarios humanos a exposi¢cdo concomitante das
NLCs multifuncionais com LPS diminui significativamente os niveis de TNF-q,
IL-1B, IL-6 e TGF-B1. Para TNF-a e IL-6, o tratamento multifuncional exibiu
efeitos sinérgicos, enquanto que para IL-18 e TGF-B1, a combinacdo dos
agentes indicou um efeito aditivo. No segundo protocolo experimental, o
tratamento com as NLCs multifuncionais apds prévia estimulacdo com LPS,
resultou na diminuicdo dos niveis de TNF-a, indicando um efeito sinérgico;
enguanto que para as outras citocinas, o tratamento multifuncional resultou em
um efeito aditivo;

» A veiculagéo da triptolida e de siRNA TNF-a nas NLCs proporcionou aumento
da atividade (diminuicdo dos niveis de TNF-a, IL-1B e 2 TGF-B1) e
silenciamento génico (reducédo acentuada dos niveis de TNF-qa, IL-1p e TGF-
B10) quando comparados as suas aplicacdes isoladas e ao controle de NLC

sem estes agentes terapéuticos.

Desta forma, pode-se concluir que as NLCs produzidas com monoleina, acido
oleico e PAH apresentaram caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas que as
tornam um sistema carreador promissor para a co-veiculacdo de triptolida e siRNA
visando a aplicacdo tOpica desses agentes no tratamento da psoriase, e outras
doencas cutdneas de ordem inflamatdria. As NLCs foram capazes de superar as
barreiras da administracdo topica, e capazes de carregar a triptolida no seu interior

lipidico, e externamente a presenca de carga residual positiva advinda do PAH
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permitiu a interacdo elestrostatica com siRNA, e desta forma, proporcionaram a co-
entrega desses dois agentes terapéuticos. Além disso, as altas taxas de
internalizacao, e a capacidade de escape endo-lisossomal, com liberacéo eficiente de
seu conteudo, contribuiram fortemente para que fossem alcancados efeitos
moduladores sobre a producao de mediadores inflamatoérios presentes nos processos

psoriaticos.
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ANEXO(S)
Anexo 1 - Oficio de aprovac&o do Comité de Etica em Pesquisa
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M : 9# gz Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
‘éo'\. f H Comité de Etica em Pesquisa
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Of. CEF/FCFRF n°. 015,/2020
kms

Ribeirdo Preto, 02 de junho de 2020.

A pesquisadora
Ana Vitéria Pupo Silvestrini
FCFRP/USP

Prezada Pesquisadora,

Informamos que o protocolo de pesquisa intitulado “Desenvolvimento
e caracterizacio de nanodispersio de fase liquido-cristalina como sistema
carreador multifuncional de siRNAs e triptolida no tratamento topico da psoriase”
(CAAE: 29151420.9.0000.5403 - Protocolo CEP/FCFRP n° 527), foi aprovado pelo
Comité de Ftica em Pesquisa da FCFRP em sua 196* reunido ordinaria, realizada em
22/05/2020, conforme Parecer Consubstanciado n® 4.062.866.

Lembramos que, de acordo com a Resolucdo 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverdo constar o endereco e contato telefénico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que devera ser encaminhado ao CEP o relatério final da

pesquisa em formuldrio préprio deste Comité, bem como comunicada qualquer

alteracdo, intercorréncia ou interrupcdo do mesmo, tais como eventos adversos e

eventuais modificacdes no protocolo ou nos membros da equipe, através da
interposicdo de emenda na Platatorma Brasil.

Atenciosamente,

NV Fn. Achrad

Profa. Dra. Cleni Mara Marzocchi Machado
Coordenadora do CEP/FCFRP

Comité de Etica em Pesquisa FCFRPIUSP
Avenida do Café e/nt - Monie Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirdo Preto — SP
Fone: (16) 3315-4213 - Fax: (16) 33154892 - cep@fcfrp.usp br
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO DE PESQUISA: Desenvolvimento e caracterizagdo de nanodispersdo de fase liquido-
cristalina como sistema carreador multifuncional de siRNA TNF-a e Triptolida no tratamento tépico
da psoriase

LOCAL: Laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica, Bloco N (sala 19), da
Faculdade de Farmacia de Ribeirdo Preto (FCFRP USP).

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ana Vitéria Pupo Silvestrini / Orientadora: Profa. Dra. Maria
Vitoria Lopes Badra Bentley

O senhor estd sendo convidado a participar da pesquisa ‘Desenvolvimento e
caracterizacdo de nanodispersdo de fase liquido-cristalina como sistema carreador multifuncional
de siRNA TNF-a e Triptolida no tratamento topico da psoriase” que esta sendo desenvolvida pela
aluna de mestrado Ana Vitéria Pupo Silvestrini.

Com essa pesquisa buscamos estudar novas estratégias anti-inflamatérias para o
tratamento da psoriase, uma doenca inflamatdria da pele. Para isso, separamos, do sangue
humano, células de defesa que circulam no nosso corpo e estdo envolvidas nos processos
inflamatérios. O cultivo dessas células em laboratério nos permite coloca-las em contato com a
formulacdo e avaliar se a mesma €& capaz reduzir a liberacdo de moléculas que causam
inflamacao.

Desta forma, solicitamos a sua colaboracéo para a coleta de 20 mL (2 colheres de sopa)
de sangue venoso para o cultivo de células necessarias para os estudos acima mencionados. A
coleta de sangue sera solicitada uma Unica vez. Para participar é necessario que o senhor ndo
tenha sido acometido por qualquer doenca nos ultimos 30 dias e ndo tenham utilizado qualquer
anti-inflamatério nos ultimos 7 dias.

Solicitamos também a sua autorizagdo para apresentar os resultados deste estudo em
eventos da area de saude e publicar em revista cientifica nacional e/ou internacional. Por ocasido
da publicacdo dos resultados, seu nome sera mantido em sigilo absoluto.

Informamos que o procedimento solicitado sera realizado por profissional capacitado, de
acordo com as boas praticas de laboratério e serfo utilizados materiais limpos e descartaveis.

A regido para coleta se dara de acorde com a facilidade de acessc aos vasos que circulam
sangue venoso, e durante a picada da agulha um pequeno desconforto podera ser sentido, e
eventualmente hematoma no local apds a coleta. Para qualquer manifestacdo de efeito adverso
relacionado a coleta, os profissionais envolvidos s&o habilitades para prestar os devidos socorros
de forma imediata.

Todo material utilizado para os ensaios sera descartado apods realizar as analises
necessarias, e nao sera utilizado para outros projetos de pesquisa.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo € voluntaria e, portanto, o senhor ndo é
obrigado a fornecer as informacbes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelas
pesquisadoras.

Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo,
nao sofrerd nenhum prejuizo ou penalidade.

Para desistir de participar ou para qualquer duvida, basta entrar em contato com o
pesquisador ou com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) nos telefones que aparecem no final
deste documento. O CEP é responsavel por defender os interesses dos participantes da pesquisa
em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes éticos.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO )
FACULDADE DE C\ENCI;P.S FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Em caso de danos decorrentes da pesquisa o senhor tem o direito de procurar obter
indenizacao. Se concordar em participar desta pesquisa, o senhor e o pesquisador assinarao duas
vias desse documento, cada um ficara com uma via.

As pesquisadoras estardo a sua disposi¢cdo para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Caso tenha duvidas sobre aspectos éticos desta pesquisa o senhor também podera entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto pelo telefone (16) 3315-4213 ou pelo e-mail cep@fcfrp.usp.br.

Solicitamos seus dados de contato e sua assinatura, tendo recebido as informacées acima,
para confirmacdo de aceitacdo de participacdo. Também afirmamos que uma via deste
documento, devidamente assinada e rubricada, sera entregue ao senhor.

Ana Vitoria Pupo Silvestrini
Pesquisadora responsavel

Eu, portador do RG
residente na . n°
bairro , cidade , telefone ,lie

concordo em participar da pesquisa.

Assinatura do participante

Contato da pesquisadora: Ana Vitoria Pupo Silvestrini. Telefone: (16) 33154302; Celular: (19)
981759992; E-mail: anapupo@usp.br

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
USP (FCFRP-USP), Fone: (16) 3315-4213 ou e-mail: cep@fcfrp.usp.br
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