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RESUMO

Interferéncia por RNA (RNAI) é um mecanismo natural de silenciamento de genes
conservados em células de plantas e animais. E uma ferramenta versatil com aplicacdes desde
a genética reversa até o mapeamento de alvos para drogas e, além disso, tem se tornado um
assunto de grande interesse devido ao seu potencial terapéutico para uma variedade de
doengas, incluindo as malignas, as infecciosas e as autoimunes, pela supressdo de sequéncias
génicas especificas. Aplicacdes cutaneas de pequenos RNAs regulatérios (SiRNA) estdo
emergindo devido a grande demanda de tratamentos efetivos para varias desordens na pele.
Este 6rgdo é uma importante rota para transporte de drogas por ser facilmente acessivel e
permitir tratamento local e confinado, com acesso direto as células-alvo e menor absorcéo
sistémica das moléculas de siRNA. A terapia com RNAI requer um veiculo para o transporte
in vivo, devido a fragilidade das moléculas de siRNA quando em contato com as varia¢fes do
meio e as enzimas de degradacdo. Por isso a importancia de sistemas nanocarreadores, que
além de fornecer um mecanismo de liberacdo controlada, facilita a passagem do SiRNA
intacto atraves da pele. As microemulsdes sdo capazes de aumentar a permeacdo cutanea, pela
habilidade de interagir com os lipideos da pele, e a eficacia terapéutica de diversos farmacos,
com reducdo da dose administrada e dos potenciais efeitos adversos. Até o momento, nao
existem estudos sobre o encapsulamento de siRNA em sistemas microemulsionados para
terapia cutanea do fotoenvelhecimento. Dessa forma, o presente trabalho formulou e
caracterizou microemulsdes como veiculo de siRNA especifico para uma metaloproteinase de
matriz (MMP) para futura aplicacdo topica como um nanocosmético. Um diagrama de fases
pseudoternario (DFPT) foi obtido utilizando uma fase aquosa de propilenoglicol (PPG) e &gua
(A), Span 80 e Tween 80 como o sistema tensoativo/cotensoativo e o 6leo de canola como
fase oleosa (O). Apds obtencdo da regido de microemulsdo (ME), o polimero catibnico
polietilenoimina (PEI) 5% foi incorporado ao sistema selecionado, em sua fase aquosa, sendo
este comumente utilizado em aplicagbes de transporte de genes. As ME foram avaliadas
quanto ao pH, condutividade, indice de Refracdo (IR), microscopia eletronica de transmissao
(MET), calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e estabilidade, evidenciando ser um
sistema do tipo A/O. Ademais, o potencial de encapsulacdo do siRNA foi determinado por
eletroforese em gel de agarose. As microemulsdes catidnicas podem ser Uteis para
encapsulacdo de moléculas carregadas negativamente, aumentando a permeacao e liberacéo
cutanea. Esta proposta fornecerd uma nova estratégia de prevencdo do fotoenvelhecimento,
com o desenvolvimento de um produto com alto valor biotecnolégico.

PALAVRAS-CHAVE: Microemulsdo, Interferéncia por RNA, Metaloproteinase,
Fotoenvelhecimento.



ABSTRACT

RNA interference (RNAI) is a natural silencing mechanism of genes conserved in plant and
animal cells. It is a versatile tool with applications ranging from reverse genetics to mapping
of targets for drugs, moreover, it has become a matter of great interest because of its
therapeutic potential for a variety of diseases, including malignant, infectious or autoimmune,
by suppression of specific gene sequences. Cutaneous applications of small regulatory RNAs
(sSiRNA) are emerging due to the great demand for effective treatments for various skin
disorders. This organ is an important route for transporting drugs, once it is easily accessible
and allow confined and local treatment, with direct access to the target cells and lower
systemic uptake of siRNA molecules. RNAI therapy requires a vehicle to transport in vivo,
due to the fragility of siRNA molecules when in contact with the variations of the
environment and degrading enzymes. Hence the importance of nanocarriers systems, which in
addition to provide a controlled-release mechanism facilitates the passage of intact sSiRNA
through the skin. Microemulsions are able to increase skin permeation, by the ability to
interact with lipids of the skin, and therapeutic efficacy of various drugs, with reduced dose
and potential adverse effects. So far, there are no studies on the encapsulation of siRNA in
microemulsion systems for topical treatment of photoaging. Therefore, this study formulated
and characterized microemulsions as a vehicle for specific siRNA for a matrix
metalloproteinase (MMP) for future topical application as a hanocosmetic. A pseudoternary
phase diagram was obtained using an aqueous phase of propyleneglycol (PPG) and water (A),
Span 80 and Tween 80 as the surfactant/cosurfactant system and canola oil as the oil phase
(O). After getting the region of microemulsion (ME), the cationic polymer polyethyleneimine
(PEI) 5% was incorporated into the selected system, in its aqueous phase, which is commonly
used in gene transport applications. The MEs were evaluated for pH, conductivity, refractive
index (IR), electron microscopy and stability, demonstrating to be a system of type W/O.
Furthermore, the siRNA-encapsulating potential was determined by agarose gel
electrophoresis. The cationic microemulsions can be useful for encapsulation of negatively
charged molecules, enhancing skin permeation and release. This proposal will provide a new
strategy for the prevention of photoaging, with the development of a product with high
biotechnological value.

KEYWORDS: Microemulsion, RNA interference, Metalloproteinase, Photoaging.
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1 INTRODUCAO

O presente estudo teve como finalidade o desenvolvimento de uma nova abordagem
farmacéutica para liberacdo de pequenos RNAs regulatérios na pele com intencdo de silenciar
genes associados ao fotoenvelhecimento, inibindo a degradacdo de fibras dérmicas e
formacdo de rugas. A escolha do tema ocorreu em virtude das potenciais propriedades da
tecnologia de interferéncia por RNA em inibir de forma eficiente e seletiva qualquer transcrito
de RNA, bem como pela fragilidade das sequéncias génicas quando transportadas livres
através da pele, sendo facilmente degradadas por RNAses do meio intra/extracelular. Por isso,
estratégias de protecdo devem ser aplicadas, tais como modificacdes quimicas ou
encapsulacdo em polimeros ou lipideos. Além disso, o tema nunca foi explorado no ambito
dos cosméticos, com foco na nanomedicina do fotoenvelhecimento.

O envelhecimento € um processo multifatorial complexo que resulta em declinio
funcional e mortalidade das células. Ha principalmente dois tipos de envelhecimento: o
intrinseco e o extrinseco. O primeiro € um processo incontrolavel e esta associado ao aumento
da idade. O segundo ocorre devido a fatores ambientais como gravidade, temperatura,
umidade, tabagismo e, principalmente, por exposicéo repetitiva ao sol (SCHARFFETTER-
KOCHANEK, 2000; SHAHA; MAHAJANB, 2013).

O fendtipo do fotoenvelhecimento é causado por alteracbes na funcdo celular,
incluindo alteracBGes importantes na derme, através da degradacdo da matriz extracelular do
tecido conjuntivo, que propicia suporte estrutural para a pele. Dessa forma, a exposicao solar
cronica induz a fragmentacdo e a desorganizacdo da elastina e coldgeno. A pele
fotoenvelhecida apresenta perda de resisténcia e do tdnus, aumento da rugosidade, secura e
pigmentacdo irregular (SANTOS, 2011; SCHARFFETTER-KOCHANEK, 2000; XU,
FISHER, 2005). Além disso, a exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) causa deficiéncia no
sistema antioxidante de protecdo natural, fazendo com que os efeitos deletérios ndo sejam
totalmente prevenidos, resultando em danos ao DNA e afetando as vérias estruturas celulares.
As espécies reativas de oxigénio (ROS) também podem desencadear uma série de cascatas de
citocinas, que induzem a sintese das metaloproteinases de matriz responsaveis pela
degradacdo do colageno, levando a formacédo de rugas e disfungbes dos melandcitos, entre
outras alteragdes (HANSON; CLEGG, 2002; HALLIDAY, 2005; TOUITOU; GODIN,
2008).
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As MMPs sdo uma familia de endopeptidases dependentes de zinco capazes de
degradar diversos componentes da matriz extracelular (MEC) da derme. O colageno é o
componente extracelular mais abundante, responsavel pelas propriedades de extensibilidade.
As colagenases sdo as unicas MMPs que hidrolisam as fibras de colageno intactas. Entretanto,
a MMP-1 merece destaque no processo de degradacdo das fibras de colageno tipo I e I1l. O
principal componente do tecido conectivo é o colégeno tipo I, que oferece elasticidade e
consisténcia a matriz celular, enquanto o colageno tipo Il € menos abundante, formando uma
rede conjunta com as fibras de colageno tipo I (HO et al., 2005; VILELA, 2010; XU,
FISHER, 2005).

Atualmente, o tratamento do fotoenvelhecimento esta associado a procedimentos
cirdrgicos, que apresentam riscos e ndo sdo preventivos, e tratamentos com drogas que
incluem retinoides, protetores solares e antioxidantes (GRIFFITHS, 1999).

O processo de interferéncia por RNA é um mecanismo celular responsavel pelo
silenciamento génico pds transcricional. Trata-se de um fendmeno que ocorre naturalmente
nos organismos eucariotos e exerce importante papel na eliminacdo de RNAs mensageiros
(mRNASs) indesejaveis, andbmalos e na defesa do organismo contra parasitas moleculares.
Além de ser um instrumento poderoso para analises genémicas, a inibicdo da expressdo de
proteinas através da tecnologia de interferéncia por RNA pode ser aplicavel a todas as classes
de alvos moleculares, inclusive aquelas dificeis de modular com as abordagens farmacéuticas
tradicionais. Ensaios experimentais com camundongos expostos a radiacdo UVB mostraram
que a injecdo intradérmica Small Interfering RNA (siRNA) especifico para P53 suprimiu a
expressdo do mRNA e proteinas codificadoras de citocinas, bem como fatores melanogénicos.
Este bloqueio resultou na inibicdo da hiperpigmentacdo, comum no fotoenvelhimento
(ALMEIDA; REIS; CALIN, 2011; DEPIERI, 2012; LI et al., 2006; GEUSENS et al., 2009).

Contudo, a transfeccdo de siRNAs é dificultada em virtude do estrato corneo
representar uma barreira para a permeacdo do acido nucléico. Além disso, a terapia com
siRNA é prejudicada devido a sua instabilidade, a entrada ineficiente na célula, e perfil
farmacocinético pobre. Por apresentar uma alta carga negativa, os siRNAs podem ser
associados a polimeros, lipideos, proteinas ou peptideos cationicos, através de interacGes
eletrostaticas. Um polimero catiénico que tem sido amplamente utilizado é a Polietilenoimina
(PEI), que pode ser complexado aos SiRNAs e facilitar a interagdo com as membranas
celulares carregadas negativamente, aumentando a transfeccio (GUNTHER et al., 2011;
VINCENTINI et al., 2013).
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Como carreadores promissores, as microemulsdes (MEs) sdo sistemas
termodinamicamente estaveis e opticamente transparentes formados a partir da mistura de
dois liquidos imisciveis estabilizados por meio de um filme interfacial de tensoativos. Por sua
composicdo, as ME interagem com o extrato cérneo desestruturando sua bicamada lipidica.
Assim, os lipidios passam de uma estrutura ordenada para uma forma desordenada,
aumentando a permeabilidade cuténea e a penetragdo de substancias que, normalmente, ndo
passariam atraves dessa barreira (DAMASCENO et al., 2011; FANUN, 2010; HO; HSIAO;
SHEU, 1996; OLIVEIRA et al., 2004; SILVA et al., 2009).

O presente estudo, inovador, apoia a hipdtese de tratamento e rejuvenescimento da
pele através das tecnologias de sistemas microemulsionados e interferéncia por RNA,
buscando a inibicdo eficiente e seletiva de uma proteina envolvida na degradacédo de fibras
dérmicas. O sucesso desta metodologia serd de grande interesse para as inddstrias

farmacéuticas e/ou de cosméticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Formular sistema microemulsionado contendo siRNA para transfec¢do em células da

pele.

2.2 Objetivos especificos.

>

vV V V V V

Desenvolver um diagrama de fases pseudoternario para obtencdo de sistema
microemulsionado agua/oleo;

Avaliar a concentracéo ideal de polietilenoimina (PEI) na formulacéo;
Selecionar o ponto de ME para incorporacdo de PEI e RNA interferente;
Caracterizar as microemulsdes em aspectos fisico-quimicos;

Realizar ensaios de estabilidade fisica;

Detectar o potencial de encapsulacao de siRNA pela técnica de eletroforese.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fotoenvelhecimento cutaneo

A pele € um érgdo complexo formado por diferentes estruturas e células (Figura 1).
Seu padrdo histoldgico inclui as camadas da epiderme, derme e hipoderme. A primeira é um
epitélio de revestimento firmemente aderido ao tecido conjuntivo subadjacente, a derme, que
Ihe proporciona suporte. Abaixo da derme encontra-se a hipoderme, um tecido conjuntivo
frouxo rico em gordura. A epiderme possui camadas de células diferenciadas, sendo a camada
clrnea (stratum corneum) a mais superficial, plana e repleta de queratina, principal barreira
contra substancias quimicas e microrganismos. A camada granulosa (stratum granulosum)
possui morfologia intermediaria com granulos de queratohialina e lamelares. A camada
espinhosa (stratum spinosum) é composta por células de Malpighi unidas por processos
citoplasmaticos. Ela repousa sobre a camada basal (stratum basale) composta por
queratinécitos e células-tronco epidermais. A derme é formada pelas camadas papilar e
reticular. A primeira, mais superficial, é delgada e formada por tecido conjuntivo frouxo,
enquanto a segunda é constituida por tecido conjuntivo denso. Ambas possuem fibras de
coldgeno e elastina, que concedem forca e elasticidade a pele (BARBOSA, 2011,
GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

Figura 1 Representacdo esquematica da estrutura da pele. Corte transversal, ilustrando as principais células e
anexos. As setas indicam as possiveis vias de penetragdo de drogas através de glandulas sudoriparas,
transfolicular, transcelular e intercelular.
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A exposicdo crbnica da pele a radiagio UV tem como consequéncias o
fotoenvelhecimento e a fotocarcinogénese. As principais altera¢fes clinicas-morfoldgicas da
pele fotoagredida sdo: degradacdo do colageno extracelular, diminuicdo da elasticidade,
irregularidade de superficie, aspereza, despigmentacdo mosqueada provocada por melandcitos
super estimulados, telangiectasias que surgem pelo alargamento de pequenos vasos e rugas
finas ou ritides actinicas (DE SICA, 2009; MCCULLOUGH; KELLY, 2006).

Comprimentos de onda curtos de UVB (290-320 nm) penetram apenas na epiderme,
enquanto comprimentos de onda mais logos de UVA, principalmente UVAL (340-400 nm),
penetram profundamente na pele e sdo os maiores responsaveis pelas mudangas clinicas do
fotoenvelhecimento. Um dos efeitos priméarios dos danos oxidativos provocados pela radiacdo
UVA ¢ a sintese, induzida pelas ROS, de MMPs que causam a degradacdo do colageno
(SANTOS, 2011; SCHARFFETTER-KOCHANEK, 2000).

As MMPs sdo secretadas como proenzimas e liberadas por neutréfilos, mondcitos,
macrofagos, fibroblastos e por células tumorais em resposta a diversos estimulos. Elas
controlam a migracao, proliferacdo e apoptose celular, regulam a expansdo tumoral, a
angiogénese, e sao responsaveis por degradar componentes proteicos da MEC e das
membranas basais. As MMPs degradam as macromoléculas da matriz, tais como o colageno
intersticial, laminina, proteoglicano e fibronectina. A familia das MMPs inclui cerca de 25
proteinas, as quais podem ser divididas em: colagenases (MMP-1, 8 e 13), gelatinases (MMP-
2 e 9), estromelisinas (MMP- 3, 7 e 10), matrilisinas (MMP-7 e 26), MMPs tipo membrana
(MMP-14, 15, 16, 17 e 24) e outras que sdo classificadas pela sua estrutura e especificidade
ao substrato (ARAUJO et al., 2011; SOUNNI; NOEL, 2005; VILELA, 2010).

As MMPs podem influenciar o comportamento celular atraveés de diferentes
mecanismos, tais como clivagem de proteinas que promovem a adesdo célula—célula,
clivagem de moléculas presentes na superficie celular, ou mesmo a liberacdo de moléculas
bioativas na superficie celular que transmitem sinais no ambiente extracelular. As MMPs séo
cruciais nos estagios da cicatrizacdo, degradando os componentes da MEC, além de
apresentarem habilidade para sintetizar colageno e outros membros da matriz extracelular
(ARAUJO et al., 2011; NAVARRO et al., 2006; SOUNNI; NOEL, 2005; VILELA, 2010).

O colageno contribui com 80% do peso seco da pele sendo, portanto, 0 componente
extracelular mais abundante, responsavel pelas propriedades de extensibilidade. Quatro
MMPs merecem destaque na degradacdo extracelular da pele: a colagenase MMP-1, as
gelatinases MMP-2 (92 kDa) e MMP-9 (72 kDa) e a estromelisina-1 (MMP-3). Em conjunto,

essas MMPs podem degradar o colageno da pele completamente e as principais proteinas
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estruturais, que compdem a derme. Entretanto, as Unicas as Unicas MMPs capazes de
hidrolisar as fibras de colageno intactas sdo as colagenases. (HO et al., 2005; XU; FISHER,
2005).

A radiacdo UV estimula o fator de crescimento e receptores de citocinas presentes na
superficie de fibroblastos e queratindcitos. Os receptores ativados, por sua vez, estimulam as
cascatas de transducdo do sinal, induzindo a transcrigdo do fator AP-1, que estimula a
transcricdo do grupo de genes de MMP que se localizam no cromossomo 11g22.3. O reparo
imperfeito dos danos causados na derme danifica a integridade funcional e estrutural da MEC.
A exposicdo repetida ao sol causa um acumulo dos danos que resulta em uma pele
fotoenvelhecida (FISHER et al., 2002) (Figura 2).

Figura 2 Representacdo dos danos provocados pela irradiacdo UV na pele. A exposigdo aos raios UV ativa
receptores de fator de crescimento e citocinas na superficie de queratindcitos (QT) e fibroblastos (FB). Estes
receptores estimulam cascatas de transducdo de sinais que induzem o fator de transcri¢do AP-1, o qual estimula a
transcri¢do de genes de MMPs. Em fibroblastos, o AP-1 inibe a expressdo do gene do procolageno. As MMPs
secretadas por QT e FB degradam o colageno e outras proteinas que constituem a matriz dérmica. O reparo
imperfeito do dano compromete a integridade funcional e estrutural da matriz, resultando no fotoenvelhecimento
da pele.
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O tratamento do fotoenvelhecimento estd associado a procedimentos cirlrgicos e
farmacéuticos. Os primeiros incluem facelifts, dermoabrasdo, laser resurfacing, toxina
botulinica, injecdo de colageno e peeling quimico. Estes produzem melhorias, mas
apresentam riscos e ndo sdo preventivos. O tratamento a base de medicamentos é um campo
em crescimento, entretanto, a eficdcia de muitas abordagens farmacéuticas é restrita. O
tratamento com drogas incluem retindides, protetores solares e antioxidantes (GRIFFITHS,
1999). Atualmente, existe uma busca por novas alternativas aos tratamentos usuais, atraves da
utilizacdo de novos compostos e/ou procedimentos para amenizar os efeitos da radiacdo UV

na pele.

3.2 Interferéncia por RNA

A terapia génica consiste em um procedimento que envolve a introducdo de material
genético dentro da célula, com objetivo de suprimir, introduzir, manipular e substituir genes
para o tratamento de diversas doencas humanas. Atualmente, um mecanismo inovador de
intervencdo terapéutica foi estabelecido com a descoberta das tecnologias antisense, através
da aplicacdo de pequenas sequéncias denominadas oligonucleotideos, que sao
complementares a uma sequéncia génica especifica e capaz de alterar sua expressdo. Em
teoria, este tipo de abordagem pode seletivamente silenciar qualquer produto do gene antes de
ser traduzido (DEPIERI, 2012; SHUEY et al., 2002).

O processo de interferéncia por RNA é um mecanismo celular responséavel pelo
silenciamento génico pods transcricional. Existem trés tipos “classicos” de RNA: mRNA, RNA
transportador (tRNA) e RNA ribossomal (rRNA). Os mRNAs sdo traduzidos em proteinas,
enquanto os tRNAs e rRNAs exercem fungdes de processamento do mRNA durante a
traducdo. Diferentemente, siRNAs ndo sdo traduzidos em proteinas. Em vez disso, essas
sequéncias regulam varios processos bioldgicos por interferir na traducdo do mRNA-alvo. Os
primeiros microRNAs (miRNAs) descobertos, Lin-4 e Let-7, foram identificados em
Caenorhabditis elegans. Em seguida, siRNAs foram identificados em animais, plantas e
fungos como moléculas efetoras que atuam como silenciadores génicos sequéncia-especificos
(ALMEIDA; REIS; CALIN, 2011; GROSSHANS; FILIPOWICZ, 2008).

Além de ser um instrumento poderoso para analises genémicas, a reducdo na
expressao de proteinas através da RNAI pode trazer beneficios terapéuticos por ser aplicavel a
todas as classes de alvos moleculares, inclusive aqueles dificeis de modular seletivamente

com as abordagens farmacéuticas tradicionais envolvendo pequenas moléculas e proteinas.
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Neste ambito, os SiRNAs possuem propriedades marcantes por serem rapidamente projetados
para uma inibicdo altamente especifica, ndo necessitarem de um sistema de expressdo celular,
purificacdo de proteinas, além de possuirem alta eficiéncia catalitica, onde uma molécula de
siRNA pode ser usada repetidas vezes para guiar a clivagem de muitas moléculas de mRNA-
alvo (DEPIERI, 2012).

A interferéncia mediada por RNA é um fenémeno que ocorre praticamente em todas
as celulas eucariotas, capaz de exercer um papel importante na eliminacdo de mRNAs
anémalos e na defesa do organismo contra parasitas moleculares como transposons e virus
(SUN; TSAO, 2008). Além de ser uma importante ferramenta de pesquisa, a RNAI é uma
grande promessa na terapia génica para o silenciamento de genes causadores de doengas,
principalmente quando a reducdo ou supressao do produto de um gene alvo especifico possa
proporcionar beneficios terapéuticos (GUO et al., 2010; LENZ, 2005)

O mecanismo de RNAI pode ser dividido em fase de iniciacéo e fase de execugédo. Na
primeira, ocorre a geragdo das moléculas efetoras que podem ser classificadas em relagdo a
sua origem e funcdo, em pelo menos trés categorias: SiIRNA (small interfering RNA), miRNA
(microRNA) e shRNA (short hairpin RNA). Quando ligado ao mRNA-alvo, o0 miRNA gera
um pareamento incompleto, levando a uma interrup¢do da traducdo. Em contrapartida, o
siRNA ou shRNA, provoca a degradacdo do mMRNA, através de um pareamento
complementar perfeito. Esse silenciamento ocorre devido a fase subsequente de execugdo,
onde as moléculas efetoras sao incorporadas a complexos proteicos especificos (DE PAULA,;
BENTLEY; MAHATO, 2007; GELEY; MULLER, 2004).

Os siRNAs podem ser introduzidos diretamente no citoplasma celular, ou produzidos
intracelularmente, a partir da clivagem do dsRNA pela enzima Dicer (pertencente a familia
RNase I11), em um processo dependente de ATP, gerando siRNAs com aproximadamente 21
a 23 pares de bases. Por outro lado, a producdo de miRNA ocorre através da transcricdo de
genes endogenos em um microRNA primario (pri-miRNA) pela RNA polimerase 11, onde
posteriormente sofre a clivagem por um complexo proteico formado pela Drosha (também
pertencente a familia RNase Ill) e pela proteina DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical
Region 8 Protein), resultando no micro-RNA precursor (pre-miRNA) com aproximadamente
70 pares de bases, possuindo uma regido dupla fita e uma alca fita simples, formando uma
regido denominada de hairpin. Essa molécula precursora € exportada ao citoplasma pela
enzima exportin-5, sendo clivada pela enzima Dicer em um miRNA com cerca de 22
nucleotideos. Os shRNAs sdo moléculas com estrutura semelhante ao miRNA, podendo ser

sintéticas ou produzidas endogenamente a partir da transcricdo de vetores que codificam o
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shRNA junto a um promotor da RNA polimerase Il (FRANCA et al.,, 2010; GELEY;
MULLER, 2004). Na etapa de execucéo, as moléculas efetoras sdo incorporadas a proteinas
celulares formando um complexo multimérico denominado RISC (RNA Induced Silencing
Complex). Neste, a proteina Argonauta 2 (Argo 2) apresenta atividade de endonuclease
direcionada a fita de mMRNA complementar ao siRNA ou miRNA, além de auxiliar na sele¢éo
da fita do siRNA ou miRNA que serd incorporada ao complexo RISC, sendo a fita sense
descartada e a fita antisense selecionada para guiar o complexo at¢é o mRNA-alvo,
degradando-o ou blogueando a sua acdo (FRANCA et al., 2010; HUANG; LIU, 2011;
WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009) (Figura 3).

Figura 3 Mecanismo de silenciamento induzido por RNA. a) shRNA-mirs sdo expressos por vetores de
expressdo de siRNA e clivados pela enzima Drosha, resultando em shRNAs (pequenos hairpin RNA),
direcionados ao citoplasma e clivados pela Dicer em siRNAs que, posteriormente, sdo associados ao RISC e
desenrolados em uma Unica fita de RNA (ssRNA). O RISC esta envolvido no recrutamento de ssRNA para o
mRNA de sequéncia complementar e clivagem do mRNA, evitando sua traducéo; b) Precursores de microRNAs,
chamados de pré-miRNAs, sdo codificados pelo genoma do hospedeiro; c) Longos dsRNAs tem sido
sintetizados e introduzidos em células-alvo. L& sdo digeridos pela Dicer em siRNAs ou d) siRNAs podem ser
sintetizados e transfectados para dentro de células-alvo diretamente.
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Recentemente, foi apontada a relagcdo entre RNAI e corpos GW (GWB) ou P bodies,
0s quais parecem ser 0s sitios de repressdo da tradugdo de mRNA por miRNAs. Os GWB sao
estruturas citoplasmaticas envolvidas no controle da expressdo génica pds-transcricional
(JAKYMIW et al., 2007; LIU; PAROO, 2010; SEN; BLAU, 2005), atraves da regulacdo do
turnover de mRNA bem como a remocdo de RNAS aberrantes e com mutagdes nonsense. A
formacdo dos GWB parece depender de proteinas especificas e RNA, em particular, os
miRNAs (JAKYMIW et al., 2007).

Aplicacdes cutdneas de RNAs interferentes para fins terapéuticos estdo emergindo
devido & grande demanda de tratamentos efetivos para as vérias patologias da pele.
Melanomas invasivos possuem ativagdo constitutiva da via de sinalizacdo MEK/ERK. Essa
via regula a producdo da MMP-1, que é superexpressa pelo melanoma e células estromais
adjacentes. Esta regulacdo positiva da metaloproteinase esta relacionada a progressdo do
cancer, incluindo crescimento do tumor, invasdo e metastase, através da protedlise da
membrana basal entre a epiderme e derme, e degradacdo da MEC. A inibicdo da MMP-1 por
pequenos RNA regulatérios (shRNA) reduziram a atividade da colagenase, inibindo a
metastase (BLACKBURN et al., 2007).

Entretanto, a aplicacdo clinica de siRNA tem sido dificultada por sua instabilidade,
perfil farmacocinético pobre, baixa taxa de transfeccdo celular, rapida degradacdo por
enzimas enddgenas e carga negativa, que repele o transporte através das membranas celulares.
Assim, sistemas de liberacdo de genes sdo necessarios para superar esses obstaculos e
possibilitar a entrega eficiente as células-alvo. O sistema ideal deve ser capaz de ultrapassar a
funcdo de barreira do estrato cdrneo, proporcionar uma protecdo contra a degradagdo
enzimatica, facilitar a absor¢do intracelular e evitar o metabolismo para, finalmente, promover
o silenciamento génico (VINCENTINI et al., 2013).

3.3 Sistemas de liberacao de genes

Os obstéaculos na tranfeccdo de material genético estimulam o desenvolvimento de
sistemas transportadores in vivo. Diferentes tipos de vetores sintéticos tém sido aplicados para
o silenciamento de genes, incluindo lipidios, lipossomas, polimeros, peptideos, dendrimeros e
nanotubos de carbono (Figura 4) (KESHARWANI; GAJBHIYE; JAIN, 2012). Estas
tecnologias sdo desenvolvidas observando a elevada densidade de carga negativa do material
genético, que possibilita a associacdo aos vetores catidnicos através de interacGes

eletrostaticas. Esses vetores ndo virais mostram-se promissores devido & seguranga, facil
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sintese, possibilidade de direcionamento para diferentes alvos celulares através da
modificacdo estrutural, incorporacdo de ligantes e baixa resposta imunoldgica, quando
comparados aos vetores virais (ZHANG, S. et al., 2007; REISCHL; ZIMMER, 2009).

Figura 4 Nanocarreadores para incorporacdo de siRNA. Fase I: iniciacdo; Fase Il: execucdo, sendo (A) a
internalizacdo do complexo nanocarreador de siRNA por endocitose, (B) complexo dentro da célula, (C) siRNA
liberado no citoplasma, (D) complexo RISC, (E) complexo multiproteinas RISC, (F) reconhecimento do mRNA
(G) degradacdo do mRNA e inibicdo da sintese de proteinas.
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Fonte: Kesharwani, Gajbhiye e Jain (2012).

Um polimero que tem sido amplamente utilizado é a PEI (Figura 5) por apresentar
solubilidade em agua e alta densidade de carga positiva em pH fisioldgico, devido aos

grupamentos protonaveis existentes em sua estrutura. Dessa forma, este polimero pode
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interagir com as membranas celulares, carregadas negativamente, e aumentar a transfeccdo
celular de siRNAs (GUNTHER et al., 2011).

Figura 5 Estrutura molecular do polimero cati6nico PEI.
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Fonte: Martimprey et al. (2009).

A liberacdo do siRNA de complexos formados com a PEI ocorre no citoplasma, apés
sofrerem o escape endossomal pelo mecanismo “efeito esponja de protons”. Este € mediado
por agentes com alta capacidade tamponante e flexibilidade para intumescer quando
protonado. Devido a presenca de grupamentos amina protonaveis com diferentes valores de
constante de dissociacdo (pKa) em sua estrutura, os polimeros apresentam alta capacidade
tamponante, o que favorece 0 aumento da pressdo osmotica atraves do influxo de ions e agua
para o interior do endossomo, ocasionando a ruptura da membrana endossomal e a
consequente liberacdo do conteudo internalizado (BARRATT; FATTAL, 2009; TSENG;
MOZUMDAR; HUANG, 2009; VARKOUHI et al, 2011).

A procura por novos sistemas de liberacdo de farmacos tem sido relevante no sentido
de se estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes, que possibilitem administrar
farmacos via topica com mais seguranca e efeitos colaterais minimizados (CERA, 2001).
Desse modo, uma atencao especial tem sido dada aos sistemas microemulsionados, por sua
capacidade em aumentar a permeacao cutanea e a eficacia terapéutica de diversos farmacos,
além de reduzir a dose administrada e os potenciais efeitos adversos (FORMARIZ et al.,
2005). Além disso, esses sistemas mostram-se capazes de proporcionar melhorias quanto a
liberacdo, biodisponibilidade e dissolucdo dos produtos (ASTIER, 2006).

3.4 Microemulsoes

As ME sdo, geralmente, formadas pela combinacao de trés a cinco componentes: 6leo,
agua, tensoativo, cotensoativo e eletrdlito. Estes sistemas diferem das emulsdes simples por
apresentarem baixa tensdo interfacial, ja que as moléculas do tensoativo se intercalam entre as

moléculas do cotensoativo na interface Oleo-agua, afetando a curvatura da goticula. Esta
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menor tensdo interfacial, promove a formacdo espontanea desses sistemas monofasicos e a
formacdo de goticulas de tamanho reduzido, apresentando estabilidade termodinamica. Por
outro lado, as emulsdes simples sdo dispersbes bifésicas, turvas ou leitosas,
termodinamicamente instaveis e requerem energia externa para sua formacdo (DEPIERI,
2012; SCHWARZ et al., 2012; SILVA CUNHA et al., 2003).

Os sistemas microemulsionados podem ser representados através de diagramas de
fases classificados em ternarios, quaternarios e pseudoternarios, que variam de acordo com a
natureza quimica e com a quantidade de constituintes em cada sistema. O diagrama
pseudoternario possui aspecto de diagrama ternario apesar de ser constituido por quatro
componentes, onde dois deles sdo agrupados de modo que a relagdo agua/tensoativo ou
cotensoativo/tensoativo seja constante. Assim, este sistema € caracteristicamente
bidimensional pela ocorréncia de agrupamentos (ROSSI et al., 2007).

As MEs apresentam uma grande diversidade estrutural devido a sua composi¢édo
quimica, sendo constituidas de microgoticulas dispersas e dindmicas com didmetro entre 5 -
100 nm. Possuem uma camada de moléculas anfifilicas que envolvem as microgoticulas como
uma membrana. Igualmente as emulsdes, as microemulsdes podem ser do tipo 6leo em agua
(O/A), onde o meio dispersante é a &gua, ou do tipo dgua em 6leo (A/O), onde o sistema €
rico em 6leo e as microgoticulas sdo ditas inversas (Figura 6). As moléculas dos tensoativos
se comportam de acordo com cada caso, de forma que as cabecas polares estejam voltadas
para a fase aquosa, e suas caudas apolares para a fase oleosa. Quando se deseja uma
microemulsdo do tipo A/O, deve-se utilizar um tensoativo mais hidrofébico,
consequentemente, um tensoativo de carater hidrofilico deve ser usado para obtencdo de
microemulsdes do tipo O/A. E importante ressaltar que em sistemas com elevado teor de
tensoativos, o equilibrio termodindmico entre os constituintes pode ser representado pela
formacdo de estruturas diferentes das MEs, como os cristais liquidos lamelares, de fases
hexagonais ou cubicas (LAWRENCE; RESS, 2000; FORMARIZ et al., 2005; ROSSI et al.,
2007).
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Figura 6 Estruturas das MEs.
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Fonte: Franzini (2006).

Para racionalizar a utilizacdo dos tensoativos na producdo de uma ME, é necessario
conhecer o seu comportamento quanto ao Equilibrio Hidrofilo-Lipéfilo (EHL) e ao Parametro
de Empacotamento Critico (PEC). O primeiro leva em consideracéo a contribuicéo relativa da
fracdo hidrofilica e hidrofébica da molécula do tensoativo . O segundo retrata a habilidade
dos tensoativos em formar agregados particulares, referindo-se a geometria da molécula e sua
tendéncia a formacdo de micelas ou micelas reversas. Ambas as abordagens sdao empiricas,
mas servem de guia para a selecdo dos tensoativos. Winsor (1948) criou um método
semiquantitativo de mensurar o equilibrio entre as caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas do
tensoativo em um sistema particular que € um tanto similar ao expresso pelo valor do EHL.
Ele classificou os sistemas em quatro tipos: Winsor I, 11, 11l e IV. O primeiro representa o
equilibrio entre a fase emulsionada com a fase oleosa em excesso na porgdo superior do
sistema; no segundo ocorre o equilibrio entre a fase emulsionada e a fase aquosa em excesso
na porcdo inferior do sistema; no terceiro o sistema homogéneo estd em equilibrio com
excesso tanto de 6leo quanto de 4gua, formando um sistema trifasico; no IV ndo ha excesso de
fase aquosa ou oleosa, formando um sistema homogéneo e monofasico (Figura 7). Este ultimo
é o foco principal durante a preparacdo de um sistema microemulsionado (DAMASCENO et
al., 2011; FRANCINI, 2006; FORMARIZ et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2004; ROSSI et al.,
2007).
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Figura 7 Classificagdo de Winsor. (A) Winsor I, (B) Winsor 11, (C) Winsor 1I, (D) Emulsdo homogénea e (E)
Winsor V.

Fonte: Formariz et al. (2005).

O interesse na aplicacdo de MEs como veiculos de preparacdes farmacéuticas deve-se
a capacidade de solubilizagdo de substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, além de
proporcionar a estabilidade dos farmacos. Ademais, devido a formagdo espontanea desses
sistemas, fatores como duracdo e intensidade da agitacdo, temperatura, tempo de
emulsificacdo, entre outros, muitas vezes ndo sao necessarios, tornando as microemulsdes

bastante atrativas do ponto de vista da producdo farmacéutica (SILVA CUNHA et al., 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 RNA interferente

As sequéncias de aminoécidos correspondentes a proteina foram identificadas e
processadas através de ferramentas de bioinformatica disponiveis em banco de dados publicos
como NCBI e Expasy. Sequéncias relacionadas foram alinhadas por grau de homologia,
através do programa Clustal W, visando obtencdo de sequéncias consenso mais conservadas.
O siRNA da proteina-alvo foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (catdlogo EHU005681), a
qual possui expertise na manufatura de oligos DNA e RNA, disponibilizando um vasto

portfélio de estratégias para silenciamento génico por interferéncia de RNA.

4.2 Construcao do diagrama de fases pseudoternario

O DFPT foi obtido através das misturas de 6leo de canola, tensoativos e fase aquosa. Os
tensoativos empregados foram Span® 80 e Tween® 80 na proporcdo de 3:1, respectivamente.
A fase aquosa consistiu em agua deionizada e PPG, na proporcdo de 1:3. Utilizou-se o0 método
de titulacdo, com diferentes volumes de fase aquosa. Inicialmente a fase oleosa e 0s
tensoativos foram misturados em proporcdes que variavam de 9:1 a 1:9. Em seguida a fase
aquosa foi titulada em diferentes volumes sob agitacdo magnética (IKA, RH Basic 1, Brasil) a
temperatura ambiente, por trés minutos (Figura 8). Apds cada titulacdo de fase aquosa, 0
sistema obtido foi classificado por inspecdo visual e caracterizados em: ME, Emulsdo Liquida
Opaca (ELO), Emulsdo liquida Leitosa (ELL) e Emulsdo Semisolida (ESS). O diagrama
obtido teve os pontos plotados com o auxilio do software Origin Pro® 8.0 (VINCENTINI et
al., 2013).

Figura 8 Representacdo esquematica da obtencdo do DFPT.
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OLEO DE CANOLA TITULACAO AGITACAO
E TENSOATIVOS DA FASE .
b 5 MAGNETICA
EM PROPORGOES AQUOSA EM - 2
1:9 A 9:1 DIFERENTES FORTRES MINUTOS
VOLUMES

Fonte: dados da pesquisa.
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4.3 Avaliacéo da concentracéo ideal de PEI e selecdo da formulagao

A concentracdo ideal de PEI foi determinada através da visualizacdo da formagdo e
distribuicdo das goticulas da microemulséo por MET (Figura 9). Avaliou-se as concentracfes
de 5% e 10% de PEI, em adicdo ao propilenoglicol e a agua deionizada, nas proporcoes
respectivas de 3:3:1, 3:2:1 e 3:3:3 (NOTE; KOETZ; KOSMELLA, 2006).

Figura 9 Determinacdo da concentracdo ideal de PEI nas MEs.

SOLUCAO PEI 10% E PEI 5%
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3 3 3

AGITACAO MAGNETICA 3 MIN

v

ANALISE VISUAL
E MORFOLOGICA (MET)

Fonte: dados da pesquisa.

4.4 Incorporacgdo de RNA interferente

Partindo do diagrama obtido, selecionou-se o ponto de microemulsdo contendo 7,4% de
solucdo aquosa, 55,6% da mistura de tensoativos e 37% de Gleo de canola. O siRNA foi
adicionado a fase aquosa na concentracdo 200 ng/pL. Um novo sistema foi formulado através
da adicdo de PEI a solucdo aquosa (3:3:1) utilizando o mesmo ponto de ME, com as
proporgdes de componentes citadas acima. Os sistemas foram incubados por 12h, a

temperatura ambiente, antes dos ensaios de caracterizacéo.
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4.5 Caracterizagao dos sistemas microemulsionados

45.1 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica das MEs foi determinada em triplicata através de
condutivimetro digital TECNOPON (MCA 150, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). O
equipamento foi calibrado com uma solucdo de calibracdo apresentando condutincia
especifica de 1413 uS/cm, a temperatura de 25 °C.

4.5.2 Determinacdo do pH

O pH das formulacGes foi avaliado por meio de pHmetro digital com eletrodo de vidro
e sensor de temperatura (Instrutemp, ITmPA 210, Brasil) calibrado previamente com solucGes
tampé&o pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 £ 0,5 °C. As determinacGes dos valores de pH
em triplicata foram obtidas com introducdo do eletrodo diretamente no interior das

formulacGes acondicionadas em frascos de cintilaco.

4.5.3 Indice de refrago

O indice de refragio das MEs foi determinado em triplicata utilizando refratdmetro de
Abbé (Biobrix, Sdo Paulo, Brasil) aferido com &gua deionizada Milli-Q® (IR=1,3325) a
temperatura de 25 + 0,5 °C.

4.5.4 Calorimetria exploratoria diferencial

As curvas DSC da microemulsbes e componentes isolados foram obtidas em um
modulo Calorimétrico Exploratério Diferencial DSC (Modelo Q20, TA — Instruments,
Estados Unidos). Amostras de 7,5 + 0,05 mg foram acondicionadas em cadinhos de aluminio
hermeticamente fechados. Inicialmente as amostras foram submetidas a resfriamento de 25 a -
50°C, com taxa de 5 °C.min-1, mantendo-se por 3 minutos nesta temperatura. Posteriormente,
as amostras foram aquecidas até a temperatura de 25 °C, analisadas na razdo de aquecimento
de 5 °C.min-1, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min—1(BOONME et al.,
2006).
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4.5.5 Microscopia eletronica de transmissao

As microemulsdes brancas com e sem o PEI foram gotejadas em grades de niquel de
300 mesh e preparadas pelo método de contrastacdo negativa em acido fosfotungstico 2%. Em
seguida, as amostras foram analisadas em microscopio FEI Morgagni (CETENE) com
aceleracao de voltagem de 80KV (ZHANG, W. et al., 2010).

4.5.6 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo do SiRNA em microemulsfes foi investigada por
eletroforese em gel de agarose (CETENE). Um microlitro de microemulsdo foi adicionado a
10pL de siRNA e o volume foi completado para 65uL de meio minimo essencial (MEM). O
tempo de incubacdo para a formacdo de complexos foi de 10 min. Os complexos formados
foram submetidos a gel de agarose 0,6% contendo brometo de etidio (0,5 mg / ml) com
aplicacdo de tampdo de corrida Tris acetato 40 mM e EDTA 1 mM. O procedimento foi
executado a 45 V por 120 min. A intensidade das bandas do siRNA livre, microemulsdo
branca, complexo de ME-SiRNA e padrdo de peso molecular (1Kb plus DNA ladder,
Invitrogen) foram visualmente observadas (HUNG et al., 2005).

4.6 Testes de estabilidade

As formulag6es foram submetidas a testes de estabilidade termodinamica e de resisténcia
a forca centripeta. Os parametros de indice de refracdo, pH e condutividade foram avaliados
antes e ap0ds os testes, seguindo a metodologia anteriormente mencionada (GHOSH et al.,
2013).

4.6.1 Teste de centrifugacdo

A estabilidade das formulacGes foi analisada através da microcentrifuga Macro IV
EVLAB. As MEs (1g) foram submetidas a ciclos de centrifugacdo dede 899, 559g, 1095,
22369 e 4382g, durante quinze minutos em cada rotacdo, a temperatura ambiente. Ao fim de

cada ciclo, os resultados foram avaliados por inspecéo visual.
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4.6.2 Ciclo congelamento/descongelamento

As formulagdes (5 mL) foram submetidas a quatro ciclos alternados de temperatura de
-21°C e 25 °C, com tempo de permanéncia de 48 h em cada. Ao final de cada ciclo os

resultados foram avaliados por inspecéo visual.

4.6.3 Estresse térmico

As microemulsdes (4 mL) foram submetidas a um aumento gradual de temperatura,
de 40 a 80 °C, elevando a temperatura em 10°C a cada 30 minutos utilizando banho
termostatico. As amostras foram analisadas visualmente apds 30 minutos em cada

temperatura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcdo do DFPT

Os sistemas microemulsionados foram obtidos pelo principio do Equilibrio Hidrofilo-
Lipofilo (EHL), que leva em consideracdo a contribuicdo relativa da fracdo hidrofilica e
hidrofobica da molécula do tensoativo (ROSSETI et al., 2011). Partindo do valor requerido do
EHL para o 6leo de canola (EHL=7), os tensoativos (Span 80 e Tween 80) foram
selecionados e misturados em uma propor¢do proxima a esse valor para obter uma
microemulséo do tipo A/O. Deve-se ressaltar que os tensoativos néo ionicos selecionados séo
aceitaveis para aplicagdes farmacéuticas por serem pouco afetados com as mudancas de pH e
forca idnica, além da baixa toxicidade (CRUZ; UCKUN, 2001; DAMASCENO et al., 2011,
FORMARIZ et al., 2005; OLIVEIRA, 2004).

No DFPT estdo representadas as quantidades de tensoativo/cotensoativo (3:1), fase
aquosa e fase oleosa (Figura 10). Macroscopicamente, as MES apresentaram-se como um

liquido de coloracdo amarelada, transltcido e com aspecto levemente viscoso (Figura 11).

Figura 10 Diagrama de fases pseudoternario. As areas delimitadas sdo representadas por: ELO, ESS, ELL e ME
(em destaque). O ponto em vermelho refere-se a formulagdo de microemulsdo escolhida para estudo.
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Fonte: dados da pesquisa.
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5.2 Incorporacgéo de PEI e siRNA

O siRNA apresenta carater hidrofilico, sendo desejavel que o mesmo permaneca na fase
interna do sistema, revestida pelo filme de tensoativos, a fim de proporcionar uma protecéo e
evitar a rapida degradacdo por enzimas endogenas (VINCENTINI et al., 2013). A PEI
caracteriza-se como um polimero soluvel em &gua, que possui alta densidade de carga
positiva em pH fisiolégico, gracas aos grupamentos amino protondveis em cada terceira
posicdo. Os complexos formados com os siRNAs apresentam uma carga residual positiva, o
que permite a sua interagdo com as membranas celulares de carga negativa, seguido por
internalizacdo por endocitose (DEPIERI, 2012).

Apdbs a determinacdo da regido de microemulsdo, um ponto foi selecionado através de
andlise visual e MET (Figura 10) com as percentagens de componentes (v/v) correspondentes
a 7,4% da mistura de propilenoglicol e agua (3:1), 55,6% da mistura de Tween 80 e Span 80
(3:1) e 37% de bleo de canola. A PEI e o siRNA foram incorporados na fase aquosa,
posteriormente titulada sob agitacdo na fase oleosa contendo tensoativos. A concentracdo
ideal da PEI na formulagdo foi avaliada por MET quanto ao formato e distribuicdo das
goticulas. A solucdo de PEI 5%, PPG e agua deionizada na proporcdo de 3:3:1,
respectivamente, obteve melhores resultados em comparacdo a fase aquosa com PEI 10%,
onde ndo houve formacéao de goticulas. A ME com a PEI apresentou aspecto visual proximo
ao da ME sem o polimero, com coloracdo ligeiramente mais amarelada (Figura 11). Além
disso, a MET revelou goticulas como demonstrado no tépico 5.3.1. O siRNA na concentracdo

de 200 ng/uL foi adicionado a fase aquosa da ME com/sem o polimero.

Figura 11 Aspecto macroscopico das microemulsdes. ME sem PEI (1) e ME com o polimero (2).

\l. \.‘

-

Fonte: dados da pesquisa.
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5.3 Caracterizacao dos sistemas microemulsionados

5.3.1 Anadlise ultraestrutural

As microemulsdes sdo, geralmente, caracterizadas como agregados esféricos e com
diametros menores que 1400 A, tipicamente da ordem de 100 A. Apesar da denominagéo
"micro”, o sistema envolve goticulas de tamanhos suficientemente pequenos para ser
opticamente transparente (FRANZINI, 2006). A MET é uma das técnicas mais adequadas em
estudos morfoldgicos para obter imagens de compostos nanométricos, tais como as
nanoparticulas e/ou nanogoticulas (BEDE, 2010).

As goticulas do sistema microemulsionado sem PEI apresentaram-se esféricas,
distribuidas de maneira homogénea, com diametro médio de 41,452 + 14,201nm (n=200)
(Figura 12). As goticulas de ME com PEI 5% apresentaram diametro médio de 125,42 +
28,383nm (n=200) (Figura 13).

Figura 12 Ultraestrutura de ME sem PEI.

Fonte: dados da pesquisa.

Figura 13 Ultraestrutura de ME com PEI 5%.

Fonte: dados da pesquisa.
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5.3.2 Aspectos fisico-quimicos

A caracterizacdo fisico-quimica permite a analise da microemulsdo em aspectos de
formagdo, comportamento estrutural e determinacdo das transi¢Ges de fase e estabilidade.
Dentre as propriedades mais utilizadas estdo a reologia, viscosidade, condutividade elétrica,
DSC, indice de refracdo, entre outras (EVANDRO, 2009; MICHNIAK-KOHN; ZHANG,
2011). Com intuito de obter as informacGes elencadas e verificar a interferéncia do polimero e
do &cido nucleico na estrutura da formulacdo, ensaios de condutividade, pH e indice de
refracdo foram realizados nos sistemas obtidos. A condutividade das MEs apresentou-se
baixa, entre 1,3467 e 2,5867 uScm-t, em todas as formulacdes testadas (Tabela 1), sendo
sugestiva de um sistema A/O. Entretanto, a condutividade das MEs contendo o polimero

cationico e siRNA foi levemente mais elevada, devido aos grupos ionizados do siRNA e da
PEI

Tabela 1 Caracterizagdo fisico-quimica das MEs.

Microemulsdes pH CO?SE;‘:}'?;‘ de indice de refracéo
ME 7,2167 +0,0810 1,3467 £0,1701 1,4668 +0,0006
ME + siRNA 6,6167 +0,4725 2,5867 +0,2510 1,4673 £0,0040
ME + PEI 7,5201 +0,0531 1,5402 +0,1253 1,4670 £0,0005
ME + PEI + siRNA 6,8167 +0,0251 2,0167 +0,0890 1,4657 +0,0066

Fonte: dados da pesquisa

Nas MEs com fase externa aquosa a condutividade € elevada, enquanto naquelas com
fase externa oleosa a condutividade € baixa devido as goticulas de agua estarem isoladas pelo
filme de tensoativos. A medida que a concentracdo de dgua no sistema é aumentada, ocorre
sua agregacao e formacéo de canais interconectados, levando ao aumento da condutividade e
originando microemulsdes do tipo bicontinuas. Mudancas no comportamento estrutural estao
intimamente relacionadas com drasticas mudancas nos mecanismos de transporte elétrico
(MICHNIAK-KOHN; ZHANG, 2011)

Microemulsdes sdo agregados esféricos incapazes de desviar o plano de luz incidente.
No entanto, durante um processo de inversao de fases tornam-se anisotropicos, sem apresentar
qualquer descontinuidade aparente nas suas propriedades fisicas, mas que pode ser
evidenciado pela variacdo do indice de refracdo. Os valores do IR encontrados para as MEs

testadas mantiveram-se aproximados, entre 1,4657 e 1,4673 (Tabela 1). Além disso, estes
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valores estdo proximos ao descrito nas especificacdes técnicas para o 6leo de Canola (1,465 -
1,467), sugerindo uma fase externa oleosa (EVANDRO, 2009; PRZYBYLSKI, 2011).

O pH adequado de uma formulacdo é padronizado conforme a tolerancia bioldgica
para produtos de uso cutaneo (pH 5,5 a 8,0) e estabilidade do componente ativo (SILVA et
al., 2009). As formulagBes testadas neste estudo obtiveram pH aproximados e compativeis
com o da pele (Tabela 1). A diminuicdo no valor do pH apds a incorporacdo do SiRNA,
mesmo na presenca do polimero catiénico, possivelmente se deve ao grande conteudo de

cargas negativas do material genético.

5.3.3 Anadlise térmica

A 4gua da microemulséo pode estar livre, como no sistema O/A, ou estar confinada no
interior das goticulas revestidas pelo filme de tensoativos, como no sistema A/O. E possivel
avaliar a estrutura de microemulsdes através das propriedades da agua, avaliando diferencas
no comportamento de fusdo e de congelamento detectadas por medi¢es de DSC. Através do
ponto de fusdo é possivel diferenciar a agua livre (ponto de fusdo em torno de 0°C), a &gua
interfacial (ponto de fusdo em torno de -10°C) e a agua ligada (com pontos de fusdo abaixo de
-10°C). Microemulsdes O/A apresentam apenas o pico de congelamento da agua no
termograma, engquanto que aquelas do tipo A/O ndo apresentam pico de congelamento da
agua em seu termograma. J& as microemulsdes bicontinuas apresentam o0s picos de
congelamento do dleo e da &gua bem distintos e separados (BOONME et al., 2006;
MICHNIAK-KOHN; ZHANG, 2011; ZHANG, H. et al., 2013).

As microemulsdes foram submetidas a analise térmica por DSC (Figura 14). O
termograma B representa -

- C, representando a temperatura de congelamento do 6leo.
O termograma da ME sem PEI (A) se assemelha aquele da ME com PEI (F), além de ter
caracteristicas do termograma do 6leo de canola e tensoativos, sendo possivel observar a
presenca de um pico exotérmico (1) semelhante ao pico de congelamento do 6leo (3). O
termograma C representa a corrida analitica para a agua utilizada na formulagéo, com os picos
exotérmico (5) e endotérmico (6) ndo visiveis nas MEs, indicando que a agua encontra-se
confinada no interior da microestrutura. Assim, os termogramas obtidos deduzem que a
microestrutura da formulacdo desenvolvida é do tipo A/O, uma vez que as propriedades
térmicas do Oleo e dos tensoativos sdo mais proximas daquelas demonstradas para as

microemulsodes.
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Figura 14 Curvas do termograma. A: termograma da ME sem PEI; B: termograma do 6leo de canola; C:
termograma da agua; D: termograma dos tensoativos; E: termograma do propilenoglicol; F: termograma da ME

com PEI.
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5.3.4 Eficiéncia de encapsulacédo

A eletroforese em gel de Agarose consiste em um método padrdo usado para separar,
identificar, analisar, caracterizar e purificar fragmentos de &cidos nucleicos. As bandas no gel
podem ser marcadas por um agente intercalante, como o brometo de etidio, e visualizadas por
exame direto do gel em luz ultravioleta. Os grupos fosfatos dos &cidos nucleicos ionizados
promovem a migracdo dos polinucleotideos/polidnions para o eletrodo positivo quando
submetidos a um campo elétrico. O ajuste da viscosidade do meio permite a identificacdo do
formato das moléculas e separacdo por tamanho (ADKINS; HALL; GEORGEL, 2007).

Os poliplexos consistem em complexos formados entre os acidos nucleicos e 0s
polimeros catidnicos de alta eficiéncia de transfeccdo. A PEI possui alta densidade de carga
positiva em pH fisioldgico, sendo capaz de formar complexos por ligacbes ndo covalentes
(GUNTHER et al., 2011).

Para determinar o grau de incorporacdo de siRNA nos sistemas, 0 ensaio de eletroforese
foi realizado com amostras de siRNA livre (1), MEs brancas (2), MEs catiénicas com siRNA
incorporado (3) MEs sem PEI com siRNA incorporado (4) e padrdo de peso molecular (5)
1Kb plus DNA ladder, Invitrogen (Figura 15). As bandas reveladas pelo marcador indicaram
uma maior encapsulacdo das sequéncias génicas na microemulsdo contendo PEl/catidnica,
demonstrado pela menor quantidade de siRNA nao ligado, em comparacdo aquele contetdo
de siRNA livre e siRNA ndo ligado as MEs sem PEI.

Figura 15 Eficiéncia de encapsulacio de siRNA em MEs. 1: siRNA livre; 2: ME branca; 3: ME catibnica com
SiRNA; 4: ME sem PEI e com siRNA; 5: Padrdo de peso molecular.

Fonte: dados da pesquisa.



5.4 Estudos de estabilidade

A baixa tensdo interfacial dos sistemas microemulsionados garante sua estabilidade
termodinamica quanto a sedimentacdo em temperatura constante. No entanto, com o
aumento da agitagdo térmica algumas formulacbes perdem a estabilidade e formam
grandes agregados advindos da coalescéncia entre as goticulas. Dessa forma, a temperatura
modifica as propriedades do filme de tensoativos, resultando em mudancas estruturais. A
estabilidade termodindmica das microemulsdes formuladas frente a mudancas de
temperatura foi verificada a partir de ciclos de congelamento/descongelamento e de
estresse térmico. Além disso, as formulagBes foram submetidas & centrifugacdo em
diferentes rotacdes para avaliar a ocorréncia de separacao de fases, cremosidade e fissuras
(MORAIS et al., 2006; ROSSI et al., 2007; GHOSH et al., 2013).

Todos esses desafios ndo afetaram a estrutura macroscépica dos sistemas. Quanto
as propriedades fisico-quimicas, os resultados de IR ndo foram modificados apds os testes.
Os valores de pH e condutividade também ndo apresentaram mudancas apds os teste de
centrifugacdo e congelamento/descongelamento. Entretanto, houve sutil diferenca entre os
valores encontrados para o pH e a condutividade nas amostras apds o teste de estresse
térmico, indicando fragilidade da formulacdo frente a temperaturas elevadas (Tabela 2).

Tabela 2 Avaliagdo fisico-quimica das MEs em teste de estresse térmico.

Valores anterlo_n_as 205 testes de Valores ap0s os testes de estabilidade
Sistemas estabilidade
H Condutividade H Condutividade
P (HScm-) P (HScm-})
ME 7,2167 +0,0810 1,3467 +0,1701 7,1259 +0,0757 1,0758 +0,1910
ME + siRNA 6,6167 +0,4725 2,5867 +0,2510 7,1156 +0,0510 1,9678 +0,1799
ME + PEI 7,5201 +0,0531 1,5402 +0,1253 7,3031 +0,0492 1,2021 +0,2015
ME + PEI + siRNA 6,8167 +0,0251 2,0167 +0,0890 7,0201 +0,0163 1,6359 +0,0987

Fonte: dados da pesquisa

42
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6 CONCLUSAO

A tecnologia de interferéncia por RNA tem se tornado uma ferramenta eficaz em
investigacBes bioldgicas e no desenvolvimento de sistema nanocarreadores eficazes. A
proposta deste estudo foi o desenvolvimento de microemulsdes para encapsulagdo de RNA
interferente, uma nova abordagem da nanotecnologia ainda néo investigada. O sucesso desta
aplicacdo depende da otimizacdo das propriedades morfoldgicas e fisico-quimicas, tais como
eficiéncia de encapsulacdo, propriedades térmicas, pH, condutividade, IR, estabilidade,
aspecto estrutural, entre outras.

O diagrama de fases pseudoternario obtido mostrou-se simples e reprodutivel, oferecendo
um sistema microemulsionado do tipo A/O apropriado para incorporacdo de siRNA. Isto foi
confirmado através dos estudos fisico-quimicos e morfoldgicos citados acima, sendo a
microemulsdo com PEI 5% mais eficiente na encapsulacdo do material genético. Além disso,
a formulacdo apresentou-se macroscopicamente estavel frente aos desafios aplicados. Assim,
a formulacéo desenvolvida pode ser um veiculo ndo viral promissor para uso tépico de siRNA
terapéutico. Estudos subsequentes devem abordar novas caracterizagfes do sistema e a
transfeccdo do siRNA para silenciamento da proteina-alvo in vitro.
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