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RESUMO

A terapia génica surgiu como uma ferramenta promissora a fim de manipular,
substituir, suprimir ou introduzir genes em um organismo para 0 tratamento de doengas.
Dentre os acidos nucleicos com potencial terapéutico estdo as pequenas moléculas
interferentes (SiIRNA), capazes de ocasionar a eliminacdo de RNAs mensageiros (RNAmM)
andmalos ou silenciar genes. O principal desafio € a veiculacdo dessas moléculas para
eficiente transfeccdo em células-alvo. As microemulsdes tém sido amplamente utilizadas
como carreadores de farmacos de uso topico. Elas sdo sistemas coloidais com alta capacidade
de solubilizacdo e controle de liberacdo de moléculas ativas. Dessa forma, o presente trabalho
desenvolveu microemulsdes contendo siRNA para futura aplicacdo topica como um
nanocosmético. Dois diagramas de fases pseudoternario foram obtidos utilizando uma fase
aquosa de propilenoglicol e agua, Span 80 e Tween 80 como a mistura de tensoativos e o 6leo
de canola como a fase oleosa. Um deles recebeu polietilenoimina (PEI) 5% a fase aquosa para
sintese de um sistema polimérico. As formulacfes selecionadas foram avaliadas quanto a
condutividade, indice de refracdo (IR), microscopia eletrénica de transmissdo (MET),
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), tamanho de goticulas, difracdo de raios-X (DRX),
microscopia de luz polarizada (MLP) e estabilidade, evidenciando ser microemulsdes do tipo
A/O. Além disso, foram realizados estudos de eficiéncia de encapsulacdo e liberacdo de
siRNA, que demonstraram um 6timo desempenho das microemulsdes como carreadores das
moléculas interferentes. A presenca do PEI proporcionou forte interacdo eletrostatica com os
polinucleotideos de forma a ndo favorecer sua liberacdo, além de reduzir o tamanho das
goticulas. O ensaio de citotoxicidade comprovou o efeito citoprotetor das formulacGes
aplicadas. Os sistemas se comportaram como fluidos Newtonianos e de baixa viscosidade, o
que favorece a aplicacdo topica. Sendo assim, as microemuls@es sdo veiculos promissores de
siRNA para fins de terapia cutanea, com possivel impacto tecnoldgico e socio-econémico,

uma vez que esta metodologia ainda ndo foi aplicada na area dos cosméticos.

Palavras-Chave: Sistemas microemulsionados; Nanotecnologia; Polietilenoimina; RNA de

interferéncia.



ABSTRACT

The gene therapy has emerged as a promising tool to handle, replace, remove or
introduce genes into an organism for treatment of disease. Among the nucleic acids with
therapeutic potential are the small interference molecules (SiRNA) capable of causing the
removal of messenger RNAs (mRNA) or to silence genes. The main challenge is the
placement of these molecules for efficient transfection into target cells. The microemulsions
have been widely used as carriers for topical drugs. They are colloidal systems with high
solubilizing capacity and ability to control the rate of release of active molecules. Therefore,
this study developed microemulsions containing siRNA for future topical application as a
nanocosmetic. Two pseudoternary phase diagram were obtained using an aqueous phase of
propylene glycol and water, Span 80 and Tween 80 as the mixture of surfactants and the
canola oil as the oil phase. One received 5% polyethyleneimine (PEI) to aqueous phase to the
synthesis of a polymeric system. The selected formulations were evaluated for conductivity,
refractive index (RI), transmission electron microscopy (TEM), differential scanning
calorimetry (DSC), droplet size, X-ray diffraction (XRD), polarized light microscopy (PLM)
and stability, showing microemulsions of the type W/O. Furthermore, were performed
studies of encapsulation efficiency and release of siRNA, which showed a great performance
of the microemulsions as carriers of the interfering molecules. The presence of PEI provided
strong electrostatic interaction with polynucleotides in order to not favor his release and
reduced droplet size. The cytotoxicity assay demonstrated the cytoprotective effect of the
formulations applied. The systems behaved as Newtonian fluids and low viscosity which
facilitates topical application. Therefore, microemulsions are promising vehicles of sSiRNA for
the purpose of skin therapy, with possible technological and socio-economic impact, given

that this methodology has not been applied in the field of cosmetics.

Keywords: Microemulsion systems; Nanotechnology; Polyethyleneimine; RNA interference
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1.  INTRODUCAO

A biologia molecular contribui de forma significativa na area da genética
proporcionando o conhecimento das fungGes celulares normais, bem como 0s mecanismos
que ocasionam uma doencga. O projeto genoma tem fornecido informacgdes abrangentes e
acessiveis sobre os genes humanos, trazendo esperanca em tornar a terapia génica uma
realidade (NABEL, 2004).

AlteracOes nas sequéncias génicas podem ser causadas pela auséncia de codificacdo de
determinadas proteinas, codificacdo de proteinas anormais ou em excesso, ou pela
susceptibilidade do organismo a agentes ambientais (MARTIMPREY et al., 2009). Desse
modo, a terapia génica surge como uma ferramenta para substituir, complementar ou inibir
genes causadores de doengas (VERMA, WEITZMAN, 2005).

Apo6s a descoberta de que 0s genes poderiam ter sua expressdo modulada, o
silenciamento génico desencadeado por interferéncia de RNA (RNAI) tornou-se uma classe
terapéutica atrativa por possuir elevada poténcia e especificidade (GRIMM, KAY, 2007),
instigando pesquisadores e indUstrias farmacéuticas a investirem no desenvolvimento de
terapias baseadas em pequenas moléculas de RNA (siRNA). Estas consistem em RNAs dupla
fita (dSRNA), contendo 20 a 30 pares de bases, que inibem a traducdo de um RNAmM
especifico devido a alta complementaridade dos nucleotideos, impedindo a sintese de
proteinas (WOLTERS, MacKEIGAN, 2008; PEER, LIBERMAN, 2011; ZHOU et al., 2012).

Entretanto, apesar das conhecidas potencialidades terapéuticas do SiRNA, a
transfeccdo da sequéncia génica é dificultada pelas diversas limitacdes que essa molécula
apresenta, tais como elevada carga negativa que dificulta a passagem através das membranas
celulares, curto tempo de meia-vida por ser facilmente degradada por enzimas enddgenas,
além de biodisponibilidade insuficiente (TOKATLIAN; SEGURA, 2010; NIMESH,;
CHANDRA, 2009; REISCHL; ZIMMER, 2009). Dessa forma, um sistema de liberacdo deve
ser capaz de complexar o siRNA de forma reversivel, protegé-lo contra a degradacdo
enzimatica, além de apresentar-se atoxico e ndo-imunogénico (ROSSI et al., 2007).

Por suas cargas negativas, 0s SiRNAs possibilitam interacdes eletrostaticas a lipideos,
proteinas, peptideos ou polimeros catidnicos, como a Polietilenoimina (PEI), os quais
constituem as principais classes de vetores ndo-virais para a veiculacdo de siRNA. Estes
apresentam boa seguranca, facil sintese, possibilidade de direcionamento para diferentes alvos

celulares através da modificacdo estrutural pela incorporacédo de ligantes, e baixa resposta
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imunolégica quando comparados aos vetores virais (ZHANG et al., 2007; REISCHL;
ZIMMER, 2009).

O tamanho das nanoestruturas formadas pela interacdo entre o SiRNA e substratos
catidnicos é de grande importancia para sua absorcao celular, visto que, aquelas com diametro
médio entre 200 e 500 nm podem ser captadas pelas células-alvo por endocitose. Diante disso,
as microemulsdes (MEs) sdo sistemas promissores para a transfeccdo de siRNA, visto seu
tamanho médio ser de 10 a 300nm (REISCHL; ZIMMER, 2009; DAMASCENO et al., 2011).
Elas foram descritas primeiramente por Hoar e Schulman em 1943, e anos mais tarde foram
definidas como sistemas termodinamicamente estaveis, isotropicos e transparentes, no qual
dois liquidos imisciveis, usualmente agua e 6leo, sdo misturados para formar uma Unica fase
na presenca de tensoativos apropriados, frequentemente em associacdo a um cotensoativo
(GRAMPUROHIT; RAVIKUMAR; MALLYA, 2011).

As MEs sdo capazes de aumentar a absor¢do cutanea de substéncias ativas tanto
hidrofilicas quanto lipofilicas, quando comparado aos sistemas convencionais, agindo como
um reservatério para substancias pouco soluveis (GRAMPUROHIT; RAVIKUMAR,;
MALLYA, 2011). Além disso, suas propriedades fisico-quimicas influenciam a liberacéo de
farmacos na pele devido a baixa tensdo interfacial e, consequentemente, melhor contato da
formulacdo com o local de aplicacdo (KREILGAARD, 2002). Por isso, 0 presente estudo
abordou a hipotese de encapsulacdo de siRNAs em ME, visando a aplicacdo topica e

silenciamento de genes associados ao fotoenvelhecimento.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. PELE E AFECCOES CUTANEAS

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e um candidato interessante para terapia
génica devido a facil acessibilidade, conhecimento pontual da estrutura e tipo de células
presentes (GEUSENS et al., 2011), e pelo fato de haver um grande numero de doencas
passiveis de mediacdo de genes cutaneos defeituosos (TAKANASHI et al., 2009). Varios
estudos, in vitro e in vivo, tém usado a pele como uma via de distribuicdo de SiRNA para o
tratamento de melanoma, artrite reumatdide, ferimentos, doencas alérgicas , tal como
hipersensibilidade de contato e dermatite atdpica, e condi¢bes genéticas dominantes,
incluindo paquioniquia congénita, alopecia areata e psoriase. Portanto, a veiculacdo tdpica de
SiRNA pode modular a expresséo do gene estrategicamente em uma variedade de desordens
cutaneas, evitando efeitos secundarios sistémicos (TRAN et al., 2008; RITPRAJAK et al.,
2008; LEACHMAN et al., 2008; NAKAMURA et al., 2008; JAKOBSEN et al., 2009).

Este 6rgdo é a principal interface biolégica do organismo humano com o meio
ambiente e, devido a esta funcdo de barreira, representa um Orgao-alvo para estimulos
externos de reacdes oxidativas, tais como incidéncia de radiacdes ultravioleta e ionizante,
acao do ozénio e de diferentes agentes quimicos toxicos (SAIJA et al., 1998, HADGRAFT,
2001; CEVEC e VIERL, 2006, MARQUELE-OLIVEIRA, 2007). Ao longo do tempo, estas
agressdes externas comprometem as funcGes e a aparéncia da pele, estimulando o individuo a
buscar meios de retardar ou atenuar certas caracteristicas adquiridas, tais como rugas,
diminuicdo de tdnus, perda de elasticidade e hidratacdo (SCOTTI, 2003).

A pele humana é composta principalmente por trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme ou tecido adiposo subcutaneo, que se apresenta como um tecido extremamente
viscoso e macio (Figura 1). A primeira divide-se em subcamadas, que em ordem de
profundidade sdo: o estrato corneo (EC), a camada lucida, a camada granulosa, a camada
espinhosa e o estrato germinativo ou basal. O EC é a mais fina e superficial, sendo composta
de celulas mortas e queratindcitos, os quais sdo transformados em queratina de superficie.
Este processo de renovagdo celular ocorre por toda a vida, porém seu decaimento € um dos
principais fatores de manifestacdo do envelhecimento cutaneo, que pode ser percebido através

do afinamento da pele. A camada cdrnea é hidratada por um filme liquido chamado de manto
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hidrolipidico, formado por agua, sais minerais, enzimas, vitaminas e gorduras (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 1990; FREEDBERG et al., 2003).

Abaixo da epiderme, encontra-se a derme, consistindo em uma rede de colageno
intercalada por fibras elasticas e elementos linfaticos. A espessura das camadas da pele sofre
muitas variacdes em funcdo da idade, sitio anatémico e do estado de hidratagcdo. Geralmente,
a espessura da epiderme apresenta-se entre 40 a 48 um. A espessura da derme é maior que
800 um e menor que 1.500 um, e por fim, a espessura da hipoderme ¢ dependente do sitio
anatdmico e do estado nutricional do individuo (AGACHE, 2000).

A ligacdo entre a derme reticular e a hipoderme é uma transi¢cdo abrupta entre um
tecido dérmico conectivo e fibroso para um tecido predominantemente adiposo. De origem
mesenguimal, os adipdcitos séo as células primarias da hipoderme. Organizam-se em glébulos
definidos por septos de tecido conectivo fibroso. A hipoderme exerce funcao de isolamento,
reserva energetica e protecdo. Permite ainda a mobilidade das estruturas adjacentes
(FREEDBERG et al., 2003).

Segundo Beny (2000), o EC representa uma regido importante no controle da absor¢édo
de substancias ativas, por sua propriedade de permeabilidade seletiva. No entanto, existem
outras vias potenciais para penetracdo de substancias na pele, tais como os foliculos pilosos
associados as glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas e vias intercelular e transcelular na
epiderme (Figura 1) (BARRY, 2001). Elas representam apenas 0,1% da area superficial da
pele e admite-se que a penetracdo de substancias por essas vias seja menor quando comparado
ao EC (HADGRAFT, 2001; HADGRAFT, 2005; KRETSUS et. al., 2008).

Entre os fatores que influenciam a penetracdo cutédnea de substancias estdo a
hidratacdo do EC, a temperatura, o pH, a concentracdo e as caracteristicas moleculares tanto
da substancia quanto dos componentes da formulacdo (SANTIS, 2008). O grau de absorcao
pode ser determinado pela hidratacdo do EC, uma vez que seu aumento pode minimizar a
resisténcia, provavelmente por provocar um intumescimento das estruturas compactas da
camada cornificada, criando canais aquosos que permitem a difusdo de substancias. Sabe-se
que o pH afeta o grau de ionizacdo das moléculas e, embora apenas moléculas ndo ionizadas
passem prontamente por membranas lipidicas, sabe-se que aquelas ionizadas penetram
efetivamente no EC até um determinado nivel, e uma vez que estas apresentam concentragcdo
maior do que as neutras quando em solugdo saturada ou proxima da saturacdo, elas acabam
exercendo uma contribuigéo significativa para o fluxo total (AULTON, 2005).

Figura 1. Representacdo esquematica de corte transversal da pele.
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LEGENDA: As setas indicam as possiveis vias de penetracdo de particulas: por glandulas sudoriparas,
transfolicular associado as glandulas sebaceas, transcelular e percursos intercelulares.
(FONTE: Adaptado de GEUSENS et al., 2011).

2.2. TERAPIA GENICA E RNA INTERFERENTE

A terapia génica € capaz de substituir ou complementar genes causadores de doencas
por intermédio da insercdo de genes funcionais em células defeituosas (GRIFFTHS et al.,
2004). Para tal, é necessario que o material genético chegue ao alvo de forma satisfatdria,
surgindo assim o conceito de transfeccdo celular pela introdugdo intencional de &cidos
nucleicos nas células (VERMA, WEITZMAN, 2005), incluindo DNA plasmidial,
oligonucleotideos antisense e RNA interferente, que modulam a expressdo génica com
finalidade terapéutica (MOUNTAIN, 2000; WASUNGU, HOEKSTRA, 2006;
BHATTACHARYA, BAJAJ, 2009; LIU, YU, 2010; VERISSIMO et al, 2010).

Segundo as varias pesquisas e protocolos clinicos de terapia génica em humanos, a
molécula de RNA foi identificada como uma ferramenta capaz de revolucionar as terapias de
um elevado numero de doengas. As atividades bioldgicas dessas moléculas, empregadas
normalmente na forma de dupla fita, foram descobertas na década de 1990, quando os
pesquisadores americanos Napoli, Lemieux e Jorgensen tentavam aumentar a expressao de
genes responsaveis pela pigmentacdo parpura das petGnias através da introdugdo de um

transgene envolvido na producdo desse pigmento. Entretanto, o gene introduzido
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proporcionou efeito oposto ao esperado e bloqueou a sintese do pigmento por silenciamento
do transgene e do gene enddgeno, originando flores de coloracdo branca. Esse fenbmeno
nomeado de co-supressdo foi também observado em outras espéecies de plantas e fungos
(SIFUENTES-ROMERO; MILTON; GARCIA-GASCA, 2011; FRANCA et al., 2010).

Apesar disso, o mecanismo molecular que levava ao silenciamento génico
permaneceu desconhecido por alguns anos, até que, trabalhando com o verme nematddeo
Caenorhabditis elegans, um grupo de pesquisadores americanos descobriu que moléculas de
RNA dupla fita (dSRNA — Double Strande dRNAs) poderiam silenciar a expressdo de genes
(FIRE et al., 1998). Ao analisarem o efeito do silenciamento génico por moléculas fitas
simples de RNA, os pesquisadores descobriram que o uso da molécula dupla fita era mais
efetivo em cerca de cem vezes. Esta descoberta ficou conhecida como Interferéncia por RNA
ou apenas RNAI (FIRE et al., 1998; SIFUENTES-ROMERO; MILTON; GARCIA-GASCA,
2011).

A interferéncia mediada por RNA é um fenbmeno que ocorre praticamente em todas
as células eucariotas, podendo exercer um papel importante na eliminacdo de RNAmM
andmalos e na defesa do organismo contra agentes infecciosos (SUN; TSAO, 2008). Além de
ser uma importante ferramenta de pesquisa, a RNAI é uma grande promessa para o
silenciamento de genes causadores de doencas, principalmente quando a redugdo ou supressao
do produto de um gene-alvo especifico possa proporcionar beneficios terapéuticos (LENZ,
2005; GUO et al., 2010).

O silenciamento génico pode ser regulado por duas fases distintas: uma fase de
iniciacdo e uma fase de execucdo. Na fase de iniciagdo acontece a formacdo das moléculas
efetoras, as quais podem ser classificadas quanto a sua origem e funcdo. Uma delas é a micro
RNA (miRNA), quando ligada ao RNAm-alvo gera um pareamento incompleto, levando a
interrupcdo da traducdo. A producdo de miRNA ocorre através da transcricdo de genes
endégenos em um microRNA priméario (pri-miRNA) pela RNA polimerase 1I, e
posteriormente sofre a clivagem por um complexo proteico formado pela Drosha (também
pertencente a familia RNAse 1ll) e pela proteina DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical
Region 8 Protein), resultando no microRNA precursor (Pré-miRNA), com aproximadamente
70 pares de bases, possuindo uma regido dupla fita e uma al¢a 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 sdao moléculas com estruturas semelhantes as do miRNAs, podendo

ser sintéticas ou produzidas endogenamente a partir da transcri¢do de vetores que codificam o
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shRNA junto a um promotor da RNA polimerase Ill (FRANCA et al., 2010; GELEY;
MULLER, 2004).

Em contrapartida, as pequenas moléculas de RNA (siRNA), provocam a degradacgéo
do RNAm, através do pareamento complementar perfeito ao mesmo. 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.

Na etapa de execucdo, as moléculas efetoras sdo incorporadas a proteinas celulares
formando um complexo multimérico denominado RISC (Complexo de Silenciamento
Induzido por RNA), do qual a proteina Argonauta 2 (Ago 2) faz parte. Esta proteina apresenta
atividade endonuclease direcionada contra a fita de RNAm complementar ao SiRNA ou
mIiRNA, além de auxiliar na selecdo da fita do sSiRNA ou miRNA que sera incorporada ao
complexo RISC, sendo a fita sense descartada e a fita antisense selecionada para guiar o
complexo até 0 RNAm-alvo, degradando-o ou bloqueando a sua acdo (Figura 2) (HUANG,;
LIU, 2011; FRANCA et al., 2010; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; GELEY;
MULLER, 2004).

Figura 2: Fluxograma das vias que levam a interferéncia por miRNAs e siRNAs.
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(FONTE: Dados da pesquisa).

silenciamento de genes in vivo, os torna adequados como uma nova classe terapéutica para a

supressdo de genes promotores de doencas (DE FOUGEROLLES, 2008). Desta forma, o
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mecanismo de interferéncia por RNA tem o potencial de transformar a medicina moderna
(BUMCROT et al, 2006; JACKSON, LINSLEY, 2010). Desde 2003, ap0s a primeira
evidéncia da eficacia terapéutica baseada em RNAi em um modelo animal, o ritmo de
desenvolvimento desta terapia tem sido rapido (DE FOUGEROLLES, 2007). Atualmente, 65
estudos clinicos estdo sendo realizados, sendo mais de 25 para o tratamento de cancer

(www.clinicaltrials.gov).

2.3.  SISTEMAS DE LIBERACAO TOPICA DE RNA INTERFERENTE

Pesquisadores e indlstrias farmacéuticas tém investido fortemente no
desenvolvimento de terapias baseadas em siRNA. No entanto, os acidos nucleicos sdo
moléculas volumosas, com elevada densidade de cargas negativas e facilmente degradadas,
dificultando o0 desenvolvimento de sistemas de liberacdo eficazes (BHATIA,
CHAKRABORTY; KRISNAN, 2012). Além disso, as barreiras de transporte celular e do
nivel tecidual devem ser superadas a fim de proporcionar uma entrega eficiente do material
genético (VICENTINI et al., 2013).

Muitos dos sistemas de transferéncia de genes in vivo tém sido desenvolvidos para
entrega cuténea, utilizando vetores virais e ndo virais. Estes sistemas incluem a aplicagéo
topica direta do gene, injecdo intradérmica, eletroporacédo, iontoforese, sonoforese e pistolas
de genes (CARRETERO et al., 2006; KHAVARI et al., 2002; KIKUCHI et al., 2008). Alguns
vetores virais permitem a expressao génica prolongada in vivo, por serem capazes de se
integrar ao genoma de varias células da pele e estaminais epidérmicas (BAEK et al., 2001;
GHAZIZADEH et al., 1999). No entanto, apesar dos virus recombinantes serem veiculos
eficazes para a entrega de &cidos nucleicos terapéuticos, o transporte é limitado e pode induzir
potenciais respostas imunogénicas e graves oncogéneses. Por isso, carreadores nao virais tém
sido desenvolvidos para introducdo segura de sequéncias génicas em células-alvo
(GEUSENS, 2011).

Para veiculacdo tépica de siRNA, o material ideal deve apresentar ligacdo e condensar
0 SiRNA, ultrapassar a barreira do EC, proporcionar uma protecdo contra a degradagéo por
enzimas, promover a transfeccdo celular, facilitar sua absorcdo intracelular e a fuga do
endossoma para atingir o citoplasma e evitar o metabolismo, e promover eficientemente o
silenciamento do gene (CEVC et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2009; XIONG et al., 2009).

Os sistemas de liberacdo de siRNA geralmente consistem em polimeros, lipidios ou

peptideos catidnicos que formam complexos com o &cido nucleico, protegendo-o do ataque de
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nucleases e facilitando sua absorcdo celular, através de interagBes eletrostaticas com as
bicamadas fosfolipidicas carregadas negativamente ou através de grupos de segmentacdo
especificos, como os carboxilatos, a fim de desestabilizar a membrana endossomal por
mudanca conformacional através da variacdo de pH, desencadeada pela protonacdo gradual
dos residuos de acidos carboxilicos inseridos ao longo da cadeia polimérica (CONVERTINE
et al., 2009).

Para superar essas propriedades de barreira, Geusens et al., (2009) projetou lipossomas
deformaveis, chamados de transfersomas. Estes foram os primeiros carreadores de drogas
relatados por atravessar a pele intacta espontaneamente sob a influéncia de uma hidratacéo
transcutanea. Eles sdo caracterizados pela presenca de um ativador de extremidade, que
desestabiliza bicamadas lipidicas e, assim, aumenta a capacidade de deformacdo (GEUSENS
et al., 2009). De fato, diversos estudos in vivo tém relatado que lipossomas ultradeformaveis
sdo capazes de transferir quantidades terapéuticas de drogas, incluindo macromoléculas,
através do EC (CEVC 2003; SONG, KIM, 2006).

Estudos de RNAIi em células cancerosas tém sido realizados, particularmente
envolvendo genes comuns a diferentes formas de cancer, como a glicoproteina-P, em células
da mama, co6lon, prostata, rins, figado e pele, sendo 0s genes responsaveis pela resisténcia das
células a mdltiplas drogas (DUXBURY et al., 2004). Com isso, diferentes sistemas
carreadores de moléculas interferentes vém sendo aplicados in vitro, a fim de otimizar o
silenciamento de genes envolvidos no crescimento desfavoravel de células andmalas (PAI et
al., 2006; TAN, JIANG, ZHANG, 2007; YU, PENG, DHARAP, 2005; TAKESHITA,
MINAKUCHI, NAGAHARA, 2005; MAGALHAES, 2013).

Pelo crescente desenvolvimento de carreadores e métodos de transfeccdo génica,
parece claro que, no futuro, haverd um vasto portfélio desses sistemas para as diferentes
complicacdes clinicas. Isto certamente ampliard as oportunidades para a aplicacdo da terapia
génica no contexto clinico (VERMA, WEITZMAN, 2005).

2.4.  MICROEMULSOES

As microemulstes (MEs) séo sistemas capazes de veicular diversas substancias,
devido a alta capacidade de solubilizacdo e a possibilidade de controlar as taxas de liberacao
de moléculas ativas. Em particular, elas tém recebido atencdo consideravel para uso topico
(HEUSCHKEL et al., 2008; KREILGAARD, 2002), visto que as taxas de permeacdo cutanea
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sdo significativamente maiores quando comparadas a emulsGes ou outros veiculos
convencionais (BOLZINGER et al., 2008; SINTOV, SHAPIRO, 2004).

Os sistemas microemulsionados foram originalmente descritos por Hoar e Schulman,
em 1943. No entanto, o termo microemulsdo s6 foi utilizado por Schulman et al. (1959) no
final da década de 1950, definindo-a como sendo um sistema fluido e translicido obtido por
titulagdo até o ponto de clarificacdo, onde a mistura entre uma emulsdo simples com alcool de
cadeia média, como hexanol ou pentanol, se mostrava homogénea (HOAR e SCHULMAN,
1943). Neste ponto de clarificacdo, ndo era necessario agitacdo, sendo a dispersdo formada
espontaneamente. O tamanho das gotas variava de 100 a 600 nm, significativamente menores
que os da emulsdo simples inicial (1 e 10um), justificando seu aspecto transparente
(ESTEPHAN, 2012).

No entanto, essa definicdo de Hoar e Schulman torna-se restrita a partir do momento
que desconsidera a potencial formacdo de uma variedade de sistemas e fases facilmente
reconhecidas microscopicamente através da mistura de 6leo, dgua e tensoativo. Independente
da estrutura formada, estas dispersdes sdo estruturas altamente dinamicas, submetidas a
oscilagBes continuas e espontaneas, tipicamente na gama de 1-100 nm (NAOUI et al., 2011).

Neste contexto, o aperfeicoamento dos estudos com MEs conduziu a algumas
modificacdes, e dentre 0s conceitos mais recentes nota-se que as microemulsées se formam a
partir de uma aparente solubilizacdo espontanea entre dois liquidos imisciveis, agua e 6leo, na
presenca de um tensoativo e, se necessario, um cotensoativo. Sendo caracteristicamente
sistemas dispersos, monofasicos, termodinamicamente estaveis, transparentes ou transltcidos,
com baixissima tensdo interfacial e com capacidade de combinar grandes quantidades de
liquidos imisciveis em uma unica fase homogénea (ROSSI et al., 2007; FORMARIZ et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2004; KOGAN, GARTI, 2006; KREILGAARD, 2002).

Do ponto de vista microestrutural (Figura 3), as MEs podem ser classificadas em trés
tipos: agua/éleo (A/O), oleo/dgua (O/A) ou estruturas bicontinuas. Nas MEs do tipo A/O, o
componente hidrofilico é disperso na forma de goticulas coloidais na fase lipidica. Enquanto
que nas MEs O/A, a fase hidrofilica é continua com goticulas de éleo dispersas, as quais estao
recobertas pelo tensoativo. Ao variar as condi¢Ges de emulsificagdo, ambas sdo passiveis de
inversdo de fases. Nas MEs com estrutura bicontinua os componentes hidrofilicos e lipofilicos
formam canais adjacentes alongados, sendo uma rede dindmica de canais de agua e de 6leo,
com volumes relativamente iguais, e monocamadas dos tensoativos nas interfaces (D’CRUZ,
UCKUN, 2001; GODDERRIS et al., 2006; KREILGAARD, 2002; LAWRENCE, REES,
2000; MO, ZONG, 2000).
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A escolha adequada e a concentragdo dos componentes tornam-se extremamente
importantes para a orientacdo desses sistemas (SIROTTI et al., 2002). Os sistemas
microemulsionados podem facilitar a permeacdo cutanea de farmacos (PADULA; NICOLI;
SANTI, 2009), provavelmente devido ao fato de possuirem quantidade significativa de
tensoativos, que podem interagir com o estrato corneo e desestruturar a camada lipidica da
pele, fazendo com que os lipidios passem de uma forma cristalina para uma forma liquida
desordenada, aumentando a permeabilidade cutanea e facilitando a penetracéo de substancias
que normalmente ndo atravessariam essa barreira (KREILGAARD, 2002).

Estes sistemas podem ainda modular a liberacdo local ou sistémica de farmacos
através de diferentes mecanismos (HOELLER; KLANG; VALENTA, 2008; FORMARIZ et
al., 2005; BAROLLI et al., 2000). Por esta razdo, as MEs tém se tornado foco de grande
interesse para administracdo cutanea, com o objetivo de se obter um efeito local do farmaco, o
que podera ser acompanhado de uma diminui¢do da sua absor¢do sistémica, muitas vezes nao

necessaria, como nas aplicacGes estéticas de cosméticos.

Figura 3. Representacdo esquematica dos tipos de microemulsdes.

T surfactante ? co-surfactante

LEGENDA: (a) Microemulséo O/A,; (b) Microemulséo bicontinua; (c) Microemulséo A/O ou reversa.
(FONTE: MENDONCA, 2005).

Os agentes tensoativos tém um papel fundamental na preparacdo de ME, por
possuirem estrutura anfifilica (figura 4) (MANIASSO, 2001). Os esteres de sorbitano tambem
conhecidos como a série comercial Span®, séo de carater lipofilico, e por este motivo formam
sistemas do tipo A/O. Eles sé&o frequentemente utilizados em combinagdo com os
polissorbatos para obter ME A/O e O/A. Os polissorbatos sdo derivados dos ésteres de
sorbitano e do polietilenoglicol, correspondendo comercialmente & série dos Tween®. Esses

compostos proporcionam maior estabilidade ao sistema, assegurando melhor encapsulamento
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e liberacdo controlada da substéncia encapsulada quando comparados aos tensoativos de
menor peso molecular (BONNET et al., 2010). Além disso, apresentam baixa toxicidade,
sendo praticamente compativeis com todos o0s outros tipos de tensoativos. Em adicéo,
possuem um pH neutro e sdo estdveis ao calor, as variacbes de pH e as elevadas

concentragdes de eletrolitos.

Figura 4. Representacao esquematica da estrutura basica de um tensoativo.

Parte apolar (cauda) Parte polar (cabega)

(FONTE: LOUZEIRO, 2012.)

Os cotensoativos, em contrapartida, sdo responsaveis pela reducdo adicional da tensdo
interfacial necessaria para a formacéo e estabilidade termodinamica das microemulsdes, além
de promoverem a fluidificacdo do filme interfacial formado pelo tensoativo, impedindo a
elevagéo significativa da viscosidade do sistema (VANDAMME, 2002). Adicionalmente, a
presenca de um alcool, como o propilenoglicol (PPG), pode influenciar a solubilidade das
fases aquosa e oleosa, devido a sua particdo entre ambas as partes (LAWRENCE, 2000). A
presenca simultanea de dominios hidrofilicos e lipofilicos em sistemas compartimentalizados
permite que as MEs tornem-se capazes de solubilizar uma vasta gama de substéncias,
podendo conter até mesmo farmacos e moléculas bioativas de diferentes polaridades em uma
mesma formulacdo (FANUN et al., 2011).

Os Oleos vegetais tém se destacado como constituinte da fase oleosa de MEs
cosméticas, devido as propriedades como baixa viscosidade e massa molecular, o que os
tornam menos oclusivos que os 6leos minerais. Além disso, apresentam boa penetracdo na
pele e capacidade de transporte de agentes terapéuticos, sdo seguros e biocompativeis, podem
fornecer nutrientes como acidos graxos essenciais a pele, além do custo reduzido. Estes
fatores reforcam a atual tendéncia de utilizacdo de produtos naturais (BLOISE, 2003).

Sendo assim, o 0Oleo de canola é caracterizado pelo conteldo de baixos niveis de
acidos graxos saturados (7%), quantidades substanciais de acidos graxos monoinsaturados e

poli-insaturados, incluindo 61% de acido oléico, 21% de acido linoléico, ¢ 11% de acido a-
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linolénico (JOHNSON et al., 2007), além de esterois vegetais (0,53-0,97%) e tocoferdis (700-
1200 ppm) (GUNSTONE, 2011; ORLOVIUS, 2012). Todos estes componentes sdo
cardioprotetores e anti-inflamatorios. Varias pesquisas estdo sendo realizadas para avaliar o0s
efeitos do consumo de 6leo de canola sobre a doenca cardiaca coronaria, a sensibilidade a
insulina, a peroxidacdo lipidica, processos inflamatdrios, metabolismo energético e
crescimento de células cancerigenas (SODERGREN et al., 2001; HUNTER, ZHANG, KRIS-
ETHERTON, 2010; ION et al., 2011; GILLINGHAM, HARRIS-JANZ, JONES, 2011;
GILLINGHAM, ROBINSON, JONES, 2012). Pelas atividades anti-inflamatoria e
antioxidante, o referido 6leo pode atuar de forma sinérgica ao siRNA para prevenir o

fotoenvelhecimento.

2.4.1. Diagrama de Fases

Na preparacdo dos sistemas microemulsionados é essencial levar em consideracdo a
proporcdo dos componentes, a estrutura do tensoativo e do cotensoativo e o tipo de Oleo.
Deste modo, a construcdo de um diagrama de fases (Figura 5) € uma ferramenta fundamental
para caracterizar em que condicOes experimentais os sistemas emulsionados existem, para,
posteriormente, selecionar o tipo de sistema através da regido do diagrama com as proporc¢des
dos componentes que se deseja trabalhar (FORMARIZ et al., 2004; POLIZELLI, 2007).

Os diagramas ternarios representam diretamente sistemas microemulsionados
formados por trés componentes, ou seja, agua, 6leo e tensoativo. Sua representacdo pode ser
feita em um diagrama triangular onde cada constituinte puro ocupa um Vvértice do triangulo,
sendo que cada vértice do diagrama indica 100% de um dos componentes. Em contrapartida,
nos diagramas pseudoternarios dois constituintes sdo agrupados e supde que se formam
pseudoconstituintes puros (OLIVEIRA et al., 2004). Normalmente, utilizam-se dois tipos de
relacbes, dgua - tensoativo e tensoativo - cotensoativo. Segundo Silva (2006), a primeira
relacdo é usada em estudos de difusdo da luz e a segunda no estudo do comportamento de
fases da ME.
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Figura 5. Estruturas de microemulsdes em um diagrama ternario.

Cibica bwvertida

P

(FONTE: GOMES, 2009).

2.4.2. Equilibrio Hidréfilo — Lipdéfilo (EHL)

O EHL é uma propriedade particular de cada tensoativo. Ele foi introduzido por
Griffin em 1949 para facilitar a selecdo de tensoativos ideais para um determinado sistema
emulsionado (ROSSI et al., 2007). Esse conceito baseia-se no fato de que estas moléculas sdo
constituidas por uma regido hidrossoltvel e outra lipossoltvel, sendo a associacao entre elas
determinante para suas caracteristicas e aplicabilidade (SANTOS et al., 2011).

A regra de Bancroft ofereceu um primeiro guia empirico para formular emulsdes. Em
1913, ele reconheceu que o tipo de emulsdo depende da natureza do agente tensoativo, onde a
fase na qual o tensoativo é mais solUvel seria a fase continua. Posteriormente, Bancroft (1926)
desenvolveu uma forma mais elaborada de sua teoria, a qual relacionou o tipo de emulsdo em
termos de tensdes interfaciais. Ele prop6s que o filme interfacial apresentava uma natureza
duplex, consistindo de tensdes interfaciais interna e externa, e que o filme curvava-se em
direcdo a fase com tensdo interfacial mais elevada.

A partir da regra de Bancroft, estudos avancaram sobre a relacdo entre a composic¢ao
das fases e a estabilidade das emulsdes. Diante disso, 0 EHL é numericamente representado

em uma escala com valores que vdo de 0 a 18, em fung&o das regides polar e apolar presentes
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na molécula do tensoativo. Como demonstrado na Figura 6, as substancias de EHL muito
baixo, acentuadamente lipofilicas, sdo agentes antiespumantes. Aquelas cujo valor de EHL é
entre 3 e 9 indicam predominancia do componente apolar, tornando-as adequadas para o
preparo de ME A/O. Por outro lado, valores superiores a 9 apontam a prevaléncia da regido
polar, Gtil na obtencdo de ME O/A (ZANIN et al., 2002). O valor igual a 8 aponta 0 processo
de inversdo de fases e, portanto, formacdo de MEs bicontinuas, as quais contém volumes
relativos aproximadamente iguais entre a fase aquosa e a fase oleosa (LAWRENCE e REES,
2000; FORMARIZ et al., 2005).

Figura 6. Escala de Griffin.
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(FONTE: Adaptado de FERNANDES, 2005).

Emulsbes estaveis, especialmente as que utilizam tensoativos sintéticos, sdo melhores
formuladas quando utilizam um ou mais tensoativos com valores proximos ao requerido pela
fase oleosa (ORAFIDIYA; OLADIMEJI, 2002). Assim, a quantidade percentual necessaria de
cada tensoativo para obter um EHL proximo ao requerido pelo 6leo pode ser obtida pela
seguinte equacdo (FLORENCE et al, 2003):



35

EHL (req) = X . EHL(a) + (1-X) . EHLg) (Equacéo 1)

Onde: x = Proporc¢éo de tensoativo A e (1-x) = Proporc¢éo de tensoativo B

2.5. POLIETILENOIMINA (PEI)

Pelo grande interesse em sistemas carreadores poliméricos, varios polimeros naturais e
sintéticos tém sido obtidos e caracterizados. O PEI, que foi utilizada pela primeira vez no
transporte de genes em 1995 (BOUSSIF et al., 1995), emergiu como um dos candidatos mais
promissores para o desenvolvimento de vetores para transfeccao eficiente de acidos nucleicos
(NIMESH, CHANDRA, 2009).

O PEI é um polimero soluvel em &agua, e em outros solventes organicos, como o
metanol, etanol e cloroférmio (ALVAREZ et al., 2005), apresentando alta densidade de carga
catiébnica em pH fisioldgico devido aos grupamentos amino protondveis em cada terceira
posicdo (GODBEY, MIKQOS, 1999; TANG, SZOKA, 1997). Em pH é&cido, cerca de 20% dos
nitrogénios presentes em sua estrutura molecular estdo protonados, o que permite o PEI
formar complexos com &cidos nucleicos por ligacdes do tipo ndo-covalente (GUNTHER et al,
2011). Entretanto, em pH béasico, esse polimero € essencialmente neutro (TIAN et al.,
2006). Além disso, ele tem habilidade de formar um grande nimero de complexos com ions
metalicos, polieletrolitos anibnicos e tensoativos (KUO, CHEN, JAO, 2005). Apresenta,
ainda, temperatura de transicdo vitrea (-23 °C) e ponto de fusdo (~ 60 °C) relativamente
baixos (YANG, COUTINHO, YANG. J, 2008).

Este polimero sintético de alta densidade de carga catidnica estd disponivel
comercialmente em uma gama de pesos moleculares e nas formas ramificadas e lineares
(Figura 7). O PEI com elevado peso molecular (25 kDa) é considerada como um dos veiculos
ndo-virais mais eficientes para o silenciamento de genes (GARY, PURI, WON, 2007),
entretanto, a forte carga de superficie positiva provoca citotoxicidade grave e ligacdo ndo
especifica com proteinas do soro (ZHANG et al., 2006). Por outro lado, o PEI de baixo peso
molecular (0,6 e 1,8 kDa) tem baixa citotoxicidade, porém mostra-se com baixa atividade de
transfeccdo (GODBEY, MIKOS, 1999; FISCHER et al., 2003; LI et al., 2013).

Figura 7. Estrutura molecular do polimero cationico PEI.
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(FONTE: MARTIMPREY et al., 2009).

A toxicidade do PEI de alto peso molecular pode ser reduzida mascarando as suas
cargas, no entanto, isto pode diminuir a eficiéncia de transfeccdo (NIMESH, 2006; NIMESH,
2007). Em funcdo disto, vérios autores tém proposto a modificagdo do polimero, tal como sua
acetilacdo (SHIM, KWON, 2008). No entanto, o PEI modificado torna-se instavel a um pH
em torno de 5,0 e se degrada quando atinge o endossoma das células, liberando o acido
nucleico. Swami et al. (2007) sugeriram usar um PEI-bisepoxido em que as aminas primarias
sdo alteradas para aminas secundarias e terciérias. A reducdo do ndmero de grupos amina
primarios conduz a uma diminuicdo da toxicidade do PEI, fornecendo derivados de polimeros
que sdo mais adequados para transfeccao in vitro (MARTIMPREY, 2009).

Estudos comparativos entre nanoparticulas preparadas com PEI de alto peso molecular
(25 kDa) ramificada e linear mostraram que o uso da primeira forma é mais satisfatdrio, pois
permitiu a obtencdo de carreadores estaveis e positivamente carregados apos a complexacdo
com siRNA, eficiente captacdo celular e maior silenciamento de genes (KWOK, HART,
2011). Aléem disso, o PEI de alto peso molecular é capaz de conferir protecdo ao siRNA
contra a degradacdo enzimatica, bem como a reducdo de sua toxicidade quando associada a
ligantes, como o polietilenoglicol (ZHANG, 2004; GRAYSON, DOODY, PUTNAM, 2006).
Dessa forma, os complexos formados entre siRNAs e PEI apresentam uma carga residual
positiva, 0 que permite sua interacdo com as membranas celulares de carga negativa, seguido
da internalizacéo por endocitose (DEPIERI, 2012).

A liberacdo dos complexos siRNA/PEI ocorre no citoplasma apds sofrerem o escape
endossomal pelo mecanismo “efeito esponja de protons” (Figura 8). Este mecanismo é
mediado por agentes como o PEI, com alta capacidade tamponante e flexibilidade para
intumescer a micela quando protonados. A protonacgdo provoca um intenso influxo de protons,
ions cloreto e &4gua para o interior do endossomo, levando ao aumento da pressdo osmotica, o
que eventualmente ocasiona a dilatagdo e ruptura da membrana endossomal e liberagdo do
conteddo internalizado (BARRATT, FATTAL, 2009; TSENG, MOZUMDAR, HUANG,
2009; VARKOUHI et al., 2011; BRUNO, 2011)
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Figura 8. Representacdo esquematica do mecanismo “efeito esponja de protons”.
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(FONTE: Adaptado de HUANG, LIU, 2011).

2.6. POLIMERIZACAO EM MICROEMULSOES

A polimerizacdo em ME consiste em uma técnica que envolve a preparacdo de
particulas poliméricas a escala nanométrica (VALENTE, 2008). Este sistema é composto por
micelas poliméricas intumescidas e goticulas de monémeros (Figura 9) (VOGEL, 2007).

A descricdo mais pormenorizada de polimerizacdo em ME sé surgiu em 1980 por
Stoffer e Bone, quase 30 anos ap6s o artigo introdutorio de Schulman. Estes autores
realizaram polimerizacdes do tipo A/O, utilizando o metacrilato de metila (MMA) como
mondmero, o dodecilsulfato de sddio (SDS) como tensoativo e o pentanol como cotensoativo.
No ano seguinte, em 1981, Thomas et al. desenvolveram a primeira ME utilizando o
mondmero estireno. Esta polimerizacdo foi realizada em fase aguosa usando o estireno, 0
brometo de dodeciltrimetilambnio como tensoativo e o hexanol como cotensoativo. O
resultado foi uma dispersdo termodinamicamente estvel em que as particulas de polimero
apresentavam diametros na ordem dos 20-50 nm (GAN et al, 1994; TAUER et al, 2003;
VOGEL, 2007).

Figura 9. Polimerizagdo em microemulsé&o.
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(FONTE: VOGEL, 2007).

As particulas poliméricas obtidas por polimerizacdo em ME apresentam, tipicamente,
pesos moleculares na ordem de 10°-10° Daltons (MEYER, KEUREBTIJES, 2002;
HERMANSON, 2003) e diametros de 1-100 nm (QIU, TEXTER, 2007). Estas caracteristicas
sdo influenciadas pela concentracdo de tensoativos na interface agua-oleo, pela quantidade de
cotensoativo, pelo tempo e temperatura de reagdo (YAN, TEXTER, 2006).

Como descrito no item 2.4, as MEs podem ser classificadas em varios tipos, sendo as
mais comuns O/A, A/O e o sistema bicontinuo. Desta forma, os polimeros podem se
rearranjar na estrutura microemulsionada de acordo com a sua solubilidade, podendo
apresentar-se internamente ou externamente a micela. Por exemplo, nas MEs do tipo O/A, os
mondémeros hidrofobicos ficam aprisionados na fase descontinua representada pelo 6leo
(Figura 10), sendo este tipo de polimeriza¢do mais comum (BOSSEV et al., 2003).

Figura 10. Representacdo esquematica da micela esférica (a esquerda) e com o polimero
hidrofébico (a direita).

Moléculas de mondmero

(FONTE: BOSSEV et al, 2003).
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A técnica de polimerizagdo em ME A/O (Figura 11), também designada por ME
inversa, foi alvo de estudo intensivo por Candau et al. (1999), usando mondmeros hidrofilos,
como a acrilamida e o &cido acrilico, estabilizados por 1,4-bis(2-etilhexil) sulfossuccinato de
sodio. As micelas inversas obtidas inicialmente apresentaram didmetros na ordem dos 6 nm,

em contrapartida, as particulas de poli(acrilamida) apresentaram didmetros de 16-19 nm.

Figura 11. Representacdo esquematica de micela inversa (& esquerda) e com o polimero
hidrofilico (a direita).

Solubilized
water

Surfactant

Organic
solvent (oil)

(FONTE: BOSSEV et al, 2003).

A polimerizacdo em sistemas bicontinuos surgiu na tentativa de reduzir a elevada
razdo entre tensoativos e cotensoativos (YAN, TEXTER, 2006). Candau et al. (1999)
utilizaram esta técnica na copolimerizagdo de 2-acrilamido-2-metilpropanosulfonato de
sodio com acrilamida, produzindo um hidrogel estavel em que as particulas
apresentavam diametros aproximadamente de 100 nm (LOVELL, 1997; YAN, TEXTER,
2006).

Com o passar do tempo, a polimerizagio em ME teve um desenvolvimento
significativo, sendo assim alvo de muitos estudos (PAVEL, 2004). As polimerizacGes em
meio disperso vém sendo utilizadas na industria para obtencdo de produtos nas areas téxtil,
alimenticia, agraria, farmacéutica e biomédica, como sistemas de liberacdo controlada de
ativos e 4cidos nucleicos (MEDEIROS, 2010; GUNTHER et al, 2011; LI et al, 2013). Essa
metodologia permite a incorporacdo de varios mondémeros com reatividades e polaridades
distintas, o controle das caracteristicas e morfologias das particulas de polimero e um estado
inicial termodinamicamente estavel e bem definido. Além disso, o polimero obtido apresenta
elevado peso molecular e os tempos de reacdes sdo reduzidos (TAUER et al, 2003; SAHOO
et al.,, 2004; O’DONNELL, KALER, 2007). Contudo, esta técnica apresenta algumas
limitagdes, principalmente, pelo alto indice de toxicidade presente nesses compostos quando
associados aos tensoativos (CANDAU et al.,, 1999; POKHRIYAL et al.,, 2000; YAN,

TEXTER, 2006). Esta desvantagem vem sendo contornada através da modificacdo estrutural
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do polimero, por adi¢do de ligantes aos tensoativos ou ainda pela utilizagdo de tensoativos
reativos ou polimerizaveis (POKHRIYAL et al., 2000; HE, PAN, REMPEL, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar sistemas microemulsionados contendo siRNA.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um diagrama de fases pseudoternario para obtencao de regido de ME;

e Avaliar a concentracéo ideal de PEI na formulacéo;

e Incorporar o siRNA nas formulacdes obtidas;

e Caracterizar as MEs em aspectos de condutividade, indice de refracdo, microscopia eletrénica
de transmissdo, tamanho de goticulas e potencial zeta, microscopia de luz polarizada, difracdo
de raio X e calorimetria exploratoria diferencial,

e Auvaliar a eficiéncia de encapsulacdo qualitativa e quantitativa;

e Determinar o grau de liberacdo de siRNA pelos sistemas;

e Realizar ensaios de estabilidade fisica dos sistemas microemulsionados através de testes de
centrifugacdo, estresse térmico e ciclo congelamento-descongelamento, além da estabilidade
do siRNA frente a enzima RNAse;

e Avaliar o grau de citotoxicidade dos sistemas microemulsionados;

e Realizar estudos de reologia para determinacdo do tipo de fluxo e viscosidade.



43

MATERIAL E METODOS




44

4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAIS

Os sistemas microemulsionados foram constituidos por:

a) Fase oleosa: Oleo de Canola

b) Fase aquosa: Agua Milli-Q, PEI, propilenoglicol, siRNA

c) Tensoativos ou surfactantes: Span® 80 (Mono-oleato de sorbitano 80) e Tween® 80
(Polissorbato 80)

Todos os reagentes foram adquiridos junto a empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). O siRNA ¢ especifico contra uma proteina envolvida no fotoenvelhecimento; o PEI
usado foi da forma ramificada e de alto peso molecular (Fluka, Mw 750,000); os demais
reagentes foram: O 6leo de canola (Supelco), o propilenoglicol (Mw 76,09), o Span® 80

(surfactante ndo i6nico) e o Tween® 80 (mol wt 1310).

4.2. METODOS

4.2.1. Construcdo dos diagramas de fases pseudoternario

Os tensoativos utilizados foram o Span® 80 e o Tween® 80 numa razdo de 3:1,
respectivamente, calculada pela equacéo 1 (pagina 34). A fase aquosa consistiu de agua Milli-
Q e propilenoglicol (PPG), na proporc¢do de 1:3. Inicialmente, o éleo de canola e os agentes
tensoativos foram misturados em proporgdes que variaram de 9:1 a 1:9. Em seguida,
diferentes volumes da fase aquosa foram titulados sob agitacdo magnética (IKA, RH bésica 1,
Brasil), a temperatura ambiente, durante trés minutos (Figura 12). Apds cada titulacdo de fase
aquosa, os sistemas obtidos foram classificados por inspecao visual e caracterizados em: ME,
Emulsdo Liquida Opaca (ELO), Emulséo liquida Leitosa (ELL) e Emulsdo Semi-solida
(ESS).

Para avaliacdo da concentracdo ideal de PEI, um ponto de microemulsdo foi
selecionado e sua solucdo aquosa foi substituida por PEI 5% ou 10%, PPG e agua Milli-Q,

nas proporgdes 3:3:1, 3:2:1 e 3:1:1, respectivamente. Aquele sistema que apresentou
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formacdo de goticulas, visualizado por microscopia eletrénica (ver subitem 4.2.3.1), foi
selecionado (NOTE; KOETZ; KOSMELLA, 2006). Diante deste resultado, um novo
diagrama de fases foi construido na presenca do polimero 5%, titulando a fase aquosa (3:3:1)
na oleosa.

Os diagramas de fases obtidos tiveram os pontos tracados com o auxilio do software
Origin® Pro 8.5.1 (VICENTINI, et al, 2013). Todo o preparo das formulacdes foi realizado
no Laboratorio de Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

Figura 12. Desenvolvimento dos diagramas de fases pseudoternario.

Proporcdes de tensoativos
e 6leo de canola

(FONTE: Dados da pesquisa).

4.2.2. Incorporacdo de RNA interferente

— A  Fase aquosa
R “i°
W " 4 H20 PPG
—— o Titulacao + +
e | | e
2:8
——
| 3:7
—_—
4:6 a /’,” Agltaqﬁo
— N v P4 magnetica Classificacao:
# Microemulsao;
3:5 o Emulsao Liquida opaca;
p— i Emulsﬁo}iquida‘ l’e.itosa;
o Emulsao semisélida.
6:4

Partindo-se dos diagramas obtidos, foram selecionados os pontos de ME. O siRNA foi
adicionado a fase aquosa em diferentes concentracdes, de acordo com as técnicas de

caracterizagdo. Apos o preparo da fase oleosa (SPAN® 80 + Tween® 80 + 6leo de canola), a
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fase aquosa (PPG + agua + siRNA ou PEI + PPG + 4gua + siRNA) foi gotejada sob constante
agitacdo por 3 minutos.

4.2.3. Caracterizacdo dos sistemas microemulsionados

Os estudos de microscopia eletronica de transmissdo (MET) e ensaios de reologia
foram realizados no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE); a
microscopia de luz polarizada (MLP), o espalhamento de luz dinamica (DLS) e o indice de
polidispersdo (IPD) foram executados na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
sendo o primeiro no departamento de fisica e os dois Ultimos no de farmacia; a eletroforese
em gel de agarose foi realizada no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
(CPgAM/FIOCRUZ); o laboratério de Genética e Biologia Molecular da UEPB forneceu
condigdes para que os estudos de eficiéncia de encapsulacdo, ensaios de liberacdo e curva de
calibragdo do SiRNA fossem desenvolvidos; ainda nesta universidade, o estudo de
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi realizado no Laboratério de Desenvolvimento
e Avaliacdo de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO).

4.2.3.1. Microscopia Eletronica de Transmisséo

As MEs brancas e com siRNA foram gotejadas em grades de niquel de 300 mesh e
preparadas pelo método de contrastacdo negativa em acido fosfotingstico 2 %. Em seguida,
as amostras foram analisadas em microscopio FEI Morgagni com intensidade de 80 kV
(ZHANG, W. et al., 2010).

4.2.3.2. Avaliacdo do tamanho e distribuicdo de goticulas

O diametro médio e a distribuicdo das goticulas foram mensuradas através da técnica
de espalhamento de luz dindmica (DLS), com leitura em equipamento Zetatrac SL-OS-07
(Betatec, Inc., Toronto, Canada). Os valores médios foram calculados em triplicata £ SD
(PEREIRA, 2012).
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4.2.3.3. Eletroforese em Gel de Agarose

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para determinacdo qualitativa da
eficiéncia de encapsulacéo e liberacdo, aléem da estabilidade do siRNA na formulacdo na
presenca da enzima RNAse, que degrada o RNA livre. Os sistemas microemulsionados
contendo siRNA (1 uM) foram submetidos a gel de agarose 1 % contendo brometo de etidio
(0,5 mg / ml) com aplicacdo de tampdo de corrida Tris acetato 40 mM e EDTA 1 mM.
Para avaliacdo da estabilidade, a enzima RNAse foi adicionada a formulag¢do na concentracao
final de 30 ng / puL por 15 minutos, & temperatura ambiente, antes da aplicacdo no gel. A
eletroforese realizou-se a 100 V, com amperagem aberta, por 45 min. As imagens foram
analisadas através do software Kodak molecular imaging v.4.0.0, para quantificar a
intensidade das bandas, medida em pixels (HUNG et al., 2005).

4.2.3.4. Curva de Calibragdo do siRNA

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo e estudos de liberacdo de siRNA,
foi necessario construir uma curva de calibracdo a fim de avaliar se 0 método de escolha era
capaz de fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo de siRNA dentro de
uma variacdo estabelecida. Sendo assim, partindo-se de uma solucdo estoque de siRNA na
concentracdo de 1 uM, foram realizadas oito diluicdes subsequentes no volume de 2 pL com
tampdo TRIS-EDTA, pH 8,0 (Figura 13). Apds tratamento estatistico dos valores de
absorbancia observados, foi determinado o coeficiente de correlagdo (R?), além da equacéo da
reta. Segundo Brasil (2012), o coeficiente de correlacdo deve ser maior que 0,98. A
absorbancia foi determinada em um comprimento de onda de 260 nm, especifico para este
tipo de acido nucleico (AMJAD et al., 2014). Em adicdo, a concentracdo de siRNA foi

calculada através da seguinte equacéo:

A260 x FCx FD

[SIRNA] (ug/mL) = 1000

, (Equacéo 2)

Onde: FC corresponde ao fator de correcdo e FD fator de diluig&o.



Figura 13. Diluigdes sucessivas para construcdo da curva de calibracéo.
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(FONTE: Dados da pesquisa).
4.2.3.5. Eficiéncia de Encapsulacéo (EE)
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A EE de siRNA (100 nM) pela ME foi determinada pelo método de ultracentrifugacdo
(Optima L-100 XP Ultracentrifuga com um rotor NV 70.1, Beckman-Coulter, EUA) a 14000

rpm durante 30 min. O teor de siRNA no sobrenadante foi

analisado por um

espectrofotdmetro (Agilent Technologies Cary 60, UV-Vis) a 260 nm. As amostras foram

preparadas e avaliadas em triplicata. A EE foi calculada usando a seguinte equagdo (KATAS

et al, 2013):
iRNA Total—siRNA i
E.E (%) = 2 0@ —SIREATVIC » 100 (Equacéo 3)
SIRNA total
4.2.3.6. Ensaio de Liberagdo de siRNA

As MEs com siRNA (100 nM) sofreram agitacdo magnética (IKA, RH basica 1,

Brasil) a uma velocidade de 100 rpm a 25 °C durante 72 h. Em intervalos de tempo pré-

determinados (0, 1, 4, 6, 24, 48 e 72 h) as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm durante
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30 min a 10 °C. Em seguida, aliquotas de 500 pL foram diluidas em agua Milli-Q na
proporcdo de 1 : 10. O volume removido foi substituido por um volume equivalente de
solugéo tampdo de Tris-EDTA (pH 8,0). A quantidade de siRNA liberado no sobrenadante foli
analisado por um espectrofotdmetro de UV-Vis a um comprimento de onda de 260 nm
(Figura 14). A quantidade de siRNA liberado foi determinada de acordo com a equacéo 4,

onde considera-se que 100 % do siRNA inserido estd na formulagdo (KATAS et al, 2013):

Liberacdo siRNA (%) = 100 — EE (%) (Equacéo 4)

Figura 14. Representacdo esquematica do ensaio de liberacao de siRNA.
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(FONTE: Dados da pesquisa).

4.2.3.7. 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 condutancia

especifica de 1413 puS/cm, a temperatura de 25 °C.
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4.2.38. indice de Refracio

A determinacdo do indice de refracédo foi realizada no Refratbmetro de bancada Abbé
(Biobrix, S&o Paulo, Brasil), aferido com agua Milli-Q (IR=1,3325) a temperatura de 20 £ 0,5

°C, conforme metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (2010).
4.2.3.9. Isotropia

A MLP foi realizada com auxilio do microscépio Olympus, modelo BX51-P, Tokyo,
Japdo, no CETENE. Aliquotas das amostras foram colocadas entre laminas e laminulas e
analisadas quanto a isotropia, caracterizada por um campo escuro e indicativo de sistemas
micelares, ou anisotropia pela existéncia de diferentes indices de refracdo, caracteristico de
cristais liquidos (CHORILLI, 2007).

4.2.3.10. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC das MEs e componentes isolados foram obtidas em um maodulo
calorimétrico exploratério diferencial (Modelo Q20, TA — Instruments, Estados Unidos).
Amostras de 7,5 + 0,05 mg foram acondicionadas em cadinhos de aluminio hermeticamente
fechados. Inicialmente elas foram submetidas a resfriamento de 25 a -50 °C, com taxa de 5 °C
. min™, mantendo-se por 3 minutos nesta temperatura. Posteriormente, as amostras foram
aquecidas até a temperatura de 25 °C, utilizando a mesma razdo de aquecimento de 5 °C .
min?, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL . min® (BOONME et al.,

2006).
4.3. ENSAIOS DE ESTABILIDADE DAS FORMULACOES
Os sistemas microemulsionados foram submetidos a testes de estabilidade

termodindmica e de resisténcia a forca centrifuga. Estes estudos foram realizados no

Laboratorio de Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos da UEPB.
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4.3.1. Teste de Centrifugacdo

A estabilidade das formulacbes foi analisada através da microcentrifuga Macro 1V
EVLAB. As MEs (1g) foram submetidas a ciclos de centrifugacdo de 970 rpm, 2427 rpm,
3396 rpm, 4852 rpm e 6792 rpm, durante quinze minutos em cada rotacdo, a temperatura
ambiente. Ao final de cada ciclo, os resultados foram avaliados quanto as alteracGes

macroscopicas.

4.3.2. Teste de congelamento-descongelamento

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

ciclo, os resultados foram avaliados quanto as alteracdes macroscopicas.

4.3.3. Estresse Térmico

As MEs (4 mL) foram submetidas a um aumento gradual de temperatura, de 40 a 80
°C, a uma taxa de 10 °C a cada 30 minutos em banho termostatico. Os parametros de indice
de refracdo e condutividade foram avaliados antes e apds o teste de estresse térmico, seguindo

a metodologia anteriormente mencionada (GHOSH et al., 2013).

4.4.  AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PELO METODO DO MTT

Os estudos de citotoxicidade das formulacdes foram realizados no CETENE em
Recife. Inicialmente, fibroblastos de pele humana CCD1072SK foram cultivados em placas
de 96 pocos, a uma densidade de 10* células/poco, em meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) de baixa glicose suplementado com 1 % de solucdo antibiotica, contendo
penicilina e estreptomicina, e 2 % de soro fetal bovino inativado. As células foram mantidas a
37 °C sob 5 % de CO,. O grau de citotoxicidade da formulagdo foi determinado pelo teste do
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide]. Ap6s o tratamento
com as formulagdes por 24h as células foram incubadas em solugdo de MTT (5 mg / mL)
durante 3 h. O sal de tetrazolio amarelo foi metabolizado por células viaveis em cristais de
formazan de coloragdo purpura. Estes foram solubilizados em dimetilsuféxido (DMSO) por

15 minutos sob agitacdo. O produto foi detectado espectrofotometricamente pela medicdo da
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absorbancia a 595 nm em leitor de microplacas. A viabilidade celular foi expressa como

percentagem de células viaveis comparadas ao grupo controle.

4.5. ENSAIOS DE REOLOGIA

As propriedades reoldgicas das formulagdes microemulsionadas foram analisadas
usando os ensaios de fluxo e oscilacdo. As analises foram realizadas utilizando o redbmetro
Physica MCR301 (Anton Paar, Austria) com a geometria de cilindros concéntricos, presente
no CETENE. As leituras foram feitas no intervalo de 0 a 300 s™* para a curva ascendente e de
300 a 0 s™* para a curva descendente. Durante 0 ensaio, a temperatura foi mantida constante a
25 ° C. Com o auxilio do software Rheoplus / 32 versdo 3.40, as curvas de fluxo, a tensdo de
cisalhamento e a viscosidade com velocidade de corte, para descrever as caracteristicas de

fluxo das formulagdes, foram representados graficamente (MEZGER, 2006).
4.6. ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram expressos como a média * desvio padrao e foram submetidos a analise

de varidncia com o auxilio do programa estatistico Sisvar 5.0 seguido do pds-teste de Tukey.
Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DETERMINACAO DO EHL DO SISTEMA

Partindo-se do valor requerido do EHL para o Oleo de canola (EHL = 7), os
tensoativos Span 80 (EHL = 4,3) e Tween 80 (EHL = 15,0) foram selecionados e misturados a
uma propor¢do 3:1, de acordo com a equacdo 1 (pégina 34). O Span 80 por apresentar um
EHL lipofilico foi utilizado em maior quantidade a fim de formar uma ME do tipo A/O, com
objetivo de transportar RNAs interferentes hidrofilicos. De acordo com Goncalves (2014),
substancias de carater hidrossoltvel ndo tém grande capacidade de penetrar no EC, em adicéo,
as moléculas de elevada lipofilia também tém dificuldade em serem absorvidas, ficando
retidas a superficie. Desta forma, é necessario encontrar um intervalo de EHL ideal para
melhorar a absorcdo pela pele, sendo preferiveis mistura de moléculas que apresentem um
carater apolar (PRISTA et al., 2012).

5.2. DIAGRAMA DE FASES

Os comportamentos de fases de um sistema microemulsionado ou de um cristal
liquido, constituido por 6leo, dgua e tensoativos, podem ser representados por um diagrama
de fases ternéario, que descreve as condi¢cdes em que 0s componentes devem ser combinados
para formar um sistema especifico. No entanto, as MEs podem conter componentes
adicionais, como 0s cotensoativos. No caso em que quatro ou mais componentes estdo sendo
estudados, diagramas de fases pseudoternario sdo utilizados e um de seus vértices representa
uma mistura binaria de componentes como tensoativo/cotensoativo (SAULNIER et al., 2008;
PAUL; MOULIK, 2001; LAWRENCE; REES, 2000).

Representados como triangulos equilateros, a grande vantagem dos diagramas de fases
pseudoternario é que eles apresentam a proporcdo de cada componente utilizado, bem como
as regides de dominio dos diferentes sistemas encontrados. Sendo assim, optou-se por esta
metodologia para obtengdo de amostras ndo-poliméricas e poliméricas, como demonstrado na
Figura 15, sendo possivel observar as variacOes de estado, como emulsdo liquida opaca
(ELO), emulsdo liquida leitosa (ELL), emulsdo semi-solida (ESS) e microemulsdo (ME).

Nota-se que ambas as regibes de ME foram deslocadas para a direita, onde existe um
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predominio da fase oleosa e pequeno volume aquoso, com formacdo de ME do tipo A/O
(OLIVEIRA et al, 2004).
Figura 15. Diagramas de fases pseudoternario para os sistemas microemulsionados.
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LEGENDA: (A esquerda) Diagrama de fases pseudoternario da microemulsdo sem PEI. (A direita) Diagrama de
fases pseudoternario da microemulsdo com PEI. ME - microemulsdo; ELL - emulsdo liquida leitosa; ELO -
emulséo liquida opaca; ESS - emulsdo semisolida.

(FONTE: Dados da pesquisa).

Quando a solucdo de PEI 5% foi adicionada a fase hidrofilica houve um pequeno
aumento da regido de ME, estatisticamente ndo significativo (p > 0,05), em comparacgédo
aquela sem PEI, como pode ser observado na Figura 15. O interesse por MEs modificadas por
polimeros tem aumentado, uma vez que estes podem influenciar no tamanho das goticulas,
diminuir as interacfes entre elas e proporcionar flexibilidade da interface, devido a forte
interacdo com os tensoativos (KOETZ et al., 2006). Desta forma, a ampliacdo da regido do
sistema microemulsionado polimérico pode estar relacionada com a formacdo de goticulas

menores por maior curvatura da camada interfacial (KUNIEDA et al., 1999).
5.3. SELECAO DAS FORMULAGCOES

A partir dos diagramas obtidos, as formulagdes foram selecionadas através de anélise

visual e microscopica. Como demonstrado na Figura 15, as formulacgBes escolhidas para o
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estudo possuem a mesma propor¢do de tensoativos (55,6%), fase lipofilica (37%) e fase
hidrofilica (7,4%). Nota-se que as formulagGes apresentam altas concentrac@es de tensoativos
e fase lipofilica, além de baixa concentracdo de fase hidrofilica, o que contribui para a
formacgdo de sistemas microemulsionados do tipo A/O. As propor¢des dos constituintes

individuais (m/m) correspondentes estéo representadas na tabela 1.

Tabela 1. Composicédo centesimal das formulagdes selecionadas.

PROPORCAO (%)

COMPONENTES FORMULAGCAO SEM FORMULACAO COM

PEI PEI
Span® 80 41,7 41,7
Tween® 80 13,9 13,9
Oleo de canola 37,0 37,0
Propilenoglicol 5,55 3,17
Agua 1,85 1,06
Polietilenoimina -- 3,17

(FONTE: Dados da pesquisa).

Com relacgdo as caracteristicas macroscépicas das formulac@es (Figura 16), observa-se
que a formulacdo sem PEI apresentou-se como um liquido de coloracdo amarelada,
transllcido, porém levemente turvo e com aspecto viscoso. Em contrapartida, ao adicionar o
polimero na composi¢cdo, sua coloracdo tornou-se mais intensa e limpida, devido,
provavelmente, ao menor tamanho de goticulas obtido. De acordo com Damasceno et al.
(2011), a transparéncia das MEs pode ser decorrente do pequeno didmetro das goticulas,
apresentando em meédia ¥4 do comprimento de onda da luz incidente. Com isso, as mesmas

ndo espalham luz e o sistema apresenta-se transparente.
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Figura 16. Caracteristicas macroscopicas das Microemulsdes.

4 3

SEM PEI COM PEI

LEGENDA: A esquerda encontra-se a ME sem PEI; A direita representa a formulag&o com PEI.
(FONTE: Dados da pesquisa).

5.4. ANALISE ULTRAESTRUTURAL DOS SISTEMAS

A proporcéo ideal de PEI na formulacgdo foi determinada por MET quanto ao formato
e distribuicdo das goticulas (Figura 17), sendo aquela com PEI 5%, PPG e agua Milli-Q na
proporcdo de 3:3:1, respectivamente, com formacdo de ME. As imagens apresentaram
goticulas com formato esférico.

A vantagem em se obter goticulas esféricas e bem formadas flui em torno da
estabilidade do sistema. Em adicdo, pequenas goticulas podem ser facilmente transportadas
através da pele, com consequente penetracdo de compostos ativos, além de melhorar o aspecto
estético da formulacdo e sensorial da pele, através da transparéncia e fluidez do sistema
(NEVES, 2008).
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Figura 17. Ultraestrutura das Microemulsdes.

LEGENDA: a) Observam-se goticulas esféricas na auséncia do polimero. Escala de 200 nm. b) Ultraestrutura da
microemulsdo com PEI 5% mostrando as goticulas. Escala de 200 nm.
(FONTE: Dados da pesquisa).

A técnica de MET ¢é vantajosa, frente aos demais métodos microscopicos, devido ao
seu alto poder de resolugdo, conseguindo detectar e distinguir detalhes ultraestruturais
(FREITAS, 2011). E uma das técnicas mais adequada para se obter imagens diretas de
sistemas coloidais, como as MEs (BEDE, 2010), pela captura de qualquer estrutura

coexistente e transi¢cbes microestruturais (JHA et al., 2011).

5.5. AVALIACAO DA INCORPORACAO DO siRNA NA FORMULACAO

O siRNA apresenta carater hidrofilico, sendo desejavel que 0 mesmo permanecga na
fase interna do sistema, revestida pelo filme de tensoativos, a fim de proporcionar protecdo e
evitar a rapida degradacdo por enzimas endogenas (VINCENTINI et al., 2013). Sendo
assim, a associacdo de SiRNA com sistemas coloidais tem sido investigada através de
diferentes metodologias. Neste estudo, a incorporagdo foi detectada de forma indireta, através
de modificacBes no diametro e carga das goticulas, além da avaliacdo da estabilidade do
complexo através da eletroforese em gel de agarose (Y| et al., 2000; BARUT et al., 2005;
KIM et al, 2005). De forma quantitativa, a associa¢do do siRNA & ME foi estimada por meio
da eficiéncia de encapsulacdo e liberacdo das sequéncias génicas, apos centrifugacdo (OTT et
al., 2002).
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5.5.1. Eletroforese em Gel de Agarose

A eletroforese em gel de Agarose consiste em um método padrdo usado para separar,
identificar, analisar, caracterizar e purificar fragmentos de acidos nucleicos e proteinas. 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 éacidos
nucleicos ionizados promovem a migracdo dos polinucleotideos/polianions para o eletrodo
positivo quando submetidos a um campo elétrico. O ajuste da viscosidade do meio permite a
identificacdo do formato das moléculas e separagdo por tamanho (ADKINS; HALL;
GEORGEL, 2007).

Neste estudo, foram preparados complexos de siRNAs com MEs polimerizadas e ndo
polimerizadas, submetendo-os a eletroforese em gel de agarose. Esta foi, entdo, analisada para
visualizar qualquer migracdo dos polinucleotideos. A densidade das bandas foi mensurada
pela quantidade em pixels (Figura 18). Para isto, o ensaio foi realizado utilizando uma
concentracdo constante de siRNA (1 uM), livre ou incorporado as MEs. A técnica foi usada
para comprovar a complexacdo de siRNA aos sistemas de estudo.

No poco 1, o siRNA livre anidnico migrou no gel de agarose para o eletrodo carregado
positivamente e, uma banda tornou-se visivel apds a marcacdo com brometo de etidio. Nota-
se que a concentracdo de siRNA na banda diminuiu em relagcdo a concentracdo inicial de 1
UM, 0 que pode estd associado a exposicdo a meios diferenciados (gel e tampdo) e
consequente degradacdo enzimatica. Em contrapartida, quando o siRNA ¢ incorporado a ME
sem PEI, observa-se a conservacdo do mesmo, havendo uma maior protecdo do acido
nucleico em relacdo ao meio externo.

A reducdo da banda no poco 3 (0,1605 M) pode estar relacionada a compactacdo do
siRNA pelo PEIl da formulagdo, por atracdo eletrostatica, impedindo a liberacdo e
incorporacdo do brometo de etidio as sequéncias nucleotidicas, ou por repulsdo de cargas
entre o polimero catidnico e o eletrodo positivo, limitando a migracdo do poliplexo pelo gel
(DANIELS, 2011). Em estudo realizado por Amjad et al. (2014), os resultados de retardo de
migracdo de siRNA associado a acido cdlico (CA) - PEI em eletroforese em gel de agarose
demonstraram auséncia de bandas devido a forte interacdo entre CA-PEI e siRNA. Os autores
sugerem que, apés a complexacdo, os grupos fosfato do siRNA carregados negativamente

interagiram com grupos amina protonados do PEI, formando complexos apertados.



Figura 18. Encapsulacdo de SsiRNA
eletroforese em gel de agarose.
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LEGENDA: Visualizacdo de siRNA livre no gel de agarose por luz UV. Marcador (1Kb plus DNA ladder,

Invitrogen). Pogo 1: siRNA livre. Pogo 2: Complexo ent

re siRNA e microemulsdo ndo polimerizada. Po¢o 3:

Complexo entre siRNA e microemulsdo polimerizada. Poco 4: Interacdo entre siRNA livre e RNAse. Poco 5:

Microemulsdo sem PEI e com siRNA na presenga de RNAse. Poco 6: Microemulsdo com PEI e siRNA na

presenca de RNAse. Quantificacdo do siRNA incorporado e estabilidade do siRNA na presenca de RNAse

(FONTE: Dados da pesquisa).



61

Um dos obstdculos na introducdo de SiRNA em meios bioldgicos € sua
susceptibilidade a nucleases, tal como a RNase, da circulacdo e do espaco intersticial (LU et
al., 2009). Desta forma, uma caracteristica desejavel de qualquer vetor de distribuicédo € a sua
capacidade em proteger o siRNA da degradacdo. Assim, a protecdo conferida pelas MEs ao
siRNA foi analisada pelo ensaio de estabilidade com a enzima RNAse.

A Figura 18 demonstra que as MEs exercem certo grau de protecdo do siRNA frente a
RNAse. O siRNA livre, submetido ao poco 4, foi quase que completamente degradado na
presenca da enzima (99%), ao passo que parte do siRNA complexado as MEs sem PEI (poc¢o
5) (62,5 %) e com PEI (poco 6) (47,6 %) migrou pelo gel de forma intacta, ap6s 0 mesmo
tratamento. Uma vez que a interacdo entre poliplexo-siRNA € mais intensa que aquela na ME
ndo polimérica, a banda 6 apresentou-se menos corada, possivelmente pela forte ligacdo das
sequéncias génicas ao polimero e a ndo migracdo no gel. Assim, é possivel predizer que o
poliplexo foi capaz de preservar, de forma mais significativa, o0 siRNA incorporado, no
entanto, esta alta complexacdo pode interferir na liberacdo do &cido nucleico, reduzindo-a.
Estudos com DNA tém sugerido gque a interacdo eletrostatica entre as cargas negativas do
material genético e as positivas dos polimeros resulta na formacdo de estruturas altamente
organizadas, onde as moléculas de DNA sdo condensadas e protegidas contra a degradacdo
enzimatica (SINGH, 2005). Este resultado também se aplica as interagdes estabelecidas entre
lipossomas catidnicos e moléculas polianidnicas de siRNA (DANIELS, 2011).

5.5.2. Ultraestrutura dos sistemas microemulsionados contendo siRNA

A técnica de MET foi utilizada a fim de determinar as caracteristicas morfolégicas e a
distribuicdo das goticulas na presenca do SiRNA. As imagens da Figura 19 revelaram
goticulas esféricas com heterogeneidade entre o tamanho das goticulas. Em comparacdo a
morfologia das MEs brancas/sem siRNA (A), nota-se que a adi¢cdo do acido nucleico a
formulagdo (C) ndo alterou visivelmente a ultraestrutura das goticulas, talvez pelo fato dessa
molécula ter sido adicionada em baixa concentracdo nas formulagbes. De uma forma geral,
estudos preliminares preveem uma zona de concentragdo, na qual o &cido nucleico veiculado
ndo interfere na estabilidade da estrutura coloidal (OTT et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2003,
SILVA et al., 2014). No estudo realizado por Teixeira et al. (2003), foi verificado o aumento
do didametro das goticulas somente apds a associagdo de elevadas concentragGes do acido
nucleico na interface A/O (~ 200uM). Nas formulagdes poliméricas (B e D), a adi¢do do

siRNA néo influenciou a ultraestrutura das goticulas, provavelmente pela forte complexagéo
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entre os grupos fosfato do siRNA, carregados negativamente, e 0s grupos amina protonados
do PEI, formando complexos apertados e condensados (DANIELS, 2011).

Figura 19. Ultraestrutura das microemulsdes formuladas sem siRNA (a esquerda) e com
siRNA (a direita).

————————1 200 nm

200 nm

LEGENDA: (A) Microemulséo sem siRNA. (B) Microemulsdo polimérica sem siRNA. (C) Microemulsdo com
siRNA. (D) Microemulsao polimérica com siRNA. Todas as imagens foram adquiridas em escalas de 200nm.
(FONTE: Dados da pesquisa).

5.5.3. Deteccao do tamanho de goticulas e indice de polidispersao

O DLS foi utilizado a fim de caracterizar as formulacdes quanto ao tamanho e
distribuicdo das goticulas. Esta é uma excelente ferramenta para explorar as nanoestruturas,
uma vez que ndo perturba o equilibrio do sistema nem produz artefatos (MOURA, 2008).
Quando as goticulas sdo iluminadas por um laser, ocorre o espalhamento da radiacao,
detectado em angulo especifico. A intensidade da radiacdo varia numa taxa dependente da
velocidade de difusdo das goticulas (ROSSET]I, 2006), fornecendo informacdes diretas sobre
0 movimento translacional e permitindo o céalculo do tamanho através de relaces empiricas
adequadas (DAMASCENO et al., 2011).



63

A tabela 2 apresenta os resultados do tamanho de goticulas e o indice de polidisperséo
(IPD) obtidos para as diferentes MEs. E possivel observar que a adi¢do do polimero as
formulacBes resultou em goticulas menores, sugerindo um transporte mais eficiente e
aumento da biodisponibilidade de siRNA. Estes resultados sdo consistentes com o trabalho de
Convertine et al. (2009), onde complexos de DNA-PEI apresentaram-se mais compactos,
favorecendo uma maior internalizagéo celular, no entanto com baixa eficiéncia de transfecgao
(ZHANG et al., 2004).

Sabe-se que os polimeros cationicos formam complexos com RNA interferentes
através de interagdes eletrostaticas, entre suas cargas positivas e as cargas negativas do acido
nucleico. Isto pode favorecer a transfeccao celular, quando o sistema catiénico é atraido pela
membrana plasmatica aniénica, bem como pela condensacdo e protecdo do acido nucleico
contra a degradacdo enzimatica (GUNTHER et al., 2011; BEYERLE et al., 2011). No
entanto, as ligacOes eletrostaticas devem ser suficientemente estiveis para sustentar a
complexacdo do material genético durante o transporte até a célula-alvo, como também
devem permitir sua dissociacdo para eficiente atividade terapéutica (SCHROEDER, et al.,
2010).

O IPD reflete o perfil de homogeneidade do tamanho das goticulas. Segundo a
literatura, um valor até 0,3 é considerado adequado para aplicagio cutanea (KULKAMP et al.,
2009). Entretanto, valores altos estdo associados a ampla variagdo no tamanho das goticulas, a
qual pode ser afetada por diversos fatores: natureza e concentracdo do polimero, do éleo e da
substancia ativa, concentracdo de tensoativos, propor¢do entre dgua e solvente organico, além
da velocidade de difusdo da fase aquosa na organica (SANTOS E BARBOZA, 2013).

Deste modo, pode-se observar na tabela 2 que o IPD foi alto (> 0,3) para todas as
formulacBes obtidas, com resultados estatisticamente significativos (p<0,05), indicando a
formacédo de sistemas polidispersos (LEMOS E SENNA, 2011) com menor estabilidade frente
a fenbmenos como a maturacdo de Ostwald (crescimento das particulas maiores a custa da

difusdo do conteudo das particulas menores) (KLANG et al., 2012).
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Tabela 2. Tamanho de goticulas e indice de polidispersao nas formulages.

FORMULACOES Tamanho de IPD
goticulas (nm)
ME 599,7 + 100,69 1,00 £ 0,01
ME + siRNA 547,4 + 51,61 0,95 + 0,06
ME + PEI 258,6 + 8,48 0,65 + 0,02
ME + PEI + siRNA 277,25 + 15,2 0,46 + 0,02

(FONTE: Dados da pesquisa).
5.5.4. Curva de Calibracéo do siRNA

Espectrofotdmetros sdo instrumentos capazes de registrar dados de absorbéancia ou
transmitancia em funcdo do comprimento de onda especifico de cada substancia. Assim,
torna-se extremamente necessario efetuar uma rigorosa calibracdo visando obter resultados
confiaveis (SARAIVA et al.,, 2011). A fim de quantificar o siRNA presente nas formulacdes
para posterior anélise da eficiéncia de encapsulacdo e liberacdo de siRNA, construiu-se uma
curva de calibragdo. Sendo assim, é possivel visualizar na Figura 20 a curva padrdo da
solucdo de siRNA. A equacdo da reta para a mesma apresentou-se como: y = 0,4758x +
0,1393 e o coeficiente de correlacdo (R?) obtido foi de 0,9993, demonstrando uma linearidade
aceitavel na faixa estudada, uma vez que o critério minimo aceitavel do R? deve ser 0,98
(BRASIL, 2012). A quantificagcdo do siRNA poderia ser feita pela equagdo da reta ofertada,
no entanto, ha uma equacdo especifica para quantificacdo de &cidos nucleicos por
espectrofotometro, sendo a concentragdo calculada em pg/mL atraves da equacao 2, citada no
subitem 4.2.3.4.
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Figura 20. Curva de calibragdo de solucdes de siRNA obtida por espectrofotometria UV-VIS
a 260nm.
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(FONTE: Dados da pesquisa).

5.5.5. Eficiéncia de Encapsulacdo

A avaliagdo da EE baseia-se na diferenca entre a quantidade de &cido nucleico
adicionado a ME e a quantidade ndo associada, detectada em sua fase externa ap0s separagdo
por ultracentrifugacdo a velocidade de 14000 rpm (OTT et al., 2002). A EE para as MEs sem
PEI e com PEI foi de 88,7 + 0,87% e 90,3 + 1,72%, respectivamente, 0 que ndo demonstra
diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05).

No estudo realizado por Ragelle et al. (2014), a EE foi avaliada para diversos
complexos, dentre eles o de quitosana-siRNA e PEI-quitosana-siRNA. Os resultados foram
semelhantes, em torno de 99% de eficiéncia. Em outro estudo concretizado por Pereira et al.
(2012), a encapsulacdo de siRNA foi obtida com 97% de eficiéncia utilizando o polimero PEI
de baixo peso molecular. Ele comparou os resultados com o PEI de alto peso molecular e
observou que, em geral, este Gltimo parece ser mais eficiente na condensacdo do siRNA.
Sabe-se que polications com densidades de cargas elevadas promovem forte ligagcdo com o
acido nucleico (DOT et al, 1959; NIMESH, CHANDRA, 2009; RANJBAR, 2009; BONNET
et al, 2010). No entanto, deve-se ressaltar o grau de toxicidade destes compostos quando
presentes em carreadores de substancias para os meios bioldgicos (CUN et al, 2011), uma vez
gue moléculas de alto peso molecular apresentam toxicidade elevada (KIRCHEIS et al.,
2001). Ogris et al. (2007), utilizando PEI de 800kDa, observou maior toxicidade sistémica
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apos a aplicagdo in vivo, com elevada agregacéao de eritrocitos, quando comparado ao PEI de
baixo peso molecular.

Estudos estdo sendo realizados a fim de buscar modificacbes de superficie, visando
melhorar a biocompatibilidade e reduzir a toxicidade de complexos baseados em PEI através
de ligacdes covalentes com polimeros hidrofilicos ndo-idnicos, como o polietilenoglicol
(BHADRA et al.,, 2002) ou por modificagbes da espinha dorsal polimérica com
produtos quimicos, como o butanoato e o0 acetato (ZINTCHENKO et al., 2008). Esta
modificacdo pode ser traduzida no aumento da transfec¢do de genes in vitro, com base no
escape endossomal e liberagdo intracelular (GUNTHER et., 2011). Em trabalho realizado por
Thomas et al. (2005), a desacetilacdo completa de PEI resultou em toxicidade reduzida e uma
melhoria acentuada na entrega de siRNA para células pulmonares apds a distribuicéo

sistémica.

5.5.6. Liberacdo de siRNA

A aplicacdo de nanocarreadores como sistemas de liberagdo de farmacos e &cidos
nucleicos tem sido alvo de crescente interesse dado as inimeras vantagens que oferecem,
como o aumento da solubilidade e da estabilidade de farmacos, possibilidade de incorporacao
de substancias hidrofilicas ou lipofilicas, capacidade de acdo como sistemas reservatorios,
diminuicdo da toxicidade, aumento da eficacia, bem como alteracdo da disponibilidade de
substéncias, dependendo da forma de interagdo com o sistema (CHORILLI, 2007).

MEs sdo consideradas como sistemas reservatorios, onde o farmaco encontra-se
separado do meio de dissolucdo através de um revestimento, uma membrana ou simplesmente
uma interface, a qual deve ser transposta para liberacdo do agente no meio. Elas
proporcionam um ambiente dimensionalmente restrito, com propriedades particulares,
capazes de ligar ou associar moléculas de diferentes grupos de farmacos, com o objetivo de
solubilizar, modular estabilidade ou melhorar o perfil de biodisponibilidade (OLIVEIRA,
SCARPA, 2001).

Pesquisas crescentes tém sido realizadas em busca do aparato mais adequado para
avaliar a velocidade de liberacdo in vitro de produtos topicos dermatologicos, uma vez que,
oficialmente, ndo existe uma padronizacdo que possa ser aplicada para todas as formulag¢Ges
semissoOlidas (SANTIS, 2008). Sendo assim, neste estudo foi utilizada a metodologia de
centrifugacdo, levando-se em consideracdo a condicéo sink do sistema, a qual se refere a um

excesso de volume do meio que ird permitir a dissolucdo continuada da substancia ativa. Para
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isso, foi realizada uma reposicéo constante do tampao, de modo que a concentragdo do acido
nucleico ndo atingisse mais que 20 a 30% da solubilidade méxima (ABDOU, 1995;
SHARGEL, YU, 1999; AULTON, 2005).

A Figura 21 apresenta a liberacdo de siRNA em duas fases. Na primeira etapa, 0
sistema mostrou uma liberacdo brusca do material genético nas primeiras 6 horas. Isto
resultou em uma liberagdo cumulativa de SiRNA de 65 + 7% e 34,5 + 6% para as MEs sem
PEI e com PEI, respectivamente. Na segunda etapa, o siRNA foi liberado lentamente de 6 até
72 h, resultando numa liberacdo cumulativa total de siRNA de mais de 65% para a ME néo
polimérica e de 40% para a ME com PEI. O motivo da répida liberagdo do siRNA das MEs
pode estar associado a difusdo das moléculas ligadas a superficie ou interface das goticulas.
No entanto, a liberacdo lenta do siRNA da ME polimérica, na segunda etapa, pode estar
relacionada com o intumescimento das goticulas e/ou degradacdo do polimero. Sendo assim, é
provavel que o siRNA ficou retido nas goticulas até que o PEI fosse completamente corroido
ou dissolvido no meio de liberacdo (KATAS et al, 2013). Esses resultados corroboram com o
estudo realizado por Zhang et al. (2008) ao utilizarem nanoparticulas de quitosana-siRNA, a
fim de determinar as propriedades fisico-quimicas do sistema. Ao avaliarem o grau de
liberacdo do acido nucleico das nanoparticulas poliméricas, foi constatada a presenca de dois
estagios de liberagdo. Nas primeiras 6 horas houve liberacdo continua de siRNA em torno de
58 + 5%. O segundo estagio ocorreu no periodo de 6 a 48h, onde o siRNA alcangou uma
liberacdo de mais de 80%. Este fato foi associado a interacdo do siRNA ao grupamento amino
livre restante nos segmentos de quitosana (ZHANG et al.,, 2008; ZHANG, TENG, WU,
2008).
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Figura 21. Liberacdo de siRNA das microemulsdes com PEI e sem PELI.
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(FONTE: Dados da pesquisa).

Outros estudos utilizaram complexos catidnicos como o PEI e a poli-L-lisina para
aumentar a eficiéncia de encapsulacdo do siRNA e DNA em nanoparticulas, obtendo
resultados eficientes, bem como um aumento na carga de superficie. No entanto, é evidente
que estes compostos catidnicos afetam o perfil de liberacdo dos acidos nucleicos (BLUM,
SALTZMAN, 2008; PATIL, PANYAM, 2009). J& em 1998, Miller et al. afirmaram que a
presenca de substancias catidnicas no meio formulado poderia dificultar a liberagdo dos
acidos nucleicos devido a atracdo intensa entre as cargas opostas, diminuindo a transfeccao
celular destes compostos.

Desse modo, levando em consideracdo que um bom sistema carreador deve
proporcionar a substancia ativa protecdo e transporte eficiente a alvos especificos através da
liberacdo progressiva e controlada da mesma (VERMA, GARG, 2001; DUNNE et al., 2003;
TAO, DESAI, 2003), nota-se que a formulacdo polimérica apesar de ter apresentado uma
Otima EE de 90%, a liberacdo do siRNA foi menor em comparacao aquela da formulagdo sem
PEI. Entretanto, seu tamanho de goticula foi bem menor, o que facilitaria a permeacéo
cuténea. Sendo assim, ambas MEs sintetizadas mostraram-se como eficientes carreadores de
siRNA com caracteristicas peculiares de liberacdo, além de certa protecdo contra agentes
agressivos do meio, sendo capazes de oferecer conteddo significativo da substancia ao
organismo (PIMENTEL et al, 2007).
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56. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROEMULSOES

O conhecimento da estrutura interna de um sistema microemulsionado, além de ser
muito importante, é também muito complexo. Assim, o sinergismo de varias técnicas é
necessario para atingir este objetivo (BRUXEL et al., 2012). Métodos como difracdo de raios-
X, microscopia de luz polarizada, calorimetria exploratoria diferencial (ARAMAKI et al.,
2001; FANUN et al., 2001; SIDDIG et al., 2006), estdo sendo cada vez mais utilizados nos
ultimos anos. Outros métodos, como por exemplo, indice de refracdo, pH e condutividade,
também sdo frequentemente realizados para complementar o estudo fisico-quimico desses
sistemas.

Medidas de condutividade sdo capazes de determinar se a formulacdo possui dominio
continuo aquoso ou oleoso, bem como monitorar fendmenos como inversdo de fases
(LAWRENCE & REES, 2000). Para as MEs formuladas a condutividade apresentou-se baixa,
entre 1,3467 e 2,5867 uScm-t, sendo sugestiva de um sistema A/O, por predominéncia da
fase oleosa. A adicdo de PEI 5% e siRNA as formulages, ndo alterou de forma significativa
(p>0,05) a condutividade do meio. De acordo com Bumajdad e Eastoe (2004), MEs com fase
aquosa continua tém condutividade relativamente elevada, em comparagdo aos sistemas
microemulsionados onde a fase oleosa é 0 meio dispersante.

Em substancias isotropicas, como as MEs, o indice de refracdo € uma caracteristica
constante em determinado comprimento de onda, temperatura e pressdo. Assim, este indice é
atil ndo sé para identificar a substancia, mas também para detectar a presenca de impurezas
(KLEIN, 2007). Sendo assim, considerando as especificacfes técnicas para o IR do 6leo de
canola (1,465 — 1,467), os resultados obtidos para as MEs testadas mantiveram-se
aproximados, sugerindo uma fase externa oleosa (EVANDRO, 2009; PRZYBYLSKI, 2011).

Tabela 3. Condutividade e IR das microemulsoes.

Microemulsdes Condutividade Indice de
(uScm-1) Refracdo
ME 1,3467 +£0,1701 1,466 +0,0006
ME + siRNA 2,5867 +0,2510 1,467 +0,0040
ME + PEI 1,5402 +0,1253 1,467 +0,0005
ME + PEI + siRNA 2,0167 +0,0890 1,465 +0,0066

(FONTE: Dados da pesquisa).

A microscopia de luz polarizada foi utilizada a fim de determinar a isotropia Optica

dos sistemas. Esse fendmeno é capaz de fornecer informacdes sobre a estrutura de sistemas
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coloidais, como as MEs e os cristais liquidos (DAMASCENO et al., 2011). Por exemplo,
sistemas micelares e fases cubicas sdo isotropicos e apresentam-se como um campo escuro
sob luz polarizada, enquanto que fases cristalinas lamelares e hexagonais sdo anisotrépicas,
apresentando estruturas caracteristicas, como a presenca de Cruz de Malta, quando
observados sob a luz polarizada (CHORILLI et al., 2011). No presente estudo, a técnica
demonstrou aspectos isotropicos (campo escuro), caracteristicos de microemulsées (dado ndo
mostrado).

Com vista a determinacdo da microestrutura das MEs, a calorimetria exploratéria
diferencial foi aplicada. Esta é uma técnica analitica utilizada para determinar a quantidade de
calor absorvida ou emitida por um material durante o seu aquecimento ou resfriamento em
funcdo do tempo. Ou seja, pode-se determinar se estdo ocorrendo processos exotérmicos ou
endotérmicos (DE PAOLLI, 2008). Dessa forma, é possivel avaliar a estrutura de MEs através
das propriedades da &gua, avaliando diferencas no comportamento de fusdo e de
congelamento. Esta, por sua vez, pode apresentar-se livre como no sistema O/A, ou estar
confinada no interior das goticulas revestidas pelo filme de tensoativos, como no sistema
AJ/O. Sendo assim, o primeiro tipo de ME apresenta apenas o pico de congelamento da &gua,
enquanto que o segundo ndo apresenta o pico de congelamento da &gua no termograma. Ja as
MEs bicontinuas apresentam os picos de congelamento do 6leo e da &gua bem distintos e
separados (BOONME et al., 2006; MICHNIAK-KOHN; ZHANG, 2011; ZHANG, H. et al.,
2013).

Como observado na Figura 22, o termograma A representa a estrutura do éleo de
canola com picos caracteristicos de congelamento (1) na temperatura de -16,32 °C e valor de
entalpia (AH) de 1,535 J/g e aquecimento (2) na temperatura de -23,89 °C (AH = 64,28 J/g). O
termograma B, no entanto, representa a corrida analitica para a dgua utilizada na formulacéo,
com os picos exotérmico (3) e endotérmico (4), compreendendo as fases de solidificacdo e
fusdo da &gua nas temperaturas de -12,06 °C (AH = 372,5 J/g) e 5,11 °C, respectivamente.
Estes picos ndo se apresentaram visiveis nas MEs (Figura 24), possivelmente indicando que a

agua encontra-se contida no interior da microestrutura.
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Figura 22. Termogramas representativos do 6leo de canola e da agua, respectivamente.
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(FONTE: Dados da pesquisa).

A Figura 23 demonstra os termogramas dos tensoativos Span 80 e Tween 80. O

termograma C apresentou picos sutis de congelamento na temperatura de -24,75 °C com

entalpia de 3,493 J/g e aquecimento em -17,39 °C com valor de entalpia de 1,097 J/g,

enquanto que o termograma representativo do Tween 80 apresentou dois picos endotérmicos
nas temperaturas de -47,22 °C (AH = 9,438 J/g) e -21,60°C (48,48 J/g), respectivamente.

Figura 23. Termogramas
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(FONTE: Dados da pesquisa).

E possivel visualizar na Figura 24 os termogramas da ME sem PEI (E) e com PEI (F),

com caracteristicas térmicas do 0leo de canola e dos agentes tensoativos. No termograma E,

pode-se observar um pico exotérmico na temperatura de -18,45 °C com desprendimento de
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energia de 1,026 J/g e um outro pico endotérmico alcancado na temperatura de -26,71 °C com
entalpia de 24,89 J/g. Em contrapartida, o termograma F apresenta um pico de congelamento
em -20,93 °C (AH = 1,765 J/g) e trés picos de aquecimento nas temperaturas de -43,03 °C (AH
= 6,381 J/g), -32,59 °C (AH = 1,140 J/g) e -25,38 °C (AH = 1,72 J/g).

Figura 24. Termogramas representativos da ME sem PEI e com PEI, respectivamente.
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(FONTE: Dados da pesquisa).

Nos termogramas G e H estéo representadas as formulagfes microemulsionadas sem
PEI e com PEI na presenca do siRNA, respectivamente. No primeiro observa-se um pico
exotérmico na temperatura de -17,77 °C, com entalpia de 1.096 J/g e dois picos endotérmicos
nas temperaturas de -49,53 °C e -26 °C com entalpias respectivas de 4.710 J/g e 14.03J/g. No
segundo termograma encontra-se um pico exotérmico na temperatura de -18,27 °C com valor
de entalpia de 0.9914 J/g, além de dois picos endotérmicos, sendo um na temperatura de -
49,46 °C com entalpia de 5.872 J/g, e outro na temperatura de -24,22°C com valor de entalpia
de 25.76 J/g. E provéavel que os pontos exotérmicos estejam relacionados ao ponto de
solidificacdo do 6leo, enquanto que os pontos endotérmicos relacionam-se ao ponto de fusdo
do dleo. E possivel observar que o siRNA na presenca do polimero promoveu um
alargamento do ponto de fusdo, sendo este deslocado para temperaturas mais altas (Figura
25). Isto se deve a forte atragdo eletrostatica gerada entre os ions catibnicos e anidnicos
dispostos de maneira regular, formando um reticulo. Neste caso a fusdo s6 € possivel em
temperaturas mais elevadas e em quantidades de energia maiores para romper a estrutura
formada (KOTZ, 2005).
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Figura 25. Termogramas representativos das microemulsdes com siRNA.
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(FONTE: Dados da pesquisa).

Apos andlise dos termogramas obtidos, pode-se deduzir que a microestrutura da
formulacdo desenvolvida é do tipo A/O, uma vez que as propriedades térmicas do 6leo e dos
tensoativos sdo mais proximas daquelas demonstradas pelas MEs, como pode ser observado
nas Figuras 26 e 27. As caracteristicas da agua ndo foram aparentes durante a analise dos
termogramas, supondo que a mesma permaneceu confinada no interior das goticulas.

Zhang et al. (2011), investigou as estruturas de MEs contendo cetoprofeno, lidocaina e
cafeina. No estudo, foram desenvolvidas trés formulacGes com diferentes contetdos de agua,
representando as microestruturas de A/O, O/A e bicontinua. Na primeira ndo foi observado o
pico de congelamento da agua, em contrapartida, a segunda amostra mostrou apenas o pico de
congelamento da 4gua como um Unico pico grande no termograma. A microestrutura da ME

bicontinua teve o pico de congelamento do 6leo e da agua distintos e separados.



Figura 26. Termogramas dos componentes e MEs no ciclo de congelamento.
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Figura 27. Termogramas dos componentes e MEs no ciclo de agquecimento.
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5.7. ENSAIOS DE ESTABILIDADE

Devido a importancia econémica e necessidade de agilidade no desenvolvimento de
novos produtos, o estudo de estabilidade tornou-se uma ferramenta fundamental para garantir
a seguranca e eficacia dos mesmos dentro do prazo necessario para o lancamento comercial.
O estudo de estabilidade de formulagGes cosméticas como as MEs, fornece indicagdes sobre o
comportamento do produto, em determinado intervalo de tempo, frente a condicdes
ambientais a que possa ser submetido, desde a fabricacdo até o término da validade. No
entanto, os parametros do produto a serem avaliados durante o estudo de estabilidade devem
ser capazes de garantir a qualidade do produto e, sdo divididos em organolépticos, como
aspecto, cor e odor, e fisico-quimicos como pH, viscosidade, densidade e monitoramento de
ingredientes da formulacdo (BRASIL, 2004).

A baixa tensdo interfacial dos sistemas microemulsionados garante sua estabilidade
termodindmica quanto a sedimentacdo em temperatura constante. No entanto, com 0 aumento
da agitacdo térmica algumas formulacdes 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 mudangas estruturais. A estabilidade
termodindmica das MEs formuladas frente a mudancas de temperatura foi verificada a partir
de ciclos de congelamento/descongelamento e de estresse térmico. Além disso, as
formulacGes foram submetidas a centrifugacdo em diferentes rotacfes (MORAIS et al., 2006;
ROSSI et al., 2007; GHOSH et al., 2013). O aumento da forca gravitacional sobre o produto
promove 0 movimento de suas particulas e estresse na preparacdo, antecipando possiveis
alteracdes de estabilidade (OLIVEIRA, 2009).

Apdbs as amostras serem submetidas aos ciclos de congelamento/descongelamento e
centrifugacdo, a estrutura macroscopica dos sistemas permaneceu inalterada (Figura 28).
Quanto as propriedades fisico-quimicas de IR e condutividade, pode-se observar na tabela 4
que ndo houve alterac@es significativas (p>0,05) apds estresse térmico.
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Tabela 4. Avaliacdo fisico-quimica das MEs antes e apds o teste de estresse térmico.

Antes do estresse térmico ApOs 0 estresse térmico
Sistemas indice de Condutividade indice de Condutividade

Refracéo (uScm™) Refracéo (uScm™)
ME 1,466 +£0,0006 1,3467+0,1701 1,468 +0,0008 1,0758 +£0,1910
ME-PEI 1,467 £0,0040 11,5402 +0,1253 1,470+0,0010 11,2021 +0,2015
ME-siRNA 1,467 £0,0005 2,5867 £0,2510 1,471+£0,0004 1,9678 £0,1799

ME-PEI-siRNA 1,465 +0,0066 2,0167 +0,0890 1,467 +0,0023 1,6359 + 0,0987

(FONTE: Dados da pesquisa).

Figura 28. Aparéncia macroscopica das MEs ap6s os ciclos de congelamento,
descongelamento e centrifugagéo.

CICLO DE

DESCONGELAMENTO CICLOS DE CENTRIFUGACAO

CICLO DE CONGELAMENTO

BRI

LEGENDA: (A) Amostras de Microemulsdo + PEI + RNA e Microemulsédo + RNA apds o ciclo de
congelamento. (B) Amostras de Microemulsdo + PEI + RNA e Microemuls@o + RNA ap6s o ciclo de
descongelamento. (C) Amostras de Microemulsdo + PEI + RNA e Microemulsdo + RNA ap6s os ciclos de
centrifugacdo.

(FONTE: Dados da pesquisa).

5.8. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PELO MTT

Os estimulos toxicos ameacam as funcGes metabdlicas celulares, levando a adaptagdo
das células ao meio que estdo submetidas (YANG, CARDONA e BARILE, 2002). Os testes
de toxicidade sdo realizados para determinar os riscos potenciais que novos produtos podem
gerar na satde e meio ambiente (CASTANO e GOMENEZ-LECHON, 2005).

O ensaio de citotoxicidade in vitro €& o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso na biomedicina. Os métodos s&o
padronizados utilizando-se culturas celulares, onde o material entra em contato direta ou
indiretamente com as células de mamiferos para verificar as alteracbes celulares por
diferentes mecanismos (ROGERO et al., 2003). Entre eles estio o método do 3-(4,5)-
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dimetiltialzolil-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), enzima lactato desidrogenase, Azul de Tripan,
entre outros, com objetivo de detectar efeitos toxicos agudos (SOENEN e DE CUYPER,
2009).

O método aplicado neste estudo foi baseado na metabolizacdo do reagente MTT (cor
amarela) em cristais de formazan (cor violacea). A reacdo ocorre através da atividade da
enzima mitocondrial succinato-desidrogenase, a qual permanece ativa somente em células
viaveis (Figura 29). Assim, é possivel estabelecer parametros de citotoxicidade e taxas de
proliferacdo celular (MIZUNO, 2000).

Figura 29. Metabolizacdo do MTT por fibroblastos ap6s tratamento com as formulagdes

microemulsionadas.

(FONTE: Dados da pesquisa).

O controle corresponde as células ndo tratadas, com leituras de absorbancia
representadas como 100% de sobrevivéncia celular. Cada ponto representa a média £ D.P. (n
= 3) (* p <0,05). Para deteccdo da viabilidade das células frente as formulacGes, a seguinte
equacéo foi aplicada:

Abs (tratamento)

Viabilidade (%) = Abs(controle)

x100 (Equagéo 5)

Como demonstrado na Figura 30, o sSiRNA 15nM néo exerceu toxicidade celular, bem
como as formulagdes microemulsionadas com concentragcdes menores ou igual a 0,8 ug/mL,
indicando um efeito citoprotetor e proliferacdo celular, representados pela viabilidade maior

que 100% (p>0,05). No entanto, pode-se observar que a ME na concentracdo de 1,6 pg/mL

apresentou diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle (* p<0,05).
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Segundo Albuquerque (2008), absorbancia menor que a do controle é indicativa de morte
celular ou proliferacdo reduzida, enquanto que o inverso € valido para a inducdo do
crescimento e renovacdo celular. Rodriguez-Gonzélez et al. (2013), associou o0 efeito

citoprotetor para viabilidades maiores que 100%.

Figura 30. Viabilidade celular apds 24 h de incubacéo com as formulacdes.
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Cada ponto representa a média £ D.P. (n = 3) (* p <0,05).
(FONTE: Dados da Pesquisa).

5.9. DETERMINACAO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO

A caracterizagdo reoldgica de formulagbes fornece informagdes valiosas sobre
estrutura e viscosidade, isto &, resisténcia ao fluxo. Assim, é possivel avaliar a estabilidade
fisica do sistema, bem como seu comportamento no local de aplicacdo (WELIN-BERGER,
2001). Este método aplica-se na caracterizacdo de diversos sistemas nanoestruturados, pois o
comportamento reologico do fluido esta relacionado com o tipo de arranjo e seu nivel
organizacional (HARDING et al., 2000). Sendo assim, andlises reologicas sdo
imprescindiveis no desenvolvimento de formula¢des (BRICENO, 2000) e na caracterizacdo
fisico-quimica de produtos farmacéuticos, tais como, pastas, cremes, emulsbes e
microemulsdes, geéis, suspensdes, revestimento de comprimidos e varios outros produtos
(MARTIN et al., 1993; LIEBERMAN et al., 1996; LIMA, 2000; NETZ E GEORGE, 2002).
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As curvas de fluxo séo resultados graficos do comportamento de fluxo de um liquido,
onde é correlacionada a tensdo de cisalhamento (Shear stress, 1) e a taxa de cisalhamento
(Shear rate, y). As curvas sdo do tipo ascendente e descendente. A primeira indica 0 aumento
da taxa de cisalhamento e o comportamento de fluxo e a segunda indica a reducdo gradual
desta taxa (SCHRAMM, 2006).

O comportamento de fluxo pode ser classificado em Newtoniano ou ndo-Newtoniano.
Os fluidos Newtonianos apresentam como principal caracteristica a proporcionalidade entre a
tensdo e a taxa de cisalhamento em regime laminar, de modo que a viscosidade do sistema
independe destes parametros de deformacdo e 0 escoamento se inicia assim que a tenséo €
aplicada, apresentando viscosidade constante. Desta forma, sua representacdo gréafica é uma
reta com inicio na origem dos eixos. Os outros tipos que ndo se adequam a esse
comportamento ideal de fluxo sdo classificados como ndo-newtonianos (SCHRAMM, 2006).

Deste modo, pode-se observar na Figura 31 um comportamento Newtoniano das
formulacGes desenvolvidas neste estudo, ocorrendo uma sobreposicéo das curvas ascendente e
descendente, gerando uma reta que passa pela origem. As MEs usualmente comportam-se
como fluidos Newtonianos, uma vez que apresentam baixa influéncia a mudancas de pressédo
e temperatura, favorecendo a uma adequada aplicacdo topica com boa espalhabilidade e
formagéo de filme uniforme na pele (DAMASCENDO et al., 2011; SINTOV, LEY, BOTNER,
2010; GAO et al., 2003).
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Figura 31. Comportamento reoldgico das formulagcdes em estudo. Reograma Tensdo de

cisalhamento versus Taxa de cisalhamento.

1004 —®—ME A m
e —0—ME + RNA ///
& —A— ME + PEI w T
~ 8- —4—ME+PEl+RNA A/{/D/
(®]
£ ] e
: s
o A///

e [ fim
= 404 o
(1]
" e
5 (o
/9
O 20-
T
(7]
c
S o
I v I | | |
0 1000 2000 3000 4000

Taxa de Cisalhamento y (s?)

(FONTE: Dados da Pesquisa).
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A viscosidade pode ser entendida como a resisténcia interna de um fluido ao fluxo ou

movimento, resultante da aplicacdo de uma forca que causa deformacdo temporaria ou

permanente da matéria. Portanto, quanto maior a viscosidade, maior a resisténcia ao fluxo,

levando-se em consideracdo a maior dificuldade do movimento browniano, ou seja,

movimento aleatério de particulas microscopicas imersas no fluido (LEONARDI & MAIA

CAMPOQS, 2001; AULTON, 2005; TONZAR

, 2006).

Na Figura 32, pode-se observar que a viscosidade ndo se alterou em funcdo da taxa de

cisalhamento, apresentando um comportamento constante e uma viscosidade relativamente

baixa. Isto pode estar associado ao tamanho reduzido das goticulas, as quais podem ter se

orientado na dire¢do do fluxo, permitindo o alinhamento e o deslizamento das mesmas,

reduzindo a resisténcia interna do sistema e contribuindo para diminuicdo da viscosidade

(DALTIN, 2011; SCHRAMM, 2006).
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Figura 32. Comportamento reolégico das formulagcdes em estudo. Reograma Viscosidade
versus Taxa de cisalhamento.
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CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

Ap0s a andlise dos dados obtidos, pode-se concluir que:

A metodologia empregada para a determinacdo do diagrama de fases demonstrou
relativa facilidade de aplicacdo, bem como reprodutibilidade dos pontos de ME,
obtendo sistemas A/O apropriados para a incorporacédo de SiRNA;

e O polimero induziu a compactacdo das goticulas, atingindo menores tamanhos em
comparacdo aquelas sem o PEI, maior encapsulacao e provavel liberacdo prolongada
de siRNA. Isto seria vantajoso para aplicacOes cutaneas e transfeccdo de RNA
interferente em células-alvo;

e Os dados de DSC, Microscopia de Luz polarizada, MET, estudos de condutividade e
IR, foram determinantes para a confirmacdo da microestrutura das MEs: A/O,
isotropica e arredondada;

e As formulacdes mostraram-se estaveis frente a mudancas de temperatura e forca
centrifuga;

e As formulagdes apresentaram propriedades citoprotetoras para concentragdes < 0,8
ug/mL, o que permite sua aplicacéo clinica segura;

e Os sistemas se comportaram como fluidos Newtonianos de baixa viscosidade,

favorecendo a uma adequada aplicacdo tdpica.

Assim, a presente proposta pode exercer importante impacto na area de tecnologia
farmacéutica e biotecnologia pelo ineditismo de uma formulagdo microemulsionada como
veiculo de siRNA para aplicacdo topica. Sendo necessarios estudos posteriores para analisar a

atividade farmacoldgica e mecanismo de ac¢do das moléculas interferentes.
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