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Resumo 
 
 
RUIZ, JLM. Caracterização de uma nanopartícula lipídica semelhante á LDL 
(LDE) como vetor para RNA de interferência [tese]. São Paulo: Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo, 2011. 
 
 
As nanopartículas são consideradas promissores vetores para a liberação 

eficaz e segura de ácidos nucléicos para tipos específicos de célula ou 

tecido, proporcionando uma alternativa aos vetores virais para terapia 

gênica.  

No entanto, com a maioria destes sistemas não torna possível a entrega de 

oligonucleotídeos nas células in vivo de forma especifica. O uso de uma 

nanoemulsão funcionalmente semelhante à lipoproteina de baixa densidade 

poderia resolver esse problema, pois esta particula é capaz de direcionar o 

transporte das moléculas para a internalização celular através de receptores 

de LDL.  

Aqui, descreve-se um sistema lipidico semelhante à lipoproteína de baixa 

densidade, LDE, capaz de direcionar e liberar RNA de interferência (RNAi) 

para as células tumorais in vitro e in vivo em um modelo celular que 

expressa resistência a múltiplas drogas (células de sarcoma uterino; MES-

SA/Dx5). Estudou-se também as caracteristicas de captação do complexo 

LDE-RNAi e a regulação especifica do gene mdr-1. Os resultados sugerem 

que a LDE é estavel e liga-se com alta afinidade aos RNAis permitindo que 

eles entrem nas células tumorais, com localização citoplasmática. Em 

conclusão, a LDE, por direcionar o RNAi a receptores de LDL favorece o 

silenciamento do gene mdr-1 por RNAi nas células MES-SA/Dx5 

aumentando sua sensibilidade a quimioterápicos. 

 

Descritores: terapia de genes, vetores genéticos, lipídeos, interferência de 

RNA, resistência a múltiplos medicamentos, neoplasias. 

 
 



 

 

Summary 

 
RUIZ, JLM. Characterization of an lipid nanoparticle resembles LDL (LDE) 
with vector for interference RNA [Thesis]. São Paulo Medical School, 
University of São Paulo, 2011. 
 

Nanoparticles are considered promising vectors for efficient and safe delivery 

of nucleic acids to specific types of cell or tissue, providing an alternative to 

viral vectors for gene therapy.  

However, most of these systems cannot target and deliver oligonucleotides 

to specific cells in vivo. The use of nanoemulsion functionally resemble low 

density emulsion could solve this problem, once particle is capable of direct 

the molecules transport to the cell through internalization in LDL receptors. 

Here, we describe a lipid system similar to low density lipoprotein, LDE, 

capable of targeting and release small interfering RNA (siRNA) to tumor cells 

in vitro and in vivo in a cell model that expresses multidrug resistance 

(sarcoma uterine cell line; MES-SA/Dx5). Were also studied the 

characteristics of uptake of the complex LDE-siRNA, as well as the 

downregulation of mdr-1 gene. 

The results suggest that LDE is stable and bind with high affinity to siRNAs 

allowing them to enter tumor cells, with cytoplasmic localization enhanced.  

In conclusion, LDE, binds to siRNA through LDL receptors, and promotes 

mdr-1 silenciament by RNAi in MES-sa/Dx5 cells, increasing their sensitivity 

to chemotherapeutics agents. 

 

Descriptors: gene therapy, genetic vectors, lipids, interference RNA, multiple 

drug resistance, neoplasm. 
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1. Introdução  

1.1 Nanopartículas utilizadas em terapia gênica 

O sucesso na cura do câncer está associado a um diagnóstico 

precoce da doença, assim como a uma terapia eficiente. Nos últimos anos, 

novas formas de diagnósticos e terapias de combate ao câncer têm sido 

desenvolvidas, aumentando as chances de diagnósticos em estágios iniciais 

da doença, potencializando as chances de cura. Nesse sentido, a 

nanotecnologia tem proporcionado uma verdadeira revolução na medicina, a 

ponto de ser utilizado o termo “nanomedicina” para esta nova abordagem 

que utiliza sistemas ou partículas de tamanhos nanométricos. 

Nanomedicina é a subdisciplina da nanotecnologia que se empenha 

para usar essa tecnologia para melhorar as terapêuticas existentes ou criar 

novas. Muitos cientistas estão desenvolvendo novas formas de combater o 

câncer, por exemplo, através da criação de nanoestruturas com exclusivas 

propriedades de internalização celular. Estas técnicas também podem ser 

estendidas às terapias existentes e a produtos que estão já regulamentados: 

como drogas, dispositivos e produtos biológicos, bem como combinação de 

produtos.  

Em termos gerais, uma partícula é considerada nanométrica quando 

apresenta um tamanho inferior a 100 nm (1 nm corresponde a bilionésima 

parte do metro); no entanto, para aplicações farmacêuticas ou biomédicas, a 
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faixa de tamanho adotada é de 5 – 1000 nm (FARAJI e WIPF, 2009; HAMIDI 

et al.,2008). 

A evolução nos métodos de síntese e no entendimento das 

propriedades das nanopartículas tem possibilitado o desenvolvimento de 

sistemas exatos de diagnósticos e de terapia do câncer, como a entrega da 

droga diretamente na célula cancerosa (sistemas de entrega de drogas ou 

vetores), diminuindo os efeitos colaterais e potencializando a ação do 

princípio ativo. Estima-se que os sistemas de entrega de drogas utilizem 

uma quantidade 100 vezes menor do agente ativo e sejam 100 vezes mais 

eficientes (JAIN, 2008). Os sistemas nanométricos oferecem como grande 

vantagem a redução ou eliminação dos efeitos colaterais das substâncias 

transportadas, pois atuam diretamente nas células cancerosas e não ficam 

livres na via sistêmica. A capacidade que as nanopartículas apresentam 

para diagnósticos em estágios iniciais de doenças e o transporte de drogas 

em forma precisa (no sentido de atingir um alvo desejado, no caso a célula 

do câncer) tem contribuído para o desenvolvimento da medicina 

personalizada, com o tratamento de cada paciente de forma individualizada 

(OZPOLAT et al., 2009). 

1.2 Nanotecnologia e terapia gênica 

A nanotecnologia aplicada à terapia genética não viral se concentra 

no desenvolvimento de alternativas para vírus como veículos ou vetores 

para a entrega de genes, para aumentar a segurança e eficiência (AZZAZY 

et. al., 2006). Vetores virais envolvem riscos que o vetor comporta 
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patogenicamente e isto restringe a dose ou quantidade de vírus que podem 

ser administrados (YEH et. al., 2005). Além disso, os vetores virais podem 

sofrer mutagênese insercional, que limita a sua utilização em ambientes 

clínicos (KAM et. al., 2005). Os investigadores estão tentando desenvolver 

alternativas não virais para a terapia gênica que possam superar as 

limitações e os perigos dos vetores virais (AAGAARD e ROSSI, 2007). Os 

vetores não-virais oferecem diversas vantagens (em relação aos sistemas 

virais), incluindo o aumento da segurança biológica, baixa imunogenicidade, 

capacidade de entregar genes de grande porte, bem como a possibilidade 

de produção em grande escala a um custo razoável (SCHROEDER et al., 

2009). No entanto, os vetores não-virais em geral não demonstram a alta 

eficiência da transfecção viral.   

Classicamente, os tratamentos envolvendo os vetores não-virais 

podem ser divididos em duas categorias: passivo e ativo (WOLF et al., 

2009). No tratamento passivo o agente terapêutico é incorporado dentro de 

uma macromolécula ou de uma nanopartícula (podendo receber também o 

nome de nanocápsula), que circulam na corrente sanguínea e são 

acumuladas dentro do tumor através do efeito de permeabilidade e retenção 

aumentadas (do inglês Enhanced Permeability and Retention, ou EPR, 

MAEDA et al., 2000). Para que as nanopartículas possam circular tempo 

suficiente dentro do organismo elas devem ser biocompatíveis, ou seja, elas 

não podem ser reconhecidas como um corpo estranho. Uma das técnicas 

mais utilizadas para aumentar o tempo de circulação no corpo é recobrir as 

nanopartículas com polietilenogligol, técnica chamada de PEGlação. 
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Alternativamente, cateteres podem ser utilizados para injetar as 

nanopartículas contendo o agente terapêutico diretamente no tumor.  

Já no tratamento ativo, o agente terapêutico é conjugado com uma 

nanopartícula que possui um ligante (anticorpo) que reconhece 

especificamente os antígenos relacionados às células do câncer (SINGH e 

LILLAR, 2009; SHEKHAR, 2009). A liberação da droga no alvo específico 

ocorre em resposta a certos estímulos, que podem ser biológicos ou 

externos. Exemplos destes estímulos são as variações de pH e de 

temperatura. O pH extracelular e intracelular em sistemas biológicos é 

extremamente afetado por doenças. Assim o pH extracelular em um tumor 

sólido tende a ser mais ácido (6,5) do que o pH do sangue (7,4) a 37°C. Em 

vista disso, vetores que sejam sensíveis às variações de pH podem ser 

utilizados para transporte e liberação de drogas no local específico. A 

temperatura é outro agente que pode ser utilizado para a liberação da carga 

em um local específico, uma vez que podem ser desenvolvidas 

nanopartículas que liberem o agente terapêutico apenas em temperaturas 

superiores a 37°C. A droga encapsulada estará circu lando na via sistêmica; 

no entanto, a aplicação do estímulo hipertérmico irá ocorrer apenas na área 

do tumor, causando a liberação apenas nesta região. 

Outros possíveis estímulos externos são os campos magnéticos e o 

ultrassom. Esses estímulos podem ser utilizados, respectivamente, em 

nanopartículas magnéticas transportadoras que podem ser direcionadas 

para locais específicos com o auxílio de um campo magnético, e em micelas 
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encapsuladoras que, depois de injetadas em um tumor, podem ser 

submetidas à sonicação, permitindo a liberação do agente terapêutico 

(GANTA et al.,2008). 

A incorporação dos agentes terapêuticos nas nanopartículas pode 

ocorrer por diversos métodos, que em muitos casos utilizam mecanismos de 

auto-organização. Os agentes terapêuticos podem, por exemplo, ser 

dispersos em uma matriz polimérica, encapsuladas no núcleo ou adsorvidas 

na superfície das nanopartículas (HANS e LOWMAN, 2009). 

Vários tipos de nanopartículas têm sido utilizados no diagnóstico e na 

terapia do câncer, como por exemplo, as nanopartículas inorgânicas 

(nanopartículas de ouro, nanopartículas magnéticas), nanopartículas 

poliméricas (micelas, quitosana), nanopartículas lipídicas sólidas, 

lipossomas, nanotubos de carbono, pontos quânticos, assim como os 

conjugados envolvendo essas nanopartículas. A Figura 1 apresenta algumas 

nanopartículas que podem ser utilizadas em terapias químicas (CHO et. al., 

2008). 
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Figura 1 : Tipos de nanopartículas para entrega de drogas. A, nanopartículas poliméricas 
em que as drogas são conjugadas ou encapsuladas num polímero. B, micelas poliméricas, 
blocos anfifílicos de polímeros com o centro hidrofóbico que permite que o polímero seja 
solúvel em água. C, dendrímeros: macromoléculas poliméricas sintéticas de dimensões 
nanométricas, que são compostas de vários monômeros altamente ramificados que 
emergem radialmente a partir do núcleo central. D, lipossomos: estruturas de 
automontagem compostas de bicamadas lipídicas nas quais um volume aquoso é 
totalmente cercado por uma bicamada lipídica membranosa. E, nanopartículas baseadas 
em vírus: na estrutura geral, são as gaiolas de proteínas. F, nanotubos de carbono: cilindros 
de carbono composto de anéis de benzeno (Modificado de CHO et. al.,2008) 

 

1.3 Nanopartículas poliméricas 

As nanopartículas poliméricas apresentam um grande potencial 

como agente transportador de agentes terapêuticos, pois a sua superfície 

pode ser modificada quimicamente, possibilitando a incorporação de genes, 

de agentes para imagem por ressonância magnética, de ligantes 

(anticorpos) que reconheçam de forma específica as células do câncer 

(FARAJI e WIPF, 2009; FRÉCHET, 2002), e de sinalizadores de morte 
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celular, possibilitando a construção de verdadeiros dispositivos 

multifuncionais. Outra característica muito interessante das nanopartículas 

poliméricas, em especial os dendrímeros, é a sua elevada razão de 

tamanho, ou seja, apresentam uma elevada área superficial por volume. As 

nanopartículas lipídicas sólidas (NLS), também chamadas de lipoesferas ou 

nanoesferas lipídicas sólidas, apresentam um tamanho entre 50 e 1000 nm, 

e são preparadas usando uma grande variedade de ácidos lipídicos, mono-, 

di- ou triglicerídeos, misturas de glicerídeos ou ceras, que são estabilizados 

por surfactantes biocompatíveis aniônicos ou catiônicos (WONG et. al., 

2007). 

Essas nanopartículas apresentam elevada estabilidade no meio 

biológico, uma vez que possuem um núcleo rígido que é sólido nas 

temperaturas ambiente e corporal, o qual é rodeado por uma camada de 

fosfolipídios. As NLS podem ser utilizadas para encapsular e transportar 

sustâncias lipofílicas, como por exemplo, a doxorrubicina e o paclitaxel. A 

liberação da carga pode ocorrer seletivamente através de hipertermia 

(FARAJI e WIPF, 2009), que provoca o rompimento da camada de 

fosfolipídios e a liberação do agente terapêutico. As nanopartículas lipídicas 

sólidas utilizam o sistema de entrega passivo, ou seja, utiliza o efeito de 

permeabilidade e retenção aumentadas (EPR) para se acumularem no 

tumor. 
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1.4 Lipossomos 

Os lipossomos são vesículas concêntricas bilamelares que possuem 

uma membrana fosfolipídica na parte externa. Essas nanopartículas podem 

ser utilizadas para transportar drogas hidrofílicas no seu núcleo hidrofílico ou 

drogas hidrofóbicas em sua camada fosfolipídica (FARAJI e WIPF, 2009). A 

natureza anfifílica, a facilidade de modificação superficial, como por 

exemplo, o revestimento com polietilenoglicol e a boa biocompatibilidade, 

possibilitam a utilização dessas nanopartículas como carregadores de 

drogas em terapias, tanto que a primeira droga baseada em nanopartículas 

aprovada pelo FDA. Trata-se de uma formação lipossomal contendo o 

agente terapêutico doxorrubicina (Doxil®), utilizado no tratamento de AIDS e 

do sarcoma de Kaposi (CHAN et. al., 2009). 

O enorme potencial para diagnósticos e para quimioterapias 

apresentado pelas nanopartículas tem-se refletido no crescimento 

exponencial do número de publicações envolvendo nanopartículas e 

sistemas de entrega de drogas. Dentro deste contexto, fica clara a 

importância que as nanopartículas desempenham no desenvolvimento de 

novas metodologias de diagnóstico e terapias do câncer, que potencializem 

os efeitos dos agentes terapêuticos e minimizem os efeitos colaterais.  

FELGNER et al. (1987), descreveram pela primeira vez a utilização 

de moléculas lipídicas com uma cabeça de grupo carregado positivamente 

para a transfecção de genes em células cultivadas. A eficiência da 

transferência de genes foi facilitada através da inclusão de uma molécula 
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lipídica neutra, como a dioleoil fosfatidiletanolamina (DOPE) na formulação. 

O método é comparável em eficiência com a maioria das outras abordagens 

não-virais para a transferência de genes in vitro, e tem sido eficaz na maioria 

dos tipos de células estudadas. 

1.5 Emulsão lipídica semelhante à lipoproteína   

Em 1993, MARANHÃO et. al., apresentaram um sistema lipídico em 

forma de emulsão (LDE), constituído por nanopartículas de, em média, 30 

nm, funcionalmente semelhantes à lipoproteína de baixa densidade (LDL, 

figura 2 e 3). Estas nanopartículas são compostas de lipídios (fosfatidilcolina, 

triglicérides, colesterol e ésteres de colesterol) em proporções conhecidas, e 

com um rendimento de produção de 50%. A facilidade de produção aumenta 

a viabilidade de fabricação em grande escala preservando suas 

características. 

Figura 2:  Lipoproteína. Representação esquemática da LDL mostrando os seus 
componentes (modificado de Encyclopaedia Britannica, Inc) 
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Figura 3:  Imagens de microscopia eletrônica de transmissão. LDL isolada por 
ultracentrifugação diferencial. (A) LDL nativa, (B) LDL oxidada com cobre, (C) LDL oxidada 
com ferro e (D) detalhe a LDL oxidada com cobre, as setas indicam o lugar de pontes 
entre as nanopartículas. Modificado de GOMEZ et. al., 2010 
 
 

 A LDE possui a mesma composição lipídica que a LDL, porém falta a 

porção proteica que pode ser obtida mediante interação com as 

lipoproteínas plasmáticas. In vitro, ela pode obter a apo-lipoproteína E (Apo-

E) transferida da lipoproteína de alta densidade (HDL). A Apo-E é uma 

molécula com maior afinidade pelo receptor de LDL do que a apo-B da LDL 

e, por este motivo, a LDE apresenta uma internalização mais eficiente que a 

LDL (MARANHÃO et. al.,1993). 

Assim, a LDE pode mimetizar a LDL e dada sua fabricação in vitro, é 

simples carregá-la com qualquer substancia lipofílica para que, quando 
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injetada in vivo, seja transportada para células com alta expressão de 

receptores para LDL.  

Além de usar a LDE para estudos de metabolismo da LDL, a mesma 

já foi testada no transporte de drogas quimioterápicas como paclitaxel, taxol, 

doxorrubicina e vimblastina. Demonstrou-se que esta nanopartícula reduz 

eficazmente os efeitos colaterais do uso sistêmico de drogas e, ainda tem 

uma eficácia maior no efeito tóxico das sustâncias carregadas (RODRIGUES 

et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2008). 

Vista a capacidade apresentada pela LDE de entrar nas células via 

receptor de LDL e de fazer-lo em maior medida em células com alta 

expressão de receptores de LDL, foi demonstrado no nosso laboratório que 

a mesma é capaz de transportar oligonucleotídios antissenso de forma 

especifica para células tumorais (BYDLOWSKY et al., 1995; LEVY, 2007). 

Desta forma, foi ampliado o campo de aplicabilidade da LDE. 

O racional para o uso da LDE como vetor para a entrega de agentes 

terapêuticos reside no fato de que as células tumorais apresentam uma 

elevada taxa de internalização de LDL, mediada por receptores específicos, 

quando comparadas com os tecidos normais. Esta superexpressão de 

receptores, em especial os receptores de LDL, pode ser explicada pela alta 

demanda de lipídios necessários para o crescimento celular e por 

mecanismos diretamente relacionados à transformação celular. Por esta 

razão, estas células constituem um alvo interessante para utilizar a emulsão 

como vetor para agentes terapêuticos. Assim, poder-se-ia atingir genes 



I n t r o d u ç ã o | 12 
 

 

expressos só em células tumorais de forma específica, com um mínimo de 

efeito em células sadias. 

1.6 Terapia gênica e RNA de interferência 

O descobrimento do silenciamento gênico mediado por RNA de 

interferência centrou a atenção no silenciamento de oncogenes para a 

terapia do câncer. O processo de silenciamento por RNA consiste na 

degradação de um RNAm específico para uma proteína, a qual se quer 

regular, conseguido mediante a entrega celular de uma molécula curta de 

RNA de dupla fita. Estas moléculas, que formam parte do complexo sistema 

de regulação gênica, têm a capacidade de destruir um RNA mensageiro 

particular de forma especifica e altamente potente (BUNCROT et. al., 2006). 

Os RNAis foram descritos há pouco tempo, em helmintos 

Caenorhabditis elegans como um mecanismo celular natural de 

silenciamento gênico pós-transcricional (TAKESHITA e OCHIYA, 2006).  

Logo se notou a possibilidade de inibir genes de interesse in vitro e utilizá-los 

como ferramenta de pesquisa. 

Em pouco tempo, o RNAi transformou-se numa poderosa técnica 

para a supressão seletiva da expressão gênica em células de mamífero, 

através da degradação catalítica dos RNAm, iniciada pelos RNAs curtos de 

dupla fita, mediante um complexo citoplasmático multiprotéico (XU et. al., 

2004b). 
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Os RNAis são um método potente de silenciamento gênico, maior 

que as moléculas antissenso ou que as ribozimas, porque são tão curtos que 

evitam a resposta do interferon e, portanto, a resposta imune, e isto 

incrementa sua aplicabilidade em pesquisa e o seu potencial terapêutico 

(KUFE et. al.,2003). 

O mecanismo da ação dos RNAis é o seguinte: quando os RNAs de 

dupla fita são introduzidos no citoplasma, esses são processados pela 

enzima DICER (uma RNAse-III), que cliva os RNA compridos de dupla fita 

em curtos fragmentos de 21-28 nucleotídeos com um extremo 5’ fosfato e 

um extremo 3’ com grupos hidroxila. Estes RNAs são chamados de RNAs de 

interferência curtos, do inglês short interfering RNA (RNAi ou siRNA), e se 

associam a um Complexo Multiprotéico de Silenciamento Induzido pelo RNA 

(RISC) (RANA, 2007; PAI et. al.,2006). 

O RNAi guia o RISC a um RNAm homólogo, produzindo a clivagem 

endonucleolítica por Slicer (Argonauta-2), uma enzima que se encontra 

dentro do complexo RISC. O RNAm alvo é clivado em um sítio simples no 

centro do duplex, formado pelo RNAm e o RNAi, resultando no 

silenciamento gênico. Este processo de silenciamento é altamente 

sequência especifica e também muito eficiente, porque a cadeia antissenso 

do RNA de dupla fita fica protegida dentro do complexo RISC e, portanto, é 

conservado como um catalisador para degradar cópias adicionais de RNAm 

alvo (PAI et. al.,2006). O mecanismo pode ser mais bem entendido 

observando a figura 4. 
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Figura 4:  Mecanismo de ação dos RNAs de interferência. O heterodímero Dcr-2/R2D2 se 
une ao RNAi que contém o dinucleotídeo sobressalente em 3’. Ago2, o componente central 
do RISC, desloca o Dcr-2/R2D2. Este transfere o RNAi de dupla fita para Ago-2 com o 
concomitante clivado da fita passageira. A fita guia é utilizada pelo RISC para clivar o RNAm 
alvo. As setas rosa representam a via do shRNA (A). As setas verdes representam a via 
para os RNAs longos de dupla (dsRNA)(B) e as setas amarelas representam as vias para 
os RNAis curtos (siRNA)(C), (Modificado de CHEN et al., 2007) 

 

Para construir os RNAis deve-se levar em consideração os seguintes 

parâmetros:  

1) O baixo conteúdo de grupos G/C dentro da região do RNAm alvo. 

Isto está relacionado com uma maior eficiência de silenciamento pelo RNAi. 
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É recomendada uma quantidade de 30-52% de G/C para a construção do 

RNAi (REYNOLDS et. al.,2004). 

2) As sequências de RNAis que contém repetições inteRNAs ou 

palindrômicos podem formar estruturas inter-RNAs em forma de pregas. As 

estruturas similares a harpin loops podem existir em equilíbrio com as 

formas de dupla fita, reduzindo a concentração efetiva e o potencial de 

silenciamento do RNAi. A estabilidade relativa e a propensão a formar 

hairpins internos podem ser estimadas pela temperatura de anelamento pré-

determinada (Tm). Sequências com altos valores de Tm podem favorecer 

estruturas de harpin, sendo sugerida uma Tm menor a 20°C (REYNOLDS et. 

al.,2004). 

1.7 Vetores para RNAi  

Existem várias formas em que se pode gerar o RNAi dentro da 

célula. Uma delas consiste da síntese química dos RNAis e a posterior 

entrega nas células-alvo. A outra é por vetores que produzem duas cadeias 

complementares de RNA separadas, ou produzindo um curto RNA em forma 

de grampo (shRNAs). Os shRNAs  são processados  in vivo pela Dicer, para 

gerar um RNAi ativo. O uso de plasmídeos ou vetores virais permitem a 

introdução de promotores sensíveis a drogas ou tecido-específico para 

limitar a expressão ao tecido-alvo ou a um período de tempo desejado 

(BARTEL et. al.,2004, DEVROE e SILVER, 2004). 

Para construir RNAis tipo grampo (harpin RNAi), um pequeno inserto 

de DNA (aproximadamente 70bp) codificando o RNA harpin que tem por 
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alvo o gene de interesse, é clonado dentro de um vetor plasmídeo ou viral 

contendo um promotor (por exemplo, o promotor U6 ou H1). O vetor assim 

formado pode ser transferido para dentro da célula e esta passa a expressar 

um curto RNA harpin. Este é, então, rapidamente processado pela 

maquinaria celular em RNA de dupla fita, de 19-29 nucleotídeos de 

comprimento. Os RNAis baseados em vetor apresentam algumas vantagens 

sobre os RNAis sintéticos, pois permitem: (1) estabelecer linhagens 

celulares estáveis; (2) uma fácil manipulação e uma alta estabilidade; (3) 

estabelecer linhagens de animais transgênicos para RNAi; (4) estabelecer 

sistemas de expressão induzíveis; e (5) são mais econômicos (o plasmídeo 

de DNA pode ser facilmente regenerado) (WANG e MU, 2003). 

Apesar destas vantagens, eles apresentam algumas desvantagens 

que inviabilizam seu uso com fins terapêuticos, como o alto custo de 

produção em quantidades suficientes de RNAis puros para uso em 

humanos, a atividade transitória in vivo e, em alguns casos, a distribuição 

dos RNAis a tecidos fora do alvo. Estas limitações podem ser superadas 

pelo uso de vetores lipídicos para RNAis sintéticos (WADHWA et. al., 2004). 

Os vetores não virais podem ser adaptados para entrega sistêmica e 

específica a tecidos e são muito simples de trabalhar (BARTEL et. al., 2004). 

Na tabela 1 apresenta-se alguns tipos de nanopartículas utilizadas 

como vetores para RNAi. 
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1.8 Vetores lipídicos para RNA de interferência 

Os RNAis, por serem altamente hidrofílicos e apresentar átomos 

carregados, não conseguem atravessar as membranas celulares. Por isso, 

tem que ser usado algum método de entrega de RNAi às células in vitro, tais 

como lipídeos catiônicos, eletroporação ou, simplesmente, por modificações 

nos próprios RNAis tais como conjugação com colesterol para transformá-los 

em moléculas lipofílicas (LORENZ et. al., 2004; SOUTSCHEK et. al., 2004; ; 

WOLFRUM et al., 2007; DE PAULA et. al., 2007). Porém, entregar RNAi in 

vivo é mais difícil, devido ao fato de terem que ser direcionados para o 

tecido-alvo, para conseguir uma ação terapêutica (CHIEN et. al., 2005). 

Os vetores lipídicos conseguem transportar RNAis protegendo-os da 

degradação por enzimas plasmáticas, até atingir a célula-alvo, com  a qual 

se funde liberando o material transportado e possibilitando a sua ação. Só 

não conseguem distinguir um alvo particular, mas isso é facilmente 

solucionado com modificações que conferem maior afinidade por certas 

células.   
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Muito rapidamente aparecem novos vetores lipídicos 

nanoparticulados que são modificados na sua composição, para dotá-los de 

afinidade por diferentes células-alvo. Nas moléculas antissenso, viu-se que 

estas podiam ser ligadas e transportadas quando tinham alguma 

modificação lipofílica, como uma molécula de colesterol. Muitos trabalhos 

demonstram que os oligonucleotídios conseguem atravessar a membrana 

plasmática quando são ligeiramente lipofílicos (LORENZ et. al., 2004; UENO 

et. al., 2008). 

In vivo, estas moléculas são carregadas pelas lipoproteínas que 

naturalmente atuam como transportadoras de colesterol (LDL e HDL) 

(HAMMEL et al., 2003). Quando isoladas, a LDL e HDL podem ser utilizadas 

como vetores para moléculas lipofílicas (BUNGE et. al., 2009; HAMMEL et. 

al., 2003; KADER et. al.,1998; KADER e PATER, 2002). Porém, a 

purificação destas lipoproteínas é complexa e isto inviabiliza sua utilização 

como vetores. 

1.9 Inibição do gene mdr-1 por RNAi 

Um dos maiores problemas do tratamento do câncer é a perda do 

efeito antitumoral nos quimioterápicos depois de repetidas doses. A 

resistência a drogas pode ser definida como a habilidade das células 

neoplásicas de sobreviverem à exposição a agentes tóxicos em doses 

máximas toleradas por tecidos normais e refere-se à resistência simultânea 

a uma variedade de agentes citotóxicos que apresentam diferentes sítios de 

ação e estruturas químicas diversas (BELL et al., 1985, FLETCHER et al., 
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2010). Isto é devido principalmente à expressão de genes de resistência nas 

células tumorais. 

O mais estudado destes genes é o ABCB1 ou mdr-1, que causa o 

fenótipo de resistência a múltiplas drogas em pacientes tratados com 

quimioterápicos e codifica uma proteína de alto peso molecular, a P-

glicoproteína (P-gp), a qual apresenta múltiplas isoformas codificadas por 

famílias do gene mdr (mdr-1, mdr-2, mdr-3) (MADDEN et. al.,1998). No 

entanto, a isoforma conhecida em seres humanos por conferir resistência a 

drogas é codificada pelo gene mdr-1.  

Há muitos trabalhos que têm por alvo o gene mdr-1 e que 

apresentam inibição parcial do mesmo, tanto in vitro quanto in vivo. Os 

principais métodos utilizados são oligonucleotídios antissenso (THIERRY et. 

al.,1993; ALAHARI et. al.,1996; MOTOMURA et. al.,1998), que são 

introduzidos nas células e assim bloqueiam o RNAm em diferentes níveis 

(JEKERLE et al., 2005). 

Mais recentemente, os RNA de interferência têm sido utilizados para 

bloquear a expressão do gene mdr-1 em células de carcinoma de mama (XU 

et. al., 2004a), hepatoma (CHEN et. al.,2006), células de leucemia 

eritroblástica (PENG et. al., 2004), linhagem celular de carcinoma (STEGE 

et. al., 2004), carcinoma pancreático (NIETH et. al., 2003) e para produção 

de camundongos transgênicos (knock out) para o gene mdr-1 (MATSUI et. 

al., 2005). 
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Devido à potência de inibição dos RNAis e ao potencial do vetor LDE 

propusemos neste trabalho estudar um sistema de inibição da expressão do 

gene mdr-1 e reversão do fenótipo de resistência a múltiplas drogas, 

avaliando a capacidade da LDE de entrega in vivo de RNAi. 
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2. Objetivos 

 

 

 

Aprofundar o estudo dos mecanismos de silenciamento gênico, 

através de RNA de interferência, aprimorando novas ferramentas para a sua 

utilização in vivo, no caso uma nanoemulsão lipídica capaz de ligar a 

receptores B/E. 

Caracterizar a ligação de colesterol-RNAi a uma nanoemulsão 

lipídica (LDE). 

Verificar as propriedades de inibição da expressão do gene mdr-1 em 

células tumorais pelo complexo colesterol-RNAi complexado ou não à 

emulsão lipídica. 
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3. Métodos 

3.1 Preparo de LDE  

Foi preparada uma mistura contendo 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg 

de oleato de colesterol, 1 mg de trioleína, 0,5 mg de colesterol livre e 65 µCi 

de [3H] colesteriloleil éter (atividade específica, 30-60 Ci/mmol). Os lipídeos 

foram dissolvidos em etanol, que foi evaporado sob fluxo de nitrogênio e 

incubado por 14-16 horas em dessecador a 4ºC para a completa eliminação 

do solvente. Os lipídeos foram então ressuspensos em 10 ml de tampão (10 

mM Tris.HCl, pH 8.0 e 100 mM KCl), e sonicados continuamente por 180 

minutos sob fluxo de nitrogênio e temperatura abaixo de 52ºC. A suspensão 

de lipídeos emulsificada foi então separada por ultracentrifugação em 

ultracentrífuga Beckman® a 49.000 x g por 24 horas a 4°C em rotor 80Ti. A 

LDE purificada pela ultracentrifugação foi dialisada para eliminação do KBr e 

esterilizada por passagem em filtro com diâmetro de poro de 0,22 µm 

(Millex-HA) (MARANHÃO et. al.,1993).  

A concentração da LDE foi calculada com base na concentração de 

seu maior componente, a fosfatidilcolina (PC), sabendo que a produção de 

LDE tem rendimento de 50%. 
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3.2 Preparo de HDL plasmáticas humanas como doadora  de apoE 

A preparação de LDL e HDL nativa foi feita a partir de plasma 

humano, obtido de doadores de sangue saudáveis, após fracionamento do 

sangue de acordo com o método de HAVEL (1955). Adicionou-se ao plasma 

benzamidina, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), nas concentrações finais de 2mM, 1mM e 

1mg/ml, respectivamente. A densidade do plasma foi ajustada inicialmente 

de 1,006 g/ml (densidade normal do plasma) para 1,063 g/ml com brometo 

de potássio (KBr), na quantidade calculada de acordo com a fórmula de 

RADDING e STEINBERG (1960). Após homogeneização, as amostras foram 

ultracentrifugadas como descrito anteriormente para o preparo de LDE. Após 

ultracentrifugação, o material de cor alaranjada (LDL) contido na porção 

superior do tubo (densidade inferior a 1,063 g/ml) foi aspirado; desprezou-se 

a porção incolor intermediária, e a porção esverdeada presente no fundo do 

tubo foi também aspirada. A densidade do material que contém a LDL foi 

determinada e ajustada para 1,006g/ml com solução salina. Este material foi 

novamente ultracentrifugado nas mesmas condições descritas acima. A 

fração de densidade superior a 1,006g/ml foi coletada e dialisada 

extensivamente contra tampão de 150mM de cloreto de sódio (NaCl) por 48 

a 72h. A densidade do material que contém a HDL foi ajustada para 

1,215g/ml com KBr. Este material foi novamente ultracentrifugado nas 

mesmas condições descritas acima. A porção amarela correspondente a 

HDL foi coletada e dialisada contra tampão de 150 mM de cloreto de sódio 

(NaCl) por 72 h. A concentração de proteína, tanto da LDL como da HDL 
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purificadas, foi determinada pelo método de LOWRY et al., (1951). O 

material foi esterilizado por passagem em filtro de 0,22 µm e armazenado a 

4°C sob atmosfera de nitrogênio até o momento de su a utilização (HAVEL et 

al.,1955). 

3.3 Preparo de soro deficiente de lipoproteína (LPD S)  

O plasma total colhido com EDTA como anticoagulante (densidade 

inicial de 1,006 g/ml) foi ajustado para uma densidade final de 1,215 g/ml 

com KBr, de acordo com a fórmula de RADDING e STEINBERG (1960). 

Centrifugou-se a 60.000 rpm por 36 horas a 4ºC em rotor 80Ti. Após 

ultracentrifugação, duas fases foram observadas: a porção superior, 

correspondente às lipoproteínas, e a porção inferior, correspondente ao 

plasma LPDS. Coletou-se cuidadosamente a porção inferior e dialisou-se 

extensivamente contra cerca de 20 litros de 150 mM NaCl por 48 a 72 horas 

(quatro trocas de tampão de diálise de 5 litros cada). Após a diálise, o 

plasma deficiente de lipoproteína foi convertido em soro deficiente de 

lipoproteína pela adição de trombina [10 US (NIH) unidades/ml] e incubado a 

4ºC por 24 horas. O coágulo resultante foi removido por centrifugação a 

18.000 rpm por duas horas a 4ºC. O soro foi esterilizado por filtração em 

filtros de 0,45 µm (Millex-HA). Mediu-se a concentração de proteína pelo 

método de LOWRY (1951), e ajustou-se para 50 mg/ml com 150 mM NaCl 

estéril. O LPDS foi aliquotado esterilmente e mantido congelado a -70ºC até 

o momento de sua utilização (GOLDSTEIN et. al.,1983). 

 



M é t o d o s | 25 
 

 
 

3.4 Cultura de células de sarcoma uterino resistent es a quimioterápicos 

Células de sarcoma uterino humano MES-SA/Dx5 (ATCC CRL- 1977) 

(WESOLOWSKA et al., 2005), resistentes à doxorrubicina, foram cultivadas 

em meio McCoy's 5A (Sigma-Aldrich, EUA) contendo SFB 10% (Gibco, 

EUA), 100 U/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina, 26,4 mM bicarbonato 

de sódio (HARKER et. al.,1983; HARKER e SIKIC, 1985). Estas células 

cresceram em incubadora com atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. A não ser 

quando especificado, estas células foram sempre mantidas neste ambiente. 

As células resistentes foram cultivadas em seus respectivo meis de cultura, 

acrescidos de 4 mM doxorrubicina (Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma) 

para a manutenção do fenótipo MDR. O fármaco somente foi retirado do 

meio durante a realização dos experimentos. 

3.5 RNAi 

Foram usadas duas seqüências diferentes de RNAi: MDR-A, que tem 

por alvo os nucleotídeos 504 até o 524 do gene mdr 1 (número de acesso no 

Gene Bank: M14758) e MDR-B, do nucleotídeo 3050 até o 3070, que foram 

previamente descritos por WU et al. (2003) e NIETH et al. (2003) 

respectivamente, e cujas sequências são descritas na tabela 1. Também foi 

utilizada uma sequência scrambled (MDR-S), sem homologia com RNAm de 

mamíferos. Os RNAi possuíam uma molécula de colesterol em 3’ para torná-

los lipofílicos.  Os RNAi foram ou não complexados com a nanoemulsão 

lipídica (LDE), empregando-se o mesmo método anteriormente descrito para 

oligonucleotídios (BYDLOWSKI et. al.,1995;  LEVY, 2007). O MDR-A2 
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corresponde à sequência do MDR-A contendo uma extremidade com um 

grupo amina em lugar de FITC. As sequências são apresentadas na tabela 

2. 

 

3.6 Teste de citotoxicidade dos RNAi e da LDE 

Para determinar o grau de toxicidade que os compostos apresentam 

em cultivos celulares, foi realizado um ensaio de viabilidade celular. Células 

de sarcoma uterino resistentes foram cultivadas em meio de cultura McCoy´s 

5A, semeadas em placas de 96 poços (Corning, EUA) com 1x104 células 

por poço, em triplicata. As células foram incubadas com diferentes 

concentrações de RNAi (de 0,01 nM a 100 nM) por 3 dias consecutivos. 

Após 72 horas foi feita a quantificação de células viáveis pelo método MTT 

(CARMICHAEL, 1987). 

Em outros experimentos, as células foram incubadas com diferentes 

concentrações de LDE (de 2,64 nM até 2,64 mM) por 3 dias consecutivos 

(CUCCO e CALABRETTA,1996). Ao final do experimento, a viabilidade foi 

examinada pelo método de MTT. 
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3.7 Análise de ligação dos RNAi com a LDE 

Para averiguar se os RNAis estavam se ligando à LDE e determinar 

as concentrações ótimas de ligação, foi feito um ensaio de retardo da 

migração dos RNAis em gel de agarose. Para isto, os RNAis foram 

incubados com diferentes proporções com a LDE e depois submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 1%, seguido de corrida a voltagem 

constante por 45 minutos.  

Para estabelecer a constante de ligação entre os RNAis e a LDE foi 

realizada titulação dos RNAis com LDE. A presença do FITC nos RNAis 

permitiu a utilização do fluorímetro para detectar a ligação entre RNAi e LDE. 

Estes experimentos foram conduzidos no Laboratório de Biologia Estrutural 

da Faculdade de Química da Universidade de São Paulo, com a colaboração 

da Profa. Dra. Shirley Schreier. Utilizou-se um espectrofluorômetro Hitachi 

F4500 (Tokyo, Japan). Como comprimento de onda de excitação utilizou-

se 488 nm. Os parâmetros de leitura foram: voltagem de leitura 700 V; split 

(Ex/Em) de 5 nm/5 nm; velocidade de leitura de 60 nm/min e duas leituras 

por amostra. Utilizou-se concentração fixa de RNAi e titulou-se LDE até se 

encontrar o ponto de saturação. Obtiveram-se diferentes espectros de 

emulsão; conforme aumentava a concentração de LDE, mais fluorescência 

era emitida, até chegar ao ponto em que não ocorria mais aumento da 

fluorescência (SCHREIER et. al., 2000). 

Tendo-se o espectro da LDE e do complexo RNAi/LDE, foi realizada 

a subtração dos espectros do complexo RNAi/LDE com os respectivos 
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espectros da LDE, para assim evitar que o espalhamento de luz, que a LDE 

promove, causasse erro na análise dos dados. Calculou-se a concentração 

molar de PC existente em cada titulação, sendo os dados expressos em 

função da concentração de PC da LDE. 

Para determinar a constante de ligação (Kb), os resultados foram 

analisados de forma análoga à cinética enzimática michaeliana. A Kb foi 

calculada utilizando-se a média entre o valor médio de fluorescência na 

saturação do RNAi/LDE e o valor do RNAi sozinho. O valor de fluorescência 

obtido foi, então, projetado no eixo X. Desta forma, foi obtido um valor da 

concentração de PC. A constante foi determinada dividindo-se 1 pelo valor 

obtido de PC. 

3.8 Analise do tamanho da emulsão lipídica (LDE) e do potencial Z 

O tamanho das nanopartículas em emulsões de diferentes lotes 

usados nos experimentos foi determinado por dinamic laser light scattering 

ou DLS (Zeta Pals, EUA). Este equipamento contém laser de estado sólido 

de 15 mW, com coeficiente de difusão de 10-6 a 10-9 cm2/s, e ângulo fixo de 

90º, e é capaz de medir a variação de tamanho de 2 nm até 3 µm. Para 

realizar as medições, diluíram-se as emulsões em Tris 0,1N com posterior 

análise por espalhamento de luz. Também foi determinado se o RNAi 

complexado na LDE modificou o tamanho desta. 

Para analisar a estabilidade de tamanho na LDE foram realizadas 

medições de diferentes lotes da LDE em diferentes tempos de preparação. 
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Foram utilizadas emulsões com 1 dia e 1, 3, 4, 5 e 6 meses após a 

produção. 

As medições de potencial Z foram realizadas num Zeta Potential 

Analyser (Zeta Pals, EUA) da mesma forma descrita para as medições de 

tamanho, porém, utilizando uma cuba com eletrodo de paládio (ZHANG et 

al., 2008).  

3.9 SAXS 

Mediante espalhamento de raios X a baixos ângulos (SAXS) foi 

estudada a ligação da LDE com os RNAi para posterior formulação de um 

modelo do complexo RNAi/LDE.  

Os experimentos foram realizados no equipamento NANOSTARTM 

(Bruker) localizado no Laboratório de Física da Universidade de São Paulo 

em colaboração com o Prof. Dr. Cristiano Oliveira. As amostras liquidas 

foram expostas a raios X usando capilares de quartzo, utilizando como 

branco os tampões das amostras. Os dados foram obtidos após varias 

exposições de 3600 s cada uma. O tratamento dos dados foi realizado 

utilizando o software SUPERSAXS (OLIVEIRA e PEDERSEN, não 

publicado).  

3.10 Microscopia eletrônica de transmissão 

Para observar e mensurar as nanopartículas, foi utilizado 

microscópio eletrônico de transmissão com o auxilio da Dra. Silvia Carneiro 

do Laboratório de Biologia Celular do Instituto Butantan.  Foram aplicadas 
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alíquotas de 15 uL LDE e RNAi/LDE sobre uma grade revestida de 

parlodium/carbono por 2 minutos e, em seguida, o excesso de liquido foi 

retirado deixando uma pequena quantidade para evitar que secasse.  

A coloração negativa foi realizada com 2% de acido fosfotúngstico,  

pH 7,2 por 10 s e depois foi secado em temperatura ambiente. As grades 

foram examinadas em microscópio eletrônico de transmissão LEO 906E 

(Zeiss, Alemanha) a 80kV de tensão de aceleração (GÓMEZ et al., 2010). 

As imagens foram adquiridas mediante  câmera TV VarioCam, através do 

programa KS 300 e salvas em extensão TIF. As imagens foram analisadas 

com o software ImageJA 1.43h (http://rsb.info.nih.gov/ij).  

3.11 Análise de internalização celular dos RNAi  

Para demonstrar a entrada dos RNAis nas células e determinar a 

capacidade da LDE no seu transporte, foram realizadas imagens em 

microscopia de fluorescência e em microscopia confocal de células 

incubadas com RNAi e RNAi/LDE por 24 e 48 horas. A aquisição das 

imagens foi realizada em microscópio de fluorescência Olympus BX51 

System Microscope (Olympus) e a microscopia confocal foi feita em 

microscópio confocal Fluoview FV10i (Olympus). As imagens foram 

processadas e analisadas mediante o software Zeiss LDM Image Browser 

V3.2.0.115 (CarlsZeiss). 
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3.12 Marcação de RNAis com Tc-99m 

Para poder quantificar os RNAis em relação à captação celular in 

vitro e à biodistribuição in vivo, foi necessária a modificação dos RNAis com 

um radiomarcador. Isto foi realizado no Laboratório de Marcadores Tumorais 

do Instituto de Medicina Nuclear da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo com o auxilio do Dr. Fábio Marques. Nestes experimentos 

foram utilizados RNAis com uma molécula de colesterol na extremidade 3’ e 

um grupo 6-amino na extremidade 5’ da fita senso. A fita senso do RNAi  foi 

dissolvida em água livre de RNAse a uma concentração de 1 µg/µL e foi 

misturada com um volume igual de tampão bicarbonato de sódio 0,5 M (pH 

8,5). Logo foi acrescentada uma solução fresca de DTPA (ácido 

difenilodietilenodiamínico) anidro em dimetilformamida (DMF, 10mg/ml) gota 

a gota, até atingir uma proporção molar de 20:1 (DTPA:iRNA).  

Após 60 minutos em temperatura ambiente, a mistura foi purificada 

por cromatografia de gel filtração em coluna Sep-Pak C18 mediante eluição 

com 10 ml de acetonitrilo de grau HPLC e lavada com uma alíquota de 20 ml 

de água estéril filtrada. A mistura de reação foi diluída a 1 ml com água, e a 

amostra completa foi aplicada na coluna. A coluna foi lavada com as 

seguintes soluções: 10 ml de bicarbonato de amônia 25 mM (pH 8,5), 10 ml 

de bicarbonato de amônia 25 mM/5% de acetonitrilo e duas vezes com 10 ml 

de água/5% acetonitrilo. O RNAi foi eluído com 4 lavagens de 1ml de 

água/30% acetonitrilo. Foram coletadas frações de 1 ml e quantificadas a 

260 nm em espectrofotômetro. As frações contendo o RNAi foram colocadas 
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em tubos de 1,5 ml na concentração de 1µg/ml, secas em evaporador 

centrifugo SpeedVac (Sabant AES 1010 SpeedVac) e estocados a –20 oC 

até o uso (ZHANG et. al.,2000). 

O DTPA-RNAi sólido (10 µg) foi dissolvido em 60 µl de acetato de 

amônio 0,25 M, pH 5,2 e foram adicionados 12 µl de bicarbonato de sódio 

0,5 M, 0,25 M de acetato de amônio, 0,175 M de hidróxido de amônio (pH 

9,2) para atingir pH final de 7,6. Após a adição de 74-111 MBq de 99mTc-

pertecnetato, foram acrescentados 3-4 µl de uma solução fresca de 

SnCl2.2H2O (1 mg/ml em 10 mM de HCl). A solução foi incubada à 

temperatura ambiente por 30-60 min. O RNAi marcado foi purificado em 

coluna P4 com 50 mM PBS, pH 7.2. Após purificação por P4, os RNAis 

radiomarcados foram analisados por HPLC por exclusão de tamanho usando 

um coluna Superose-12 1 × 30 cm (Pharmacia, Piscataway, NJ) em linha 

com um detector UV e detector de radioatividade (Flow Scintillation Analyzer, 

Radiomatic 610TR, Software ProFSA, PerkinElmer, USA) usando fosfato de 

sódio 0,1 M, pH 7,2 como eluente. 

3.12.1 Presença intracelular de RNAi 

A presença dos RNAis radiomarcados nas células MES-SA/Dx5 foi 

analisada como descrito a seguir. Foram plaqueadas 1x104 células/poço em 

placas de 96 poços e mantidas em estufa a 37ºC por 24 h. No dia seguinte 

foram adicionados os 99mTc-RNAis e  99mTc-RNAi/LDE aos poços, na 

concentração final de 5 nM de RNAi. Para realizar a cinética de acúmulo, o 

tempo de adição foi graduado (36, 24, 16, 6, 4, 2, 1, 0,5, 0,15 e 0 h), de 
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forma tal que o final de cada tempo coincidisse e, desta maneira, que a 

coleta ocorresse simultaneamente no final do estudo de captação. Na coleta, 

o meio radioativo foi aspirado e estocado; cada poço foi, então, lavado duas 

vezes com 1 ml de PBS. As células foram lisadas com 1 ml de hidróxido de 

sódio 0,2 N e 1% de dodecil sulfato sódico de modo a garantir uma completa 

recuperação da radioatividade. A radioatividade associada às células foi 

expressa em função do tempo de incubação.  

3.12.2 Biodistribuição dos RNAi radiomarcados (99mT cRNAi/LDE) em 

camundongos  

 A entrega in vivo de RNAis marcados com tecnécio foi testada em 

camundongos C57BL6 com xenoenxertos de tumores de melanoma de 

células B16F10 (JACOB et. al., 2004). Foram utilizados 8 camundongos 

fêmeas (variação de peso corporal, 25-30 g) que receberam 1 x 106 células 

B16F10 em 0,1 ml por via subcutânea na coxa direita. Após 14 dias, quando 

os tumores apresentavam não mais que 1 cm em qualquer dimensão, 100 

µCi de 99mTc RNAi foi administrado por injeção na veia da cauda. Quatro 

animais receberam 99mTc RNAi, enquanto outros 4 receberam 99mTc RNAi 

/LDE. Em diferentes tempos (1, 2, 12 e 24 horas) os animais foram 

sacrificados, e os órgãos foram removidos e pesados. A radioatividade 

presente em cada órgão foi contada em um contador gama (NaI Tl), junto 

com amostras de sangue de volume conhecido e uma alíquota do material 

injetado. A biodistribuição de radioatividade foi expressa em percentagem da 

dose injetada por grama (% ID). 
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3.13 Análise da expressão do gene mdr-1  

3.13.1 Extração de RNA total  

Células de sarcoma uterino resistentes foram contadas e coletadas 

por centrifugação a 1.850 rpm por 10 minutos à temperatura ambiente. Foi 

adicionado 1 ml de TRIzol (Invitrogen, EUA) para cerca de 5-10 x 106 células 

e homogeneizou-se bem com uma pipeta. Incubou-se por 5 minutos à 

temperatura ambiente. Adicionou-se 200 µl de clorofórmio e agitou-se 

vigorosamente por 15 segundos, seguido de repouso por 3 minutos à 

temperatura ambiente. Centrifugou-se a 12.000 x g por 15 minutos a 4ºC. A 

fase aquosa foi transferida para um novo tubo previamente esterilizado. 

Adicionou-se 500µl de isopropanol e incubou-se por 10 minutos à 

temperatura ambiente. Centrifugou-se a 12.000 x g por 10 minutos a 4ºC e o 

sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 

75% em água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e homogeneizou-se 

em vórtex, suavemente, por 15 segundos. Centrifugou-se a 7.500 x g por 5 

minutos a 4 ºC, descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi colocado 

para secar por 15 minutos à temperatura ambiente e dissolvido em 50 µL de 

água tratada com DEPC (CHOMCZYNSKI E SACCHII, 1987; SAMBROOK 

et al., 1989). 

3.13.2 PCR em tempo real 

O PCR em tempo real foi utilizado para a análise da expressão 

gênica do gene MDR, através da metodologia de transcrição reversa 

seguida de reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (LEE 



M é t o d o s | 35 
 

 
 

et. al.,1996;. LEE et. al.,1997) A expressão de cada mRNA foi normalizada 

em relação à expressão do gene da β2-micro-globulina. De acordo com 

instruções do fabricante do aparelho “Rotor-Gene RG 3000” (Cobertt 

Research), os ensaios foram realizados em duplicata e a variação no valor 

de CT entre as duplicatas não ultrapassaram 0,5. Todos os ensaios 

utilizaram amostra-referência e um controle de amplificação ao qual não foi 

adicionado amostra. Os experimentos de PCR em tempo real foram 

realizados utilizando-se 500 ng de RNA e o  SuperScript III Platinum SYBER 

Green One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen), em volume final de 12,5 µl. A 

condição usual de programação dos ciclos foi 50oC por cinco minutos para 

síntese de cDNA, 95oC por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95oC por 15 

segundos e 60oC por 30 segundos. Foi realizada curva de dissociação no 

intervalo de variação de temperatura 50 a 99 oC, sendo 1oC por etapa de 30 

segundos. 

Os primers utilizados foram: 

Β2MG-S:  5’- ACC  CCC  ACT  GAA  AAA  GAT  GA – 3’  

Β2MG-AS:  5’- ATC  TTC  AAA  CCT  CCA  TGA  TG – 3’ 

MDR1-S: 5’- CCC  ATC  ATT  GCA  ATA GCA GG – 3’ 

MDR1-AS: 5’- GTT  CAA  ACT  TCT  GCT CCT GA – 3’ 

Para calcular a quantificação relativa foi utilizado o método ∆∆CT, que 

usa a seguinte fórmula: ∆CT = CT gene alvo – CT gene endógeno, ∆∆CT = 
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∆CT do gene alvo - ∆CT do gene endógeno. O número de vezes que ocorre a 

mudança da expressão gênica é calculado como 2-∆∆CT (LIVAK et. al.,2001). 

3.14 Verificação de reversão do fenótipo de resistê ncia a múltiplas 

drogas 

3.14.1 Verificação da alteração na expressão do gen e mdr1 

A reversão do fenótipo MDR foi verificada através da análise de 

alterações na expressão de P-glicoproteína utilizando a técnicas de RT-

PCR, como descrito anteriormente, comparando-se os resultados com os 

obtidos com as células não tratadas com RNAi e com o complexo RNAi/LDE. 

3.14.2 Verificação da sensibilidade à doxorrubicina  

Cerca de 5 x 103 células (MES-SA-Dx5 resistentes e tratadas) foram 

incubadas com diferentes concentrações de doxorrubicina por 72 horas em 

estufa de CO2 a 37 ºC em meio de cultura com LPDS 10%. Após o tempo de 

cultura, foi determinada a viabilidade celular mediante o método de MTT 

comparando com um controle de células que não foram expostas à 

doxorrubicina. Verificou-se o índice de sobrevivência e determinou-se o IC50 

para cada tratamento. 

3.14.3 Verificação da função da P-gp 

Para estimar a funcionalidade da P-gp após tratamento com RNAi e 

RNAi/LDE, 1 x 105 células MES-SA-Dx5 foram semeadas em placas de 6 

poços contendo uma lamínula circular de 13 mm. Às 24 horas foram tratadas 
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com 5 nM de RNAi e RNAi/LDE e 48 depois foram incubadas por 1 hora com 

1µM de doxorrubicina. Após o tratamento, foram lavadas duas vezes com 

PBS e incubadas em meio de cultura por 3 horas para permitir a extrusão da 

doxorrubicina. No final, as lamínulas foram fixadas em paraformaldeído 0,4% 

por 20 min e montadas em lâminas usando glicerina tamponada. As lâminas 

assim preparadas foram observadas em microscópio confocal e as imagens 

analisadas mediante software Zeiss LDM Image Browser V3.2.0.115 

(CarlsZeiss). 

Para quantificar a extrusão de doxorrubicina, 1 x 105 células MES-

SA-Dx5 foram semeadas em placas de 6 poços, as 24 horas foram tratadas 

com 5 nM de RNAi e RNAi/LDE e 48 horas depois, foram incubadas por 1 

hora com 1µM de doxorrubicina. Após o tratamento, foram lavadas duas 

vezes com PBS e incubadas em meio de cultura por 3 horas para permitir a 

extrusão da doxorrubicina. Ao termino, as células foram soltas mediante 

EDTA e foram analisadas em citômetro de fluxo BD FACSCalibur™ (BD 

Biosciences, CA, EEUU). 

3.15 Análise estatística  

A análise dos dados foi realizada com o software GraphPad Prism V5 

(©GraphPad Software Inc.). Foi realizada a estatística descritiva e os dados 

foram expressos como média ± desvio padrão. Quando foram comparados 

tratamentos foi realizado o teste de ANOVA considerando p<0,5 como 

significativo e para a análise dos dados de expressão gênica foi utilizado o 

teste não paramétrico de Crustal-Wallis. 
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4. Resultados 

4.1.1 Teste de citotoxicidade dos RNAis.  

Os RNAis mostraram-se inócuos para as células após 72 horas de 

incubação em todas as concentrações estudadas (figura 5). Sendo as 

concentrações de uso de 5 e 10 nM podemos afirmar que os RNAis não 

foram tóxicos para as células. 

Figura 5:  Viabilidade celular após tratamento com diferentes concentrações 
de RNAis em células MES-SA/DX5 após 72 horas de incubação, determinado 
pelo método de MTT  

 

4.1.2 Teste de citotoxicidade da LDE 

A LDE apresentou uma toxicidade baixa, com um IC 50 de 120 µM. 

Determinou-se, então, que a LDE seria usada em concentrações de 66 µM. 
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Nestas concentrações a LDE torna-se saturada de RNAi e permanece com  

baixa toxicidade (figura 6). 

Figura 6:  Viabilidade celular após tratamento com diferentes concentrações 
de LDE em células MES-SA/DX5 após 72 horas de incubação, determinado 
pelo método de MTT 

 

4.2 Análise de ligação dos RNAis com a LDE 

 Como se pode verificar na fotografia do gel de agarose (figura 7), foi 

possível determinar que os RNAis ligam-se à emulsão, já que ao aumentar a 

razão de emulsão misturada com RNAi, é observado que mais RNAi 

permanece retido no início do gel e não apresenta migração, devido ao fato 

de a emulsão ter um tamanho que a impede de migrar. Mediante análise de 

densitometria do gel de agarose foi determinada a constante de ligação 

entre o RNAi e a LDE (figura 8). 
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Figura 7:  Retardo dos RNAis em gel de agarose 1%. Proporções 
crescentes de LDE conjugada com RNAi em gel de agarose 1% corrido 
por 30 min à voltagem constante de 90V; corante: brometo de etídio 

Figura 8:  Regressão não linear da concentração dos RNAi retidos no gel de agarose. 
Concentração de RNAi associado à LDE em função da concentração de PC presente na 
LDE. O cálculo da regressão não linear em relação à PC permitiu determinar o Kb=1,61 x 
103 M-1 (linha cinza) 
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Uma vez estabelecido isto, foi determinada a constante de ligação 

dos RNAis e a LDE utilizando uma metodologia mais acurada, para assim 

obter e confirmar a relação molar de união. Através de espectrofluorimetria 

foi calculado o ponto de saturação, mediante titulação com incrementos na 

concentração da LDE, mantendo constante a do RNAi (figura 9).  

 

Figura 9: Espectrofluorimetría do RNAi titulado com LDE. Varredura de fluorescência 
desde 500 nm ate 650 nm de 0,41 µM de RNAi com quantidades crescentes de LDE 

  

Com estes dados, através de regressão não linear, determinou-se 

que o Kb é igual a 4,95 x 103 M-1 (figura 10). Esta constante expressa a força 

de ligação entre o RNAi e a LDE.       
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Figura 10:  Máxima emissão de fluorescência do RNAi associado à LDE. Máxima emissão 
de fluorescência em função da concentração de fosfatidilcolina (PC) na LDE. O cálculo da 
regressão não linear em relação à PC (linha cinza) permitiu determinar o Kb=4,95 x 103 M-1  

 

4.3 Análise do tamanho da emulsão lipídica (LDE) e do potencial Z 

O espalhamento dinâmico de luz (também conhecido como DLS ou 

espectroscopia de correlação de fótons) é uma técnica que permite 

mensurar o perfil de distribuição de tamanho de pequenas partículas que 

estão em suspensão.  

Para a análise dos dados obtidos por DLS, foi utilizada uma função 

de autocorrelação gerada mediante a transformação invertida de Laplace. 

(GLATTER e HOFER, 1988). Este método, conhecido como análise de 
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CONTIN, permitiu separar as populações de partículas de tamanhos 

diferentes como é mostrado na figura 11, onde pode ser visto que os dados 

ajustam-se perfeitamente na curva da função CONTIM.  

O diâmetro médio e a polidispersão LDE usada nos experimentos foi 

estimada por laser light scattering em 40 ± 0,3 nm de diâmetro com 

variações não significativas entre as diferentes preparações. A ligação com o 

RNAi modifica não significativamente o tamanho médio da LDE em cerca de 

10%, sendo de 45 ± 0,5 nm. A polidispersão foi de 0,250 ± 0,050 para a 

LDE, permanecendo constante quando esta foi combinada com o RNAi. 

Para a análise de emulsões após diferentes tempos de produção, foi 

estudada a distribuição de tamanhos com relação ao número de partículas, 

ao volume destas e a intensidade; estes dados são apresentados na figura 

12. 
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Figura 11:  Função de autocorrelação apresentando os tamanhos de LDE em 
função do tempo. Em vermelho se apresenta a curva de regressão CONTIN que 
permite ajustar os dados 
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Figura 12:  Distribuição de tamanhos da LDE. Observa-se a distribuição de tamanhos 
de LDE com diferente tempo de produzida, indicado pelas variáveis: numero (A), volume 
(B) e intensidade (C) em função do radio 
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O potencial Z das nanopartículas foi de - 46 ± 3,61 mV, sem ser 

modificado pelas interações com o RNAi, o que indica que a nanopartícula 

permanece  estável. 

4.4 SAXS 

Os resultados são apresentados como Intensidade I(q) versus 

transferência de momento q. onde q=(4π/λ)sinθ, λ é a longitude de onda da 

radiação e 2θ é a, o ângulo de espalhamento (Figura 13). Os dados foram 

normalizados a uma escala absoluta, usando água como padrão primário. A 

transformação de Fourier indireta foi realizada utilizando o método de Glatter 

(GLATTER, 1979, 1980).  

Os resultados preliminares indicam que o RNAi é incorporado dentro 

da LDE, o que conduz a mudanças no perfil de densidade eletrônica da 

nanopartícula. 
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Figura 13: Dados experimentais obtidos por SAXS para a LDE (A) e para a RNAi/LDE (B)  
 

 

Para obter informação adicional foi aplicado um procedimento de 

modelagem introduzido por GLATTER (1980), a abordagem de 

desconvolução por raiz quadrada. Neste procedimento é assumida uma 

simetria bem definida e um perfil de densidade eletrônica com simetria 

central, que permite um melhor ajuste da função p(r). O perfil de densidade 

eletrônica é construído por camadas concêntricas com uma densidade de 

elétrons certa. O gráfico da funçao p(r) e os perfis de densidade eletrônica 

obtidos sao apresentados na figura 14. 

.  
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Figura 14: Resultado do modelo de desconvolução por raiz quadrada. Densidade 
eletrônica através do diâmetro da LDE (A) e da LDE combinada com o RNAi (B). Modelo 
simples da diferença de densidade eletrônica entre a LDE e a LDE combinada ao RNAi 
em função do raio (C) 

  

4.5 Microscopia eletrônica 

As imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão foram 

processadas e analisadas para determinar a distribuição de tamanho por 

morfometria. O resultado foi uma média de 31,7 ± 11,35 nm para a LDE e de 

28,45  ± 11,69 nm para a LDE associada ao RNAi (figura 16). 
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Nas microfotografias pode-se perceber o caráter polidisperso da LDE 

(figura 15). 

 

Figura 15:  Microfotografia de microscopia eletrônica de transmissão. Em A e B, 
observa-se diferentes campos de microfotografias da LDE. Em C e D, pode ser 
observada a morfologia da LDE associada ao RNAi. Na parte superior de D pode-se 
observar em destaque um aumento de uma preparação de RNAi/LDE com partículas 
semelhantes a lipossomos multilamelares 
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Figura 16: Representação do analise morfométrico. Uma microfotografia de 
LDE com varias partículas cujos diâmetros foram avaliados. Do lado da 
imagem, os resultados em coluna indicam o diâmetro mensurado para cada 
nanopartículas em nanômetros 

 

4.6 Análise de internalização celular dos RNAis.   

Na figura 17 pode-se observar que tanto o RNAi sem vetor quanto o 

RNAi/LDE penetram nas células após 24 horas de incubação.  
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Figura 17:  Células MES-SA-Dx incubadas com col-RNAi (A,B e C) e col-RNAi/LDE (D, 
E e F) por 24 horas. Microscopia de fluorescência com coloração de DAPI para núcleo, 
Faloidina-TRITC para actina e o col-RNAi conjugado com FITC. O aumento é de 40X 
 
 

A figura 18 apresenta os resultados após 48 horas de incubação. As 

células com RNAi apresentam uma diminuição da fluorescência quando 

comparadas com aquelas tratadas com RNAi/LDE.  

 

Figura 18:  Células MES-SA-Dx incubadas com col-RNAi (A, B e C) e col-RNAi/LDE (D, 
E e F) por 48 horas. Microscopia de fluorescência com coloração de DAPI para núcleo, 
Faloidina-TRITC para actina e o col-RNAi conjugado com FITC. O aumento é 40X 
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 Através de microscopia confocal foi possível determinar que o RNAi 

apresenta distribuição tanto nuclear quanto citoplasmática. Também através 

de microscopia confocal foi determinada a colocalização dos col-RNAis 

quando se usa a LDE como vetor (figura 19, H). 

Figura 19:  Microscopia confocal de células MES-SA-Dx incubadas com col-RNAi (A, B, C 
e D) e col-RNAi/LDE (E, F, G e H) por 24 horas. Coloração de DAPI  para núcleo, Faloidina-
TRITC para actina e o col-RNAi conjugado com FITC. Em D e H, pode-se observar a 
superposição das três imagens de cada tratamento 

 

4.7 Marcação de RNAis com Tc-99m 

 Para poder realizar determinações quantitativas de biodistribuição, os 

RNAis com uma extremidade 6-amino foram marcados com 99m-Tecnécio. 

Foi obtido um rendimento de 10 a 15 % nas diferentes preparações. Estas 

foram purificadas e analisadas por HPLC e o radiocromatograma é 

apresentado na figura 20. 
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Figura 20:  Radiocromatograma dos  99mTc-RNAi purificados por HPLC. 
Radioatividade dos produtos marcados em função do tempo de retenção que, em 
média, foi de 30 minutos 

 

4.8 Cinética de acumulação celular 

A acumulação celular dos 99mTc-RNAis mostrou-se similar à relatada 

na literatura para RNAi (LIU et. al.,2007) (figura 21). 
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Figura 21:  Captação celular de 99mTc-RNAi. Células MES-SA/Dx5 foram 
incubadas por 36 horas com 99mTc-RNAi e  99mTc-RNAi/LDE. As células foram 
lisadas e quantificadas em vários intervalos de tempo 

 

4.9 Biodistribuição dos RNAi radiomarcados ( 99mTcRNAi/LDE) em 

camundongos 

Na figura 22 podemos observar a biodistribuição dos 99mTcRNAi e 

99mTcRNAi/LDE nos tempos de 1, 2, 12 e 24 horas. 
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Figura 22: Biodistribuição de  99mTcRNAi e 99mTcRNAi/LDE em camundongos. Gráficos 
com o porcentagem de captação de 99mTcRNAi em cada órgão em vários tempos 
  
 

  O conteúdo de  99mTcRNAi em sangue diminui rapidamente, e 

sugestivamente de forma maior quando utilizada a LDE. Como já é sabido, 

não se distribuem para o cérebro e apresentam uma leve acumulação em 

tumor. 

  A maior acumulação apresenta-se nos rins e no fígado, porém nas 24 

hs, a quantidade encontrada nos rins supera a quantidade no fígado. 
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4.10 Padronização da PCR em tempo real para quantif icação relativa da 

expressão do gene mdr-1.  

Foi verificada a especificidade da reação de RT-PCR realizando-se a 

curva de dissociação. A reação foi específica para o produto de PCR 

analisado, ocorrendo a presença de apenas um pico (figura 23). 

Figura 23:  Curva de dissociação do gene MDR. Na abscissa observa-se a 
temperatura em graus Celsius e na ordenada observa-se a intensidade de 
fluorescência 

  

A figura 24 demonstra a regressão linear semi-log do valor do CT em 

comparação ao log da quantidade inicial de mRNA. A eficiência foi calculada 

através da fórmula E = (10 -1/slope -1)X100. Desta forma, a eficiência de 

amplificação do gene MDR foi 102%. 
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Figura 24:  Regressão linear semi-log do valor do CT em comparação ao log 
da quantidade inicial de RNAm para o gene MDR 

 

 Como gene endógeno foi utilizada a β2-microglobulina. Para análise 

de especificidade, foram realizadas diluições seriadas do mRNA das células 

de sarcoma uterino resistentes à doxorrubicina nas concentrações de 31,2, 

62,5, 125, 250 e 500ng. As amostras foram amplificadas em duplicata. 

Realizou-se a curva de dissociação e a reação foi específica para o produto 

de PCR analisado, havendo a presença de apenas um pico (figura 25).  
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Figura 25:  Curva de dissociação do gene β2-microglobulina. Na abscissa 
observa-se a temperatura em graus Celsius e na ordenada observa-se a 
intensidade de fluorescência 

 

A figura 26 demonstra a regressão linear semi-log do valor do CT em 

comparação ao log da quantidade inicial de mRNA. A eficiência de 

amplificação do gene β2MG foi de 90%. 

 

Figura 26:  Regressão linear semi-log do valor do CT em comparação 
ao log da quantidade inicial de RNAm para o gene β2MG 



R e s u l t a d o s | 59 
 

 
 

4.11 Verificação da reversão do fenótipo de resistê ncia a múltiplas 

drogas 

Através de PCR em tempo real foi confirmado que os RNAis inibem a 

expressão do gene MDR-1 por atuação no RNA mensageiro (figura 27). A 

expressão do gene foi diminuída em até 60%. Porém, o vetor LDE não teve 

nenhuma influência na expressão do gene. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27:  Inibição do gene mdr-1. Expressão relativa do 
RNA mensageiro do gene mdr-1 em células MES-SA/Dx5 
tratadas com RNAi para duas sequências diferentes (MDR-A 
e MDR-B), usando o RNAi isoladamente ou acoplado ao 
vetor LDE 

 

4.12 Verificação da sensibilidade à doxorrubicina 

O aumento da sensibilidade celular à doxorrubicina é um indicativo 

da falta ou inatividade de proteínas que atuam como bombas 
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transportadoras de drogas tais como a P-gp. Assim, permite inferir o efeito 

dos RNAis.  

Para calcular os valores de supervivência celular foi utilizada a 

seguinte formula: 

 

 

 

A figura 28 apresenta as curvas de viabilidade celular após 72 horas 

de incubação das células MES-SA/DX5 com diluições seriais de 

doxorrubicina. A concentração inibitória (IC50) foi determinada das curvas de 

sobrevivência celular em função da concentração de droga mediante 

regressão não linear para cada tratamento.  



R e s u l t a d o s | 61 
 

 
 

Figuras 28:  Viabilidade celular de células MES-SA e MES-SA/Dx5 tratadas com 
RNAi para mdr-1 e doxorrubicina. As células foram pré-incubadas com RNAi por 24 
horas e tratadas por 48 horas com doxorrubicina 

 

  Na figura 29 e na tabela 3 são mostrados os valores de IC50 das 

células MES-SA/DX5 sem tratamento e das células após incubação com 

RNAi. Também é apresentado o IC50 das células MES-SA que são 

sensíveis à doxorrubicina. 
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Figura 29: Comparação dos IC50 das células MES-SA e 
MES-SA/Dx5 tratadas com RNAi para mdr-1 e 
doxorrubicina. As células foram pré-incubadas com RNAi 
por 24 horas e tratadas por 48 horas com doxorrubicina 

 

4.13 Verificação da função da P-gp 

  Como é apresentado na figura 30, a função da P-glicoproteína 

avaliada por citometria de fluxo apresentou um aumento do índice médio de 

fluorescência naquelas células que foram tratadas com o RNAi associado à 

LDE, sendo o esperado, dado que o efeito do RNAi é diminuir a P-pg e, 

portanto, propiciar o aumento da concentração intracelular de doxorrubicina. 
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Figura 30:  Captação celular de doxorrubicina analisada por 
citometria de fluxo. Em A, população analisada de células MES-
AS/Dx5. Em B, células controles sem incubação com 
doxorrubicina. Em C, células incubadas com doxorrubicina por 3 
horas. Em D e E as células foram pré-incubadas por 24 horas com 
RNAi e RNAi/LDE respectivamente. Em C, D e E é indicado o 
índice médio de fluorescência (IMF) corrigido pelo número de 
eventos adquiridos 

 

  Mediante microscopia confocal confirmamos os resultados obtidos por 

citometria, podendo avaliar que a doxorrubicina apresenta uma acumulação 

nuclear e o RNAi consegue aumentar a concentração da droga dentro da 

célula, como pode ser notado na figura 31, C e E. 



R e s u l t a d o s | 64 
 

 
 

Figura 31: Captação celular de doxorrubicina analisado por microscopia confocal. Em 
A e B, células MES-AS/Dx5 controles tratadas com doxorrubicina Em C e D, células 
pré-incubadas com RNAi para MDR-1 incubadas com doxorrubicina. Em E e F, células 
pré-incubadas com RNAi/LDE e tratadas com doxorrubicina. Em B,D e F as imagens 
tem sobreposição do DIC 
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5. Discussão 

O descobrimento relativamente recente dos RNAis de interferência 

(Fire et al., 1998) revolucionou a área da biologia e, em seguida, a da 

medicina, devido ao potencial terapêutico para o tratamento de doenças 

causadas pela desregulação gênica. Somado ao uso de nanopartículas, os 

RNAis são uma poderosa arma para o combate ao câncer (OZPOLAT et al., 

2010; KHURANA et al., 2010). 

De fato, esta ferramenta de pesquisa agora está mostrando que 

possui amplas aplicações médicas. O principal problema na aplicação dos 

RNAi é a falta de vetores, o que dificulta sua utilização em humanos, já que 

eles apresentam uma limitada biodistribuição e uma curta meia-vida quando 

em contato com o plasma (AAGAARD e ROSSI, 2007). Uma forma de 

melhorar suas propriedades na circulação sanguínea é torná-los lipofílicos 

mediante conjugação com moléculas de colesterol ou similares que permita 

a associação com lipoproteínas plasmáticas que os protejam da degradação 

(AAGAARD e ROSSI, 2007). 

SOUTSCHEK et al. (2004) demonstraram que RNAis modificados 

com grupos lipídicos conseguem atingir tecidos com alto requerimento de 

colesterol, como o fígado. Alem disso, os RNAis com colesterol são 

transportados por lipoproteínas plasmáticas quando injetados em 

camundongos, tendo como alvo primário o fígado. E, recentemente, foi 

demonstrado que é possível obter um aumento na inibição in vitro do gene 
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mdr-1 utilizando RNAis modificados com colesterol (KRUGLOVA et al., 

2010). 

Assim, os RNAis modificados com colesterol tem todo o potencial 

para se converter rapidamente em produtos terapêuticos. Sabe-se que entre 

as principais lipoproteínas carregadoras de colesterol encontra-se a 

lipoproteína de baixa densidade (LDL), que o transporta aos tecidos 

(GOLDSTEIN et al., 1983). A LDL direciona o colesterol para aquelas células 

com altos requerimentos de biomembranas e com uma taxa metabólica 

elevada, que possuem uma grande expressão de receptores de LDL (LDLr). 

Por este motivo, quando o alvo são as células tumorais, a LDL é a 

lipoproteína mais indicada para transportar substâncias a estas células de 

forma especifica (HAMMEL et al., 2003). 

Embora, a LDL tenha grande potencial como transportadora de 

RNAi, é difícil isolá-la em grandes quantidades. Assim, moléculas sintéticas 

similares podem, em tese, substituí-la como vetores para o transporte de 

RNAis lipofílicos específicos para células tumorais. Existem poucos 

trabalhos que tentam utilizar lipoproteínas plasmáticas como vetores devido 

às dificuldades acima mencionadas; por isto, os pesquisadores estão 

direcionando os esforços ao estudo de materiais sintéticos (KADER e 

PATER, 2002). 

Nosso laboratório já tem bastante experiência trabalhando com uma 

emulsão lipídica semelhante à LDL, a LDE. Esta já é utilizada para o 
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transporte de drogas quimioterápicas. Nosso laboratório estuda sua 

aplicabilidade na terapia gênica (BYDLOWSKI et al., 1995; LEVY, 2007).  

Neste trabalho, encontramos que a LDE apresenta uma toxicidade 

leve, tendo um IC50 de 120 µM em cultura de células de sarcoma uterino. O 

uso da LDE pode ser realizado em concentrações de escala nanomolar, 

assim evitando qualquer toxicidade, sem perda da eficiência. Dado que os 

RNAis não são tóxicos em nenhuma concentração e sua principal vantagem 

é a alta eficiência a baixas concentrações, não deveria existir nenhum efeito 

de saturação do vetor, dado que a LDE pode ser sempre utilizada em 

excesso.  

A LDE foi capaz de se ligar aos RNAis que possuem colesterol 

covalentemente unido, como demonstrado mediante a retenção dos RNAis 

no  gel de agarose após incubação com diferentes razões de LDE. Mediante 

densitometria, as bandas obtidas no gel foram quantificadas e foi realizada 

uma regressão não linear para determinar a constante de ligação. Esta foi de 

1,61 x 103 M-1. Devido à densitometria ser uma técnica semiquantitativa, 

realizamos uma titulação em fluorímetro para poder obter uma constante de 

ligação com maior acurácia. Este novo experimento resultou num Kb de 4,95 

x 103 M-1. As duas constantes têm a mesma ordem de magnitude e indicam 

uma interação forte entre a LDE e os RNAis. 

A LDE, e a sua união aos RNAi, foram caracterizadas por outras 

técnicas como o DLS, que mostrou que a LDE possui um tamanho de 40 ± 

0,3 nm, sendo que a ligação do RNAi não modifica significativamente seu 
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tamanho, apresentando a média de 45 ± 0,5 nm. As partículas deste 

tamanho têm a vantagem de atravessar os capilares sanguíneos e se 

distribuir em todos os órgãos; porém, ainda não conseguem atravessar as 

barreiras dos órgãos imunologicamente privilegiados (FARAJI e WIPF, 

2009). 

A LDE, quando mantida a 4°C, modifica sua distribui ção de tamanho 

em função do tempo, sendo que depois de 6 meses apresenta formação de 

partículas grandes, da magnitude de mícrons (figura 12), como possível 

consequência da perda de estabilidade entre as nanopartículas e fusão das 

mesmas. Em relação a este resultado, é importante ressaltar que a LDE 

mantém partículas de tamanho menor passados até vários meses após sua 

produção, o que demonstra a sua estabilidade e vantagens frente a outras 

preparações que tem meia-vida de semanas. Esta é uma vantagem muito 

importante para um produto com potencial de comercialização. 

Estes dados, referentes ao tamanho da LDE, foram também 

constatados semiquantitativamente por análises morfométricas de 

microfotografias eletrônicas, como pode ser observado na figura 16, que 

resultou em 31,7 ± 11,35 nm para a LDE e de 28,45  ± 11,69 nm para a LDE 

associada ao RNAi. Assim, apesar da diferença não ser significativa com os 

outros métodos, a microscopia permitiu observar que trabalhamos com 

partículas discretas e polidispersas. 
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Alem deste método, uma informação complementar obtida por SAXS 

confirma que o tamanho da LDE é em media de 40 nm e a ligação com o 

RNAi não modifica seu tamanho. 

Outro dado importante é o potencial zeta, que indica o grau de 

estabilidade de uma dispersão; quanto mais longe do valor 0, mais estável é 

considerada uma substância que se encontra dispersa, devido a que as 

forças eletrostáticas tendem a manter as partículas afastadas. No caso da 

LDE, a nanoemulsão apresentou um potencial Z de -46 ± 3,61 mV, indicando 

uma alta estabilidade e um caráter geral negativo na sua parte externa. Isto 

nos permite supor que o RNAi esteja incorporado dentro da nanoemulsão e 

não na sua superfície. Esta hipótese é embasada pelo fato da ligação com o 

RNAi não ter modificado o valor do potencial Z, o que também permite 

afirmar que não existe desestabilização na LDE quando ela interage com os 

RNAis. 

Para conhecer a nível molecular como é a ligação entre a LDE e os 

RNAis, realizamos medições de dispersão de raios X a baixos ângulos e 

podemos afirmar que a ligação dos RNAis afeta a densidade eletrônica da 

LDE, mantém o tamanho da LDE e confirma a ligação entre as duas 

substancias.  

Estes resultados preliminares estão sendo utilizados para o 

desenvolvimento de um modelo mais detalhado e versátil da distribuição do 

RNAi na LDE, que possa incluir características extras como, por exemplo, 

polidispersão, interfaces não esféricas e espalhamentos entre as camadas 



D i s c u s s ã o | 70 
 

 
 

concêntricas da LDE. Estas são metas possíveis, já que temos como base 

os conhecimentos referentes a modelos de LDL humana (HEVONOJA et al., 

2000). 

  Na microscopia eletrônica podemos observar as partículas discretas 

da LDE e que podem ser comparadas às imagens da LDL da figura 3. 

Podemos ver que as partículas exibem características similares de 

morfologia e tamanho, sendo evidente que a LDE é mais polidispersa que a 

LDL. Outro observação interessante das imagens é a formação similar a 

lipossomos que encontramos em algumas preparações contendo RNAi/LDE. 

Podemos presumir que são lipossomos formados pelos RNAis livres, como 

consequência da extremidade contendo colesterol.  

As moléculas de RNAi com colesterol possuem uma extremidade 

altamente hidrofóbica  e a outra hidrofílica, o que lhes proporciona novas 

características físico-químicas e assemelha suas propriedades às de 

moléculas capazes de formar estruturas em forma de camada que, em um 

meio polar, tendem a esconder a porção hidrofóbica no interior, interagindo 

com outras partes com mesmas características. Assim, formam-se 

lipossomos (figura 15D) multilamelares que apresentam morfologia similar à 

microscopia eletrônica. Para podermos afirmar, porém, que isto é uma 

propriedade dos RNAis, temos que realizar uma preparação de microscopia 

eletrônica com RNAi (BIBI et al., 2010) 
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Portanto, todos os resultados analisados até o momento permitiram-

nos caracterizar a LDE como um vetor capaz de carregar RNAis sem perda 

de estabilidade nem de características. 

Assim, fizemos ensaios de captação celular em células de sarcoma 

uterino em 24 e 48 horas e analisamos as células por microscopia de 

fluorescência e confocal. Pudemos observar que os RNAis entram na célula 

sem necessidade de vetor e em 24 hs não parece existir diferenças entre as 

imagens obtidas no grupo RNAi e complexo RNAi-LDE. Dado que não é 

possível fazer uma análise não subjetiva, só podemos presumir que em 

ambos os casos o RNAi entrou na célula. Já em 48 hs podemos presumir 

que existe uma diferença entre os tratamentos. Quando é utilizada a LDE, 

talvez como consequência da presença de RNAses no meio de cultura, pode 

estar havendo degradação dos RNAis, e a LDE exerceria um efeito protetor, 

permitindo a possibilidade dos RNAis entrarem na célula por um tempo mais 

prolongado.  

Nas imagens de microscopia confocal podemos localizar os RNAis 

com uma distribuição nuclear e citoplasmática tanto quando é utilizada a 

LDE e quando não é utilizada. 

Dado que as imagens de microscopia não permitem quantificar a 

captação celular de RNAi, procedemos à marcação dos mesmos com 

material radioativo e, neste caso, utilizamos 99m-Tecnécio. Mediante a 

conjugação de DTPA com a extremidade 6-amino da fita senso do RNAi, 
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conseguimos marcá-los com um rendimento do 10 a 15 % livre de 

impurezas, como pode ser visto na figura 20. 

  Os  99mTc-RNAis foram utilizados in vitro para quantificar a captação 

celular. Assim, não encontramos diferenças significativas na internalização 

dos 99mTc-RNAis quando utilizamos LDE. Porém, após 20 horas, 

encontramos um aumento na quantidade intracelular do 99mTc-RNAi que foi 

associado à LDE, sugerindo uma estabilidade maior deste produto. 

  A captação de 99mTc-RNAi encontrado na literatura é similar à 

encontrada em nossos experimentos (LIU et. al., 2007); porém, não 

encontramos dados com as mesmas linhagens celulares por nós estudadas. 

Estudamos também a biodistribuição dos 99mTc-RNAis in vivo em 

camundongos. Encontramos que, após a injeção, a concentração plasmática 

diminui rapidamente, sendo mínima após 24 h, mostrando a rápida 

depuração plasmática. Aparentemente, a distribuição se dá primariamente 

no fígado, sendo esta uma provável via de eliminação, dado que o colesterol 

do 99mTc-RNAi pode ser transportado pelas lipoproteínas plasmáticas, e a 

LDE, igualmente às LDL, encontra receptores no fígado. O acúmulo do RNAi 

nos rins indica que existe uma via de eliminação secundária; a mesma via é 

descrita na literatura como via de eliminação de RNAis (ZHANG et al., 2000).  

No caso dos colesterol-RNAi, seria de esperar que a eliminação 

fosse via fígado, devido às vias metabólicas de retirada de colesterol do 

plasma. O resultado, assim, pode ser indicativo de que os  99mTc-RNAis 
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estão sendo degradados no plasma e perdendo o colesterol, conduzindo à 

sua eliminação via rins. 

Houve uma tendência, não significante, do acúmulo do RNAi no 

tumor ser maior quando utilizada a LDE, na primeira hora pós-administração. 

(RODRIGUES et al., 2002, TEIXEIRA et al., 2008). 

O efeito sobre a expressão gênica do gene mdr-1 foi estudada 

mediante PCR em tempo real; a padronização desta técnica é apresentada 

nas figuras 24 a 26. 

Foi encontrada uma redução de até 60% na expressão do gene mdr-

1 quando utilizado o RNAi mdr-1 B por 24 horas (figura 27). Não 

encontramos diferença na redução da expressão gênica com o uso da 

nanoemulsão. Este dado indica que o RNAi tem efeito sobre a expressão do 

gene estudado e, principalmente, que a LDE não afeta a funcionalidade do 

RNAi. Importante para determinar a estabilidade do efeito inibitório será 

futuramente realizar um estudo de inibição em relação ao tempo, para 

verificar possíveis diferenças quanto ao tempo que dura a inibição.  

Quanto ao efeito sobre a proteína, estudamos indiretamente a função 

da P-gp mediante a resistência das células à doxorrubicina e na extrusão de 

droga. 

Determinamos o IC50 a partir de curvas de viabilidade celular (figura 

28) para vários tratamentos e encontramos que a utilização da LDE leva a 

uma redução do IC50 da doxorrubicina nas células MES-SA-Dx5. Houve 
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redução sempre que o RNAi foi utilizado, e foi maior quando complexado 

com a LDE. Encontramos maior efetividade do RNAi mdr-1B, em 

concordância com os resultados de expressão gênica. Porém, como estes 

tratamentos foram realizados por 48 horas, podemos supor que o RNAi 

reduz eficientemente a expressão da P-gp. Mas, no caso do RNAi sem o 

vetor  LDE, a ação do RNAi é rapidamente perdida e a expressão normal é  

recuperada. Nossa hipótese é que esta redução significativa seja 

consequência da possível proteção que a LDE promoveria em relação à 

degradação dos RNAi no meio de cultura, permitindo que eles continuem 

entrando na célula, aumentando o seu tempo de ação. Isto pode estar 

relacionado aos resultados encontrados em outros experimentos, como os 

de internalização. 

Mediante a citometria de fluxo determinamos a existência do 

acúmulo de doxorrubicina nas células tratadas com RNAi/LDE, indicado pelo 

aumento do índice médio de fluorescência (IMF, figura 30). Isto é confirmado 

na microscopia confocal (figura 31) onde pode ser observado que existe uma 

maior fluorescência nuclear naquelas células tratadas com RNAi/LDE, além 

de apresentar células com morfologia necrótica, como consequência da alta 

dose de doxorrubicina, que é citotóxica e causa morte celular. 
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6. Conclusão 

 

O colesterol-RNAi se liga à LDE, conservando as propriedades da 

nanoemulsão, tais como o tamanho em média de 40 nm, o potencial Z de -

30 mV e a estabilidade. 

A constante de ligação RNAi/LDE é de 4,95 x 103 M-1 PC. 

Existem fortes evidências de que o RNAi encontra-se no interior da 

LDE. 

A LDE protege os RNAi, prolongando seu efeito inibitório sobre o 

gene mdr-1 a nível de RNA mensageiro. 

A LDE melhora o efeito inibitório apresentado pelos RNAis livres 

sobre o gene mdr-1, verificado pelo  aumento do efeito da doxorrubicina em 

cultura de células resistentes a quimioterápicos. 

A LDE é um vetor eficiente para RNAi lipofílicos. 
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