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RESUMO 

 
CAMPOS, P. M. Desenvolvimento de nanopartículas de fase líquido-c ristalina 
funcionalizadas com peptídeos de penetração celular  para carreamento do 
ácido lipóico na pele.  2016. 191f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2016. 
 
A modulação da penetração de fármacos na/através da pele representa um desafio 
para sobrepor o efeito barreira proporcionado pela camada mais externa da pele, o 
estrato córneo. Sistemas de liberação nanoestruturados e funcionalizados 
representam uma importante estratégia para promover a penetração de fármacos 
nas camadas mais profundas da pele. O ácido lipóico (AL) é uma molécula com 
atividade antioxidante e constitui terapia antioxidante tópica para tratamento de 
estresse oxidativo e inflamação recorrente em patologias cutâneas. A encapsulação 
de AL em nanodispersões líquido-cristalinas (NDLCs) funcionalizadas com os 
peptídeos de penetração celular (PPCs), a saber, os peptídeos D4 e TAT, visa 
promover a liberação de AL em camadas específicas da pele através de uma 
estratégia inovadora associando tanto as vantagens de um sistema nanoparticulado 
como a superfície modificada para melhorar a interação com células e tecido-alvos. 
Nesse trabalho, foram desenvolvidos e validados métodos de cromatografia líquida 
de alta eficiência com detectores ultravioleta, eletroquímico e espalhamento de luz 
evaporativo específicos para quantificação do AL em várias faixas de linearidade 
para as diferentes etapas experimentais. As NDLCs foram preparadas com mono-
oleato de glicerila, ácido oleico, lipopolímeros, peptídeos TAT e D4 em diversas 
proporções e associações. NDLCs foram caracterizadas por diferentes métodos. A 
microscopia de luz polarizada e difração de raios X de baixo ângulo identificaram o 
sistema líquido-cristalino como fase hexagonal reversa. As técnicas de 
espalhamento dinâmico de luz e análise de rastreamento mostraram nanopartículas 
na ordem de 200 nm, estreito índice de polidispersividade, portencial zeta negativo e 
número de partículas por mL na faixa de 1012. A eficiência de encapsulação foi em 
torno de 79% e a capacidade de carga (drug loading)  de AL nas NDLCs atinigiu 
15%. A avaliação de comportamento e ação in vitro das NDLCs foi estudada em 
queratinócitos e fibroblastos, evidenciando que o tratamento com as NDLCs não 
diminuiu a viabilidade celular nas células estudadas. A internalização celular das 
NDLCs comprovada por microscopia confocal a laser e citometria de fluxo foi 
aumentada com a funcionalização com peptídeo D4 de maneira dependente da 
concentração e do tempo de incubação e com peptídeo TAT por mecanismo 
inespecífico. Em estudos de permeação in vitro foi demonstrada a penetração 
cutânea aumentada de AL a partir das NDLCs. Ensaio in vivo com camundongos 
hairless expostos à radiação UVB evidenciou a eficácia das NDLCs contendo AL 
pela atividade de mieloperoxidase ter sido diminuída, além de menor liberação da 
citocina inflamatória TNF-α, mostrando que as NDLCs desenvolvidas podem ser 
uma opção de tratamento tópico contra processos de estresse oxidativo e 
inflamação presentes no envelhecimento cutâneo e outras desordens cutâneas.  
 
Palavras-chave: pele, ácido lipóico, nanodispersões líquido-cristalinas, 
funcionalização, peptídeos de penetração celular, estresse oxidativo, aplicação 
tópica. 
 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 
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1.1 Pele e vias de penetração cutânea 

A pele humana é considerada o maior órgão do corpo, recobrindo-o, e 

contempla 16% do peso corporal. É formada por uma estrutura altamente 

organizada e especializada para desempenhar as suas funções de proteção contra: 

perda de água e danos físicos como fricção e choques, bem como aqueles advindos 

do ambiente como absorção de substâncias químicas, patógenos e radiação 

ultravioleta (UV). A pele desempenha papel importante nas funções sensoriais, 

participa das respostas imunes e controle da temperatura corporal, realiza síntese da 

vitamina D, cicatrização de feridas e regeneração tecidual (N’DA, 2014; WICKETT; 

VISSCHER, 2006; WOLK; WITTE; SABAT, 2010).  

A pele é histologicamente dividida em três camadas principais: epiderme, derme 

e hipoderme (Figura 1). A epiderme é formada por epitélio estratificado, composta 

por queratinócitos, que são formados pela divisão das células na camada basal, 

originando várias camadas distintas, que à medida que migram para a superfície, 

progressivamente se diferenciam, sofrendo mudanças morfológicas e metabólicas. 

Os queratinócitos da epiderme são organizados em camadas, as quais são 

nomeadas em função da posição ou propriedade estrutural, como a camada basal 

que é composta por células proliferativas sobre a junção dermoepidérmica; camada 

espinhosa com células que apresentam grande quantidade de filamentos de 

queratina organizados ao redor do núcleo e inseridos na periferia celular associados 

aos desmossomos; camada granulosa, local de geração de componentes estruturais 

(grânulos de querato-hialina) que posteriormente vão formar a barreira epidérmica e, 

por fim, camada córnea formada por células anucleadas achatadas em estágio 

avançado de degeneração que se dispõem em lamelas num sistema 

bicompartimental de corneócitos ricos em proteínas rodeados por uma matriz lipídica 

contínua, essa camada é a responsável pela função barreira e proteção (CHU, 2008; 

VAN SMEDEN, 2014). 

Dentro da epiderme há várias populações de células, como os melanócitos, que 

se localizam na camada basal da epiderme, sintetizam o pigmento melanina e 

transferem para os queratinócitos vizinhos, o que dá cor para a pele e protege contra 

a radiação ultravioleta; células de Langerhans e dendríticas apresentadoras de 

antígeno, as quais possuem funções imunológicas, e células de Merkel responsáveis 

pela sensação tátil (GARTNER; HIATT, 2001; MCGRATH; EADY; POPE, 2004).  
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Figura 1: Esquema da Pele (adaptado de WOLK; WITTE;  SABAT, 2010). 

 
Logo abaixo da epiderme está a junção dermoepidérmica, que faz interface 

epiderme/ derme, mantendo-as unidas e proporcionando resistência contra forças de 

cisalhamento (CHU, 2008).   

A derme é formada por tecido conjuntivo com substância fundamental amorfa, 

constituída de fibras colágenas, elásticas e reticulares, células como os fibroblastos 

e leucócitos, vasos sanguíneos e linfáticos e fibras nervosas de axônios. Nesse local 

também estão localizados os folículos pilosos, as glândulas sudoríparas e sebáceas. 

A derme se divide em papilar, que nutre a epiderme por difusão e, em reticular, com 

vasos sanguíneos de maior calibre e fibras de colágeno e elastina mais espessas, 

importantes para a flexibilidade e distensão da pele. Abaixo da derme, está a 

hipoderme, composta de células adiposas circundadas por tecido conjuntivo frouxo, 

a qual é responsável pelo amortecimento de choques físicos e reserva energética 

(GARTNER; HIATT, 2001; WOLK; WITTE; SABAT, 2010). 

A aplicação de substâncias ativas na pele ou através dela, abrem diversas 

possibilidades de uso para produtos farmacêuticos e cosméticos. Além disso, por 

receber um terço da circulação sanguínea, a pele representa uma rota ideal para 

tratamento (BLUME-PEYTAVI et al, 2010; N’DA, 2014). Todavia, a pele exerce 
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função barreira através do estrato córneo, que é a camada mais externa da pele, a 

qual influencia a taxa de absorção/penetração de substâncias, juntamente com 

outros fatores como área de contato (local e extensão), duração da exposição, 

integridade do estrato córneo e espessura da epiderme; ainda, há aqueles fatores 

relacionados à molécula como lipofilicidade/hidrofilicidade, peso molecular, 

concentração e finalmente, tipo da formulação que veicula a molécula 

(KARADZOVSKA et al, 2013). 

A penetração de substâncias na pele pode ocorrer através do estrato córneo por 

três vias principais, são elas: intracelular, intercelular e folicular (Figura 2). A via 

intercelular se dá pelas lamelas lipídicas que rodeiam os corneócitos. A via folicular 

acontece através de folículos pilosos associados às glândulas sebáceas, os quais 

correspondem a 0,1% da área da pele e servem como vias de acesso rápido de 

curto prazo, assim como as glândulas sudoríparas, para a derme profunda. A via 

intracelular ocorre pelos corneócitos preenchidos de queratina e lamelas lipídicas 

compostas de ceramidas, colesterol e ácidos graxos livres (JEPPS et al, 2013; 

MICHINIAK-KOHN et al, 2005).   

 

 
Figura 2: Esquema das vias de penetração cutânea (a daptado de BOLZINGER et al, 2012). 

 

Com relação aos perfis de hidrofilicidade e lipofilicidade, a pele é formada de 

várias camadas que alternam essas propriedades, começando pelo estrato córneo 

que tem característica lipofílica (13% de água), seguido da epiderme viável (70% de 

água) e derme com características hidrofílicas. Se uma substância alcançar a derme, 
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será absorvido pela circulação sanguínea local, podendo atingir a circulação 

sistêmica (BOLZINGER et al, 2012).  

Quando se inicia o transporte de moléculas através do estrato córneo, o mesmo 

ocorre essencialmente por difusão passiva pelas vias intercelular e intracelular 

dependendo da polaridade da molécula, sendo que moléculas lipofílicas permeiam 

pela via intercelular (lamelas lipídicas) e moléculas hidrofílicas pelas paredes 

celulares dos corneócitos (domínios protéicos) numa sequência sucessiva de 

interações. Um fenômeno importante que acontece no transporte pelo estrato córneo 

é o efeito reservatório para fármacos lipofílicos, pelo facilitado particionamento nesse 

meio e represamento ao atingir a epiderme viável (JEPPS et al, 2013).  Em outro 

contexto, é possível estabelecer que a entrada de fármaco na pele ocorra a favor de 

gradiente de concentração e, ainda, através da relação entre a constituição da pele 

e as propriedades físico-químicas da molécula, considerando os seguintes aspectos: 

i) peso molecular (PM) associado ao coeficiente de difusão; ii) número de pontes de 

hidrogênio estabelecidos durante a rota; iii) coeficiente de partição óleo/água (log 
Koctanol/água), que governa a afinidade entre a queratina dos corneócitos e lipídios do 

estrato córneo (GUY; HADGRAFT, 1985; LIU; TESTA; FAHR, 2011; NAIK; KALIA; 

GUY, 2000). Assim é possível predizer a permeabilidade de moléculas por meio do 

cálculo do coeficiente de permeabilidade (log kP) com a equação 1, baseada na 

relação de Potts-Guy (POTTS; GUY, 1992).  

 

log ��  ���
� � =  −2,7 + &0,71 . log �*+,-.*/

á01-
2 − 30,0061 .  PM5          equação 1 

 

De uma forma geral, pode-se afirmar que moléculas com peso molecular abaixo 

de 500 Da e moderadamente hidrofílicas com coeficiente de partição entre 1 e 3 são 

mais facilmente permeáveis através da pele (NG; LAU, 2015). 

Estabelecido que a difusão passiva de uma substância que adentra a pele segue 

a lei de Fick, após a instauração do estado de fluxo estacionário ( J 5, considera-se 

que a quantidade de substância que entra na pele é igual a quantidade que sai da 

mesma, de acordo com a equação 2:  

 

                            6 =  �7 .  89+/:9;+
� � . <=>?� =  �� . <=>?�                equação 2 
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Onde J é o fluxo no estado estacionário (mg. cm-2. h-1) através de uma 

membrana de espessura h (cm); Kec/veic é o coeficiente de partição da substância 

estrato córneo/ veículo; D é a difusibilidade da substância (cm2. h-1) no estrato 

córneo; Cveic é a concentração da substância (mg. cm-3) no veículo; Kp é o coeficiente 

de permeabilidade da substância dependente da formulação. Por meio dessa 

equação é possível aumentar a entrada de substâncias na pele pelo aumento da 

difusibilidade e particionamento no estrato córneo, bem como pelo aumento da 

concentração da substância na formulação (aumento da atividade termodinâmica da 

substância). Tais parâmetros aqui apontados podem ser modificados através de 

diversas estratégias no delineamento de formulações, incluindo sistemas de 

liberação de fármacos. Porém, deve ser levado em conta também a capacidade da 

formulação de permitir a saída da substância do veículo para que haja o 

particionamento na pele (LANE, 2013; NAIK; KALIA; GUY, 2000). 

Por outro lado, pode-se melhorar a difusão da molécula na pele por mecanismos 

de aumento da magnitude da permeação cutânea, tais como: aumento da fluidez 

das lamelas do estrato córneo, extração de lipídios intercelulares, aumento da 

hidratação do estrato córneo e alteração das proteínas dos corneócitos (PAUDEL et 

al, 2010). A função barreira da pele pode ser modificada de diversas formas, dentre 

elas, estão os promotores de absorção que agem sobre o estrato córneo como 

álcoois, aminas, ésteres, ácidos graxos, sulfóxidos, terpenos, surfactantes e 

fosfolipídios. Tais substâncias exercem sua função por vários mecanismos, o que 

facilita a entrada de substâncias na pele (BARRY, 2006; NAIK; KALIA; GUY, 2000). 

Outras soluções para superar a barreira cutânea e aumentar a entrada de 

substâncias na pele, de forma mais incisiva, são por métodos físicos como 

microagulhas, dermoabrasão, ablação térmica, eletroporação, iontoforese e 

sonoforese (PAUDEL et al, 2010). Assim, pode-se traçar um paralelo, moléculas de 

baixo peso molecular e lipofílicas podem ter sua difusão aumentada por métodos 

químicos e moléculas de alto peso molecular, hidrofílicas e carregadas podem ter 

sua penetração aumentada por métodos físicos (ESCOBAR-CHÁVEZ; 

RODRÍGUEZ-CRUZ; DOMÍNGUEZ-DELGADO, 2012; YANG; KALLURI; BANGA, 

2011).  
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Num segundo momento, quando a molécula ultrapassa o estrato córneo e atinge 

a epiderme viável, a difusão ocorre num sistema aquoso com alta concentração de 

proteínas e repleto de membranas celulares a serem atravessadas, portanto, a 

penetração e distribuição das moléculas são dependentes de ligação e 

sequestramento dentro da epiderme viável, transporte ativo e metabolização (JEPPS 

et al, 2013; LANE, 2013). O tipo de mecanismo de passagem através da derme é o 

mesmo para a epiderme viável, uma difusão dificultada em meio aquoso, porém 

nessa camada o transporte e distribuição da molécula estão facilitados pela 

presença das circulações sanguínea e linfática, as quais permitem depuração da 

molécula, criando uma corrente convectiva de transporte da molécula para tecidos 

profundos (JEPPS et al, 2013).  

O transporte de moléculas via apêndices cutâneos oferecem a vantagem de não 

precisar alterar a fisiologia da pele e, ainda, por serem invaginações da epiderme em 

direção à derme, propiciando uma maior área de contato para produtos aplicados na 

pele. Quando se considera sistemas de liberação em tamanho nanométrico essa via 

é a porta de entrada na pele, pela acumulação de nanopartículas nos apêndices 

cutâneos, bem como a influência de massagem, oclusão local e rigidez das 

nanopartículas, produzindo efeito na penetração cutânea (LADEMANN et al, 2009; 

TRAUER et al, 2014). Outro importante aspecto relacionado com essa via de 

penetração é o acúmulo de longo prazo de nanopartículas, principalmente para 

aquelas de tamanho ao redor de 100 nm, o que foi descrito em um experimento 

realizado com formulações fotoprotetoras. Ainda, em outros relatos na literatura que 

consideraram partículas de diversos materiais, tamanhos e diferentes propriedades 

de superfície, partículas numa faixa de 300 a 600 nm tiveram a penetração 

aumentada e armazenamento mais longo nos folículos pilosos comparado com o 

estrato córneo. Assim, moléculas carreadas em sistemas de liberação 

nanoparticulados podem ter uma permeação aumentada pelos aspectos acima 

expostos (LADEMANN et al, 2011).   

 

1.2 Desenvolvimento de sistemas de liberação de fas e líquido-cristalina  

Os sistemas líquido-cristalinos tem atraído grande atenção pelas suas 

propriedades físico-químicas peculiares e pela sua capacidade de veicularem 

substâncias em suas estruturas como fármacos de baixos pesos moleculares, assim 
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como os de altos pesos moleculares como proteínas e ácidos nucléicos, 

promovendo uma liberação sustentada. Os sistemas líquido-cristalinos são 

representados pelas mesofases: lamelar, cúbica e hexagonal (GUO et al, 2010). São 

consideradas estruturas supramoleculares de estado intermediário da matéria, que 

possuem a fluidez do estado líquido com a organização do estado sólido, resultantes 

do alinhamento espontâneo de moléculas anfifílicas formadas a partir da hidratação 

das mesmas em ambientes hidrofílicos (SAULNIER et al, 2008). Devido à formação 

bem definida em estados agregados com morfologia controlável e estrutura em 

escala nanométrica, esse sistema é colocado em posição privilegiada pela ampla 

gama de aplicações tecnológicas (YAGHMUR; GLATTER, 2009).   

As moléculas anfifílicas com essa caractetística de auto-organização são uma 

classe de lipídios polares como os monoglicerídeos, fosfolipídios, lipídios baseados 

em uréia e glicolipídios (BOYD et al, 2006; YAGHMUR; GLATTER, 2009). Pela 

característica anfifílica do sistema líquido-cristalino, podem ser veiculadas 

substâncias de naturezas lipofílica e hidrofílica (LOPES et al, 2006a; ROSSETTI et 

al, 2011). O lipídio polar mono-oleato de glicerila (Figura 3), também chamado de 

monoleína, é capaz de se organizar em meio aquoso e formar as mesofases do tipo 

lamelar, cúbica e hexagonal (AMAR-YULI et al, 2008; LARA et al, 2005; LIBSTER; 

ASERIN; GARTI, 2011). O mono-oleato de glicerila é um éster de ácido graxo ligado 

a uma molécula de glicerina, onde duas hidroxilas livres conferem caráter polar à 

molécula. Esta porção hidrofílica faz pontes de hidrogênio com a água em ambientes 

hidrofílicos e, por outro lado, a cadeia hidrocarbônica possui dupla ligação no 

carbono 9, que confere propriedades hidrofóbicas. O mono-oleato de glicerila é uma 

substância lipofílica com HLB 3 – 4 e possui formação micelar em água em 

concentrações acima da concentração crítica de agregação de 4 x 10-6 M (MILAK; 

ZIMMER, 2015). 

 

 
Figura 3: Estrutura química do mono-oleato de glice rila 
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Lipídios polares como a monoleína possuem capacidade finita de hidratação em 

ambientes aquosos, portanto, quando veiculado moléculas no interior da matriz 

lipídica, promove uma liberação sustentada da substância por difusão através das 

estruturas líquido-cristalinas (BOYD et al, 2006). Ainda, a matriz lipídica, também 

chamada de fase gel, pode ser dispersa em partículas de tamanho nanométrico que 

conservam a estrutura líquido-cristalina de origem no seu interior (LARSSON, 1989).   

Sistemas líquido-cristalinos constituídos de monoleína são bioadesivos, 

biodegradáveis e não tóxicos. A formação das fases líquido-cristalinas são 

dependentes de pressão, teor de água, temperatura do sistema, pH da fase aquosa, 

geometria da molécula anfifílica e concentração de sais. A caracterização dessas 

fases pode ser realizada por difração de raios X (CHEN; MA; GUI, 2014; MILAK; 

ZIMER, 2015; ROSSETTI et al, 2011), microscopia de luz polarizada, microscopia de 

criotransmissão, calorimetria diferencial exploratória, estudos de reologia e métodos 

espectroscópicos como ressonância magnética nuclear e RAMAN (FERREIRA et al, 

2006; MILAK; ZIMER, 2015; SINGH, 2000).  

A organização de moléculas anfifílicas em ambientes aquosos é governada por 

vários aspectos, dentre eles: densidade de moléculas anfifílicas que tendem a se 

auto-organizar, formando agregados mais ou menos complexos em função da 

estrutura química da molécula e a composição do meio que a circunda. Além disso, 

a presença de cadeias hidrofóbicas, as responsáveis pelo efeito hidrofóbico baseado 

na baixa solubilidade em água, tendem a formar cavidades de estrutura ordenada e, 

consequentemente, diminuir a entropia na água. Essas cavidades espontâneas 

formadas se mantem unidas pelas forças de atração, constituindo agregados 

estáveis. A porção hidrofílica da molécula, que faz a interface com a água, interage 

através de pontes de hidrogênio e, determina o tamanho e a forma dos agregados 

através da interação entre as moléculas e água (TRESSET, 2009).  

Em função da geometria da molécula anfifílica pode-se calcular seu 

comportamento em água, através da teoria do fator de empacotamento. O fator de 

empacotamento (crucial packing parameter = CPP) é definido por CPP = v/ a
0 
. l. 

Onde, v é volume da cauda hidrofóbica, a
0
 é a área da cabeça polar, l  é o 

comprimento da cadeia hidrofóbica. Em função dos valores de CPP, diferentes fases 

são formadas, para: CPP = 1 ocorre formação de fase lamelar (La); CPP ˂ 1 há 

arranjo de estruturas óleo em água – micelas normais (L1) e fase hexagonal normal 



Introdução______________________________________________________________10 

  

 
  

(H1); CPP ˃ 1 formam-se arranjos de estruturas de fase reversa, como fases cúbica 

(Q2) e hexagonal (H2) reversas, micela reversa (L2), tais representações estão 

mostrados na Figura 4. 

 
Figura 4:  Diagrama esquemático das diferentes fases líquido-c ristalinas formadas em função 
do fator de empacotamento – CPP (adaptado de GUO et  al, 2010). 
 

Tal predição é assegurada se houver apenas um tipo de molécula anfifílica no 

sistema. Do contrário quando ocorre adição de sais, tensoativos ânionicos e 

catiônicos com diferentes fatores de empacotamento ou outro tipo de substância, há 

a ocorrência de interações eletrostáticas, forças de van der Waals, pontes de 

hidrogênio entre as moléculas adicionadas, reorganizando todo o sistema em 

estruturas mais complexas dependendo da estequiometria (TRESSET, 2009).  

 

Água em óleo 

Óleo em água 

Micela reversa 

Hexagonal reversa 

Cúbica reversa 

Lamelar 

Hexagonal normal 

Micela normal 
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Essas estruturas complexas geradas podem ser categorizadas como as 

estruturas das fases líquido-cristalinas, as quais possuem as seguintes 

características: 

♦ Fase lamelar: é composta de bicamadas lipídicas entremeadas por 

fases aquosas, com os grupamentos polares das moléculas voltados para a fase 

aquosa, enquanto a parte lipofílica está disposta paralelamente. Geralmente, essa 

fase líquido-cristalina ocorre em baixa concentração de molécula anfifílica, a qual se 

organiza em finas bicamadas dispostas lateralmente de extensão “infinita”, em 

teoria, como pratos. A espessura da bicamada diminui com o aumento da 

temperatura e teor de água, transformando-se em outras fases líquido-cristalinas. A 

fase lamelar é fluida, anisotrópica, estável em baixa concentração de água e 

temperatura reduzida (MILLER; GHOSH, 1986; TYLE, 1989). 

♦ Fase cúbica: gel viscoso, transparente, termodinamicamente estável 

em excesso de água e com capacidade de carrear e promover a liberação 

sustentada de fármacos com variadas propriedades físico-química, como moléculas 

protéicas (Figura 5A). Sua estrutura é única e corresponde a uma bicamada lípidica 

contínua curvada com espessura estimada de 3,5 nm, que se estende 

tridimensionalmente com duas interpenetrações, formando nanocanais aquosos de 

aproximadamente 5 nm de diâmetro. A fase gel tem aparência e reologia similares a 

hidrogéis poliméricos. As nanopartículas de fase cúbica são formadas a partir da 

fase cúbica dispersa em água. Estudos cristalográficos de raios X demonstraram 

que a fase cúbica pode ser subdividida em primitiva, diamante e giróide (GUO et al, 

2010; LARA et al, 2005). 

♦ Fase hexagonal: caracterizada por estruturas colunares extensas 

compostas por micelas ordenadas, apresentando-se na forma bidimensional (GUO 

et al, 2010). Pode ser formada em temperatura ambiente pela adição de ácido oléico 

a mistura de monoleína e água. Caracteriza-se por ser menos viscosa que a fase 

cúbica e por possuir anisotropia estriada (BORNÉ; NYLANDER; KHAN, 2001; 

LOPES et al, 2006b). É capaz de encapsular moléculas no interior da estrutura 

líquido-cristalina promovendo liberação sustentada (Figura 5B). A fase gel hexagonal 

pode ser dispersa em solução aquosa na forma de nanopartículas (CHEN; MA; GUI, 

2014).  
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A grande área superficial das nanopartículas de fase líquido-cristalina 

associadada às características tridimensionais e bidimensionais de simetria 

propiciam complexas vias de difusão para as moléculas encapsuladas. A dispersão 

das nanopartículas conserva a baixa viscosidade de um sistema formado por 

partículas leves de baixa densidade (AMAR-YULI et al, 2007). 

 
Figura 5: Representação esquemática das fases líqui do-cristalinas: cúbica (A) e hexagonal (B) 
com as possíveis localizações de fármacos dentro da  estrutura líquido-cristalina (Adaptado de 
CHEN; MA; GUI, 2014). 
 

Portanto, nanodispersões aquosas de fase líquido-cristalina apresentam-se 

como interessantes nanocarreadores para liberação tópica de fármacos de 

diferentes características físico-químicas, pois tem a capacidade de ultrapassar a 

função barreira exercida pelo estrato córneo, aumentando a entrada de fármacos 

nas diversas camadas da pele. Tais nanodispersões são biodesivas, promovem 

liberação sustentada de fármacos na pele, solubilizando-os e protegendo-os da 

degradação física, química e enzimática e, ainda, apresentam como formadores 

estruturais a monoleína e o fitantriol, que são lipídios não tóxicos (LOPES et al, 

2006a; GUO et al, 2010; ROSSETTI et al, 2011; VICENTINI et al, 2013).  

Por característica, conforme descrito anteriormente, sistemas líquido-cristalinos 

sofrem transição de fases com a adição de lipídios, fármacos, polímeros e solventes. 

Com isso, a caracterização das fases líquido-cristalinas deve ser feita após a adição 

de cada componente acima mencionado (ROSSETTI et al, 2011). Componentes 

lipídicos como os triglicerídeos de diversos tamanhos de cadeia foram adicionados 
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ao sistema monoleína – água, a fim de examinar a transição das fases líquido-

cristalinas, sendo observados que triglicerídeos de cadeia muito curta como o 

triacetato de glicerila localizou-se próximo das cabeças polares da monoleína, o que 

não modificou seu fator de empacotamento, por consequência não alterou a 

mesofase. Entretanto, triglicerídeos como tributirina e tricaprilato de glicerina de 

cadeias curta e média, respectivamente, incorporaram-se entre as cadeias 

hidrofóbicas da monoleína, afetando seu fator de empacotamento, transformando a 

fase líquido-cristalina para tipo hexagonal (AMAR-YULI; GARTI, 2005).  

O ácido oléico é um ácido graxo com o mesmo tamanho de cadeia da 

monoleína, que ao ser adicionado ao sistema monoleína – água produz maior efeito 

de resposta a mudanças de pH e concentração salina, sendo a repulsão 

eletrostática determinante para o comportamento das fases líquido-cristalinas 

(NAKANO et al, 2002). A adição de ácido oléico tende a se localizar na região 

interfacial da bicamada e canais aquosos, acomodando-se na região das caudas 

hidrofóbicas, o que aumenta o volume dessas caudas, e, por consequência, altera o 

fator de empacotamento com mudança da fase cúbica para hexagonal reversa 

(CABOI et al, 2001). Sendo que, com 2 % de ácido oléico adicionado à mistura 

monoleína – água foi possível obter fase líquido-cristalina hexagonal reversa em 

temperatura ambiente (LOPES et al, 2006b). 

Dentre as aplicações das fases líquido-cristalinas como sistemas de liberação de 

fármacos, Vicentini e colaboradores (2013) desenvolveram nanodispersões líquido-

cristalinas (NDLCs) de fase hexagonal contendo o lipídio catiônico oleilamina e o 

polímero catiônico polietilenoimina para veiculação de small interfering RNA (siRNA) 

na pele. Nesse estudo foi mostrado a efetiva entrega dessa macromolécula na pele, 

que sobrepôs o estrato córneo e atingiu a epiderme viável, com supressão dos 

níveis de proteínas em modelo animal com camundongos hairless. Ainda, com 

aplicação na pele para a terapia gênica, foram desenvolvidos sistemas líquido-

cristalinos associados com polietilenoimina para veiculação de siRNA. Tais sistemas 

se caracterizaram como fases cúbica do tipo diamante e hexagonal reversa, as quais 

promoveram liberação prolongada in vitro por sete dias e geleificação in situ após 

injeção subcutânea permanecendo por 30 dias (BORGHETI-CARDOSO et al, 2015). 

Na área de terapia fotodinâmica tópica, sistemas de fase líquido-cristalinas 

foram capazes de veicular diversos fotossensibilizantes como derivado da clorina 
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para a terapia de câncer cutâneo (PETRILLI et al, 2013), aumentar a penetração na 

pele de compostos de ftalocianina de zinco (PRAÇA et al, 2012) e veiculá-los em 

formulações estáveis impedindo a agregação e aumentando a solubilidade desse 

fotossensibilizantes (ROSSETTI et al, 2011).  

Em relação à terapia anti-câncer foram feitas administrações simultâneas pela 

via oral em modelo animal com ratos de duas NDLCs, uma contendo doxorrubicina 

(fase cúbica) com intuito de exercer atividade antitumoral e outra contendo coenzima 

Q10 (fase hexagonal) com a finalidade de minimizar os efeitos colaterais provocados 

pela doxorrubicina como a peroxidação lipídica advindos da geração de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e cardiotoxicidade. As NDLCs aumentaram a eficácia 

terapêutica da doxorrubicina e coenzima Q10, bem como protegeram os fármacos 

veiculados que atravessaram trato gastrointestinal (SWARNAKAR; THANKI; JAIN, 

2014). 

Dentro da farmacoterapia de antirretrovirais foi veiculado efavirenz em 

nanopartículas de fase cúbica baseadas em fitantriol que foram administrados 

oralmente. A NDLC manteve-se estável, aumentou a biodisponibilidade do efavirenz, 

sendo uma opção de tratamento principalmente para pacientes pediátricos 

(AVACHAT; PARPANI, 2015). Ainda, com essas nanopartículas de fase cúbica há 

relatos de veiculação de ciclosporina A para veiculação ocular e cinarizina e 

anfotericina B para via oral. E, para nanopartículas de fase hexagonal carreamento 

de vitamina K para via transdérmica e progesterona por via oral (CHEN; MA; GUI, 

2014). 

 

1.3 Peptídeos de penetração celular  

Peptídeos de penetração celular (PPCs) são definidos como sequências 

peptídicas de até 30 aminoácidos, com a habilidade de entrar nas células através da 

translocação da membrana celular (LUNDBERG; LANGEL, 2003). O início do uso de 

PPCs ocorreu a partir de uma observação feita por Frankel e Pabo (1988) quando 

estudavam o vírus HIV-1 da síndrome da imunodeficiência adquirida, notando que a 

proteína transativadora-transcritora (TAT) era capaz de entrar espontaneamente nas 

células, o que colocou o peptídeo TAT, com 11 aminoácidos na sequência peptídica, 

como proteína mais usada para a entrega de substâncias. Alguns anos depois foi 

descoberta outra proteína com a mesma capacidade, chamada Antennapedia, 
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advinda de um fator de transcrição da Drosophila melanogaster, mais tarde 

denominada Penetratin, a qual possui 16 aminoácidos na sequência peptídica 

(COPOLOVICI et al, 2014; BRUGNANO; WARD; PANITCH, 2010). Outros PPCs 

empregados de forma bem sucedida são o transportan, derivado de peptídeos 

quiméricos, e peptídeos sintéticos anfipáticos (COPOLOVICI et al, 2014; 

LUNDBERG; LANGEL, 2003). 

De uma forma geral os PPCs têm sido utilizados de maneira efetiva para a 

entrega de peptídeos, proteínas, anticorpos, nanopartículas, oligonucleotídeos, 

siRNA e DNA, fármacos e agentes de contraste (BRUGNANO; WARD; PANITCH, 

2010; KOREN; TORCHILIN, 2012). Assim, o uso de PPCs abrem possibilidades de 

melhorar a entrega de pequenas e grandes moléculas bioativas que são impedidas 

de alcançar alvos específicos em células ou, ainda, intracelulares como em 

organelas, por exemplo, mitôcondrias e lisossomos (KOREN; TORCHILIN, 2012). 

Um transporte efetivo de moléculas para atingir concentrações intracelulares 

suficientes para obter efeito biológico, geralmente envolve grande quantidade de 

fármaco. Portanto, um aumento na translocação da membrana celular pelo 

transporte aumentado de fármaco, reduz significativamente a quantidade 

administrada e o surgimento de efeitos colaterais em tecidos saudáveis (VIVÈS; 

SCHMIDT; PÈLEGRIN, 2008). Além disso, PPCs tem sido aplicados para transporte 

de substâncias através da pele, barreira hematoencefálica e conjuntiva dos olhos 

(REISSMANN, 2014). Em relação à aplicação cutânea, a presença de carga positiva 

dos PPCs pode provocar um acúmulo sobre a pele, que tem residual de carga 

negativa, melhorando a eficiência de penetração e entrega de substâncias (LOPES 

et al, 2008; DESAI et al, 2012). 

PPCs tem como características: solubilidade em água, baixa toxicidade, 

habilidade de entrar em vários tipos celulares, eficiência relacionada com a dose 

utilizada e nenhuma restrição a respeito do tamanho e tipo de carga a ser 

transportada (COPOLOVICI et al, 2014). PPCs adentram as células por diversos 

mecanismos para realizar o transporte de substâncias e partículas. A maioria das 

células possui na superfície glicosaminoglicanas e proteoglicanas, as quais 

conferem carga negativa à membrana celular, o que propicia a adsorção e interação 

eletrostática com os aminoácidos de carga positiva, como arginina e lisina, 

constituintes das sequências peptíticas de PPCs como peptídeo TAT, Penetratin e 
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poliargininas. Após a adsorção, entram nas células num processo independente de 

energia, através da translocação da membrana plasmática (KOREN; TORCHILIN, 

2012; LUNDBERG; LANGEL, 2003). Outros mecanismos de entrada dos PPCs são 

endocíticos como via caveolina ou clatrina e macropinocitose, sendo dependentes 

da concentração usada, carga e hidrofobicidade de PPCs, bem como do tipo celular 

envolvido, preponderando um ou outro mecanismo ou, ainda, há ocorrência de mais 

de um tipo simultaneamente (VIVÈS; SCHMIDT; PÈLEGRIN, 2008). 

Para se obter uma efetiva entrega e distribuição no interior da célula, a ligação 

dos PPCs com a substância ou nanopartícula a ser veiculada pode ser covalente ou 

não covalente, por conjugação direta ou adsorção física, respectivamente (Figura 6). 

A ligação covalente pode ocorrer por meio de fusão direta ou de um ligante, entre o 

PPC e o material a ser veiculado. Com esse tipo de ligação foram realizadas 

conjugações entre PPCs e o polímero polietilenoglicol (PEG), os quais foram 

posteriormente inseridos em lipossomas, em que a porção terminal do polímero PEG 

na superfície do lipossoma estava ligada a PPCs específicos para alvos de interesse 

com subsequente entrega de fármacos (KOREN; TORCHILIN, 2012). Por fusão 

direta, foram obtidos bons resultados com sequências peptídicas, de 10 a 16 

aminoácidos, ligadas covalentemente em ácidos nucleicos ou nanopartículas de 

ferro (40 nm), que atravessaram as membranas biológicas por transdução de 

proteínas (MUNYENDO et al, 2012). 

 

 
Figura 6: Representação esquemática dos peptídeos d e penetração celular (PPCs) com 
moléculas bioativas e nanocarreadores e indicação d a internalização celular (adaptado de 
COPOLOVICI et al, 2014). 
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Peptídeo TAT ligado a polímeros a base de PEG foram inseridos em lipossomas 

com aplicação na área de terapia gênica, o qual promoveu melhor transfecção in 

vitro e in vivo de um plasmídeo em células tumorais de cérebro humano após injeção 

intracraniana em modelo de xenoenxerto em ratos imunossuprimidos (GUPTA; 

LEVCHENKO; TORCHILIN, 2007). Nesse mesmo tipo de sistema de liberação, 

foram inseridos polímeros a base de PEG e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina (DOPE) ligados entre si através de um ligação hidrazona sensível 

a pH, que quando circulantes no organismo protegem de degradação o peptídeo 

TAT inserido no lipossoma, porém em região tumoral, pH ácido, perdem o 

recobrimento de PEG e expõe o peptídeo TAT que interage com as células tumorais 

por meio de ligações eletrostáticas, bem como através pontes de hidrogênio, e 

subsequentemente, por macropinocitose permite a entrada de macromoléculas e 

nanopartículas, seguido de escape endossomal aumentado com liberação do 

material transportado no citoplasma (KOREN et al, 2012). 

A forma de ligação entre PPC e o material a ser transportado define vários 

parâmetros como mecanismo e efetividade da internalização celular, e também o 

efeito biológico, como em estudo realizado com ácido nucleicos de microRNA 

ligados covalentemente com PPC, que continha arginina. Tais ligações asseguram 

maior estabilidade ao material conjugado antes de atingirem o local de entrega do 

material transportado e podem ser do tipo: peptídica, maleimida, dissulfídica, éster, 

tioéter, dentre outras (KOREN; TORCHILIN, 2012; LEBLEU et al, 2008). 

A complexação do material a ser transportado com PPCs por adsorção física ou 

ligação não covalente ocorre através de interações eletrostáticas entre cargas 

positiva (aminoácidos da sequência peptídica – lisina, histidina, arginina) com 

negativa (material a ser transportado), além de interações hidrofóbicas entre os 

grupamentos apolares desse complexo (KOREN; TORCHILIN, 2012; HEITZ; 

MORRIS; DIVITA, 2009; MUNYENDO et al, 2012). Esse tipo de ligação não 

covalente tem sido aplicado para o transporte de proteínas e oligonucleotídeos com 

PPCs como peptídeo TAT e poliargininas (HEITZ; MORRIS; DIVITA, 2009). Ainda, 

há relatos na literatura mostrando a eficiência desse tipo de ligação para peptídeo à 

base de biotina, que efetivamente penetrou através do estrato córneo e camadas da 

pele, bem como provocou aumentada internalização celular em células da epiderme 

após a aplicação tópica. Peptídeo TAT e polilisina-9 acoplados a enzimas 



Introdução______________________________________________________________18 

  

 
  

antioxidantes propiciaram a entrega dessas enzimas na epiderme e derme 

aumentando seus níveis na pele (DESAI; PATLOLLA; SINGH, 2010). Outro estudo 

feito com PPCs complexado a um fosfopeptídeo demonstrou a aplicação de 

promotor de penetração cutânea dos peptídeos YARA e WLR, sendo que a ligação 

não covalente foi mais efetiva comparado com a ligação covalente entre os PPCs e 

o fosfopeptídeo (LOPES et al, 2008).  

A necessidade de delineamento de sistemas de liberação que apresentem maior 

efetividade e também sejam mais específicos para a entrega de substâncias 

bioativas em locais em que patologias se desenvolvem é força propulsora para o 

direcionamento das terapias baseadas em PPCs (MARTÍN; TEIXIDÓ; GIRALT, 

2010). O conhecimento das características biológicas locais onde as moléculas 

devem alcançar pode garantir concentração aumentada local e evitar falta de 

especificidade, constituindo a melhor maneira para o desenvolvimento seletivo de 

tratamento voltado para células-alvo e tecidos-alvo, permitindo maior sucesso 

terapêutico (PERCHE; TORCHILIN, 2013).  

PPCs convencionais como peptídeo TAT e poliargininas tem seu mecanismo de 

entrada celular baseado nas interações eletrostáticas entre os aminoácidos de carga 

positiva da sequência peptídica com a carga negativa residual de membranas 

plasmáticas das células eucarióticas, essa interação espontânea ocorre de forma 

não seletiva, caracterizando a inespecificidade desses PPCs, apesar de sua 

efetividade (MARTÍN; TEIXIDÓ; GIRALT, 2010). 

A seletividade e o direcionamento das terapias levam em consideração 

características histológicas, celulares e moleculares do local de ação terapêutica, 

assim como as peculiaridades das doenças que modificam os locais alvos (VIVÈS; 

SCHMIDT; PÈLEGRIN, 2008). Essa estratégia é denominada active targeting 

(tradução “alvo ativo”), em que se pode orientar a terapia para uma célula específica 

como a cancerígena, usando-a como alvo, como para receptores de membrana 

superexpressos para a transferrina, por exemplo. Assim, através da proteína 

transferrina ancorada na superfície de lipossomas pode-se melhorar a entrega e 

segurança de substâncias quimioterápicas (MARUYAMA, 2011). Ou ainda, pode-se 

realizar carreamento de anticorpos na superfície de sistemas de liberação voltados 

para o receptor de fator de crescimento epidermal tipo 2 (HER2) em células de 
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câncer de mama para melhorar a eficácia de tratamento, através da aumentada 

internalização celular e acúmulo tumoral da doxorrubicina (LAGINHA et al, 2008).  

Nesse contexto, o desenvolvimento de novas formulações utilizando PPCs 

voltados para aplicação tópica também são válidos por possibilitarem a entrega de 

fármacos e macromoléculas em células e tecidos como a pele, bem como por 

produzirem terapia localizada para as patologias cutâneas evitando efeitos adversos 

(NASROLLAHI et al, 2012). Estudo relacionado com tratamento tópico anti-

inflamatório foi conduzido com ciclosporina A conjugada com poliarginina-7 

(sequência peptídica com 7 monômeros de arginina) através de um ligante a base 

de biotina sensível a pH, estável em pH ácido (pele) e em pH 7,4 (intracelular) libera 

a ciclosporina A. Este conjugado sobrepôs à barreira do estrato córneo, provocou 

eficiente liberação local com inibição da inflamação em ensaio in vivo, sendo útil 

para as terapias de psoríase e dermatite atópica (ROTHBARD et al, 2000). A 

aplicação tópica de PPCs inespecíficos como peptídeo TAT e poliargininas constitui 

uma estratégia específica, pois as cargas positivas advindas dessas sequências 

peptídicas provocam um agrupamento de cargas sobre a superfície da pele 

negativamente carregada, por consequência acúmulo do material a ser transportado, 

favorecendo a penetração pelas vias de transporte da pele (NASROLLAHI et al, 

2012).    

Explorando características locais, diversas terapias tem se voltado para o 

microambiente da lesão ou patologia, os quais possuem atividade enzimática 

aumentada (proteases), pH diferenciado e alta atividade metabólica. Com isso, 

utilizam-se ligantes, entre os PPCs e as moléculas transportadas, sensíveis a alta 

atividade enzimática de metaloproteinases, ao pH ácido da região tumoral ou, ainda, 

a proteases celulares de agentes infectantes. Assim, após estímulo liberam o PPC 

para interagir localmente e aumentar a internalização de moléculas. Esse 

mecanismo constitui a terapia sensível a estímulos locais, também chamada de 

“ativável” (PERCHE; TORCHILIN, 2013; VIVÈS; SCHMIDT; PÈLEGRIN, 2008). 

Outros exemplos de condições locais típicas estimulatórias ocorrem em região de 

infarto e inflamação e em regiões com alterações de tensão de oxigênio (hipóxia) e 

status redox (KOREN; TORCHILIN, 2012).  

Outra forma de individualizar a terapia localizada envolve sequências peptídicas 

específicas complementares ao alvo pretendido, a qual se encaixa no conceito e 
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propósito de PPCs. Essa técnica se baseia na produção de uma biblioteca de 

sequências peptídicas por bioprospecção levando em consideração: as proteínas 

que compõem receptores de superfície de membrana celular, células saudáveis e 

ensaios in vivo de diversas sequências peptídicas similares entre si com avaliação 

da ação biológica. Essa tecnologia fornece sequências peptídicas para diversos 

tipos de câncer, dentre eles, HN-1, um PPC específico de 12 aminoácidos para a 

membrana celular de células de câncer escamoso de cabeça e pescoço, que tem 

mecanismo de internalização envolvendo endocitose mediada por receptor. Além 

disso, pode-se também direcionar PPCs para organelas, como um peptídeo para 

mitocôndrias que exerce atividade citotóxica para células de câncer prostático 

(MARTÍN; TEIXIDÓ; GIRALT, 2010). De uma forma geral, relacionam-se aspectos 

de estrutura-atividade com vistas nas interações moleculares de ligação entre 

proteínas e receptores. Técnicas de caracterização auxiliam esses estudos como 

cristalografia de proteínas por difração de raios-X, cromatografia líquida de alta 

eficiência, espectrometria de massas e estudos de afinidade entre os ligantes 

(VIVÈS; SCHMIDT; PÈLEGRIN, 2008).  

Dentro desse conceito, o peptídeo D4 possui grande potencial. Ele possui uma 

sequência peptídica de 6 aminoácidos: Leucina-Alanina-Arginina-Leucina-Leucina-

Treonina, obtido de estudos de modelagem molecular e cristalografia in silico do 

receptor de membrana para o fator de crescimento epidermal (EGFR). O peptídeo 

D4 tem sequência peptídica completar ao receptor mencionado e teve sua atividade 

avaliada em estudos de aumento de internalização celular de lipossomas 

funcionalizadas com peptídeo D4 em linhagem celular de pulmão com alto padrão 

de expressão do receptor EGFR e em modelo de xenoenxerto in vivo (SONG et al, 

2009). Com o intuito de aumentar a especificidade de terapia cutânea antioxidante, o 

peptídeo D4 nesse trabalho foi delineado para os receptores EGFR da membrana 

celular de queratinócitos, que em condições fisiológicas apresentam padrão normal 

de expressão, porém em situações patólogicas como lesões de ceratose actínica e 

câncer escamoso de pele, tais queratinócitos possuem superexpressão de 

receptores EGFR. Essas lesões são provocadas pela exposição sucessiva e 

continuada à radiação UV ao longo da vida. Assim terapias voltadas para esse 

receptor constituem terapêutica específica (URIBE; GONZALEZ, 2011).  
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Todas essas estratégias de melhorar o tratamento de patologias com a utilização 

de PPCs, incluindo aumento de efetividade e espeficidade das moléculas bioativas 

veiculadas são melhores aproveitadas se houver uma associação de sistemas de 

liberação de fármacos, pois ocorre adição das particularidades intrínsecas desses 

sistemas. Ainda, os PPCs conforme descrito anteriormente possuem a capacidade 

de aumentar a internalização de sistemas nanoparticulados. Portanto, NDLCs 

funcionalizadas com peptídeo D4 de ação específica para a epiderme e com 

peptídeo TAT de ação pronunciada pela interação com tecidos e internalização 

celular pela presença das cargas positivas dos aminoácidos, apresentam-se como 

nanocarreadores inovadores para liberação cutânea e entrega de fármacos de uso 

dermatológico, como o AL. 

 

1.4 Estresse oxidativo e inflamação 

O funcionamento de organismos aeróbicos depende de oxigênio para gerar 

energia a partir de oxidação de moléculas, como glicose e ácidos graxos. Durante 

essa oxidação, elétrons são removidos, transferidos para uma série de reações, até 

alcançar o aceptor final, oxigênio molecular. Esses elétrons produzidos são 

transportados por formas intermediárias de oxigênio, as espécies reativas de 

oxigênio (EROs), anteriormente chamados de radicais livres, as quais possuem 

tempo de duração curto e são continuamente geradas em baixa concentração dentro 

do metabolismo aeróbico normal. No metabolismo endógeno, a maior fonte de EROs 

são geradas pelas mitocôndrias (BICKERS; ATHAR, 2006; EWBIEWENGA et al, 

1997; CIRCU; AW, 2010).  

Dentre as EROs estão o oxigênio singlete (1O2), ânion superóxido (O2
·-), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH-), sendo o oxigênio singlete o 

mais potente oxidante comparado com os outros mencionados, o qual se forma pela 

transferência de energia física ou química para o oxigênio molecular (O2) e, quando 

se reduz forma as outras formas de EROs (O2
·-, H2O2, OH-), produtos gerados a 

partir de reações em cadeia (BICKERS; ATHAR, 2006). Além disso, EROs também 

podem ser produtos da exposição a xenobióticos e dependendo da sua 

concentração podem ser benéficos ou nocivos para células e tecidos, agindo como 

mensageiros na sinalização e regulação intracelular (BARTOSZ, 2009). Uma fonte 

de produção in situ de EROs na pele é a infiltração de leucócitos ativados que 
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liberam O2
·- e hipoclorito, com o propósito de eliminar micro-organismos e degradar 

tecidos danificados durante o processo inflamatório. Ainda, íons metálicos como Fe+2 

e Cu+1 funcionam como catalisadores das reações geradoras de EROs (BICKERS; 

ATHAR, 2006).    

A fim de controlar o processo oxidativo, os sistemas biológicos possuem 

diversos mecanismos antioxidantes, tais como antioxidantes enzimáticos: superóxido 

dismutase, catalase, peroxidases e os antioxidantes não enzimáticos, como a 

glutationa, isoformas de vitamina E e ubiquinol, que previnem danos em proteínas, 

lipídios e DNA celulares. Os antioxidantes enzimáticos estão na linha de frente de 

proteção, pois sequestram as EROs, convertendo-as em espécies menos reativas. 

Além desses compostos mencionados, a pele possui outros antioxidantes de maior 

potência como ascorbato, ácido úrico, carotenoides e sulfidrilas, sendo que a 

epiderme contém maior concentração de antioxidantes comparado com a derme 

(GODIC et al, 2014; SCANDALIOS, 2005). 

Os sistemas antioxidantes e as EROs  devem estar balanceados dentro das 

células, porém quando ocorre algum desequilíbrio entre eles, por depleção dos 

antioxidantes ou por acúmulo de EROs, surge o estresse oxidativo. Um indicador de 

estresse oxidativo é o aumento dos níveis endógenos de EROs geradas, por 

exemplo, pela exposição à radiação UV (SCANDALIOS, 2005). Em outras palavras, 

o distúrbio no equilíbrio de substâncias oxidantes/ antioxidantes no sentido de 

reações pró-oxidantes leva a danos de componentes celulares, como peroxidação 

de ácidos nucléicos e lipídios, contribuindo para o desenvolvimento de doenças 

(KRUK; DUCHNIK, 2014).  

A pele é um órgão constantemente exposto ao estresse oxidativo. A radiação UV 

que incide sobre a pele, especialmente nos queratinócitos, produz uma grande 

quantidade de EROs. A radiação ultravioleta B (UVB), mesmo após exposições 

curtas, provoca danos na pele, como formação de dímeros de DNA e fotoprodutos e, 

ainda, redução de antioxidantes fisiológicos, pela ação de EROs na epiderme e 

derme, o que desregula o sistema redox celular (BITO; NISHIGORI, 2012). 

Exposições prolongadas e sucessivas à radiação UV sobrecarregam o sistema 

antioxidante da pele e a capacidade de resposta imune, levando a danos oxidativos, 

imunotoxicidade, envelhecimento cutâneo prematuro e câncer de pele (GODIC et al, 

2014). 
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Concentrações moderadas de EROs propagam-se como sinalizadores celulares 

em cascata, desencadeando uma onda de EROs através dos tecidos, o que os 

constitui como importantes mediadores regulatórios de diversas vias e processos 

como proliferação celular e apoptose (WAGENER; CARELS; LUNDVIG, 2013). Além 

de existir uma relação entre o estresse oxidativo e a inflamação, é possível afirmar 

que a etiologia e progressão de um grande número de patologias advêm dessa inter-

relação. A produção de EROs é parte da resposta inflamatória, como também da 

ativação de células inflamatórias que geram EROs para eliminar patógenos em 

geral. Por exemplo, um dos modos de desenvolvimento de tumor em células 

epiteliais é a produção de EROs, os quais são capazes de ativar neutrófilos e 

macrófagos promovendo câncer em células epiteliais. Considerando que, a liberação 

de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), importante citocina pró-inflamatória, é 

mediadora chave da inflamação com potencial mutagênico, se tiver sua produção 

continuada pode exacerbar todo esse quadro (KHAN et al, 2012). 

H2O2 é reconhecidamente o maior sinalizador celular por mediar oxidação dos 

grupos tióis de proteínas, provocar modificações covalentes entre aminoácidos 

afetando a atividade das proteínas e alterar o estado redox de proteínas e, por 

consequência, o status redox celular. O fator de transcrição nuclear kappa beta (NF-

κβ) contem resíduos de cisteína sensíveis à modificação redox, o que afeta a ligação 

de moléculas de DNA e a regulação da transcrição de genes sensíveis à 

modificação redox. Ainda, a ativação por EROs resulta na translocação do NF-κβ 

para o núcleo com transcrição de vários genes-alvo seguido de desenvolvimento de 

inflamação, proliferação e sobrevivência celulares. Entretanto, altas concentrações 

de EROs inativam o NF-κβ seguido de morte celular (KRUK; DUCHNIK, 2014; 

WAGENER; CARELS; LUNDVIG, 2013). Especificamente, a formação do NF-κβ 

leva a ativação da proteína quinase C (PKC), enzima que medeia à formação de 

citocinas pró-inflamatórias como a interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) e o 

TNF-α, sendo que este último estimula e aciona a proliferação e diferenciação de 

células do sistema imune, apoptose celular e é considerada citocina chave da 

inflamação (KRUK; DUCHNIK, 2014). 

Após a exposição da pele à radiação UV, ocorre a ativação de um complexo 

multiprotéico chamado inflammasome que está no citoplasma de queratinócitos, 

esse complexo é fonte rica de citocinas pró-inflamatórias como interleucina-1β (IL-
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1β) e interleucina-1α (IL-1α), o que implica no papel imunológico e de resposta 

inflamatória dos queratinócitos (WAGENER; CARELS; LUNDVIG, 2013). Além disso, 

a presença de IL-1β culmina na ativação de NF-κβ, bem como a liberação de novas 

citocinas como TNF-α, IL-6 e IL-1, resultantes da exposição à radiação UV 

(BANERJEE; LEPTIN, 2014). Por outro lado, tal exposição induz diminuição dos 

níveis antioxidantes endógenos como glutationa e aumento da atividade de 

mieloperoxidase (MPO), enzima oxidorredutase presente em leucócitos 

granulocíticos como leucócitos polimorfonucleares e monócitos, sendo um 

biomarcador para avaliar a resposta inflamatória frente a agentes irritantes e 

tumorigênicos (VILELA et al, 2013).  

A inflamação é essencial para a sobrevivência, está ligada à resposta imune 

inata, com função de proteção contra os agentes patogênicos, com consequente 

desenvolvimento da imunidade específica gerada a longo prazo e, ainda, participa 

do reparo de tecidos danificados. A inflamação aguda é processo auto limitante 

rápido, que se permanecer por tempo prolongado pode ser tornar crônica 

(MUELLER, 2006). Essa resposta é considerada um instrumento para suprir o tecido 

de fatores de crescimento e citocinas, que sinalizam os movimentos celulares e 

teciduais necessários para a reparação, como a migração de mastócitos, eosinófilos, 

neutrófilos e células mononucleares. Essas células liberam mediadores quando 

ativadas por estímulos físico, químico, microbiológico ou imunológico, e esses 

mediadores provocam reações como permeabilidade vascular e vasodilatação, dor, 

coceira e recrutamento de células inflamatórias para o local (GILLITZER; 

GOEBELER, 2001; EMING; KRIEG; DAVIDSON 2007).   

A pele por recobrir toda a extensão do corpo, com função primária de proteção, 

está diretamente envolvida no reparo de injúrias para manter a homeostasia. Para se 

alcançar esse restabelecimento cutâneo há vários processos envolvidos, desde 

numerosos tipos de células até fatores de crescimento, citocinas e componentes da 

matriz extracelular (DELAVARY et al, 2011). Se algum dos passos do mecanismo 

inflamatório falhar, pode tornar esse processo resolutivo desregulado culminando 

para uma cronicidade (DEBENEDICTIS et al, 2001). 

Os antioxidantes atenuam os danos provocados pelas EROs, podendo reduzir 

ou reverter muitos dos eventos celulares que contribuem para degradação da 

epiderme e surgimento de patologias (GODIC et al, 2014). Terapias antioxidantes 
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aplicadas na pele podem exercer ação sobre a transdução de sinais para 

queratinócitos, pois essas terapias agem sobre as EROs, as quais por sua vez 

participam da cascata inflamatória para regulação de proliferação de queratinócitos. 

No processo de transdução de sinal, uma grande quantidade de EROs intracelular 

pode provocar danos no DNA e se persistir esse dano, inicia-se resposta 

inflamatória, e em associação com a proliferação de células danificadas tem-se 

aparecimento de tumor (PARK et al,  2003; BITO; NISHIGORI, 2012).  

EROs estão envolvidos nos três estágios de desenvolvimento de câncer de pele 

(iniciação, promoção e progressão) e também no aparecimento de patologias 

cutâneas que incluem inflamação e estresse oxidativo como envelhecimento 

cutâneo. Portanto, a utilização adequada de substâncias antioxidantes nesse 

cenário para minimizar ou proteger dos efeitos deletérios provocados por EROs 

podem contribuir para o restabelecimento de respostas fisiológicas, bem como 

prevenção e tratamento de envelhecimento cutâneo e câncer de pele 

(CASAGRANDE et al, 2006; BICKERS; ATHAR, 2006).  

A terapia antioxidante tópica constitui adequada estratégia em prevenir o 

estresse oxidativo e os danos advindos desse desequilíbrio (GODIC et al, 2014). Tal 

terapia está geralmente relacionada com a aplicação de substância antioxidantes 

não enzimáticas de baixo peso molecular como vitaminas E e C e seus derivados, 

coenzima Q10 e compostos fenólicos, em que a propriedade antioxidante intrínseca 

tem o intuito de reduzir a ação de EROs. Como forma de aumentar a efetividade 

desses compostos, faz-se necessária apropriada veiculação em formulação baseada 

em nanocarreadores como lipossomas e nanopartículas, que são capazes de 

propiciar maior estabilidade e concentração de substância antioxidante para 

aplicação cutânea (STOJILJKOVIC; PAVLOVIC; ARSIC, 2014).  

1.5 Ácido lipóico 

O ácido lipóico (AL) foi isolado pela primeira vez de fígado bovino, em 1951. É 

um composto antioxidante dissulfídico sintetizado endogenamente por quase todas 

as células mamíferas. É um cofator-chave do metabolismo enzimático oxidativo, com 

papel importante na transdução de energia nas mitocôndrias, agindo como coenzima 

para a piruvato desidrogenase e para a α-cetoglutarato desidrogenase. De acordo 

com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), traduzindo União 

Internacional de Química Pura e Aplicada, sua nomenclatura química é ácido 5-(1,2-
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ditiolan-3-il) pentanóico. Sua estrutura química apresenta oito carbonos e um 

carbono assimétrico (centro quiral), o que permite duas formas de isômeros ópticos. 

Além disso, após ser absorvido por células e tecidos transforma-se em sua forma 

reduzida – ácido diidrolipóico (ADHL), também com ação antioxidante, constituindo a 

dupla redox AL/ADHL com potencial de redução de – 0,32 V (Figura 7) (GORACA et 

al, 2011; HERMANN et al, 1996; HO et al, 2007; KEITH et al, 2012; TEICHERT et al, 

2005). 

 

 
Figura 7: Representação da dupla redox – ácido lipó ico (AL) e ácido diidrolipóico (ADHL). 

 
Os efeitos do AL se dão em função da reação de troca entre ponte dissulfídica e 

formação de tióis, base da dupla redox AL/ADHL, que auxilia na modulação do 

estado redox das células com diversos efeitos biológicos, dentre eles: 

sequestramento de EROs, atividade quelante de íons metálicos, interação com 

antioxidantes endógenos como glutationa, vitaminas E e C e exógenos como a 

cisteína/cistina, bem como ação sobre a expressão gênica e apoptose (ALVAREZ; 

BOVERIS, 2000; GORACA et al, 2011; KIM et al, 2008; PACKER; CADENAS, 2011). 

O transporte de AL para as células pode ocorrer através de transportadores para 

ácidos graxos e de vitaminas dependente de sódio. A redução do AL para ADHL nas 

células é efetuada por enzimas como NADPH (fosfato de dinucleotídeo de 

nicotinamida e adenina), tiorredoxina redutase, lipoamida desidrogenase e glutationa 

redutase (PACKER; CADENAS, 2011). 

Pela sua atividade antioxidante, atua na prevenção química do estresse 

oxidativo, modula a sinalização da cadeia de citocinas como agente anti-inflamatório, 

o que contribui para tratamentos tópicos de pele relacionados com o estresse 

oxidativo associado ao envelhecimento cutâneo e aparecimento de câncer (HO et al, 

2007; MATSUGO; BITO; KONISHI,  2011).  

Relacionado com as suas propriedades no envelhecimento cutâneo, 

pesquisadores avaliaram o AL em ensaios in vitro com fibroblastos da derme a 
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produção de fibras de colágeno. Após tratamento por 24 h com AL 100 µM, houve 

aumento e produção de novas fibras de colágeno, bem como a expressão de uma 

enzima relacionada com o processamento do colágeno (TSUJI-NAITO et al, 2010). 

Considerando o efeito anti-melanogênico do AL, Kim e colaboradores (2008) fizeram 

uma ligação éster entre AL e moléculas de PEG, sinteticamente AL – PEG, que 

provocou diminuição da melanogênese em torno de 63 % numa concentração de 

0,25 mM, superando a inibição de AL puro na mesma concentração, sem provocar 

diminuição da viabilidade celular de melanócitos B16F10, desta maneira, 

caracterizou-se como opção para clareamento de manchas hiperpigmentadas 

presentes em regiões da pele expostas à radiação UV. 

Estudo relacionado com estresse oxidativo em queratinócitos evidenciou que AL 

numa concentração de tratamento de 10 µM foi capaz de protegê-los após a ação do 

agente oxidante peróxido de hidrogênio (100 µM). Essa proteção foi provada com 

ensaios de produção de EROs e inibição de IL-6, porém os efeitos foram mais bem 

evidenciados para a ação antioxidante e anti-inflamatória quando houve associação 

de várias substâncias com essas mesmas propriedades terapêuticas, dentre elas 

coenzima Q10, resveratrol, vitamina E, óleo de semente de uva e selênio, pela 

redução da secreção de citocinas e modulação de NF-κβ (FASANO et al, 2014). 

Outro estudo que realizou tratamento com associações utilizou nanoemulsões 

enriquecidas com nanopartículas de ouro, extrato de calêndula e AL em modelo in 

vitro com fibroblastos. E, através de ensaios de atividade antioxidante celular e de 

cicatrização e proliferação celulares, propuseram essa associação para tratamento 

antioxidante e de regeneração tecidual tópico (GULER et al, 2014). 

A relação existente entre AL e NF-κβ decorrem do estado redox intracelular, pois 

o AL faz modulação reversível dos antioxidantes celulares glutationa e 

cisteína/cistina. Ainda, pode reagir com os resíduos de enxofre presente nas 

proteínas intracelulares (metionina e cistina) através da oxidação dos grupos 

sulfidrila ou formando pontes dissulfídicas, o que altera o estado tiol redox de 

moléculas sinalizadoras (Figura 8). Tais modificações intracelulares ativam as 

porções redox sensíveis do NF-κβ que está envolvido na expressão de genes de 

citocinas inflamatórias e apoptose. Quando o AL está presente no interior das 

células provoca inibição do NF-κβ, diminuindo a inflamação como o que ocorreu em 

estudos descritos na literatura com monócitos, linfócitos T, osteoclastos, células 
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tubulares renais e ovarianas, pois provocou supressão das vias de citocinas pró-

inflamatórias como o TNF-α, assim como de enzimas envolvidas no processo 

inflamatório como a ciclooxigenase 2 (GORACA et al, 2011; PACKER; CADENAS, 

2011). 

 

 
Figura 8: Troca tiol/dissulfeto acoplado com a dupl a redox AL/ADHL como base da 
ativação/inibição da sinalização celular e transcri ção (adaptado de PACKER; CADENAS, 2011). 
 

Em geral, as propriedades terapêuticas do AL têm sido relacionadas com o 

tratamento de diversas patologias que envolvem estresse oxidativo como: 

neurodegenerativas, autoimune, cardiovasculares, bem como diabetes mellitus e 

câncer (GORACA et al, 2011; LI et al, 2015). 

AL é uma molécula pequena com peso molecular de 206 g, que se dissolve 

em meios hidro e lipofílicos (THOMAS et al, 2014). Porém sua solubilidade em água 

é muito baixa, o que exige veiculação em formulações que superem essa limitação 

para aplicações cosméticas e farmacêuticas, o que foi demonstrado por Liu e 

colaboradores (2011) quando estabeleceram ligação entre moléculas de AL e PEG 

para melhorar a solubilidade aquosa do AL. Ainda, AL apresenta instabilidade na 

presença de luz, pois absorve luz na faixa de comprimento de onda de 300 nm e é 

vulnerável à termólise, pelo seu baixo ponto de fusão (59 - 62°C) (KOFUJI et al, 

2008).   

No caso de aplicação tópica é essencial a utilização de sistemas de liberação 

como opção de suplementação de AL na pele, visto que o mesmo exerce efeitos 

benéficos quando administrado exogenamente (YAMADA et al, 2011). Da mesma 

forma, para propiciar considerável concentração local e intracelular, pois o AL tem 

atividade terapêutica relacionada a altas doses e ao tempo de meia-vida curto 

(ALVAREZ; BOVERIS, 2000; KOFUJI et al, 2008). Ainda, AL pode ser considerado 
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um antioxidante ideal para aplicação tópica, porque uma vez penetrado na pele se 

transforma na sua forma antioxidante mais potente – ADHL (PODDA et al, 1996). 

 

Desse modo, a encapsulação do AL num sistema nanoestruturado como as 

NDLCs garantem proteção contra degradação, propiciando estabilização química, 

além de promover uma liberação adequada nas camadas da pele. Também, tem a 

capacidade de promover liberação de AL na pele e nas células pela sua composição 

estar baseada em promotores de penetração associado ao tamanho nanométrico 

das partículas que compõem o sistema. A funcionalização com PPCs representa 

uma inovação com o intuito de aumentar a penetração e o tempo de residência 

desses sistemas nanoestruturados contento AL na pele, objetivando melhorar o 

desempenho e a efetividade das NDLCs em tratamentos dermatológicos. 
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De acordo com os resultados obtidos permitiu-se concluir que: 

• Foi possível a validação de três metodologias de CLAE para os detectores UV, 

EQ e ELE para a quantificação do fármaco AL com exatidão e precisão, bem 

como desenvolvimento de técnica de extração de AL a partir da pele com taxas 

de recuperação acima de 73% com quantificação pelas três metodologias 

cromatográficas validadas. 

• Foram realizadas com sucesso as reações de conjugação, através de ligações 

covalentes, entre polímeros de PEG2000 e PEG3400 com o lipídio DOPE, bem 

como ligação dos lipopolímeros produzidos: DOPE-PEG3400 e DOPE-PEG2000 

com os PPCs, peptídeos D4 e TAT, respectivamente. 

• Foram obtidas NDLCs com diferentes composições e concentrações dos 

componentes formadores das nanopartículas líquido-cristalinas, assim como 

diversificadas composições de superfície relativas à associação com o peptídeo 

TAT e às funcionalizações com lipopolímeros e lipopolímeros conjugados aos 

PPCs.  

• As caracterizações físico-químicas dos sistemas obtidos exibiram fases líquido-

cristalinas de tipos hexagonal, em sua maioria, e cúbica; tamanho reduzido de 

partícula na ordem de 200 nm, estreito índice de polidispersividade, potencial 

zeta negativo, número de nanopartículas por mL das NDLCs na faixa de 1012 e 

EE em torno de 79% com diversas CC que atingiram 15%. As NDLCs 

apresentaram estabilidade satisfatória relacionado a estes parâmetros físico-

químicos avaliados, bem como manutenção de fase líquido-cristalina. 

• A padronização da avaliação in vitro para as NDLCs em queratinócitos e 

fibroblastos elegeu parâmetros adequados de tratamento relacionados à 

densidade celular, ao tempo de tratamento e à diluição da formulação para 

serem aplicados nas células, evidenciando que o tratamento não promoveu 

diminuição da viabilidade celular. 

• O pré-tratamento de queratinócitos e fibroblastos com AL foi capaz de protegê-

las contra o estresse oxidativo induzido por H2O2. 

• A microscopia confocal a laser evidenciou a entrada das NDLCs contendo AL 

pela demonstração da localização das nanopartículas nos citoplasmas de 

queratinócitos e fibroblastos cultivados em cocultura in vitro. A citometria de fluxo 

para as NDLCs funcionalizadas com DOPE-PEG3400-peptídeo D4 evidenciaram 
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internalização celular aumentada em queratinócitos em função da concentração 

e tempo de incubação, caracterizando a funcionalização específica. Para as 

NDLCs funcionalizadas com DOPE-PEG2000-peptídeo TAT ou associada ao 

peptídeo TAT houve internalização aumentada em queratinócitos para todas as 

NDLCs, caracterizando a inespecificidade da funcionalização. 

• Em ensaios de permeação cutânea in vitro, as NDLCs tiveram seu perfil 

evidenciado de aumento de penetração cutânea do fármaco por microscopia de 

fluorescência e pela extração de quantidades aumentadas de AL da pele e da 

solução receptora. 

• A avaliação in vivo em modelo agudo de exposição à radiação UVB com 

camundongos hairless demonstrou a eficácia do tratamento com as NDLCs 

contendo AL pelas diminuições significativas de marcadores biológicos 

relacionados com a inflamação e estresse oxidativo cutâneos. 

 

Dessa forma, pode-se concluir que foram desenvolvidas NDLCs contendo AL 

com variada composição de superfície com PPCs, as quais estão dentro de 

parâmetros físico-químicos adequados para a via tópica e são capazes de promover 

entrada aumentada de AL na pele. A funcionalização das NDLCs com os peptídeos 

D4 e TAT associada às características intrínsecas das NDLCs como tamanho 

nanométrico e composição de promotores de penetração constitui estratégia 

inovadora e específica para entrega cutânea de AL. Tal estratégia é alternativa 

eficaz para terapia antioxidante tópica de patologias cutâneas que envolvem 

estresse oxidativo e inflamação com aplicação na prevenção do envelhecimento 

cutâneo e tratamento de patologias inflamatórias de pele. 
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