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RESUMO 

 
BORGHETI-CARDOSO, L.N. Sistemas líquido cristalinos de geleificação in situ 
de administração intratumoral para liberação localizada de siRNA na terapia do 
câncer de pele. 2016. 121f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas 
de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 
 
O mecanismo de interferência por RNA (RNAi) é um evento de silenciamento gênico 
através da degradação do RNA mensageiro. Desta forma, a administração de siRNA 
(molécula efetora do RNAi) é uma terapia promissora para o tratamento de diversas 
doenças como o câncer. Porém, para a sua efetiva aplicação terapêutica é necessário 
o desenvolvimento de sistemas de liberação capazes de liberar o siRNA nas células 
alvo, promover a sua internalização celular e evitar a sua degradação. Dentre os 
sistemas de liberação, os de liberação localizada, como os sistemas de geleificação 
in situ, apresentam vantagens sobre administração sistêmica. Formulações fluidas 
precursoras (FFP) que formam sistemas líquido cristalinos viscosos in situ podem ser 
obtidas a partir de lipídeos anfifílicos que absorvem água do meio e se rearranjam. 
Neste contexto, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar o gel formado in situ 
a partir da FFP (G-FFP), composta por monoglicerídeos (MO), polietilenoimina (PEI), 
propilenoglicol (PG) e tampão tris, como sistema de liberação localizada de siRNA na 
terapia do câncer de pele. Os resultados mostraram que o G-FFP é uma mistura de 
fase cúbica e fase hexagonal. O G-FFP liberou o siRNA de maneira sustentada e 
complexado ao PEI. A FFP pode ser esterilizada por filtração em membrana e foi 
capaz de complexar altas concentrações de siRNA (15 mM) e de proteger o siRNA da 
degradação. A citotoxicidade foi dependente da concentração de FFP e esta quando 
complexada com siRNA teve a toxicidade diminuída. O siRNA liberado do G-FFP foi 
internalizado pelas células A431, FaDu, HeLa, A549, WM35/DLC2-GFP e MCF-
7/DLC2-GFP. Além disto, siRNAs específicos liberados pelo G-FFP foram capazes de 
reduzir a expressão da proteína Firefly luciferase em células HeLa e FaDu, pórem não 
foram capazes de reduzir a expressão do receptor do fator de crescimento epidérmico 
(EGFR) nas células A431, HeLa, A549 e FaDu. A redução da expressão de EGFR em 
células A549 foi observado quando a terapia com siRNA foi combinada com 
internalização fotoquímica. Destes resultados, pode-se inferir que a transfecção 
celular do siRNA e o silenciamento gênico promovido por ele foi dependente tanto do 
tipo de linhagem celular como do alvo desejado. Os estudos in vivo mostraram que 
ocorre a formação de gel intratumoral e após 3 dias da administração intratumoral da 
FFP contendo siRNA específico para EGFR houve redução de 30% no tamanho dos 
tumores comparados aos tumores tratados com FFP sem siRNA. Diante destes 
resultados, pode-se concluir que o sistema desenvolvido tem potencial como sistema 
de liberação localizada de siRNA quando aplicado subcutaneamente ou intratumoral, 
uma vez que complexa o siRNA, promove a sua internalização celular e o siRNA 
liberado no citoplasma das células pode reduzir a expressão de proteínas de 
interesse. 
 
Palavras-chave: sistema de liberação líquido cristalino, gel in situ, siRNA, câncer de 
pele e EGFR 
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1.1. Terapia Gênica - Interferência por RNA (RNAi) 

1.1.1. Terapia Gênica 

A terapia gênica tem o potencial de alterar profundamente a maneira de abordar 

e tratar doenças crônicas e adquiridas porque permite regular, reparar, substituir, 

adicionar, deletar ou silenciar uma sequência gênica que é identificada como benéfica 

ou prejudicial ao funcionamento adequado do organismo (NABEL, 2004; WIRTH; 

PARKER; YLA-HERTTUALA, 2013). Mais de 1800 testes clínicos de terapia gênica 

aprovados foram ou estão sendo conduzidos (WIRTH; PARKER; YLA-HERTTUALA, 

2013). Embora os desafios e riscos associados a esta terapia sejam maiores do que 

o previsto inicialmente, todo o conhecimento adquirido com estes estudos permitiu a 

proposição de terapias mais efetivas, dentre elas as que envolvem o silenciamento de 

genes têm atraído a atenção de muitos pesquisadores e pode ser alcançada por 

diferentes processos (NABEL, 2004).  

O silenciamento de genes pode ser realizado no nível transcricional ou pós-

transcricional. O silenciamento gênico transcricional é baseado na manipulação de 

sequências gênicas pela inserção de mutações em regiões específicas do gene, 

produzindo proteínas truncadas ou proteínas com domínios não funcionais. Já no 

silenciamento gênico pós-transcricional a repressão da expressão gênica é feita pela 

degradação do RNA mensageiro (RNAm) (CAPECCHI, 1989; SCHERER; ROSSI, 

2003; SIFUENTES-ROMERO; MILTON; GARCÍA-GASCA, 2011). 

O processo de silenciamento gênico pós-transcricional foi descrito pela primeira 

vez pelos grupos de Richard Jorgensen and Joseph Mol enquanto eles tentavam 

aumentar a expressão de genes em petúnias. Eles introduziram múltiplas cópias do 

gene envolvido na produção da pigmentação e, surpreendentemente, houve 

silenciamento tanto do gene exógeno quanto do gene endógeno, o que resultou em 

flores totalmente brancas ou irregularmente coloridas. A este processo foi dado o 

nome de co-supressão porque o gene endógeno e o exógeno promoveram o 

silenciamento um do outro (JORGENSEN et al., 1996; SIFUENTES-ROMERO; 

MILTON; GARCÍA-GASCA, 2011; VAN DER KROL et al., 1990). Ao mesmo tempo, 

Guo e Kemphues, ao investigar a função de genes no nemátodo Caenorhabditis 

elegans, administraram RNA antisense para bloquear a produção da proteína de 

interesse, obtendo o resultado esperado. Porém, eles observaram o mesmo efeito 

quando a fita sense do RNA foi injetada como controle negativo (GUO; KEMPHUES, 

1995). Enquanto isto, o grupo de Andrew Fire and Craig Mello obtiveram resultados 
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similares aos de Guo e Kemphues ao injetar a fita sense e antisense separadamente 

no nemátodo. Mas, eles injetaram também a fita sense e antisense juntas e 

descobriram que a dupla-fita de RNA (dsRNA) foi muito mais efetiva em produzir a 

interferência do que cada fita isolada. Este processo foi denominado interferência por 

RNA (RNAi) (FIRE et al., 1998).  

 

1.1.2. Interferência por RNA (RNAi) 

 RNAi é um mecanismo de silenciamento gênico pós-transcricional e desde a 

sua descoberta tem revolucionado as pesquisas das áreas das ciências biológicas e 

biomédicas (DE PAULA; BENTLEY; MAHATO, 2007).  

O mecanismo de RNAi (Figura 1) pode ser didaticamente dividido em duas 

fases: a fase de iniciação e a fase de execução. A fase de iniciação consiste na 

geração ou introdução de moléculas efetoras (small interfering (siRNA) e microRNA 

(miRNA)) no citoplasma das células. O siRNA é gerado no citoplasma pela clivagem 

de dsRNA pela enzima Dicer em pequenos nucleotídeos de aproximadamente 21-23 

bases. A geração do miRNA inicia-se no núcleo onde os miRNA primários (pri-RNA) 

codificados endogenamente são processados em precursor miRNA (pre-miRNA). 

Estes pre-miRNA são transportados para o citoplasma onde são clivados pela Dicer. 

Na fase de execução, o siRNA e o miRNA são incorporados em complexos proteicos 

denominados RISC (RNA Induced Silencing Complex). Uma helicase presente neste 

complexo abre a dupla-fita do siRNA, a fita antisense é usada como guia para 

reconhecer o RNAm alvo, que é clivado pelo complexo, degradando-o (DE PAULA; 

BENTLEY; MAHATO, 2007; ELBASHIR; LENDECKEL; TUSCHL, 2001; VICENTINI et 

al., 2013b; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009). O siRNA tem uma 

complementaridade perfeita com o RNAm alvo, enquanto o miRNA tem normalmente 

uma sequência imperfeita, o que leva o silenciamento gênico sem a degradação do 

RNAm (DAVID et al., 2010). 

Desde a identificação do mecanismo de RNAi, siRNA tem sido muito usado 

como ferramenta na pesquisa da função de genes (ELBASHIR et al., 2002), 

identificação de potenciais genes causadores de doenças (CAMPOCHIARO, 2006) e 

como uma promissora abordagem no tratamento de doenças (DE PAULA; BENTLEY; 

MAHATO, 2007; MASIERO et al., 2007; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009), 

isto porque em princípio qualquer alvo pode ser inibido, o siRNA é especifico, 
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facilmente sintetizado e será sempre uma molécula com as mesmas características 

físico-químicas (BUMCROT et al., 2006; DAKA; PEER, 2012; XU; WANG, 2015). 

 

 

Figura 1. Mecanismo de interferência por RNA. Adaptado com autorização de (VICENTINI et 
al., 2013b). Copyright (2013) Springer. 

 

RNAi tem mostrado potencial para tratar diversas doenças incluindo desordens 

da pele (JACOBSON et al., 2010; VICENTINI et al., 2013a), aterosclerose (LI et al., 

2010), câncer (ABBASI et al., 2011; ARIMA et al., 2012; HSU et al., 2013; TARATULA 

et al., 2011) e infecções virais (ALVAREZ et al., 2009; BITKO et al., 2005; 

DEVINCENZO et al., 2008, 2010; LI et al., 2005; ZAMORA et al., 2011). Também tem 

mostrado potencial para regeneração de tecidos (MITTNACHT et al., 2010; NELSON 

et al., 2012; RUJITANAROJ et al., 2013). O RNAi apresenta várias vantagens sobre a 
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terapia convencional com fármacos, que envolve o uso de pequenas moléculas ou 

proteínas, e sobre a terapia gênica baseada em DNA. A principal vantagem do RNAi 

sobre a terapia convencional é que em princípio qualquer alvo pode ser inibido. RNAi 

pode silenciar proteínas que não são facilmente bloqueadas por fármacos 

convencionais por apresentarem conformações não acessíveis a estes fármacos. 

Além disto, o siRNA é especifico e consegue bloquear a expressão somente da 

proteína de interesse, já com o fármaco convencional, devido a similaridade estrutural 

entre algumas proteínas, o bloqueio não-específico pode acontecer. Outra vantagem 

do RNAi sobre fármacos convencionais é que a inibição da expressão gênica pode 

ser mais efetiva para o alcance do resultado terapêutico do que o bloqueio da proteína 

alvo, isto porque uma molécula de RNAm é traduzida em várias cópias de proteína e 

um siRNA pode silenciar múltiplas cópias de RNAm (BUMCROT et al., 2006; DAKA; 

PEER, 2012). O siRNA também tem a vantagem de ser uma molécula com 

aproximadamente as mesmas características físico-químicas e sua produção sintética 

ser relativamente fácil (BUMCROT et al., 2006). Possuir as mesmas características 

fisico-químicas é vantajoso pois facilita o desenvolvimento de formulação 

farmacêutica para a sua aplicação clínica, permitindo que, independentemente da 

sequência de siRNA usada, os mesmos requisitos para uma formulação ideal seja 

necessário. Porém, estas mesma características fisico-químicas são os principais 

desafios para a sua aplicação terapêutica, já que o siRNA precisa alcançar o 

citoplasma das células para ter ação. Embora isto seja um importante obstáculo a ser 

superado, é menos desafiador do que as terapias baseadas em DNA, que são 

moléculas maiores e precisam alcançar o núcleo (DAVID et al., 2010).  

Embora os benefícios para usar RNAi na terapia são obvios, poucos siRNAs 

têm sido avaliados para aplicação clínica (ZHOU et al., 2013). Desde a descoberta do 

RNAi, houve pouco mais de 50 ensaios clínicos envolvendo 26 siRNAs diferentes 

(OZCAN et al., 2015). Os estudos clínicos iniciais foram feitos para o tratamento de 

doenças nas quais a administração localizada de siRNA era desejada como, por 

exemplo, degeneração macular, edema macular diabético, glaucoma e infecção pelo 

vírus sincicial respiratório. Na maioria destes estudos os siRNAs foram injetados ou 

aplicados topicamente na sua forma naked. No entanto, estes ensaios clínicos 

decepcionaram as elevadas expectativas da comunidade científica e médica. 

Problemas de segurança em relação ao siRNA (por exemplo, terapias baseadas em 

siRNA naked desencadearam respostas imunológicas) e baixa eficácia no tratamento 
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foram relatados, o que levou a finalização de muitos estudos antecipadamente 

(OZCAN et al., 2015; SARETT; NELSON; DUVALL, 2015). Os estudos clínicos 

envolvendo administração sistêmica de siRNA tiveram como orgão alvo 

principalmente o fígado. Esta abordagem é motivada pela habilidade de explorar a 

função fisiológica do fígado como sistema de depuração e filtração. Usando esta 

estratégia, muitos siRNAs se mostraram eficazes em testes pre-clínicos e clínicos 

para silenciar genes hepáticos relevantes. Porém, a administração sistêmica de siRNA 

para outros tecidos além do fígado tem sido mais desafiador (SARETT; NELSON; 

DUVALL, 2015). Dos 12 testes clínicos administrando siRNA por injeção intravenosa 

que foram ou estão sendo realizados, 11 deles usaram ou usam sistemas de liberação 

(OZCAN et al., 2015). Estes estudos clínicos nos mostram que é fundamental 

desenvolver sistemas de liberação para administração localizada ou sistêmica de 

siRNA de forma segura e eficaz.  

 

1.2. Sistemas de Liberação 

1.2.1. Sistemas de liberação para administração de siRNA 

 A aplicação terapêutica do siRNA é um desafio, devido as suas características 

físico-químicas como apresentar carga negativa e ter alto peso molecular (~ 13 kDa). 

Os principais desafios para a aplicação clínica do siRNA são a instabilidade do siRNA 

no corpo, a ineficiente internalização celular e – até quando a internalização celular 

ocorre -, o difícil escape endossomal (Figura 2) (SCHROEDER et al., 2010; 

WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009). Portanto, é necessário o 

desenvolvimento de sistemas de liberação para que estes desafios sejam superados 

e o siRNA seja liberado no citoplasma, incorporado ao RISC e ocorra o silenciamento 

gênico. 
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Para um sistema de liberação de siRNA ser efetivo ele deve satisfazer dois 

requisitos contraditórios: complexar o siRNA de modo a protegê-lo das condições 

extracelulares e promover a sua internalização celular e, no ambiente intracelular, 

eficientemente liberar o siRNA no citoplasma. O equilíbrio entre a proteção e a 

liberação do siRNA no citoplasma celular tem sido o maior desafio dos sistemas de 

liberação não-virais (CONDE et al., 2015; KAPOOR; BURGESS, 2013; KIM; PARK; 

SONG, 2013; LIU et al., 2011) e muitas vezes isto justifica a menor eficiência de 

silenciamento por siRNAs veiculados por estes sistemas quando comparados aos 

sistemas virais. Os sistemas virais, embora tenham alta eficiência de transfecção, 

apresentam muitos riscos relacionados às reações imunes e tóxicas além de possível 

recombinação viral, assim, as questões de segurança são um obstáculo para seu uso 

(GHOSN et al., 2010; REISCHL; ZIMMER, 2009).  

Os sistemas de liberação não-virais normalmente consistem de complexos 

formados entre polímeros ou lipídeos catiônicos e siRNA. Eles são bastante 

promissores devido a sua segurança, mas a supressão da expressão gênica mediada 

por estes carreadores ainda é baixa quando comparada aos vetores virais (REISCHL; 

ZIMMER, 2009) pelos motivos descritos acima. Os lipídeos e polímeros catiônicos 

formam complexos com siRNA através de interações eletrostáticas de sua carga 

positiva com a carga negativa do siRNA. As interações eletrostáticas devem ser 

suficientemente estáveis para sustentar a complexação do ácido nucléico com o 

lipídeo ou polímero catiônico durante o seu transporte até a célula alvo - protegendo-

Figura 2. Desafios da terapia com siRNA. 
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o da degradação- e promover a sua internalização celular. A complexação 

siRNA/carreador catiônico evita os problemas de repulsão pela membrana celular que 

tem carga residual negativa e diminui o tamanho dos ácidos nucléicos devido à 

condensação da molécula (BEYERLE et al., 2011; GÜNTHER et al., 2011; LIU et al., 

2011; SCHROEDER et al., 2010; WONG; PELET; PUTNAM, 2007). 

Os ácidos nucléicos podem ser internalizados nas células por diversas vias de 

entrada e a preferencialmente utilizada dependerá das características do seu sistema 

carreador (tamanho, carga superficial, conformação e presença de ligantes) e da 

linhagem celular (SAHAY; ALAKHOVA; KABANOV, 2010; VERCAUTEREN et al., 

2012). A principal via de entrada do siRNA na célula é por endocitose (SCHROEDER 

et al., 2010). A endocitose pode ser mediada por clatrina, via preferencial de 

lipoplexos, ou por caveolina, via de internalização efetiva de poliplexos (FERREIRA et 

al., 2014; REJMAN; CONESE; HOEKSTRA, 2006). O destino intracelular dos ácidos 

nucléicos está relacionado ao mecanismo de internalização celular e subsequente 

processamento intracelular (SAHAY; ALAKHOVA; KABANOV, 2010; 

VERCAUTEREN et al., 2012), como por exemplo a  endocitose mediada por clatrina 

pode levar a degradação lisossômica do siRNA (FERREIRA et al., 2014). Foi proposto 

que o escape endossomal de complexos internalizados pela endocitose mediada por 

clatrina ocorre pela desestabilização da membrana do endossoma pela presença dos 

lipídeos presentes nestes complexos. Caso esta desestabilização não ocorra, o 

conteúdo não será liberado no citoplasma e ocorrerá a degradação lisossomal. Na 

endocitose mediada por caveolina, o escape endossomal ocorre principalmente pela 

ruptura osmótica do endossomo num processo denominado “efeito esponja de 

prótons” (REJMAN; CONESE; HOEKSTRA, 2006). Assim, o complexo precisa ter 

características adequadas para que ocorra o escape endossomal (SCHROEDER et 

al., 2010). 

A alta eficiência de transfecção de ácidos nucléicos promovida por polímeros 

catiônicos como por exemplo a polietilenoimina (PEI) se deve em grande parte à 

maneira como este facilita o escape endossomal pelo processo “efeito esponja de 

prótons” (GÜNTHER et al., 2011). Após a endocitose, o endossoma acidifica 

protonando as aminas dos polímeros e lipídeos catiônicos que tem pKa normalmente 

entre 7 e 5. Isto é seguido por um influxo de prótons adicionais bem como íons cloreto. 

A captação de íons gera um desequilíbrio osmótico, resultando em um influxo de água 

para alcançar o equilíbrio. O endossomo então se incha até o seu rompimento. A 
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ruptura do endossomo libera o conteúdo para o citoplasma (GÜNTHER et al., 2011; 

SCHROEDER et al., 2010). Uma vez no citoplasma, caso o complexo ainda não tenha 

sido dissociado, é necessário que as interações eletrostáticas permitam a dissociação 

do complexo para que o siRNA fique disponível para a maquinaria celular e exerça 

sua atividade terapêutica (SCHROEDER et al., 2010). Acredita-se que apenas 1-2% 

do siRNA liberado por nanopartículas lipídicas, por exemplo, são liberadas no citosol 

e estão disponíveis ao RISC (GILLERON et al., 2013). 

Assim, em princípio, um sistema de liberação de siRNA ideal deve 

(SCHROEDER et al., 2010): 

- proteger o siRNA da degradação enzimática, 

- evitar a eliminação precoce, 

- administrar o siRNA em tecidos alvos e evitar a toxicidade em outros tecidos, 

- aumentar a internalização em células alvo, 

- facilitar o escape endosomal e, 

- liberar o siRNA no citoplasma.  

As características necessárias para um sistema de liberação ser efetivo 

também irá depender da via de administração deste sistema e do tecido alvo. Uma 

apreciação do tecido ou fisiologia do órgão e análise da patologia envolvida é 

fundamental para projetar e otimizar o sistema de liberação. 

 

1.2.2. Sistemas de liberação para administração localizada de siRNA 

 O siRNA pode ser administrado sistemica ou localmente. A administração 

sistêmica de siRNAs deve lidar com diversos desafios além dos inerentes da aplicação 

de siRNA, como interação dos siRNAs com componentes do sangue, a depuração 

renal e permeação dentro do tecido, além de problemas de toxicidade em tecidos não-

alvo (PEER; LIEBERMAN, 2011; SARETT; NELSON; DUVALL, 2015). A 

administração local pode superar estes desafios e apresenta várias vantagens como 

possibilita administração de doses menores, permite liberação local e sustentada e 

diminui a imunoestimulação (CONDE et al., 2015; GUZMAN-VILLANUEVA et al., 

2012; VICENTINI et al., 2013b). A administração localizada de siRNA através do 

pulmão, vagina, pele, sistema nervoso, olho ou intratumoralmente tem mostrado 

benefícios em relação a administração sistêmica para o tratamento de patologias que 

acometem estes tecidos. Além de ser interessante na regeneração de tecidos 

(SARETT; NELSON; DUVALL, 2015; VICENTINI et al., 2013b). Porém, em algumas 
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patologias como carcinomas metastáticos e infecções sistêmicas, a administração 

sistêmica é necessária (SARETT; NELSON; DUVALL, 2015). 

Entre os sistemas para administração localizada, os sistemas de geleificação 

in situ são uma interessante abordagem para a liberação de siRNA (BORGHETI-

CARDOSO et al., 2014, 2015; HAN et al., 2011; KIM; PARK; SONG, 2012, 2013; 

KREBS; JEON; ALSBERG, 2009; NGUYEN; DANG; ALSBERG, 2013). Estes 

sistemas apresentam várias vantagens como serem minimamente invasivos e 

dolorosos quando comparados aos implantes porque eles podem ser injetados 

através de uma seringa no corpo e, após injeção, eles formam um gel localmente, que 

pode promover uma liberação sustentada do fármaco (HATEFI; AMSDEN, 2002; 

PACKHAEUSER et al., 2004).  

Baseado no mecanismo de formação de gel in situ estes sistemas podem ser 

classificados em:  

(i) Pastas termoplásticas, que são sistemas poliméricos injetados fundidos que 

formam gel quando resfriam no corpo;  

(ii) Sistemas crosslinked in situ, que podem ser formados por vários mecanismos tais 

como foto-iniciação, interação iônica ou polimerização iniciada por radicais;  

(iii) Sistemas obtidos por precipitação in situ de polímeros, os quais são formados por 

polímeros que ao serem injetados subcutânea ou intramuscularmente precipitam 

formando um implante sólido polimérico. Esta precipitação pode ser induzida por 

remoção de solvente, mudança na temperatura ou alteração de pH;  

(iv) solidificação in situ de organogels, que são compostos de lipídeos polares ou 

outras anfifilas os quais intumescem na presença de água e formam vários tipos de 

cristais líquidos liotrópicos (BORGHETI-CARDOSO et al., 2013; HATEFI; AMSDEN, 

2002; PACKHAEUSER; KISSEL, 2007). 

Os primeiros sistemas de geleificação in situ para liberação de siRNA foram 

obtidos pelo método de crosslinking in situ ou precipitação (HAN et al., 2011; KREBS; 

JEON; ALSBERG, 2009). Embora estes sistemas tenham liberado o siRNA 

localmente, a liberação do siRNA a partir destes géis não foi controlada. Além disto, o 

siRNA foi liberado sem estar complexado ao carreador, o que pode resultar em curto 

tempo de meia-vida e baixa eficiência de transfecção (KIM; PARK; SONG, 2012; 

NGUYEN; DANG; ALSBERG, 2013). Além disto o método de crosslinking e 

precipitação podem ser prejudiciais ao tecido e ao siRNA (PACKHAEUSER et al., 

2004). Por outro lado, os organogéis que se solificam in situ sob condições biológicas 
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no local de administração podem superar estes desafios. Os organogéis podem ser 

obtidos a partir de lipídeos anfifílicos tais como monoglicerídeos (MO) (Figura 3) que 

absorvem água do meio e se rearranjam em estruturas líquido cristalinas (AGARWAL; 

RUPENTHAL, 2013; CHANG; BODMEIER, 1997a, 1997b, 1998; HATEFI; AMSDEN, 

2002; LARA; BENTLEY; COLLETT, 2005; RIZWAN et al., 2009; YAGHMUR; 

RAPPOLT; LARSEN, 2013). 

 

A 

 

B 

 

Figura 3. Estrutura química dos principais monoglicerídeos usados na obtenção de cristais 
líquidos: (A) monolinoleato de glicerila (monolinoleina) e (B) monoleato de glicerila 
(monoleína). 

 

1.2.3. Sistemas líquido cristalinos 

Os cristais líquidos são definidos como o estado da matéria cujas propriedades 

mecânicas e simétricas são intermediárias entre os sólidos cristalinos e os líquidos 

isotrópicos. A diferença entre os cristais sólidos e os líquidos isotrópicos é o estado 

de ordem. Nos cristais as moléculas estão altamente organizadas enquanto nos 

líquidos as moléculas se difundem livremente (SINGH, 2000). Eles podem ter diversos 
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tipos de estruturas moleculares, sendo classificados em termotrópicos ou liotrópicos. 

Os termotrópicos são os cristais líquidos obtidos por aumento da temperatura e os 

liotrópicos são aqueles no qual a sua obtenção é influenciada pela presença e 

proporção dos solventes (SINGH, 2000), sendo classificados em: fase lamelar, 

hexagonal e cúbica (SHAH; SADHALE; CHILUKURI, 2001). 

A fase lamelar (Figura 4A) consiste de estruturas lineares de bicamadas 

lipídicas alternadas entre canais de água e pode ser usada para obter a fase cúbica 

devido a sua habilidade de absorver excesso de água dos fluidos biológicos. A fase 

cúbica (Figura 4D, E e F) consiste de bicamadas lipídicas curvas em três dimensões 

separadas por canais de água, é formada com o aumento de água e é altamente 

viscosa e fisicamente estável, podendo ter a conformação Im3m, Pn3m e Ia3d 

(LARSSON, 1989). A fase hexagonal (Figura 4B e C) é caracterizada por longas 

estruturas cilíndricas bidimensionais, podendo existir na forma de fase reversa, a qual 

as cabeças polares da anfifila ficam na região interna dos cilindros e a porção apolar 

fica localizada ao redor dos cilindros; e na forma de fase normal, onde as cabeças 

polares da anfifila localizam-se na região externa dos cilindros (BORNÉ; NYLANDER; 

KHAN, 2001).  

 

 

 

 

 

Figura 4. Fases líquido cristalinas: (A) fase lamear; (B) fase hexagonal; (C) fase hexagonal 
inversa; (D) fase cúbica bicontinua Im3m; (D) fase cúbica bicontinua Pn3m e (E) fase cúbica 
bicontinua Ia3d. Adaptada com autorização de (KOYNOVA; TENCHOV; MACDONALD, 
2015). Copyright (2015) American Chemical Society. 
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A mudança de uma fase menos viscosa, como por exemplo a fase lamelar, em 

estrutura bicontinua cúbica ou fase hexagonal reversa pode ser explicada pelo fator 

de empacotamento (K). O fator de empacotamento relaciona a forma da molécula com 

propriedades que influenciam a curvatura da interface polar-apolar e, 

conseqüentemente, o tipo de agregado formado. Portanto, o fator de empacotamento 

é um parametro muito útil para predizer a mesofase que é preferencialmente formada 

por uma anfifila e pode ser calculada pela equação 1 (MITCHELL; NINHAM, 1981): 

LcAo

Vh
k

.


     (Equação 1) 

onde K representa o fator de empacotamento, Vh relaciona-se ao volume da cauda 

hidrocarbonada, Ao a área da cabeça polar e Lc ao comprimento do anfifílico 

(MITCHELL; NINHAM, 1981). 

Os valores do fator de empacotamento são normalmente ~1 para fase lamelar 

(ENGSTROM; ENGSTROM, 1992), ~1,3 para fase cúbica bicontinua e ~1,7 para fase 

hexagonal reserva (LARSSON, 1989). A Figura 5 relaciona o fator de empacotamento 

com os tipos de fases formadas. 

O aumento do conteúdo de água permite que os grupos das cabeças polares 

do MO se movam mais livremente em uma direção perpendicular relativa ao plano da 

camada de água. Estes movimentos promovem desordem da cadeia hidrofóbica do 

MO, aumentando assim Vh. Como a interação dos grupos da cabeça polar são fortes, 

devido a pontes de hidrogênio, a sua seção transversal tende a ser constante. Assim, 

o fator de empacotamento aumento porque Vh aumenta, enquanto Ao e Lc 

permanecem constante, facilitando a transformação de fase lamelar para fase cúbica 

(AMAR-YULI; GARTI, 2005). 

O tipo de sistema líquido cristalino formado irá depender das propriedades 

estruturais dos lipídeos, temperatura, característica dos componentes incorporados e 

quantidade de água no sistema devido estes fatores alterarem o fator de 

empacotamento dos lipídeos anfifílicos (CHANG; BODMEIER, 1998; FONG; 

HANLEY; BOYD, 2009).  
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Figura 5. Relação entre o fator de empacotamento e as estruturas líquido cristalinas formadas. 
Adaptado de (BORNÉ; NYLANDER; KHAN, 2001; LOPES, 2005). 
 

Os sistemas líquido cristalinos são de grande interesse para a administração 

de fármacos, peptídeos e genes porque eles podem incorporar compostos com 

diferentes solubilidades, proteger os fármacos da degradação física e enzimática, 

aumentar sua penetração na pele e controlar a sua liberação (LIBSTER; ASERIN; 

GARTI, 2011; LOPES; SPERETTA; BENTLEY, 2007; LOPES et al., 2006a, 2006b; 

MOEBUS; SIEPMANN; BODMEIER, 2012; VICENTINI et al., 2013a; YARIV et al., 

2010). 

Baseado nas vantagens da administração localizada de siRNA e da formação 

de gel in situ pelo mecanismo de solidificação in situ de organogel, na presente 

pesquisa, foi proposto um sistema de liberação localizada para administração de 

siRNA obtido a partir de MO. Os MOs são o componente responsável pela formação 

de cristais líquidos viscosos como a fase cúbica e hexagonal. Propilenoglicol (PG) e 

tampão tris 0,1M pH 6,5 foram incorporados ao sistema para garantir a fluidez 

necessária para a injeção da formulação e o PEI 25 kDa foi usado para conferir um 
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residual de carga positiva ao sistema e assim permitir a formação de complexo entre 

o sistema e o siRNA. 

O PEI (Figura 6) é um polímero sintético solúvel em água que pode ser linear 

ou ramificado, com uma alta densidade de carga catiônica em pH fisiológico, devido 

aos seus grupos amina livre (GÜNTHER et al., 2011; KREBS; ALSBERG, 2011). PEI 

é um dos mais eficientes carreadores de genes não virais devido as suas 

características de possuir alta densidade de carga e por facilitar o escape endossomal 

pelo “efeito esponja de prótons” (GÜNTHER et al., 2011; LIU et al., 2011; YIN et al., 

2014). A eficiência de transfecção do PEI depende da sua estrutura e peso molecular, 

sendo que o PEI ramificado de 25 kDa e o de 22 kDa são os mais eficientes. Porém, 

estes PEIs apresentam certa toxicidade e além disto a eficiência de transfecção ainda 

é moderada quando comparada aos sistemas virais (GÜNTHER et al., 2011; LIU et 

al., 2011). 

 

 

Figura 6. Estrutura química do polímero catiônico polietilenoimina (PEI), 25 kDa, ramificado. 
 
 

 Nos últimos anos tornou-se cada vez mais evidente que o desenvolvimento de 

novos fármacos por si só não seria suficiente para garantir o progresso nas terapias. 

Assim, uma estratégia para superar este problema é o desenvolvimento de sistemas 

de liberação de fármacos. A principal vantagem desta abordagem é que o destino do 

fármaco in vivo não é mais somente determinado pelas características do fármaco, 

mas também pelo sistema de liberação, o qual deve proporcionar uma liberação 

localizada e controlada do fármaco (SIMÕES; SOUSA; PAIS, 2015). 
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1.3. Câncer de pele 

1.3.1. Epidemiologia, etiologia e tratamentos 

 O câncer está entre as principais causas de morte no mundo, sendo 

responsável por 8,2 milhões de mortes (14,6% do total) em 2012 (FERLAY et al., 

2015). Câncer é um termo genérico usado para se referir a um grande número de 

doenças complexas com crescimento celular irregular (HANAHAN; WEINBERG, 

2011). O desenvolvimento de células cancerígenas é um processo multi-etapas, com 

alteração em uma variedade de eventos de sinalização celular que levam a 

modificações no perfil da expressão de determinados genes (GUO et al., 2011). Estas 

mudanças alteram a função das células permitindo a expressão de sinais de 

crescimento, inibição da apoptose, ilimitado potencial de replicação, angiogênese, 

invasão e metástase (HANAHAN; WEINBERG, 2011; URIBE; GONZALEZ, 2011). 

O câncer de pele é o tumor maligno mais comum nos seres humanos, 

especialmente, na população branca (D’ORAZIO et al., 2013; SIMÕES; SOUSA; 

PAIS, 2015). Na população brasileira, para o biênio 2016-2017, estima-se que 

ocorrerão aproximadamente 180 mil casos novos de câncer de pele não melanoma e 

6 mil de melanoma, o que corresponde a 30% dos casos novos de câncer no país 

(SILVA, 2015).  

Os cânceres de pele são denominados de acordo com as células a partir das 

quais eles surgem e de seus comportamentos clínicos. Os três tipos de cânceres mais 

comuns são os carcinomas de células basais, os carcinomas de células escamosas e 

os melanomas (ARMSTRONG; KRICKER, 2001; D’ORAZIO et al., 2013; 

NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010). Os carcinomas de células basais e os 

carcinomas de células escamosas também são conhecidos como carcinoma de pele 

não melanoma. A sua incidência é bem maior do que a incidência de melanoma, mas 

felizmente, eles são mais fáceis de tratar e tem um prognóstico melhor. Embora a 

mortalidade seja baixa nestes cânceres, principalmente devido ao fato de serem 

localizados, eles podem resultar em desfiguração significativa, levando a 

consequências físicas e emocionais adversas para os pacientes. Além disto, estes 

cânceres, que causam considerável morbidade, colocam um enorme fardo sobre os 

sistemas de saúde em todo o mundo (NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010; SIMÕES; 

SOUSA; PAIS, 2015). O carcinoma de células escamosas, que corresponde a 15-20% 

de todos os cânceres de células não melanomas, é mais propenso a invadir outros 

tecidos, e pode causar a morte (NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010; SIMÕES; 
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SOUSA; PAIS, 2015). É relatado que no carcinoma de células escamosas há risco de 

metástase em 12% dos casos (URIBE; GONZALEZ, 2011). 

Os carcinomas de células basais e os de células escamosas são derivados de 

queratinócitos e o melanoma de melanócitos (Figura 7) (GARCIA-URIBE et al., 2012; 

NYS; AGOSTINIS, 2012). Os queratinócitos são as principais células da pele 

constituindo cerca de 90-95% da epiderme, que é a camada mais externa da pele 

tendo a função de barreira. A epiderme está em constante renovação devido a 

atividade mitótica das células da camada basal que originam os novos queratinócitos, 

que então, passam por um processo de diferenciação induzido pelo processo de morte 

celular se movendo para a camada externa da epiderme onde se tornam os 

corneócitos. Na epiderme os queratinócitos estão em contato com os melanócitos, 

que são células produtoras de pigmento (ERNFORS, 2010; HOUBEN; DE PAEPE; 

ROGIERS, 2007). 

O aumento da incidência de câncer de pele nas últimas décadas é uma 

consequência direta da exposição à genotóxica e mutagência radiação ultravioleta 

(UV). A maioria das propriedades mutagênicas e cancerígenas da luz solar tem sido 

atribuída ao UVB. Quando uma célula é danificada gravemente pelo UVB e os 

mecanismos de reparo da célula não são suficientes para reverter os danos, a célula 

entra em processo de apoptose. Este processo é muito importante para impedir a 

sobrevivência das células lesadas que frequentemente carregam genes supressores 

de tumor ou protooncogenes mutados e que podem ser transmitidos aos seus 

descendentes (NYS; AGOSTINIS, 2012). Quando a processo de apoptose falha e as 

células danificadas sobrevivem pode-se resultar em câncer. É importante ressaltar 

que estudos recentes sugerem que o desenvolvimento de células epidérmicas em 

tumores malignos ocorre por mais de uma via, como é evidenciado pelos diferentes 

perfis moleculares, distintas distribuições anatômicas e diversos fatores de risco para 

subgrupos de cânceres de pele (SIMÕES; SOUSA; PAIS, 2015). 
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Figura 7. Representação esquemática da epiderme humana. Sob a exposição excessiva de 
radiação UVB pode ser desenvolvido o câncer de pele. Adaptado com autorização de (NYS; 
AGOSTINIS, 2012). Copyright (2012), com permissão de Elsevier. 

 

O tratamento do câncer é tão complexo quanto o seu desenvolvimento. A 

terapia anti-câncer ideal deve matar as células cancerígenas sem afetar as células 

saudáveis. Atualmente, o sucesso da terapia anti-câncer depende principalmente do 

estado da doença no momento do diagnóstico e a terapia é normalmente baseada na 

remoção cirúrgica do tumor, quimioterapia, radioterapia ou na combinação destas. No 

câncer de pele a retirada do tumor por cirúrgia continua sendo o principal tratamento 

(CLARKE, 2012; LAZARETH, 2013). O tratamento do câncer de pele tem três 

objetivos centrais: erradicação completa do câncer, preservação da função normal da 

pele e cuidado com a cosmética (SIMÕES; SOUSA; PAIS, 2015). Embora as terapias 

anti-cânceres tenham evoluído, elas ainda apresentam limitações e estão longe de 

ser o ideal. Portanto, novas pesquisas e tratamentos inovadores são necessários.  

A descoberta do silenciamento gênico por siRNA apresentou novas 

oportunidades para a terapia do câncer (GUO et al., 2011). O siRNA está sendo 

empregado no silenciamento de genes envolvidos em diversas vias que levam ao 

desenvolvimento e progressão do câncer incluindo as vias de oncogênese, 

angiogênese (KIM et al., 2008; SALVA et al., 2012; SCHIFFELERS et al., 2004), 

apoptose, regulação do ciclo celular (BROWN et al., 2010; NYS; AGOSTINIS, 2012), 
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senescência celular, interação tumor-hospedeiro e resistência às terapias 

convencionais (HAN et al., 2011).  

Na terapia do câncer a administração sistêmica tem sido extensivamente 

utilizada, embora alguns carcinomas são ideais para administração localizada como 

os cânceres de pele (SARETT; NELSON; DUVALL, 2015). As terapias localizadas 

permitem o acúmulo da substância no tumor sem toxicidade no resto do corpo, porém 

não permitem atingir as mestastases (SIMÕES; SOUSA; PAIS, 2015). A 

administração intratumoral de hidrogéis que formam gel in situ contendo siRNA se 

mostrou eficiente e segura para a terapia do câncer em estudos com animais (HAN et 

al., 2011; KIM; PARK; SONG, 2012, 2013; SEGOVIA et al., 2015). 

 Ao longo dos anos, o aumento do conhecimento sobre os processos envolvidos 

na carcinogênese, no crescimento e na transformação maligna do tumor tem resultado 

na identificação de alvos moleculares relevantes para o tratamento do câncer. A 

família HER dos receptores de tirosina quinase é uma das mais estudadas redes de 

sinalização que contribuem com o desenvolvimento e crescimento do tumor. Assim, 

um alvo atraente para a terapia do câncer é o receptor do fator de crescimento 

epidérmico (do inglês, epidermal growth fator receptor (EGFR)) (CHO et al., 2012; 

OLIVEIRA et al., 2010). 

 

1.3.2. Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) 

O EGFR é uma glicopreoteína transmembrânica de 170 kDa que pertence a 

família de receptores também conhecidos como receptores tipo 1 de tirosina quinase 

ou família dos receptores ErbB. Esta família é composta de quatro receptores 

intimamente relacionados: o próprio receptor EGFR (ErbB1/HER1), ErbB2 

(HER2/neu), ErbB3 (HER3) e ErbB4 (HER4). Cada um destes receptores é composto 

por 3 domínios: o domínio de ligação extracelular, o segmento lipofílico 

transmembrânico e o domínio intracelular da proteína tirosina quinase com um 

segmento de regulação carboxílico terminal (CT) (WELLS, 1999; YARDEN, 2001). O 

domínio extracelular é uma estrutura dinâmica que pode se organizar em uma 

estrutura fechada com baixa afinidade pelo ligante ou uma estrutura aberta com alta 

afinidade pelo ligante. O segmento CT no domínio intracelular contém resíduos de 

tirosina que modulam a transdução de sinal mediada pelo EGFR após fosforilação. O 

CT também tem vários resíduos de treonina e serina, cuja fosforilação parece estar 
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envolvida nos processos de endocitose e downregulation do receptor (FERGUSON, 

2004; NORMANNO et al., 2006). 

A ativação do EGFR ocorre quando os ligantes, tais como o fator de 

crescimento epidérmico (EGF), fator de transformação de crescimento α (TGF-α), 

afiregulina, betacelulina, EGF ligado a heparina ou epiregulina, se ligam ao receptor 

apresentando a conformação aberta. Este evento resulta na fosforilação de diversos 

substratos intracelulares, ativando certo número de cascatas que conduzem o sinal 

para o núcleo (Figura 8). As quatro vias de sinalização mais conhecidas são a 

proteíno-quinases ativadas por mitógenos (MAPK), o fosfatidilinositol-3-OH quinase 

(PI3K)/Akt, o transdutor de sinal e ativador de transcrição mediado por STAT e a via 

fosfolipase Cy (PLCy). Cada sinal vai ativar a expressão de genes e, por fim, induzir 

respostas celulares, tais como a proliferação celular, diferenciação, invasão, 

migração, adesão, sobrevivência e reparação celular (CHOI et al., 2010; 

KALINOWSKI et al., 2012; NORMANNO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006). 

O EGFR é expresso em todos os tipos celulares exceto em células 

hematopoéticas. Na maioria dos cânceres humanos epiteliais, tais como carcinoma 

de células escamosas de cabeça e pescoço, câncer do pulmão de não pequenas 

células, câncer de colo, câncer de mama e câncer pancreático, ocorre uma super 

expressão do EGFR (BARO et al., 2014; EIBLMAIER et al., 2008). É relatado que a 

expressão de EGFR é desregulada em pelo menos 33-50% dos tumores epiteliais 

humanos (SEBASTIAN et al., 2006). Em relação aos cânceres de pele, EGFR foi 

detectado em aproximadamente 50% dos carcinomas de células basais e cerca de 

100% dos carcinomas de células escamosas, sendo super expresso em 73% dos 

casos dos carcinomas de células escamosas. No carcinoma de células escamosas, 

esta superexpressão parece também conduzir à um fenótipo mais agressivo do câncer 

(SIMÕES; SOUSA; PAIS, 2015; URIBE; GONZALEZ, 2011). 
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Desde que foi mostrado que o EGFR está envolvido na iniciação, crescimento 

e metastese de muitos tumores humanos, várias estratégias para reduzir a atividade 

deste receptor têm sido desenvolvidas (CHOI et al., 2010). Estas estratégias podem 

ser divididas em três tipos dependendo da localização onde a ação é realizada (Figura 

9) (OLIVEIRA et al., 2006): 

- no domínio extracelular do EGFR, interferindo com a ligação do ligante o ao receptor, 

por exemplo, pela utilização de anticorpos monoclonais (mAbs) como o cetuximab e 

Figura 8. Ativação do EGFR e sinal de transdução. A ligação do ligante ao EGFR resulta em 
fosforilação dos resíduos de tirosina no domínio terminal carboxílico, recrutamento de 
proteínas de sinalização e, por último, a fosforilação de substratos intracelulares ativando 
várias vias de transdução de sinal. Estas vias transmitem o sinal para o núcleo e modulam a 
transcrição celular e a progressão do ciclo celular. Por fim, estes efeitos no núcleo são 
traduzidos em aumento da diferenciação, proliferação e resistência à apoptose. Além disso, 
invasão, migração e metástase das células são promovidas e angiogénese é estimulada. 
DAG: diacilglicerol, IP3: inositol trifosfato, MAPK: proteíno-quinases ativadas por mitógenos, 
MEK: quinase MAPK, PKC: proteína quinase C, PI3K: fosfatidilinositol-3-OH quinase, PLC: 
fosfolipase C, STAT: transdutor de sinal e ativador de transcrição. Adaptado com autorização 
de (OLIVEIRA et al., 2006). Copyright (2006) Taylor & Francis. 
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panitumumab que são aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) 

(CIARDIELLO; TORTORA, 2008); 

- no domínio intracelular, inibindo a ativação da proteína tirosina-quinase, como por 

exemplo usando inibidores da tirosina quinase como o erlotinib e o gefinitinib 

(aprovados pelo FDA) (CIARDIELLO; TORTORA, 2008). 

- no nível do RNAm, interferindo com a produção de EGFR, por exemplo, utilizando 

siRNA que promove a degradação do RNAm que codifica a proteína EGFR e assim 

reduzindo a sua expressão na célula. 

Intervindo na expressão ou inativação do EGFR através do uso de mAbs, 

inibidores de tirosina quinase ou interferentes de RNAm, obtem-se atividades 

antitumorais por vários efeitos celulares tais como controle do ciclo celular, indução 

da apoptose, diminuição da proliferação celular, redução da capacidade de 

mestastase e inibição da angiogênese. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Estratégias para bloquear a transdução de sinais pelo EGFR pode ser feito em 3 
diferentes níveis: (1) no domínio extracelular do EGFR interferindo na ligação do ligante com 
o receptor; (2) no domínio intracelular, inibindo a ativação da proteína tirosina quinase; (3) a 
nível de RNAm, pela inibição da tradução do RNAm. TKI: inibidor da tirosina quinase. 
Adaptado com autorização de (OLIVEIRA et al., 2006). Copyright (2006) Taylor & Francis. 
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Embora muitos testes clínicos têm mostrado que as terapias com mAbs e 

inibidores da tirosina quinase têm sido promissores no tratamento de tumores, a baixa 

eficácia em alguns casos requer o desenvolvimento de terapias mais efetivas contra 

este alvo. A baixa eficácia tem sido relacionada ao fato de tumores adquirirem 

resistência a estas terapias (WHEELER; DUNN; HARARI, 2010). A resistência 

adquirida ou intrínseca das células em relação a estes agentes terapêuticos pode 

ocorrer por vários mecanismos tais como (i) mutações dentro do EGFR e em seus 

efetores de downstream que ativam a sinalização, (ii) sinalização compensatória 

através de outros receptores de tirosina quinase e (iii) transição de um fenótipo 

epitelial para mesenquimal (KALINOWSKI et al., 2012). 

Alguns estudos também têm mostrado que estes agentes podem ser efetivos 

para uns tumores, mas não são para outros. Como por exemplo, os testes clínicos 

com radiação em combinação com cetuximab tiveram resultados promissores no 

tratamento de câncer de cabeça e pescoço, porém os estudos combinando 

quimioterapia e radioterapia com cetuximab não demonstraram diferenças 

significativas no tratamento de câncer de pulmão de não pequenas células (RABEN 

et al., 2005). Vários testes clínicos de fase III corroboram com este resultado, 

mostrando que o cetuximab não melhorou significativamente os resultados clínicos 

em pacientes com câncer de pulmão de células não pequenas (QIAN et al., 2014). O 

uso de erlotinib ou gefitinib combinados com quimioterapia também não mostraram 

diferenças quando comparado com a quimioterapia sozinha (GATZEMEIER et al., 

2007; HERBST et al., 2004). A maioria dos pacientes com câncer de pulmão de não 

pequenas células também não respondem ao gefitinib, apenas 10% destes pacientes 

tiveram uma boa resposta clínica a esta terapia. Algumas mutações no domínio da 

tirosina quinase do gene EGFR foram as responsáveis por conferir resposta a este 

inibidor de tirosina quinase (LYNCH et al., 2004). Portanto, novas estratégias são 

necessárias para efetivamente bloquear a atividade deste receptor ou silenciar o gene 

EGFR e, assim, inibir todas as vias de sinalização que a sua ativação desencadeia.  

Neste contexto o uso de siRNA, que interefere no nível de RNAm é uma 

abordagem promissora para a inibição da síntese de EGFR e esta estratégia tem se 

mostrado eficiente na terapia do câncer tanto aplicada sozinha quando combinada à 

outras terapias (CHEN et al., 2012; LI et al., 2008; ZHANG et al., 2013). 

 A duração do silenciamento do gene promovido pelo siRNA depende tanto do 

número de moléculas de siRNA transfectadas quanto da taxa de duplicação da célula. 
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O siRNA parece ter um efeito de silenciamento gênico mais prolongado em células 

com baixa taxa de divisão celular do que em células que se dividem rapidamente. 

Como por exemplo, a atividade do siRNA dura de 3-7 dias em células proliferativas 

enquanto que em células tais como neurônios tem atividade por 3 semanas 

(MASIERO et al., 2007). Desta forma, sistemas de liberação localizada e sustentada 

são bastante promissores para a liberação de siRNA em células tumorais, uma vez 

que o período de retenção do siRNA nestas células é bastante curto. 

 

Neste contexto, a presente pesquisa propôs uma nova abordagem para a 

terapia gênica do câncer de pele empregando sistemas de geleificação in situ 

para administração intratumoral de siRNA. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÃO 
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 Os experimentos realizados nesta pesquisa e a discussão dos seus resultados 

permitiram concluir que: 

- A FFP composta de MO/PEI/PG/tampão tris 7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p) em excesso 

de água forma um gel caracterizado como uma mistura de fase cúbica e fase 

hexagonal. A presença de siRNA complexada a FFP não altera a estrutura líquido 

cristalina do gel formado em excesso de água, mas aumenta o parâmetro de rede; 

- O estudo de liberação in vitro mostrou que o gel obtido a partir da FFP libera o siRNA 

de maneira sustentada e o siRNA é liberado complexado ao PEI; 

- A FFP pode ser eficientemente esterilizada por filtração em membrana de 0,22 µm; 

- A FFP foi capaz de complexar até 15 mM de siRNA e de proteger o siRNA da 

degradação como mostrado no ensaio usando 25% de SFB; 

- A citotoxicidade da FFP é proporcional ao volume de FFP administrado às células e 

o siRNA complexado à FFP diminui a citotoxicidade da mesma nas células A431, 

A549, FaDu e HeLa; 

- O siRNA liberado do G-FFP foi internalizado por todas as linhagens celulares 

avaliadas (A431, FaDu, HeLa, A549, WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GF) e a 

quantidade de siRNA internalizado é dependente da linhagem celular;  

- O siRNA liberado do G-FFP foi capaz de promover silenciamento da expressão 

gênica de firefly luciferase (gene exógeno modelo) nas células HeLa e FaDu. Nas 

células A549 não hove diferença entre as células tratadas com siRNA não-especifico 

e siLuc para todos os carreadores avaliados. Esta avaliação do silenciamento gênico 

não foi realizada para as demais linhagens celulares (A431, WM35/DLC2-GFP e MCF-

7/DLC2-GF); 

- O siRNA liberado do G-FFP não foi capaz de promover silenciamento da expressão 

de EGFR (proteína endógena alvo) nas células A431, FaDu, A549 e HeLa. O 

complexo PEI/siRNA em tampão tris promoveu o silencimaneto desta proteína nas 

células A431, A549 e HeLa. Esta avaliação do silenciamento gênico não foi realizada 

nas células WM35/DLC2-GFP e MCF-7/DLC2-GF; 

- A FFP administrada intratumoralmente forma gel in situ que permanece no tecido 

tumoral por pelo menos 14 dias; 

- No estudo piloto com camundongos nude administrando FFP complexada ou não 

com EGFR siRNA, não foi observada redução na expressão de EGFR por WB ou IHQ, 

nem a redução de RNAm por RT-PCR nos tumores 24 h, 7 e 14 dias após 

administração da FFP com siRNA. A FFP complexada com EGFR siRNA promoveu 
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uma redução de 30% no tamanho do tumor 3 dias após a administração intratumoral 

quando comparado com a FFP sem siRNA. 

 Estes experimentos também permitiram confirmar quão desafiador é a 

administração terapêutia de siRNA. Observou-se que: 

 - Não há uma relação direta entre a eficiência de internalização celular e eficiência de 

silenciamento gênico promovida pelo sistema desenvolvido; 

- A falta de eficiência em silenciar a proteína de interesse pode ser devido a problemas 

de escape endossomal, mas também devido a características da própria proteína 

como tempo de meia-vida, taxa de transcrição, quantidade e localização na célula. 

 Em suma, o gel obtido a partir da FFP composta de MO/PEI/PG/tampão tris 

7,85:0,65:76,5:15 (p/p/p/p) em excesso de água, caracterizado como uma mistura de 

fase cúbica e hexagonal, libera o siRNA de maneira sustentada e complexado ao PEI. 

A FFP é capaz de complexar e proteger altas concentrações de siRNA, promover a 

sua internalização celular e o silenciamento de genes de interesse. A capacidade de 

internalizar e promover o silenciamento gênico é célula dependente e proteína alvo 

dependente. Além disto, a FFP forma gel in situ após ser administrada 

intratumoralmente, e uma única dose de siRNA EGFR aplicada intratumoralmente 

resultou em 30% de redução no tamanho do tumor após 3 dias da administração.  

Diante dos resultados obtidos, considera-se o sistema de liberação 

desenvolvido para administração localizada de siRNA eficiente, deixando várias 

perspectivas para sua otimização, incluindo a possibilidade de ser um sistema para 

administração de siRNAs para diferentes alvos, objetivando uma terapia anti-câncer 

efetiva.
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