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RESUMO 

 

DEPIERI, L. V. Nanodispersões de fase líquido-cristalina como carreadoras de 
siRNA no tratamento tópico da psoríase: Avaliação em modelos in vitro e in 
vivo. 2016. 160 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 
 

A terapia gênica por interferência de RNA (RNAi) é um processo de silenciamento 
gênico pós-transcricional onde moléculas de small interfering RNA (siRNA) 
específicas são capazes de suprimir a expressão de um determinado gene. 
Atualmente, é uma abordagem terapêutica promissora para o tratamento de muitas 
doenças graves, incluindo doenças cutâneas. No entanto, dificuldades relacionadas 
à administração e à biodistribuição limitam a utilização clínica dos siRNAs. Neste 
contexto, foi proposto o uso de um nanocarreador a base de cristais líquidos para 
viabilizar a aplicação de siRNAs no tratamento tópico da psoríase. A nanodispersão 
líquido-cristalina (NLC) desenvolvida, composta por monoleína, ácido oleico, 
polietilenoimina e fase aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p), foi capaz de superar as barreiras 
da via de administração tópica, bem como as limitações resultantes das 
características das moléculas de siRNA. A NLC foi capaz de complexar o siRNA, 
protege-lo por 24 h da degradação enzimática e liberá-lo de forma intacta. A NLC 
promoveu uma alta taxa de captação celular do siRNA em fibroblastos e 
macrófagos. Sua aplicação tópica pode ser considerada segura para a pele, pois 
manteve a viabilidade da epiderme humana reconstruída acima de 50% e a 
quantidade de IL-1α liberada foi inferior a 60 pg/mL. A NLC apresentou eficácia em 
promover a liberação funcional do siRNA nos modelos in vitro avaliados. No modelo 
de pele humana reconstruída psoriática, reduziu os níveis de IL-6 (~ 70%) após um 
único tratamento por 6 h e, os níveis do RNAm IL6 (~ 50%) após o tratamento por 3 
dias consecutivos. Em macrófagos, reduziu os níveis do RNAm Tnf em 40% após o 
tratamento concomitante com LPS por 24 h e, em 60% após o tratamento por 24 h 
pós-estímulo prévio com LPS. A eficácia foi ainda maior com o pré-tratamento por 24 
h seguido do estímulo com LPS, que normalizou os níveis do RNAm Tnf. O 
tratamento tópico com a NLC veiculando siRNA Tnf foi eficaz em reduzir 
significativamente os níveis do RNAm Tnf nos modelos in vivo de inflamação 
cutânea aguda induzida por TPA (~ 60%)  e de psoríase induzida por imiquimode (~ 
90%) avaliados. No modelo in vivo de psoríase, o tratamento tópico com a NLC 
veiculando siRNA Tnf também reduziu significativamente a atividade da 
mieloperoxidade (~ 65%) e a espessura da epiderme (~ 70%) em comparação aos 
grupos controle. Também foi eficaz na melhora fenotípica dos animais, reduzindo o 
rubor, descamação, acantose e o número de ataques de coceira, resultados da 
redução do processo inflamatório decorrente da ação efetiva das moléculas de 
siRNA Tnf. A NLC também promoveu a penetração cutânea das moléculas de siRNA 
nas camadas mais profundas da pele, in vivo. Face aos resultados obtidos, pode-se 
concluir que a NLC é uma estratégia relevante para a administração tópica de 
siRNAs, que mostrou potencial terapêutico para suprimir genes específicos 
relacionados a doenças de pele. 
 
Palavras-chave: siRNA, Nanodispersão líquido-cristalina, Psoríase, Terapia gênica 
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1. Introdução 

1.1. Terapia Gênica – Interferência por RNA (RNAi) 

 Terapia gênica trata-se de um procedimento que envolve a introdução de 

material genético dentro da célula de um organismo, com o objetivo de manipular, 

substituir, suprimir ou introduzir genes para o tratamento de doenças. Os genes são 

responsáveis por uma grande parte das doenças humanas, seja pela ausência da 

codificação ou codificação em excesso de determinadas proteínas, codificação de 

proteínas anormais, ou ainda por deixar o organismo suscetível a agentes 

ambientais, o que os tornam alvos extremamente importantes para o tratamento das 

doenças. Desse modo, a terapia gênica surge como uma ferramenta promissora no 

desenvolvimento de novas terapias (VERMA; WEITZMAN, 2005; MARTIMPREY et 

al., 2009). 

 Neste contexto, destaca-se o mecanismo de interferência por RNA (RNAi), 

processo de silenciamento gênico pós-transcricional, descrito pela primeira vez no 

início da década de 90 pelos pesquisadores Richard Jorgenses e Joseph Mols, que 

tentavam intensificar a coloração púrpura de petúnias por meio da introdução de 

transgenes responsáveis pela pigmentação (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 

1990; VAN DER KROL et al., 1990). Entretanto, os resultados obtidos foram flores 

totalmente brancas ou irregularmente coloridas em decorrência do silenciamento, 

tanto do transgene, quanto do gene endógeno responsável pela pigmentação. Esse 

fenômeno foi denominado “co-supressão”. Mais tarde, um efeito semelhante foi 

encontrado no fungo Neurospora crassa e denominado ''supressão'' (“quelling”) 

(NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990; VAN DER KROL et al., 1990; FRANÇA et 

al., 2010; SIFUENTES-ROMERO; MILTON; GARCÍA-GASCA, 2011). 

 No mesmo período, Guo e Kemphues estudavam a função do gene par-1 no 

nemátodo Caenorhabditis elegans utilizando fitas de RNA antisense e RNA sense 

(controle negativo) e observaram a inibição da produção da proteína par-1 com a 

utilização de ambas as fitas (GUO; KEMPHUES, 1995). Enquanto isso, Andrew Fire 

e Craig Mello obtiveram resultados similares aos de Guo e Kemphues com a injeção, 

separadamente, das fitas de RNA sense e antisense em nemátodos. Porém, 

observaram que a injeção de moléculas de RNA fita dupla (dsRNA, do inglês double 

strand RNA), resultava em efeitos mais pronunciados que cada fita individualmente 

na supressão da expressão de um determinado gene com sequência similar àquele 

dsRNA. Este processo no qual uma dupla fita de RNA era capaz de inibir a 
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expressão de um gene ficou conhecido como Interferência por RNA (RNAi) e 

laureou Andrew Fire e Craig Mello com o Prêmio Nobel em Fisiologia e Medicina em 

2006 (FIRE et al., 1998; SIFUENTES-ROMERO; MILTON; GARCÍA-GASCA, 2011). 

 A descoberta da RNAi em nemátodos possibilitou relacionar os fenômenos 

descritos como “co-supressão”, em plantas, e “supressão”, em fungos, ao processo 

de silenciamento desencadeado por dsRNA. A descoberta da RNAi em C. elegans, 

em 1998, juntamente com a descrição dos resultados das pesquisas de Tuschl e 

colaboradores, em 2001, no qual duplas fitas de 21 nucleotídeos de RNA sintéticas 

foram capazes de promover o silenciamento gênico em células de mamíferos 

(ELBASHIR et al., 2001), desencadearam uma revolução biotecnológica. A Figura 1 

ilustra o cronograma do desenvolvimento e aplicações da RNAi. 

 

 
Figura 1 - Cronologia do desenvolvimento e aplicações da Interferência por RNA. 
 

 A RNAi ganhou grande atenção e tornou-se um procedimento bastante 

utilizado para estudar a função dos genes e identificar potenciais genes alvos 

causadores de doenças. Além de ser uma importante ferramenta de pesquisa, a 

RNAi é uma grande promessa na terapia gênica para o silenciamento de genes 

causadores de doenças, aplicando-se, particularmente, para as doenças em que a 

redução ou supressão do produto de um gene alvo específico possa trazer 

benefícios terapêuticos (GUO et al., 2010b). 

 O mecanismo de interferência por RNA pode ser dividido em duas fases 

distintas: a fase de iniciação, na qual ocorre a geração das moléculas efetoras, as 

quais podem ser classificadas em relação a sua origem e função em ao menos três 

categorias: siRNA (small interferig RNA), miRNA (microRNA) e shRNA (short hairpin 



Introdução    3 

Depieri, L.V. 

RNA); e a fase de execução, na qual ocorre a incorporação das moléculas efetoras 

em complexos proteicos e a promoção do silenciamento gênico (GELEY; MÜLLER, 

2004; DE PAULA; BENTLEY; MAHATO, 2007). 

 Os siRNAs são produtos de RNA dupla fita, com sequência totalmente 

complementar ao RNA mensageiro (RNAm) alvo e exógenos. Os miRNAs são 

produtos endógenos produzidos por meio de um processo envolvendo enzimas, 

proteínas nucleares e citoplasmáticas e apresentam característica de 

complementariedade parcial ao RNAm alvo. A produção dos miRNAs ocorre por 

meio da transcrição de genes pela RNA polimerase II em um microRNA primário (pri-

miRNA) que então é clivado por um complexo proteico formado pela Drosha (enzima 

membro da família RNase III) e pela proteína DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical 

Region 8 protein) resultando no micro-RNA precursor (pré-miRNA), de 

aproximadamente 70 pares de bases, contendo uma região dupla fita e uma alça fita 

simples, formando uma estrutura denominada hairpin. O pré-miRNA é exportado 

para o citoplasma celular pela exportin-5. No citoplasma, é clivado pela enzima Dicer 

gerando um miRNA com cerca de 22 nucleotídeos. Os shRNA são moléculas de 

RNA dupla fita com estrutura semelhante à do miRNA. Podem ser sintéticos ou 

transcritos dentro da célula a partir de vetores que codificam o shRNA junto a um 

promotor da RNA polimerase III. Neste caso, o transcrito é processado pela Dicer 

igual os miRNAs (GELEY; MÜLLER, 2004; NOVINA; SHARP, 2004; DE PAULA; 

BENTLEY; MAHATO, 2007; FRANÇA et al., 2010; HUANG; LIU, 2011). 

 Após a geração das moléculas efetoras, estas são incorporadas a proteínas 

celulares formando um complexo multimérico chamado RISC (RNA Induced 

Silencing Complex), do qual a proteína Argonauta 2 (Ago 2) participa. Essa proteína 

é responsável pela seleção da fita do siRNA ou miRNA que será incorporada ao 

complexo RISC e apresenta atividade de endonuclease dirigida contra a fita de 

RNAm alvo. A fita sense é eliminada e a fita antisense guia o complexo até o RNAm 

alvo. Como a sequência de bases nas moléculas de siRNA é perfeitamente 

complementar à sequência de bases do RNAm alvo, o complexo RISC cliva o 

referido RNAm, degradando-o. Por outro lado, dependendo da complementaridade 

das bases entre o miRNA e o RNAm, este pode ser degradado ou ter sua tradução 

bloqueada (Figura 2) (NOVINA; SHARP, 2004; DE PAULA; BENTLEY; MAHATO, 

2007; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; HUANG; LIU, 2011). 
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Figura 2 - Mecanismo de interferência por RNA. Adaptado de (HUANG; LIU, 2011). 
 

 O silenciamento gênico com a utilização de siRNAs criou um novo paradigma 

no desenvolvimento e descoberta de novos fármacos em relação à terapêutica 

tradicional com o uso de pequenas moléculas e anticorpos monoclonais. Para 

projetar uma terapêutica com o uso de siRNA requere-se apenas o conhecimento da 

sequência do gene alvo de interesse. Além disto, pelo fato do mecanismo de RNAi 

mediado por siRNA ocorrer no citoplasma, temos uma potencial vantagem em 

relação a outros mecanismos de regulação gênica que necessitam da entrada da 

molécula efetora no núcleo celular (GUO et al., 2010b). Além disso, diferentemente 

dos fármacos convencionais, o siRNA é específico, ou seja, ocorre somente o 

bloqueio na produção da proteína de interesse, não afetando a produção de 

proteínas de estruturas moleculares semelhantes, o que reduz possíveis efeitos 

adversos. Seu uso também é mais efetivo, pois uma única molécula de siRNA pode 

silenciar várias cópias de RNAm, responsável pela produção de várias moléculas da 

proteína (DAKA; PEER, 2012). 

 Diversos estudos clínicos para terapias à base de siRNAs estão sendo 

conduzidos e os resultados mostram-se promissores, reforçando a grande 

viabilidade dessa nova modalidade terapêutica (OZCAN et al., 2015). Dentre os 
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estudos clínicos com o uso de siRNAs, pode-se destacar um relacionado à patologia 

cutânea paquioníquia congênita (PC), doença genética dominante negativa causada 

por mutação em genes que codificam a queratina (Clinical Trials.gov, 2016). Este é o 

primeiro estudo que utiliza uma molécula de siRNA em pele humana. Esta pesquisa 

clínica teve como objetivos avaliar a segurança e tolerabilidade de injeções intra-

lesionais nos calos de pacientes portadores de PC conjuntamente à eficácia no 

tratamento com siRNA por meio de exames clínicos e relatos de pacientes 

(LEACHMAN et al., 2010). 

 

1.2. Desafios e estratégias para veiculação de siRNAs 

 A eficácia do tratamento utilizando as moléculas de siRNA é considerada 

diretamente dependente da capacidade de transpor as barreiras que impedem sua 

absorção, distribuiçao e tráfego intracelular (KAPOOR; BURGESS; PATIL, 2012). 

 siRNAs são moléculas de RNA dupla fita estruturalmente bem definida. 

Possuem geralmente 19-21 pares de bases, sendo a extremidade 5’ fosforilada e a 

extremidade 3’ hidroxilada e com 2 nucleotídos desemparelhados em cada ponta 

(Figura 3). São macromoléculas hidrofílicas com elevado peso molecular (~ 13 kDa) 

e carregadas negativamente. Estas propriedades físico-químicas impedem sua 

difusão passiva através das membranas celulares que apresentam um residual de 

carga negativa (KESHARWANI; GAJBHIYE; JAIN, 2012; DENG et al., 2014; 

MARTÍNEZ; JIMÉNEZ; PAÑEDA, 2015). 

 

 

Figura 3 - Estrutura da molécula de siRNA. Adaptado de (DE FOUGEROLLES et al., 
2007). 
 

 Outro obstáculo da terapêutica com siRNA está relacionado à estabilidade 

dessas moléculas em fluidos biológicos (KANASTY et al., 2012; GAO; HUANG, 

2013; JOO et al., 2014; MARTÍNEZ; JIMÉNEZ; PAÑEDA, 2015). Quando veiculadas 

na forma livre, são quase instantaneamente degradadas pela ação de RNase A, que 
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resulta em uma curta meia-vida, de cerca de 30 min (KREBS; ALSBERG, 2011; 

ALIABADI et al., 2012). As estratégias utilizadas para melhorar a estabilidade do 

siRNA in vivo são: (i) modificações químicas nos grupamentos fosfodiéster, nos 

açucares ou no anel de ribose das bases nitrogenadas, que reduzem a 

especificidade da nuclease e, (ii) proteção física por meio de sistemas de liberação, 

que impedem o acesso da nuclease ao siRNA (ALIABADI et al., 2012; MARTÍNEZ; 

JIMÉNEZ; PAÑEDA, 2015). 

 As moléculas de siRNA também podem estimular uma resposta do sistema 

imunológico inato. Várias características podem influenciar a natureza e o grau de 

imunoestimulação e estas incluem a sequência do siRNA, sua estrutura, 

modificações químicas e os materiais utilizados na contrução dos sistemas de 

liberação (KANASTY et al., 2012). 

 Os siRNAs também podem apresentar efeito fora do alvo e afetar a expressão 

de outros genes. O silenciamento fora do alvo ou silenciamento não específico pode 

dificultar a interpretação de resultados experimentais e causar efeitos tóxicos. Dentre 

as possíveis causas do silenciamento não específico, podemos citar o 

reconhecimento de regiões não traduzidas (UTRs – do inglês untranslated regions) 

do RNAm pela fita guia de RNA e a seleção incorreta da fita de RNA pelo RISC. As 

sequências UTRs são compartilhadas por muitos RNAms e, devido a uma hibridação 

incompleta, moléculas de miRNA podem regular a expressão de vários genes. Como 

os siRNAs e miRNAs compartilham a mesma maquinaria celular, eventos de 

silenciamento gênico não específicos ocorridos pelo uso de siRNAs podem ser 

resultados da sua ação inespecífica pelo reconhecimento destas UTRs. Embora a 

homologia parcial com alguns UTRs seja inevitável, o uso de algoritmos de design 

para construção das moléculas de siRNA são utilizados para tentar selecionar 

sequências com o mínimo de complementaridade para estas regiões. 

Alternativamente, modificações químicas na estrutura do siRNA também são 

realizadas e objetivam desestabilizar a hibridação entre a sequência do siRNA com 

as regiões UTRs (KANASTY et al., 2012; DENG et al., 2014). 

 Considerando os obstáculos para utilização clínica do siRNA, além dos 

esforços para a produção de moléculas de siRNA mais estáveis, específicas e não 

imunogênicas, o desenvolvimento de sistemas de liberação é apontado como fator 

chave para sua utilização terapêutica (WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; 

KREBS; ALSBERG, 2011). 
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 Um sistema carreador ideal para veiculação de siRNA deve ser capaz de: i) 

ultrapassar as barreiras inerentes de cada via de administração como, por exemplo, 

o estrato córneo (EC) da pele, principal barreira para penetração de fármacos 

aplicados topicamente (CEVC; VIERL, 2010); ii) ligar-se às moléculas de siRNA 

promovendo proteção contra degradação enzimática; iii) facilitar a captação celular, 

uma vez que as moléculas de siRNA são incapazes de se difundirem passivamente 

pelas membranas celulares devido a repulsão eletrostática ocasionada pelo residual 

de carga negativa do siRNA e da bicamada lipídica; iv) promover o escape 

endossomal liberando o conteúdo do endossomo no citoplasma celular antes que 

ocorra a metabolização do siRNA pela ação dos lisossomos; v) ser inerte e não 

estimular uma resposta imunológica no organismo; e vi) liberar as moléculas de 

siRNA intactas no citoplasma para um eficiente silenciamento gênico (REISCHL; 

ZIMMER, 2009; PECOT et al., 2011; ZHANG; MCINTOSH; GRINSTAFF, 2012; 

FOLDVARI et al., 2015). 

 Os sistemas carreadores podem ser classificados em virais ou não-virais e 

são selecionados de acordo com sua segurança e biocompatibilidade para se obter 

uma elevada eficiência de transfecção gênica (REISCHL; ZIMMER, 2009).  

 Os vetores virais são conhecidos pela alta eficiência de transfecção de genes. 

São desenvolvidos por meio da modificação de vírus a fim de torná-los incapazes de 

se autorreplicar e de causar alguma doença, mas conservando sua capacidade inata 

de transferir o material genético para as células-alvo. Exemplos de vírus utilizados 

como carreadores incluem os lentivírus, adenovírus, herpes vírus, retrovírus e os 

vírus adeno-associados. Porém, devido a algumas características que incluem 

carcinogênese, imunogenicidade, limitada capacidade de carreamento gênico e 

dificuldade de produção em larga escala, atualmente, sua utilização é limitada 

(KAPOOR; BURGESS; PATIL, 2012; DENG et al., 2014; YIN et al., 2014). 

 Os carreadores não-virais foram desenvolvidos para oferecer alternativas aos 

vetores virais para veiculação de genes e são cuidadosamente formulados para 

evitar a estimulação do sistema imunológico, como também para ultrapassar as 

barreiras da absorção, distribuição e tráfego intracelular. Estes tipos de carreadores 

mostram-se bastante promissores devido sua segurança, possibilidade de 

direcionamento para diferentes alvos celulares por meio de modificações estruturais 

pela incorporação de ligantes e fácil síntese (WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 

2009; GAO; HUANG, 2013; YIN et al., 2014; FOLDVARI et al., 2015). 
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 Os siRNAs apresentam um residual de carga negativa, o que possibilita sua 

associação por meio de interações eletrostáticas à compostos carregados 

positivamente (por exemplo, polímeros e lipídios catiônicos, dendrímeros, petídeos e 

proteínas). Os siRNAs também podem ser conjugados com moléculas pequenas 

(por exemplo, colesterol) e anticorpos. Soma-se a essas alternativas, a possibilidade 

de veiculação do siRNA em nanopartículas (por exemplo, lipossomas, 

nanopartículas lipídicas, nanopartículas poliméricas, dentre outros), os quais 

apresentaram resultados promissores na promoção da captação celular e 

silenciamento gênico em diferentes linhagens celulares e tecidos (REISCHL; 

ZIMMER, 2009; WANG et al., 2010; GOODING et al., 2012; HONG; NAM, 2014; YIN 

et al., 2014; ZHOU; ZHANG; LIANG, 2014; FOLDVARI et al., 2015). 

 Dentre os polímeros carregados positivamente empregados na construção de 

carreadores não-virais, um dos protótipos utilizados é a polietilenoimina (PEI). O PEI 

é um polímero sintético hidrossolúvel com elevado residual de carga positiva em pH 

fisiológico devido aos grupamentos amino protonáveis em cada terceira posição 

(Figura 4) (GÜNTHER et al., 2011). Este polímero apresenta alta capacidade de se 

complexar com ácidos nucléicos por meio de interações eletrostáticas, promovendo 

a condensação da sua estrutura, com isso, diminui o seu tamanho e neutraliza a 

carga negativa, favorecendo a entrada na célula através da membrana celular (GUO 

et al., 2010b; KREBS; ALSBERG, 2011). 

 

Figura 4 - Estrutura molecular do polímero catiônico PEI (YIN et al., 2014). 
 

 O polímero catiônico PEI encontra-se disponível com uma gama de pesos 

moleculares e na forma linear ou ramificada, sendo as formas ramificadas e de baixo 

peso molecular as mais indicadas para uma efetiva liberação intracelular. Estudos 

comparativos entre nanopartículas preparadas com PEI na forma linear ou 



Introdução    9 

Depieri, L.V. 

ramificada mostraram que a forma ramificada foi mais adequada, pois produziu 

partículas mais estáveis, carregadas positivamente, que promoveram uma alta 

captação celular do siRNA e resultaram em um silenciamento gênico mais efetivo 

(KWOK; HART, 2011). 

 Complexos formados entre o polímero catiônico PEI e o siRNA, denominados 

como poliplexos, e nanopartículas preparadas com esse polímero, devido ao 

residual de carga positiva, favorecem a interação com o exterior da membrana 

plasmática, o que conduz na sua internalização pelo processo de endocitose. A 

endocitose é um dos principais mecanismos de captação de substâncias pelas 

células e a liberação das substâncias dos endossomos para o citosol é uma etapa 

limitante para a obtenção de um silenciamento gênico eficiente (SAHAY; 

ALAKHOVA; KABANOV, 2010; BRUNO, 2011). 

 A liberação dos complexos siRNA/PEI ocorre no citoplasma após sofrerem o 

escape endossomal pelo mecanismo conhecido como “efeito esponja de prótons” 

(Figura 5). Esse mecanismo é mediado por agentes com alta capacidade de 

tamponamento quando protonado. A protonação induz um intenso influxo de íons e 

água para o interior do endossomo, ocasionando a ruptura da membrana 

endossomal, devido a um aumento da pressão osmótica, liberando o conteúdo 

internalizado (GUO et al., 2010b; HUANG; LIU, 2011).  

 

 

Figura 5 - Esquematização do mecanismo de escape endossomal de nanopartículas 
preparadas com PEI, conhecido como “efeito esponja de prótons”. Adaptado de 
(HUANG; LIU, 2011). 
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 Ainda relacionado aos carreadores não-virais, vários sistemas com base 

lipídica foram desenvolvidos para veiculação de siRNA. Variações na composição 

dos lipídios e nas propriedades estruturais das nanopartículas permitem a entrega 

específica do siRNA, além de influenciar sua liberação após a internalização celular 

(KAPOOR; BURGESS; PATIL, 2012). Esses sistemas são tipicamente compostos 

por uma mistura de fosfolipídios e lipídios catiônicos que podem se organizar na 

forma de nanopartículas, ou apenas formar complexos com o siRNA, denominados 

como lipoplexos. Exemplos de lipídios catiônicos clássicos incluem o 1,2-di-O-

octadecil-3-trimetilamônio propano (DOTMA) e 1,2-dioleoil-3-trimetilamônio-propano 

(DOTAP). Também são utlizados lipídios neutros, conhecidos como lipídios 

auxiliadores, como, por exemplo, o 1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 

no preparo das nanopartículas para melhorar a citotoxicidade, por distribuir/mascarar 

as cargas positivas do lipídio catiônico. Além disso, o DOPE tem a capacidade de 

interagir com a membrana plasmática e formar fase hexagonal, aumentando a 

capacidade de escape endossomal da nanopartícula (FOLDVARI et al., 2015). 

 Estudos recentes mostraram o uso da monoleína (MO), uma anfifila bastante 

empregada na produção de formulações líquido-cristalinas, como um lipídio 

auxiliador no preparo de lipossomas para veiculação de DNA plasmidial, devido sua 

habilidade em fluidificar e estabilizar o lipossoma, mas também pelo fato de formar 

fase hexagonal e mediar o processo de fusão com a membrana endossomal 

(OLIVEIRA et al., 2014). Outro estudo mostrou a eficiência de estruturas não 

lamelares formadas por MO e DOTAP em induzir a fusão entre as nanopartículas e a 

membrana endossomal e, com isso, aumentar a eficiência do silenciamento gênico 

mediado por moléculas de siRNA (LEAL et al., 2010).  

 Estudos sugerem que a captação celular de nanopartículas lipídicas ou 

lipoplexos ocorre principalmente via endocitose. Porém, uma pequena fração pode 

entrar na célula por fusão com as membranas celulares num processo dependente 

de colesterol e pode ser responsável, em grande parte, pela degradação do RNAm 

(LU; LANGER; CHEN, 2009; BRUNO, 2011). 

 São propostos dois possíveis mecanismos de escape endossomal para as 

nanopartículas lipídicas; (i) por meio da interação das moléculas catiônicas da 

nanopartícula com a membrana aniônica do endossomo, ocorre a formação de 

pares iônicos, promovendo sua desestabilização e excluindo água da superfície da 

membrana, que resulta em seu rompimento (Figura 6A) e, (ii) por meio da formação 
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de fase hexagonal resultante do processo de fusão entre os lípidos catiônicos das 

nanoparticulas e os lípidos aniônicos na membrana do endossomo e, dessa forma, 

ocorre tanto a ruptura da membrana do endossomo quanto a ruptura da 

nanopartícula com a liberação de seu conteúdo (Figura 6B) (HUANG; LIU, 2011; 

FOLDVARI et al., 2015).  

 

 

Figura 6 - Esquematização do mecanismo de escape endossomal de nanopartículas 
lipídicas por [A] desestabilização da membrana endossomal e por [B] formação de 
fase hexagonal. Adaptado de (HUANG; LIU, 2011). 
 

 O tamanho médio das nanopartículas é de grande importância para sua 

absorção celular. O tamanho de partícula adequado depende do seu campo de 

aplicação, por exemplo, para alcançar tumores, o menor diâmetro possível é 

desejado. Em geral, as partículas com diâmetro médio de até 500 nm podem ser 

captadas pelas células alvo por endocitose. Dessa forma, no desenvolvimento de 
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sistemas de liberação para siRNA, partículas nanométricas são requeridas 

(REISCHL; ZIMMER, 2009). 

 Além do adequado tamanho de partícula, estratégias que garantam proteção 

do siRNA contra a degradação enzimática, que promovam a captação celular e o 

escape endossomal, biodegradabilidade, estabilidade, segurança, fácil manipulação 

e baixos custos para produção são requeridas para a viabilização dessa promissora 

classe terapêutica (WU et al., 2014). 

 

1.3. Cristais líquidos 

 Nas últimas décadas, sistemas líquido-cristalinos têm atraído grande atenção 

devido às suas aplicações em diversas áreas. O grande interesse nesses sistemas 

está na possibilidade de criar partículas estruturadas mediante o uso de métodos 

instantâneos e modular as forças formadas por meio de estímulos fisiológicos como 

pH, temperatura e força iônica (YAGHMUR; GLATTER, 2009; MILAK; ZIMMER, 

2015). 

 Os cristais líquidos liotrópicos podem ser definidos como o estado da matéria 

intermediário entre o estado sólido cristalino e líquido isotrópico. A diferença entre 

líquidos e cristais sólidos é o estado de ordem; os cristais apresentam ordem 

posicional e orientacional, enquanto que nos líquidos as moléculas difundem-se 

livremente. Os cristais líquidos combinam a organização do estado sólido com a 

fluidez e mobilidade molecular do estado líquido. Podem ser obtidos por diversos 

tipos de moléculas que se autoagregam em um ambiente hidrofílico (SINGH, 2000). 

 Lipídios anfifílicos, tais como monoglicerídeos, fosfolipídios, lipídios à base de 

ureia e glicolipídios podem se auto-organizar espontaneamente em ambiente 

hidrofílico e formar fases líquido-cristalinas. No entanto, os monoglicerídeos 

insaturados são os mais estudados, em particular, o monoleato de glicerila, também 

conhecido como monoleína (MO) (PAN et al., 2013). 

 A MO (Figura 7) é composta por uma cadeia de hidrocarboneto ligada a um 

glicerol, através de uma ligação éster. Os grupos hidroxila, provenientes do glicerol, 

conferem à molécula características polares, enquanto a cadeia de hidrocarboneto 

(C 18), com uma dupla ligação cis na posição 9, 10, confere à molécula 

características apolares. Portanto, a MO é considerada uma molécula anfifílica. É 

atóxica, biodegradável e biocompatível, sendo classificada como segura e incluída 

na lista de ingredientes inativos do FDA (do inglês, Food and Drug Administration) 
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(GANEM-QUINTANAR; QUINTANAR-GUERRERO; BURI, 2000; MILAK; ZIMMER, 

2015). 

 

Figura 7 - Estrutura molecular da monoleína (PAN et al., 2013). 
 

 A formação das diferentes fases líquido-cristalinas ocorre com a hidratação 

das porções hidrofílicas da MO por um solvente hidrofílico, como a água, através de 

ligações de hidrogênio, enquanto as cadeias alifáticas se agregam com base em 

interações de van der Waals (GUO et al., 2010a; LIBSTER; ASERIN; GARTI, 2011). 

 Sistemas líquido-cristalinos são caracterizados por alta ordenação interna e 

simetria, com ampla área interfacial e também apresentam a capacidade de 

incorporar moléculas hidrofílicas, lipofílicas e anfifílicas e modular a liberação destas 

substâncias (LOPES et al., 2006b; GUO et al., 2010a; PAN et al., 2013; MILAK; 

ZIMMER, 2015). As fases líquido-cristalinas comumente encontradas são: lamelar, 

hexagonal e cúbica (Figura 8). A maioria das mesofases liotrópicas existe como 

pares simétricos, um “normal” (tipo I) onde os lipídios agregados encontram-se em 

uma matriz contínua de água, e um “invertido” ou “reverso” (tipo II) onde os grupos 

hidrofílicos hidratados encontram-se dispostos dentro de uma matriz apolar contínua 

composta pelas cadeias de hidrocarbonetos (LIBSTER; ASERIN; GARTI, 2011). 
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Figura 8 - Representação esquemática das diversas fases líquido-cristalinas 
formadas pela monoleína em presença de água. Adaptado de: (“Cubic Phase 
Particles in Drug Delivery”, 2012). 
 

 A fase lamelar caracteriza-se por intercalar bicamadas lipídicas com a fase 

aquosa, nas quais os grupamentos polares das moléculas localizam-se adjacentes e 

projetados para a fase aquosa, enquanto as cadeias de hidrocarbonetos encontram-

se dispostas paralelamente, formando uma rede unidimensional. Essa fase é 

caracterizada por sua fluidez e anisotropia na forma de mosaico planar e/ou cruzes 

de Malta (BORNÉ; NYLANDER; KHAN, 2000; SHAH; SADHALE; CHILUKURI, 

2001). 

 A fase hexagonal é formada por longas estruturas cilíndricas, ocorrendo em 

duas formas: (i) a fase normal, onde a porção polar da anfifila localiza-se na região 

externa dos cilindros; e (ii) a fase reversa, formada por canais aquosos circundados 

pela porção polar da anfifila, com a porção apolar localizada ao redor dos cilindros. 

Sua obtenção torna-se possível pela adição de compostos apolares ao sistema, 

como por exemplo, o ácido oleico. O gel de fase hexagonal apresenta-se 

anisotrópico ao campo de luz polarizada, com textura estriada não geométrica ou em 

formato de placas; sua menor viscosidade em relação à fase cúbica é uma 

importante propriedade que facilita suas aplicações práticas (BORNÉ; NYLANDER; 

KHAN, 2000; LIBSTER et al., 2009). 

 A fase cúbica é formada por uma bicamada lipídica curva e contínua (com 

uma espessura de aproximadamente 3,5 nm) que se estende em três dimensões, 
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separando dois canais congruentes de água de aproximadamente 5 nm, quando 

hidratado. O gel de fase cúbica apresenta-se transparente, bastante viscoso, 

isotrópico e termodinamicamente estável na presença de excesso de água (SHAH; 

SADHALE; CHILUKURI, 2001; GUO et al., 2010a). 

 A literatura relata diversos fatores que podem influenciar o comportamento 

das mesofases líquido-cristalinas. A adição de um terceiro componente ao sistema 

anfifila/água, como o ácido oleico, trioleína, monoleato de diglicerol, vitamina E, 

dentre outros, pode modular a textura das mesofases líquido-cristalinas e resultar 

em transição de fase. Variações de temperatura e pressão, concentração de sais, 

pH e aditivos também podem induzir a transição de fase nos sistemas líquido-

cristalinos (LOPES et al., 2006a; PHAN et al., 2011; ROSSETTI et al., 2011; FONG; 

LE; DRUMMOND, 2012; CHEN; MA; GUI, 2014; ZABARA; MEZZENGA, 2014).  

 A influência desses fatores na formação das fases líquido-cristalinas pode ser 

avaliada com o uso de técnicas para a identificação das fases obtidas, sendo a 

microscopia de luz polarizada e a difração de raios X as mais utilizadas. A 

microscopia de luz polarizada é uma técnica bem estabelecida e baseia-se nas 

texturas das diferentes fases para sua identificação (BORNÉ; NYLANDER; KHAN, 

2000). A difração de raios X é uma técnica que emprega raios X para determinar 

distâncias repetitivas dentro de materiais sólido-cristalinos e em cristais líquidos. 

Através dos valores das distâncias interplanares, d, obtidos a partir lei de Bragg ( = 

2dsenθ), a associação da razão entre essas distâncias aos índices de Miller da 

simetria da estrutura permite a identificação das diferentes fases líquido-cristalinas 

(DONG; BOYD, 2011).  

 A teoria do fator de empacotamento (𝐹𝐸) também é considerada uma 

ferramenta útil no estudo da influência da estrutura lipídica na formação das fases 

líquido-cristalinas, como também avalia a influência de outros parâmetros que 

afetam a curvatura polar-apolar e, consequentemente, a auto-organização dos 

componentes, pois relaciona matematicamente o volume da porção hidrofóbica (ѵ), 

o comprimento da cadeia de hidrocarboneto (𝑙) e a área da porção hidrofílica (𝑎) 

através da equação: 

𝐹𝐸 =  
ѵ

𝑎. 𝑙
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 A influência da alteração destas variáveis é demonstrada, resumidamente, na 

Figura 9. 

 

 

Figura 9 - Diagrama esquemático do impacto da estrutura lipídica, aumento da 
concentração de água e estímulos externos sobre o fator de empacotamento e 
curvatura. Adaptado de (NGUYEN, 2008; CHANG et al., 2015). 
 

 Um aumento em 𝑎 pode ocorrer devido à hidratação ou repulsão eletrostática 

entre a porção polar de lipídios adjacentes. Por outro lado, o aumento de ѵ, resulta 
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de um aumento no número e/ou tamanho das cadeias de hidrocarbonetos e também 

pode ocorrer devido ao aumento na fluidez da cadeia dos hidrocarbonetos em 

temperaturas elevadas. Quando o valor do fator de empacotamento é menor que 1, 

a anfifila se auto-organiza formando estruturas Tipo I, com curvatura positiva para 

água; quando FE é igual a 1, ocorre a formação de fase lamelar e; quando é maior 

que 1, há o rearranjo da anfifila, formado estruturas Tipo II, com curvatura negativa 

(GUO et al., 2010a; FONG; LE; DRUMMOND, 2012). 

 Alterações na curvatura e no empacotamento dos lipídios em resposta a 

fatores externos (por exemplo, temperatura) ou mudança de composição (por 

exemplo, teor de água) podem resultar em transições entre as fases reversas e 

fases normais, como ilustrado na Figura 9. 

 É importante ressaltar que alguns lipídios anfifílicos são capazes de absorver 

água até uma determinada quantidade e, a adição de água em excesso não resulta 

em transições de fase. Desse modo, fases líquido-cristalinas do tipo reversas podem 

coexistir em excesso de água e, então, serem dispersas para formar uma dispersão 

coloidal. A dispersão dos géis de fase cúbica e de fase hexagonal em água forma 

pequenas partículas denominadas “cubossomos” e “hexossomos”, respectivamente 

e, comumente, é realizada por técnicas de fragmentação como a homogeneização 

em alta pressão ou sonicação (SIEKMANN et al., 2002; LOPES et al., 2006a; GUO 

et al., 2010a; CHEN; MA; GUI, 2014).  

 Para evitar a reagregação das partículas dispersas, estabilizadores são 

adicionados. Dentre estes, destacam-se os copolímeros em bloco, que conferem 

estabilidade estérica auxiliando na manutenção da dispersão de partículas líquido-

cristalinas; o tensoativo Pluronic F127® (conhecido comercialmente como Poloxamer 

407® e Lutrol F127®) é o mais utilizado (AMAR-YULI et al., 2007; CHONG et al., 

2011). 

 As dispersões são uma alternativa para as fases líquido-cristalinas na forma 

de gel, onde a dispersão reduz significativamente a viscosidade do sistema, 

facilitando sua aplicação e incluem vantagens como grande área superficial, 

estabilidade termodinâmica e possibilidade de serem incorporadas por outras 

formulações (LOPES et al., 2006a; AMAR-YULI et al., 2009; ZABARA; MEZZENGA, 

2014; MILAK; ZIMMER, 2015).  

 Considerando-se a aplicação tópica, nanodispersões liquidas-cristalinas 

demonstraram capacidade de reduzir reversivelmente as propriedades de barreira 
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impostas pela pele, além de promover a penetração cutânea de macromoléculas e 

outros tipos de moléculas, conforme demostrado por trabalhos do grupo de pesquisa  

(LOPES et al., 2006a, 2006b; LOPES; SPERETTA; BENTLEY, 2007; PRAÇA et al., 

2012; PETRILLI et al., 2013, 2016; VICENTINI et al., 2013b; ROSSETTI et al., 

2016). Além disso, estudos prévios do grupo, demonstraram a habilidade de uma 

nanodispersão líquido-cristalina de fase hexagonal, composta por MO, pelo promotor 

de absorção cutânea ácido oleico e o polímero catiônico PEI, em promover a 

liberação cutânea de siRNA e reduzir os níveis da proteína modelo gliceraldeído 3-

fosfato desidrogenase (GAPDH) (VICENTINI et al., 2013b).  

 Simultaneamente a outros estudos reportados na literatura que também 

utilizaram sistemas à base de monoleína e adjuvantes catiônicos para a liberação 

funcional de siRNA (LEAL et al., 2010; ZHEN et al., 2012; BORGHETI-CARDOSO et 

al., 2014, 2015; PETRILLI et al., 2016), ressaltam-se a relevância e aplicabilidade de 

sistemas líquido-cristalinos para veiculação de siRNA na terapia gênica. 

 

1.4. Psoríase 

 Psoríase é uma doença inflamatória crônica, imunomediada, que se manifesta 

na pele e/ou articulações e afeta 2-5% da população mundial (PRADHAN; SINGH; 

SINGH, 2013; RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI, 2014). Na pele, 

caracteriza-se por placas eritematosas, queratinócitos hiperproliferados e com 

diferenciação anormal, levando a hiperplasia da epiderme, infiltração de linfócitos T 

ativados e dilatação dos capilares sanguíneos (GEUSENS et al., 2009; JAKOBSEN 

et al., 2009). Está associada a significantes comorbidades, incluindo depressão, 

hipertensão, diabetes, dentre outras, e afeta a qualidade de vida dos pacientes 

devido ao desconforto físico, imagem negativa do corpo, limitações nas atividades 

diárias, contatos sociais, e de trabalho (LI; ARMSTRONG, 2012). 

 Essa doença varia muito em sua apresentação clínica podendo ser 

classificada como leve, com manchas isoladas, ou como extensa, com placas 

confluentes envolvendo diversas áreas do corpo. Psoríase vulgar, ou em placas, é o 

subtipo mais comum, afetando 80-90% dos pacientes. Outros subtipos de psoríase 

incluem gutata, pustulosa, inversa e eritrodérmica (LI; ARMSTRONG, 2012). 

 O diagnóstico da psoríase é baseado na apresentação clínica, necessitando 

eventualmente de biópsia da pele para confirmação. As alterações relevantes que 

são observadas na epiderme incluem a acantose (aumento do número de 
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queratinócitos e espessamento da camada espinhosa), perda da camada granular, 

paraceratose (disfunção do processo de cornificação que mantém queratinócitos 

nucleados na camada córnea) e hiperceratose (espessamento da camada córnea). 

Ao mesmo tempo, o aumento da quantidade e a dilatação de vasos sanguíneos na 

derme permitem a maior migração de células imunológicas aos locais afetados 

mantendo o ciclo da doença ativo (KRUEGER; BOWCOCK, 2005; SCHÖN; 

BOEHNCKE, 2005; BOEHNCKE; SCHÖN, 2015). 

 Trata-se de uma doença etiológica multifatorial, na qual fatores genéticos e 

influências ambientais levam a uma disfunção imunocelular, responsável pelo 

quadro inflamatório característico, no qual citocinas e quimiocinas possuem um 

papel importante no recrutamento de linfócitos e na manutenção do processo 

inflamatório. A pele psoriática é também caracterizada por um aumento da 

angiogênese (SCHÖN; BOEHNCKE, 2005; SARRA et al., 2011). 

 A complexa imunopatogênese da psoríase envolve alterações tanto do 

sistema imunológico inato (queratinócitos, células dendríticas, macrófagos, 

mastócitos, neutrófilos e células endoteliais), quanto do sistema imunológico 

adquirido (linfócitos T), mediada por citocinas, e inclui várias etapas pelas quais a 

pele pré-psoriática é convertida em uma placa psoriática após a ativação 

imunocítica. A formação das lesões características da psoríase incluem uma 

resposta do tecido angiogênico; recrutamento e acúmulo de células inflamatórias na 

derme, envolvendo grande população de células apresentadoras de antígeno (ex.: 

células dentríticas e macrófagos) e células T; e a liberação de citocinas pró-

inflamatórias, que contribuem para um ciclo vicioso de inflamação no interior das 

lesões cutâneas. Esses eventos culminam na remodelação da epiderme, com 

proliferação e diferenciação alterada dos queratinócitos (NICKOLOFF, 2007).   

 O evento inicial na psoríase envolve um gatilho, resultante de uma ação 

recíproca entre fatores ambientais e genéticos, que desencadeiam uma cascata 

inflamatória e imunológica. Queratinócitos liberam fatores que ativam as células 

dendríticas dérmicas, que por sua vez ativam as células T nos nódulos linfáticos. As 

células T, em seguida, diferenciam-se em células T helper Tipo 1 (Th1, produtoras 

de IFN-γ, TNF-α e IL-2) e T helper Tipo 17 (Th17, produtoras de IL-17, TNF-α, IL-6; 

IL-22) e migram de volta para a derme e epiderme, através de quimiocinas e 

moléculas de adesão. Em seguida, as células T ativadas ativam os macrófagos a 

liberarem diversas citocinas inflamatórias, incluindo TNF-α, IFN-γ, IL-17, IL-12 e IL-
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23 que facilitam a proliferação de linfócitos Th1/Th17 e também levam a ativação e 

hiperproliferação de queratinócitos, manifestando-se clinicamente como placas 

psoriáticas (Figura 10) (NICKOLOFF, 2007; NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009; 

LIMA; LIMA, 2011; BOEHNCKE; SCHÖN, 2015). 

 

 

Figura 10 - Esquema evolutivo do quadro imunoinflamatório característico na 
psoríase. Adaptado de (NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009). 
 

 Tanto no início, quanto na exacerbação do quadro inflamatório da psoríase, 

as células dendríticas ativadas produzem, entre outros mediadores, o TNF-α, 

citocina pró-inflamatória capaz de ampliar a inflamação através de várias vias de 

sinalização. Pode ser produzida por uma grande variedade de tipos celulares 

incluindo macrófagos, linfócitos, queratinócitos e células endoteliais e exerce sua 
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atividade induzindo a produção de mediadores secundários e moléculas de adesão 

que facilitam a interação e migração de células T em direção à epiderme (SCHÖN; 

BOEHNCKE, 2005; BOEHNCKE; SCHÖN, 2015). 

 A escolha terapêutica para o tratamento da psoríase é realizada com base na 

gravidade da doença. Aproximadamente 70-80% dos pacientes utilizam a terapia 

tópica com análogos da vitamina D3 (calcipotriol, calcitriol e tacalcitol) e retinóicos 

em associação aos corticoesteróides. Nos casos de psoríase moderada a severa, 

recomenda-se a terapia sistêmica com agentes imunossupressores e 

quimioterápicos (ciclosporina, metotrexato e retinóides), associada à terapia tópica e 

fototerapia (SCHÖN; BOEHNCKE, 2005; BERTH-JONES, 2013; BOEHNCKE; 

SCHÖN, 2015). 

 Embora a maioria dos regimes terapêuticos estabelecidos seja razoavelmente 

eficaz como terapia de curto prazo para psoríase, devido ao perfil de segurança 

desses fármacos, seu uso por um logo prazo é limitado, o que dificulta o controle da 

doença (SCHÖN; BOEHNCKE, 2005). 

 Os recentes avanços nos estudos da psoríase forneceram subsídios para a 

concepção de novos agentes biológicos modificadores da resposta 

imunoinflamatória através da sua ação nos mecanismos-chave da patogênese da 

psoríase. Dentre eles, destacam-se os anticorpos monoclonais (adalimumabe, 

infliximabe) e proteína de fusão (etanercepte) antagonistas de TNF-α e moduladores 

da diferenciação de linfócitos mediada por IL-12 e IL-23 (ustekinumabe). Porém, 

apresentam desvantagens, que incluem a via de administração, propriedades 

imunossupressoras e elevado custo, sendo atualmente utilizados somente em casos 

graves e quando os demais tratamentos não são adequados (NESTLE; KAPLAN; 

BARKER, 2009; BERTH-JONES, 2013; CHI; WANG, 2014). 

 Os tratamentos atuais para a psoríase são frequentemente associados à 

eficácia limitada e problemas relacionados à toxicidade, imunossupressão, dentre 

outros. Dessa forma, estudos estão sendo conduzidos no desenvolvimento de novas 

estratégias, buscando melhorar a relação risco-benefício dos corticóides e dos 

fármacos tradicionalmente empregados no tratamento da psoríase. Além disso, 

esforços estão sendo feitos no desenvolvimento de nanopartículas para aplicações 

dermatológicas, com o propósito de proporcionar uma libertação sustentada dos 

fármacos por um período prolongado de tempo, reduzir a toxicidade e aumentar a 

adesão do paciente ao tratamento (AGRAWAL; PETKAR; SAWANT, 2010; RAUT; 
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PRABHU; PATRAVALE, 2013; PINTO et al., 2014; PRADHAN; SINGH; SINGH, 

2015). 

 Dentre as propostas terapêuticas para a psoríase, a normalização dos níveis 

das citocinas inflamatórias tem demonstrado melhoras no fenótipo da doença sendo 

que vários inibidores do TNF-α têm sido propostos, dentre eles, a terapia gênica com 

o uso de siRNAs (JAKOBSEN et al., 2009; BAK; MIKKELSEN, 2010; BRACKE et al., 

2013; DESAI et al., 2013; MAREPALLY et al., 2014; PETRILLI et al., 2016). 

 

1.5. Via de administração tópica para siRNAs 

 A pele é uma atrativa e importante via para a liberação de fármacos, uma vez 

que permite uma aplicação terapêutica não invasiva e em uma ampla região 

corpórea. Além da possibilidade do seu direcionamento para as doenças cutâneas 

(administração tópica), também é possível a obtenção de efeitos sistêmicos 

(administração transdérmica), combinando fatores como a comodidade do paciente, 

a ausência do metabolismo hepático e a eliminação de possíveis efeitos colaterais 

da administração sistêmica (PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004). 

 O estudo da aplicação de siRNAs para o tratamento de doenças cutâneas 

tem obtido avanços importantes na elucidação de potenciais alvos moleculares e no 

desenvolvimento farmacotécnico de sistemas de liberação para uma entrega 

funcional dessas moléculas nas células alvo (VICENTINI et al., 2013a, 2013b). 

 Doenças cutâneas relacionadas a reações inflamatórias (vitiligo, psoríase e 

dermatite atópica), ao comportamento anormal das células (carcinoma espinocelular 

e melanoma), dano (queimadura e ferida) e doenças de pele monogênicas 

(paquioníquia congênita) são de grande interesse para a terapia com siRNAs, pois 

apresentam alvos moleculares bem definidos que podem ser silenciados, resultando 

em benefícios terapêuticos (THANIK et al., 2007; HICKERSON et al., 2008; TRAN et 

al., 2008; JAKOBSEN et al., 2009; KIGASAWA et al., 2010).  

 Para o estabelecimento de uma terapia eficaz utilizando siRNAs via 

administração tópica, primeiramente, é necessária a liberação eficiente do siRNA 

nas células alvo-específicas. No entanto, atingir esses alvos constitui um grande 

obstáculo para viabilização dessa terapêutica, uma vez qua a pele apresenta uma 

forte barreira exercida pelo EC, que dificulta a penetração de substâncias 

administradas topicamente. Além disso, os siRNAs, por serem macromoléculas 

hidrofílicas, não conseguem atravessar a pele por difusão passiva (DE 



Introdução    23 

Depieri, L.V. 

FOUGEROLLES, 2008; GEUSENS et al., 2011; ZAKREWSKY; KUMAR; 

MITRAGOTRI, 2015; DESMET et al., 2016). 

 As principais estratégias para a liberação de siRNAs na pele incluem o uso de 

formulações (lipossomas, nanopartículas lipídicas, nanopartículas poliméricas, 

peptídeos, dentre outras), métodos químicos (promotores de absorção cutânea) e os 

métodos físicos (iontoforese, sonoforese, microagulhas, eletroporação, dentre 

outrosw) com a finalidade de reduzir as propriedades de barreira da pele, promover 

a penetração cutânea e a utilização dessa macromolécula no tratamento de doenças 

de pele (PAUDEL et al., 2010; GEUSENS et al., 2011; VICENTINI et al., 2013a; 

ZAKREWSKY; KUMAR; MITRAGOTRI, 2015). 

  

 Nesse contexto, a presente pesquisa propôs a avaliação de um sistema de 

liberação tópica, nanoestruturado, a base de cristais líquidos, formado por lipídios 

com habilidade de promover a absorção cutânea, e por adjuvantes catiônicos 

capazes de complexarem o siRNA por atração eletrostática, como uma nova 

proposta para veiculação tópica de siRNAs na terapia da psoríase. 
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5. Conclusões 

 Face aos resultados obtidos pode-se concluir que: 

• A dispersão dos sistemas líquido-cristalinos, compostos por MO:FA ou MO:AO:FA 

e incorporados com os adjuvantes catiônicos PEI e OAM, utilizando o processo de 

sonicação foi adequado e produziu partículas de tamanho nanométrico (~ 200 nm), 

índice de polidispersão abaixo de 0,3 para as formulações preparadas com PEI e 

abaixo de 0,4 para as preparadas com OAM e com um residual de carga positivo. A 

adição de siRNA às NLCs não alterou os parâmetros avaliados.  

• As NLCs preparadas com o polímero catiônico PEI foram eficazes em promover 

uma elevada captação das moléculas de siRNA em linhagem celular de fibroblastos 

e a NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) mostrou-se a mais 

adequada para tal objetivo, sendo escolhida para os estudos seguintes. 

• A NLC composta por MO:AO:PEI:FA (8:2:1:89, p/p/p/p) foi capaz de complexar o 

siRNA na concentração final de 10 μM, protege-lo por 24 h da degradação 

enzimática e libera-lo de forma intacta, etapas importantes no processo de RNAi e 

que foram alcançadas pela NLC. 

• A aplicação tópica na NLC em epiderme humana reconstruída por 2, 5 e 12 h pode 

ser considerada segura para a pele. Sua aplicação simulando um tratamento 

prolongado também pode ser considerada bem tolerada pela pele, pois manteve a 

viabilidade dos tecidos acima de 50% e os níveis liberados de IL-1α ficaram no limite 

dos estabelecidos para uma curta aplicação, uma vez que não há parâmetros 

estabelecidos para classificação de substâncias como irritante e não irritante após 

um tratamento prolongado. 

• A aplicação tópica da NLC foi eficaz em promover a liberação funcional do siRNA 

IL6, que reduziu eficientemente os níveis de IL-6 em modelo de pele humana 

reconstruída psoriática em aproximadamente 70% após um único tratamento por 6 

h. Também foi eficaz em reduzir os níveis dessa citocina e do RNAm que a codifica 

em aproximadamente 35 e 50%, respectivamente, após o tratamento por 3 dias 

consecutivos. 

• A NLC também foi eficaz em promover uma elevada captação das moléculas de 

siRNA em linhagem celular de macrófagos. 

• A aplicação da NLC como sistema de liberação foi eficaz em promover a liberação 

funcional do siRNA Tnf, que reduziu significativamente os níveis do RNAm Tnf nos 

macrófagos em 40 e 60% após o tratamento concomitante com LPS por 24 h e no 
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tratamento por 24 h após o estímulo prévio com LPS, respectivamente. A eficácia foi 

ainda maior com o pré-tratamento por 24 h seguido do estímulo com LPS, que 

normalizou os níveis do RNAm Tnf e, com a maior dose de siRNA avaliada, houve a 

redução dos níveis endógenos desse RNAm em 40%. 

• A aplicação tópica da NLC veiculando siRNA Tnf no modelo in vivo  de inflamação 

cutânea aguda induzida por TPA foi eficaz em promover a redução significativa dos 

níveis do RNAm Tnf, em comparação a pele dos animais expostos ao pré-

tratamento com a NLC ou NLC contendo siRNA controle e TPA, nas mesmas doses, 

em 51,4 e 60,7%, respectivamente. 

• A aplicação tópica da NLC veiculando siRNA Tnf no modelo in vivo de psoríase 

induzida por imiquimode foi eficaz na redução dos níveis do RNAm Tnf (~ 90%), da 

atividade da mieloperoxidade (~ 65%) e da espessura da epiderme (~ 70%) em 

comparação à pele dos animais expostos aos tratamentos com a NLC ou NLC 

contendo siRNA controle. Também foi eficaz na melhora fenotípica dos animais, com 

redução do rubor, descamação, acantose e na redução do número de ataques de 

coceira, resultantes da redução do processo inflamatório obtido pela ação efetiva 

das moléculas de siRNA Tnf. 

• A aplicação tópica da NLC foi eficaz em promover a penetração cutânea das 

moléculas de siRNA nas camadas mais profundas da pele psoriática. 

 

 Dessa forma, pode-se concluir que a NLC composta por MO:AO:PEI:FA 

(8:2:1:89, p/p/p/p) é um sistema de liberação tópico promissor para a liberação 

funcional de siRNAs para o tratamento de doenças cutâneas, uma vez que foi capaz 

de superar as barreiras da administração tópica e, também foi capaz de complexar, 

proteger contra a degradação enzimática e promover a captação celular das 

moléculas de siRNA e, no citoplasma, escapar do tráfego endossomal e liberar as 

moléculas de siRNA intactas que, eficientemente, silenciaram seu alvo específico 

através da degradação do RNAm pelo processo de interferência por RNA. 
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