
 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nanopartículas de fase líquido cristalina hexagonal 
funcionalizadas com peptídeos de transdução para veiculação 

de siRNA na terapia de doenças tópicas 
 

 
 
 
 
 
 
 

Raquel Petrilli 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ribeirão Preto 
2013 

  



Graduação em Ciências Farmacêuticas  em  08/03/2013. A vers

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nanopartículas de fase líquido cristalina hexagonal 
funcionalizadas com peptídeos de transdução para veiculação 

de siRNA na terapia de doenças tópicas 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertação de Mestrado 
apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências 
Farmacêuticas para obtenção do 
Título de Mestre em Ciências 
 
Área de Concentração: 
Medicamentos e Cosméticos 
 
Orientada: Raquel Petrilli 

Orientadora: Profa. Dra. Maria 
Vitória Lopes Badra Bentley 
 

 
Versão corrigida da Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa de 
Pós- ão original 
encontra-se disponível na Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 
Preto. 
 
 
 

Ribeirão Preto 
2013 



  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

P
E

T
R

IL
L

I, R
. 

N
a

n
o

p
a

rtíc
u

la
s
 d

e
 fa

s
e
 líq

u
id

o
 c

ris
ta

lin
a
 h

e
x

a
g

o
n

a
l 

fu
n

c
io

n
a

liz
a

d
a

s
 c

o
m

 p
e

p
tíd

e
o

s
 d

e
 tra

n
s

d
u

ç
ã

o
 p

a
ra

 v
e

ic
u

la
ç

ã
o

 
d

e
 s

iR
N

A
 n

a
 te

ra
p

ia
 d

e
 d

o
e

n
ç

a
s

 tó
p

ic
a

s
 

 

 

MESTRADO 

FCFRP-USP 

2013 

 



AUTORIZO A REPRODUÇÃO E DIVULGAÇÃO TOTAL OU PARCIAL DESTE 
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRÔNICO, PARA 
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Petrilli, Raquel 
Nanopartículas de fase líquido cristalina hexagonal 
funcionalizadas com peptídeos de transdução para veiculação 
de siRNA na terapia de doenças tópicas. Ribeirão Preto, 
2013. 

99 p.; 30cm. 
 

Dissertação de Mestrado, apresentada à Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto/USP – Área de concentração: 
Medicamentos e Cosméticos. 

Orientador: Bentley, Maria Vitória Lopes Badra. 
 

       1. Cristais líquidos. 2. siRNA. 3. Doenças tópicas. 

 
 

  



FOLHA DE APROVAÇÃO 
 
 
 
 
Raquel Petrilli 
Nanopartículas de fase líquido cristalina hexagonal funcionalizadas com 
peptídeos de transdução para veiculação de siRNA na terapia de doenças 
tópicas. 
 
 
 
 

Dissertação de Mestrado 
apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências 
Farmacêuticas para obtenção do 
Título de Mestre em Ciências 
 
Área de Concentração: 
Medicamentos e Cosméticos. 
 
Orientadora: Profa. Dra. Maria Vitória 
Lopes Badra Bentley 

 
 
 
Aprovado em: 
 
 
 

Banca Examinadora 
 
 
Prof.Dr._________________________________________________________ 

Instituição:___________________________Assinatura:___________________ 

 

Prof.Dr. _________________________________________________________ 

Instituição:___________________________Assinatura:___________________ 

 

Prof.Dr. _________________________________________________________ 

Instituição:___________________________Assinatura:___________________ 



DEDICATÓRIA 

 

Ao meu irmão Nando, fonte de inspiração para que eu seguisse a carreira 

acadêmica, modelo de força e coragem. 

 

Ao meu pai, pelo esforço em prover meus estudos e com isso proporcionar que 

este momento fosse possível. 

 

A minha mãe, pelo carinho e companheirismo durante todos esses anos e por 

sempre apoiar meus estudos. 

 

Ao meu namorado Josi, futuro marido, pelo amor, carinho e companheirismo, 

além da imensa contribuição científica. Obrigada por sempre me apoiar nos 

meus caminhos e escolhas, me ajudando a escolher os caminhos da felicidade 

e do sucesso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, por guiar e iluminar os meus caminhos. 

 

Aos meus pais, irmãos e a minha sobrinha pelo companheirismo e 

compreensão durante as minhas ausências. 

 

A minha sobrinha Yasmin pela presença alegre e pelo carinho. 

 

Aos amigos do laboratório pela convivência diária, alegre e descontraída. 

 

A Profa. Maria Vitória pelos ensinamentos, orientação e discussões deste 

trabalho. 

 

Aos professores Sérgio Akira Uyemura, Maria José Vieira Fonseca, Márcia 

Fantini e Simone Kashima Haddad pelas discussões e estrutura fornecida para 

a realização de alguns experimentos. 

 

Aos técnicos do laboratório de farmacotécnica, José Orestes, Henrique e 

Fabíola, pelo auxílio em experimentos. 

 

A Fapesp pelo apoio deste projeto com bolsa de mestrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



i 

 

RESUMO 
 
PETRILLI, R. Nanopartículas de fase líquido cristalina hexagonal 
funcionalizadas com peptídeos de transdução para veiculação de siRNA 
na terapia de doenças tópicas. 2013. 99f. Dissertação (Mestrado). Faculdade 
de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, 2013. 
 

O processo de interferência de RNA refere-se ao silenciamento pós 
transcricional seqüência-específico de genes em animais e plantas capaz de 
ser promovido por dsRNA homólogo à seqüência do gene silenciado. Este 
processo pode ser aplicado como terapia, que apresenta como vantagens a 
especificidade pelos alvos escolhidos, a possibilidade de tratar uma enorme 
gama de doenças genéticas, além do fato de ser muito potente e eficaz. 
Contudo, o principal desafio consiste em manter a estabilidade dos siRNAs nos 
fluidos biológicos, visto que estes são bastante susceptíveis à excreção renal e 
a degradação por RNAses. Com isso, reforça-se a necessidade de sistemas de 
liberação adequados, que sejam capazes de manter a estabilidade dos siRNAs 
por tempo suficiente para que atinjam os órgãos alvo da terapia e promover 
sua liberação sustentada. De particular interesse são determinadas proteínas e 
peptídeos de transdução (PTDs) que podem ser ligados a fármacos hidrofílicos 
e assim tornam possível com que estes atravessem membranas. Neste 
sentido, muitos sistemas carreadores não-virais tem sido estudados para a 
veiculação de siRNA, sendo de cunho inovador o desenvolvimento de sistemas 
de liberação nanoestruturados baseados em cristais líquidos funcionalizados 
com peptídeos de transdução de membrana para a veiculação tópica de 
siRNAs. Desta forma, nanopartículas de cristais líquidos de fase hexagonal 
contendo ou não os aditivos catiônicos polietileimina (PEI) e oleilamina (OAM) 
foram funcionalizadas com peptídeos de transdução de membranas TAT (TAT) 
ou penetratin (PNT). Os sistemas obtidos foram complexados com siRNA por 
interação eletrostática e caracterizados através de medidas de tamanho de 
partícula/ polidispersividade, potencial zeta e eficiência de complexação. A 
citotoxicidade dos sistemas foi avaliada em fibroblastos L929 pelo ensaio do 
MTT e por citometria de fluxo e a avaliação da transfecção in vitro foi realizada 
por citometria de fluxo e por microscopia de fluorescência. Os sistemas 
contendo PEI ou OAM apresentavam potencial zeta positivo e foram capazes 
de complexar o siRNA adicionado na concentração de 10 µM. Os estudos em 
culturas celulares demonstraram que os sistemas contendo ácido oleico (AO) 
foram mais eficientes quanto à transfecção em células de fibroblastos L929 e 
esta eficiência de transfecção foi aumentada com a funcionalização com o 
peptídeo TAT. A partir daí, os sistemas selecionados foram avaliados quanto a 
penetração cutânea in vivo. Os sistemas nanodispersos formados por 
MO/AO/PEI proporcionaram uma maior liberação de siRNA na pele e a 
eficiência de supressão de TNF-alfa em modelo animal de inflamação cutânea 
foram maiores que formulações controle. Com isso, demonstrou-se que os 
sistemas desenvolvidos são promissores para a futura aplicação na terapia 
gênica tópica de doenças cutâneas inflamatórias. 
 

Palavras-chave: siRNA, nanodispersões líquido cristalinas, pele, fibroblastos. 
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siRNA Small interfering RNA 
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AO Ácido oléico 

TAT HIV-1 TAT protein 47-57 
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1.1 A descoberta: RNA de interferência (RNAi) 

 

 

Desde a sua descoberta em 1998 (FIRE et al., 1998; GELEY; MÜLLER, 

2004), o RNA de interferência foi disseminado para aplicação em pesquisas em 

nível celular e molecular. Foi descrito pela primeira vez por Richard Jorgensens e 

Joseph Mols enquanto tentavam aumentar os níveis de expressão gênica em 

petúnias. O experimento foi realizado através da introdução de múltiplas cópias de 

um transgene envolvido na produção de pigmentos, mas ao contrário do que 

esperavam, foi observado o silenciamento não apenas do transgene, mas também 

do gene endógeno, tornando as flores totalmente brancas ou irregularmente 

coloridas (Figura 1), processo que foi denominado de co-supressão (SIFUENTES-

ROMERO et al.,2011).  

 

 

 

 

Figura 1. Flor de petúnia com co-supressão sense pelo silenciamento da chalcona 
sintase (BEAL, 2005) 

 

 

Enquanto isso, Guo e Kemphues investigavam a função do gene par-1 em 

Caernorhabditis elegans utilizando para isso uma sequência de RNA antissense 

para bloquear a produção de proteínas de par-1. O resultado obtido foi o mesmo de 

quando foi utilizada a sequência sense, utilizada como controle negativo. 

Simultaneamente, Andrew Fire e Craig Mello obtiveram resultados similares em 

seus estudos, porém em adição ao experimento de Guo e Kemphues, esses 
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injetaram as duas fitas conjuntamente, o que propiciou a observação de que a 

injeção de dsRNA foi substancialmente mais efetiva na produção de interferência 

do que a injeção de cada fita individualmente, sendo este efeito denominado RNA 

de interferência (RNAi) (SIFUENTES-ROMERO et al., 2011). 

Após três anos, Tuschl et. al. 2001 publicaram a primeira demonstração de 

que siRNAs (small interfering RNA) sintéticos eram capazes de provocar inibição 

gênica sequência-específica em determinada linhagem celular de mamíferos, 

sendo que pouco tempo depois a primeira utilização de siRNAs bem-sucedida foi 

obtida para a hepatite C em ratos (WHITEHEAD et al., 2009). 

A utilização do mecanismo de RNA de interferência representou um grande 

passo na pesquisa biológica (De FOUGEROLLES et al.,2005) visto que 

fundamentalmente se apresenta como uma nova maneira de tratar doenças, 

fazendo com que alvos que antes não eram atingidos pelas terapias convencionais 

possam ser tratados, revolucionando o entendimento dos mecanismos endógenos 

da regulação gênica e assim proporcionando ferramentas valiosas para a pesquisa 

e o desenvolvimento de fármacos (De FOUGEROLLES et al., 2007). 

 

 

1.2 O Mecanismo de interferência de RNA 

 

 

Em suma, o processo de interferência de RNA refere-se ao silenciamento 

pós transcricional seqüência-específico de genes em animais e plantas capaz de 

ser promovido por dsRNA que é homólogo a seqüência do gene silenciado 

(ELBASHIR et al.,2001; LEE; KUMAR, 2009). Assim, os mediadores responsáveis 

pela degradação do RNAm são os siRNAs, ou seja fragmentos de RNA fita dupla 

contendo de 21 a 23 nucleotídeos, gerados pela quebra do dsRNA pela 

ribonuclease III (ELBASHIR et al., 2001; XIE et al., 2006)  

As vias de RNAi são conduzidas por pequenos RNAs que incluem os 

siRNAs e microRNAs (Figura 2). O silenciamento gênico pode ser induzido pela 

quebra seqüência específica por siRNA com perfeita complementariedade ao 

RNAm, enquanto que microRNAs medeiam a repressão translacional  e 

transcrevem a degradação para alvos não perfeitamente complementares. Na via 

endógena, RNAs são processados no núcleo e exportados para o citoplasma na 
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forma de moléculas precursoras denominadas pré-microRNAs. Este é então 

clivado e processado pela enzima RNAse III denominada Dicer para produzir 

microRNAs e siRNAs que se ligam a um complexo multienzimático contendo 

Argonauta2 (AGO2) e o complexo indutor de silenciamento de RNA (RISC) que 

promovem o descarte de uma fita, formando um complexo ativo AGO2-RISC capaz 

de buscar e se ligar ao RNAm que tenha uma seqüência complementar, inativando 

sua expressão devido à atividade de nuclease de RISC. No caso da 

complementariedade não ser perfeita, o complexo se liga e bloqueia a 

translocação; se a complementariedade é perfeita ou quase perfeita, o complexo 

cliva o RNAm. O silenciamento gênico pela clivagem do RNAm é considerado 

particularmente eficiente visto que leva à rápida degradação dos fragmentos de 

RNA e permite ao complexo RISC ativado que busque e destrua outros RNAm alvo 

(De FOUGEROLLES et al., 2007; KREBS, ALSBERG, 2011). 

 

 
 
Figura 2: Mecanismo de interferência de RNA. Adaptado de De PAULA et al., 
(2007b). 
 
 
 

Liberação da fita 
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 Considerando-se que o mecanismo de interferência de RNA é endógeno, 

muitas funções podem ser atribuídas a ele, tais como a abundância de 

mecanismos regulatórios gênicos que variam desde o controle epigenético da 

atividade de um gene, defesas contra o ataque de vírus e até o controle do 

desenvolvimento. Dada a versatilidade deste mecanismo fica clara sua importância 

em mecanismos fisiológicos humanos, sendo que a via de RNAi pode contribuir 

para alterações na expressão gênica e indução de uma infinidade de doenças 

ainda desconhecidas (GELEY et al., 2004). 

 

 

 1.3 Aplicação do mecanismo de RNAi na terapêutica 

 

 

O silenciamento gênico induzido por siRNAs se tornou uma importante 

ferramenta na biologia molecular (SIFUENTES-ROMERO et al., 2011). A promessa 

da degradação de RNA específica gerou muito entusiasmo devido à possibilidade 

de utilizar esta modalidade terapêutica visto que muitos siRNAs podem ser 

desenvolvidos para ter como alvos o silenciamento de oncogenes envolvidos na 

proliferação, sobrevivência, invasão, angiogênese, metástase, inibição da apoptose 

de genes que causam resistência a quimioterapia e radioterapia (Ozpolat et al., 

2010). Trata-se de uma das mais potentes estratégias terapêuticas para o 

tratamento de desordens genéticas causadas tanto pelo defeito de um único gene 

(ex: imunodeficiência severa combinada, pachyonychia congênita) como pelo de 

múltiplos genes (ex: câncer, inflamação) (KAPOOR et al., 2012). 

As principais vantagens deste tipo de terapia consistem na especificidade 

pelos alvos escolhidos visto que esta é determinada pelas interações entre as 

bases nucleicas. Ademais, teoricamente todas as doenças associadas a genes 

podem ser tratadas desta maneira, permitindo o tratamento de doenças que 

diferem do alelo normal por apenas um ou poucos nucleotídeos. Comparada às 

estratégias como oligonucleotídeos de DNA e riboenzimas, o RNAi é muito mais 

potente, o que significa que as moléculas efetoras podem atuar em concentrações 

muito mais baixas, implicando em melhor eficácia do processo (LARSON et al., 

2007; AAGAARD; ROSSI, 2007).  
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Muitos estudos clínicos em suas diversas fases estão sendo conduzidos por 

diferentes empresas, aprimorando os conhecimentos nesta área. Através do portal 

ClinicalTrials.gov é possível identificar 27 estudos clínicos em andamento com 

siRNA, sendo 15 deles concluídos ou interrompidos (seja fase 1 ou fase 2). Segue 

abaixo uma tabela que resume os principais clinical trials em andamento 

(www.ClinicalTrials.gov, acesso em 05/01/2013). 

 

Tabela 1. Principais clinical trials em andamento (fase de recrutamento) 

utilizando terapia com siRNAs (Adaptado de ClinicalTrials.gov). 

 

Fase Doença alvo Rota de 

administração/ 

agente carreador 

Empresa/ 

Responsável 

I Adenocarcinoma de 

pâncreas 

siRNA em polímero 

biodegradável/ local 

Silenseed Ltd 

II Hipertensão ocular ou 

glaucoma 

Colírio/ tópico Sylentis S.A. 

I/ II Função renal 

deficiente em rins 

transplantados 

Injeção intravenosa Quark 

Pharmaceuticals 

II 

 

Edema macular 

diabético 

 

Injeção intravítrea 

 

Quark 

Pharmaceuticals 

 

 

1.4 Desafios e estratégias utilizadas na veiculação de siRNAs 

 

 

O transporte de siRNA a tecidos animais in vivo constitui um grande desafio 

e envolve a utilização de estratégias com modificações físicas, químicas e 

biológicas ou combinação destas (XIE et al., 2006).  

A principal dificuldade refere-se à estabilidade dos oligos de siRNA; seu 

pequeno tamanho (21 nucleotídeos) torna-os bastante susceptíveis à excreção 

renal quando administrados na corrente sanguínea, fagocitose, agregação por 
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proteínas plasmáticas, mesmo quando estas moléculas permanecem estáveis após 

modificações químicas (XIE et al., 2006; WHITEHEAD et al., 2009; TAMURA et al., 

2010.). Em segundo lugar, a fita dupla do siRNA é relativamente instável no 

plasma, podendo ser degradada pela atividade de nucleases endógenas em um 

pequeno intervalo de tempo. Além disso, quando administrados sistemicamente 

sofrem distribuição não-específica, o que é capaz de reduzir significativamente a 

concentração destes siRNA no alvo. A partir disso, devem ser capazes de transpor 

a barreira endotelial e as múltiplas barreiras que compõe o tecido até atingir as 

células alvo sendo, portanto sua utilização prejudicada pela baixa taxa de captação 

celular ou por endocitose deficiente e baixa biodisponibilidade (XIE et al., 2006; 

CUN et al., 2010; ZHANG et al., 2006). 

Os diferentes tecidos alvos, diferentes rotas necessárias e diversas 

aplicações farmacológicas possíveis tornam impossível a utilização de um sistema 

de liberação único que seja aplicável a todas as situações. Para aumentar sua 

estabilidade no meio extracelular e intracelular, oligos de siRNA podem ser 

quimicamente modificados por uma variedade de métodos (Figura 3), incluindo 

mudanças na coluna oligo, substituição individual de nucleotídeos por análogos e 

adição de conjugados com destaque para o propilenoglicol e conjugados de siRNA 

com colesterol, sendo que tais modificações químicas resultam em um aumento 

significativo à resistência à degradação no plasma, aumentando sua estabilidade, 

sem contudo resolver os problemas da excreção renal acelerada e transporte ao 

alvo (SOUTSCHEK et al., 2004; XIE et al., 2006; WHITEHEAD et al., 2009.  
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Figura 3. Modificações químicas para a estabilização de siRNA: a) fosfodiéster; b)  
fosforotionato RNA; c)  2′-deóxi-RNA; d)  2′-deóxi-2′-fluoro  (2′F-) RNA; e) 2′-O-metil 
(2′-O-Me) RNA (BRUNO, 2011) 

 

As moléculas de siRNA sozinhas não são capazes de atravessar as 

membranas plasmáticas devido ao seu elevado peso molecular (14000Da) e à 

elevada densidade de carga negativa das cadeias fosfato (AAGAARD; ROSSI, 

2007; EGUCHI; DOWDY, 2009; ALIABADI et al., 2012). Com o intuito de carreá-las 

existem dois principais sistemas: vetores virais e não virais. Os carreadores virais 

utilizam-se de transfecção de shRNA (“short hairpin” RNA), um vetor que induz a 

produção de siRNA na célula, que embora possua um elevado potencial como 

transportador, este sistema não é suficientemente seguro devido aos efeitos 

colaterais já observados (EGUCHI; DOWDY, 2009). 

Muitos sistemas carreadores não-virais (Figura 4) têm sido estudados para a 

veiculação de siRNA (XIE et al., 2006), tais como lipídeos catiônicos (MA et al., 

2005; MÉVEL et al., 2010), polímeros catiônicos (TAMURA et al., 2010; GRAYSON 

et al., 2006), micelas catiônicas (ZHU et al., 2010), peptídeos de transdução de 

membrana (ZHANG et al., 2006) e nanopartículas (CUN et al., 2010). Neste 

trabalho exploraremos o potencial de polímeros catiônicos como a polietilenimina 
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(PEI), lipídeos catiônicos como a oleilamina (OAM), além da funcionalização com 

peptídeos de transdução de membrana, tais como penetratin e TAT. 

 

 

 

 

Figura 4. Ilustração esquemática de diferentes métodos não-virais comumente 
utilizados para carrear siRNAs (Adaptado de LAM et al., 2012). 
 

 

1.4.1 Lipídeos catiônicos 

 

 

Os lipídeos catiônicos foram introduzidos como carreadores para DNA e 

RNA há cerca de 20 anos. Estes são capazes de interagir com ácidos nucléicos 

carregados negativamente através de interações eletrostáticas capazes de gerar 

complexos denominados lipoplexos. O mecanismo (Figura 5) atualmente aceito 

para este sistema de liberação é o de que os ácidos nucléicos interagem com as 

vesículas lipídicas positivamente carregadas e em seguida, vesículas positivas se 

adsorvem aos ácidos nucléicos que estão em contato com o solvente, gerando 

siRNA nu 

Lipossomas 
Nanopartículas lipídicas/ 

poliméricas (encapsulação) 
Poliplexos/ lipoplexos  

(interação 
eletrostática) 

Lipídios peguilados/ 

nanopartículas poliméricas 

Lipoplexos peguilados/ 

poliplexos 

Conjugados CPP-

siRNA 



Introdução 
 

10 

 

estruturas multilamelares de bicamadas lipídicas carregadas positivamente 

(SHOROEDER et al., 2009; WELSMAN et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Ilustração esquemática da endocitose de um lipoplexo contendo siRNA 
(Adaptado de SCHROEDER et al., 2009). 

 

Entre as propriedades dos lipídeos catiônicos que são determinantes para a 

eficiência de transfecção e citotoxicidade estão o tipo de grupo catiônico conectado 

à cadeia hidrofóbica e o comprimento desta (SUH et al., 2009). O efeito citotóxico 

está associado à natureza catiônica dos vetores, o que é determinada 

principalmente pela estrutura da cadeia hidrofílica. Aminas primárias como a OAM 

(Figura 6) tendem a ser menos tóxicas do que estruturas contendo amônio 

quaternário (LV et al., 2006). 

 

 

 

Figura 6. Estrutura química da OAM utilizada neste trabalho. 

 

 

 

A fusão é altamente dependente 
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1.4.2 Polímeros catiônicos 

 

A formação de complexos destes com siRNA resulta de interação iônica 

entre as partes catiônicas repetitivas do polímero e a cadeia de fosfato aniônica do 

siRNA. Dependendo da extensão do polímero e quantidade de siRNA, as cargas 

podem ser neutralizadas, tornando o material genético protegido contra a 

degradação por RNAses. A principal vantagem do uso de polímeros refere-se a 

flexibilidade estrutural destes que proporciona manipulação conveniente das 

características físico-químicas do sistema de liberação. Além disso, as 

características do polímero, ou seja, o peso molecular, densidade de carga, 

solubilidade e hidrofobicidade podem ser alterados, assim como a adição de 

grupos químicos a este para posterior funcionalização (ALIABARDI et al., 2012).  

Nanocarreadores baseados em PEI (Figura 7) oferecem várias vantagens 

para a complexação com siRNA visto que oferecem alta eficiência de transfecção e 

escape endossomal eficiente, sendo considerado por muitos como o padrão-ouro 

para carrear siRNA (OZPOLAT et al., 2010; ALIABARDI et al., 2012), sendo 

utilizado para carrear siRNA em diferentes tipos de células e de tecidos, visto que 

apresenta uma extensa capacidade tamponante em uma larga faixa de pH, o que 

tem importância fundamental no escape endossomal. No entanto, deve-se limitar 

as concentrações utilizadas deste polímero devido à elevada citotoxicidade que 

este apresenta (KANG et al., 2010). 

 

 

 

Figura 7. Fórmula estrutural de PEI 25kDa ramificado, utilizado neste trabalho. 
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1.4.3 Peptídeos de transdução de membrana 

 

 

De particular interesse são determinadas proteínas e peptídeos que podem 

ser ligados a fármacos hidrofílicos e assim tornam possível com que estes 

atravessem membranas, sendo este processo denominado de transdução 

(TORCHILIN et al., 2008). Estes peptídeos denominados PTDs (protein 

transduction domains) ou CPPs (cell-penetrating peptides) podem ser melhor 

caracterizadas como uma classe de pequenos peptídeos catiônicos contendo entre 

10-30 aminoácidos capazes de se ligar às superfícies celulares carregadas 

negativamente através de interações eletrostáticas e rapidamente induzirem sua 

própria internalização por diferentes mecanismos de endocitose. Esta interação é 

de particular interesse, pois propicia a interação destes CPPs aos ácidos nucléicos 

que possuem carga superficial negativa, tais como DNA e siRNA in vitro e in vivo 

(ARTHANARI et al., 2010). A partir disso, são capazes de escapar da vesícula 

endossomal e ganhar o meio intracelular através de um mecanismo ainda não 

claramente definido (Figura 8) (MEADE; DOWDY, 2008).  
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Figura 8. Ilustração esquemática da entrada de peptídeos de transdução de 
membrana na célula (Adaptado de http://www.molmed.uni-luebeck.de) 
 

 

Em 1988, os autores Green (GREEN; LOEWENSTEIN, 1998), Frankel 

(FRANKEL; PABO, 1988) e colaboradores demonstraram a capacidade de 

internalização de HIV-1 TAT protein (TAT), uma proteína codificada pelo vírus da 

imunodeficiência humana tipo I (HIV-1), por células in vitro, quando introduzida ao 

meio (TORCHILIN et al., 2008; GREEN; ; LOEWENSTEIN, 1998; FRANKEL; 

PABO, 1988). O TAT (Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg), um peptídeo 

derivado de proteína é o CPP mais frequentemente usado e deriva da proteína 

ativadora de transcrição codificada pelo HIV-1, cuja capacidade de transdução se 

deve à carga positiva no domínio de transdução, composto por seis resíduos de 

arginina e dois de lisina (TORCHILIN et al., 2008). 

Torchilin e colaboradores (TORCHILIN et al., 2001) demonstraram a 

capacidade do peptídeo TAT em promover a internalização de sistemas 

carreadores relativamente grandes, no caso lipossomas com cerca de 200 nm 
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covalentemente ligados. Wang e colaboradores (WANG et al., 2006) recentemente 

questionaram a necessidade de ligação covalente para que os PTDs atuem e 

demonstraram que diversos PTDs ricos em arginina não covalentemente ligados a 

proteínas modelo foram capazes de promover a entrada destas em células nos 

estudos in vitro e in vivo realizados. A internalização promovida por TAT também 

foi demonstrada quando este e outros PTDs marcados com rodamina foram ligados 

não-covalentemente por Jones e colaboradores (JONES et al., 2005), sendo que o 

TAT levou cerca de 1h para a internalização e esta não variou conforme os tipos 

celulares testados (A549, HeLa e CHO).  

Penetratin (PNT, Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-

Lys-Lys-Leu-Arg-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-His-NH2), o domínio de transdução derivado 

de um homodomínio de transcrição da antennapaedia, foi também descrito como 

um dos primeiros PTDs a carrear com sucesso moléculas biologicamente ativas 

sem alterar a viabilidade celular (JOLIOT et al., 1991; PEREZ et al., 1994; 

DEROSSI et al., 1994; LAMAZIÈRE et al., 2010), sendo que o mecanismo de 

internalização deste peptídeo é dependente da concentração extracelular, ou seja, 

em baixas concentrações este sofre translocação para o interior da célula, 

enquanto que em altas concentrações ocorre tanto o mecanismo de translocação 

como o de endocitose (ALVES et al., 2010). A primeira observação direta de que o 

penetratin era capaz de auxiliar na translocação por membranas lipídicas foi 

relatada por Thorén e colaboradores (THORÉN et al., 2000) que observaram o 

uptake de penetratin em vesículas gigantes marcadas com carboxifluoresceína por 

microscopia de fluorescência, demonstrando a afinidade do PTD com as 

membranas lipídicas negativamente carregadas.  

 

 

1.5 Sistemas de liberação: os cristais líquidos 

 

 

Com o intuito de maximizar a atividade farmacológica, muitos sistemas de 

liberação nanoestruturados têm sido desenvolvidos (SUZUKI et al.,1996). Neste 

contexto, diversos tipos de lipídeos têm sido extensamente estudados para a 

veiculação de fármacos em diferentes vias de administração (SHAH et al., 2001). 
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A monoleína (MO), ou monoleato de glicerila (Figura 9), é uma mistura de 

monoglicerídeos, glicerídeos do ácido oléico e outros ácidos graxos, consistindo 

principalmente de monoleato. A cadeia acil do ácido oléico liga-se ao grupamento 

glicerol através de uma ligação éster. Os dois carbonos restantes do glicerol 

possuem grupos hidroxila ativos, fornecendo características polares a esta porção 

da molécula. O grupamento glicerol é capaz de formar ligações de hidrogênio com 

a água e é freqüentemente considerado o grupamento da cabeça. A cadeia 

hidrocarbônica fornece características hidrofóbicas aos monoglicerídeos (GANEM-

QUINTANAR et al., 2000). É uma molécula atóxica, biodegradável pelo fato de 

estar sujeita à lipólise por esterases e biocompatível e, por isso, uma candidata 

potencial a sistema de liberação de fármacos, útil para várias rotas de 

administração (TURCHIELLO et al., 2003).  

 

 

 

Figura 9: Estrutura química da MO (GANEM-QUINTANAR et al., 2000). 

 

 

 Tal substância é capaz de formar diferentes tipos de cristais líquidos, 

incluindo as fases cúbica, hexagonal e lamelar, dependendo do conteúdo aquoso, 

temperatura e natureza das substâncias dissolvidas nos sistemas (GEIL et al., 

2000; HAFEZ; CULLIS, 2001), como descrito na Figura 10: 
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Figura 10: Estrutura de diversas fases líquido-cristalinas formadas pelo sistema 
binário MO:Água. Lα, Fase Lamelar; L2, Fase Micelar Reversa; HII, Fase 
Hexagonal Reversa; QIIG, Fase Cúbica Giróide; QIID, Fase Cúbica Diamante. 
Adaptado de GEIL et al. (2000). 
 

Como pode ser observada na Figura 10, a fase lamelar consiste na 

disposição linear de moléculas anfifílicas formando bicamadas, as quais se 

posicionam alternadamente com o conteúdo aquoso. Constitui a forma de 

organização mais simples, sendo que a orientação das moléculas ocorre somente 

em sentido unidirecional (SINGH, 2000). 

A fase hexagonal, por sua vez, consiste em estruturas cilíndricas infinitas 

nas quais compartimentos aquosos são separados por camadas de moléculas 

anfifílicas (fase hexagonal reversa) ou vice-versa (normal). Essas fases organizam-

se em dois planos, ou seja, bidirecionalmente (SINGH, 2000; GUO et al.,2010). 

Um gel transparente, bastante viscoso, isotrópico e termodinamicamente 

estável, na presença de excesso de água é característico da fase cúbica. Possui 

estrutura singular sendo formada por bicamadas curvas que se estendem 

tridimensionalmente, separados por filmes de água, os quais apresentam 

dimensões nanométricas. Existem diferentes tipos de fases cúbicas, que podem 

ser classificadas com base no grupo espacial como as fases primitiva, giróide e 

diamante (SIDDIG et al.,2004; GUO et al.,2010). 
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Sendo assim, os cristais líquidos podem ser definidos como o estado da 

matéria intermediário entre o estado sólido cristalino e líquido isotrópico, também 

denominado mesomórfico. A diferença básica entre líquidos e cristais sólidos é o 

estado de ordem; os cristais apresentam ordem posicional e orientacional, 

enquanto que nos líquidos as moléculas se difundem livremente. Os cristais 

líquidos, por sua vez, caracterizam-se por manter ordem orientacional, com suas 

moléculas alinhando-se ao longo de uma direção específica, combinado a 

organização do estado sólido com a fluidez e mobilidade molecular do estado 

líquido (SINGH, 2000).  

Neste trabalho utilizaram-se nanodispersões de cristais líquidos de fase 

cúbica e hexagonal que são formadas pela dispersão em excesso de água 

utilizando-se energia (ultrassom) na presença de um agente estabilizante. Sendo 

assim, combinam-se as propriedades dos cristais líquidos para a liberação de 

fármacos, como a sustentação da liberação, com as vantagens de se trabalhar com 

partículas de dimensão nanométrica, o que facilita a penetração pela barreira da 

pele (Gustafsson et al. 1997). 

A pele é uma rota amplamente usada para a veiculação de fármacos para 

tratamento local ou sistêmico, porém esta representa uma barreira contra a 

penetração de partículas. Sendo assim, o desenvolvimento de sistemas 

carreadores que permitam a utilização desta via para a veiculação de fármacos é 

de suma importância. A maioria dos sistemas de liberação é baseada em 

carreadores lipídicos, por exemplo, nanopartículas lipídicas sólidas ou 

nanoemulsões, que apresentem tamanho de partícula menor do que 300 nm. 

Nosso grupo já obteve sucesso no uso tanto de sistemas líquido cristalinos como 

de nanodispersões de cristais líquidos para a veiculação de uma variedade de 

fármacos, como fotosensibilizadores (ROSSETI et al, 2011, PRAÇA et al, 2012), 

ciclosporina A (LOPES et al., 2006), vitamina K (LOPES et al, 2007) e mais 

recentemente na veiculação de siRNA (VICENTINI et al, 2013). 

Para a veiculação de moléculas de caráter aniônico como os siRNAs, a 

utilização de polietilenimina (PEI) ou oleilamina (OAM) nos sistemas se deve ao 

caráter catiônico, cuja propriedade tem sido muito explorada para a veiculação de 

oligonucleotídeos, siRNA e DNA plasmidial tanto in vitro como in vivo. (KIM, 2011). 
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1.6 Via de administração cutânea para siRNA e usos da terapia 

cutânea com siRNA 

 

 

A pele não é apenas o maior órgão do corpo, mas talvez o mais complexo, 

apresentando no mínimo cinco tipos diferentes de células contribuindo para sua 

estrutura, enquanto que outros tipos são partes constituintes do sistema circulatório 

e imune presentes na pele. A estrutura da pele pode ser observada na Figura 11. 

 

 

 

Figura 11: (A) Estrutura esquemática da pele (BEAR et al., 2002) e (B) Destaque 

para o estrato córneo (Adaptado de http://www.pucrs.br). 

 

 

 A função primordial deste órgão é a proteção contra agentes físicos, 

químicos, imunológicos, patógenos, radiação UV, dentre outros. Ademais, possui 

papel na termorregulação e funções endócrinas. Com relação ao uso de fármacos, 

a pele representa uma barreira e também, em certos casos, uma oportunidade para 

a passagem de fármacos devido a sua extensa superfície (MENON, 2002). A pele 

pode ser dividida em quatro camadas, a saber: 

 

� Camada Basal 

Esta camada é composta de células colunares apresentando relação núcleo-

citoplasmática alta, organelas celulares e filamentos de queratina (MENON, 2002). 
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� Camada Espinhosa 

Caracteriza-se pela abundância de desmossomos. Além de organelas 

típicas e de queratina, as células possuem os “corpos lamelares”, vesículas que 

contém discos lipídicos compostos por fosfolipídios, colesterol e glicosilceramidas 

empacotados (MENON, 2002). 

 

� Camada Granulosa 

Suas células apresentam abundância de queratina e corpos lamelares, que 

são secretados para o meio extracelular na fase final de diferenciação destas 

células em corneócitos. Cabe ressaltar que a diferenciação é acompanhada do 

crescimento da lipogênese (MENON, 2002). 

 

� Estrato Córneo 

Trata-se da camada mais externa da epiderme (Figura 9 B) e a principal 

responsável pela função barreira da pele, sendo composta de corneócitos, que são 

queratinócitos completamente diferenciados, e pelos conteúdos secretados pelos 

corpos lamelares. O arranjo espacial desta camada ocasiona a formação de um 

caminho tortuoso, pelo qual as substâncias tais como fármacos necessitam 

atravessar, sendo esta camada que limita a permeabilidade da pele (MENON, 

2002; HARDING, 2004) 

 No tratamento de afecções que acometem a pele a administração tópica se 

torna uma valiosa alternativa devido à redução dos efeitos adversos sistêmicos, 

evitar o metabolismo de primeira passagem, além de ser uma forma de terapêutica 

não invasiva, o que facilita a adesão ao tratamento (PRAUZNITZ; MITRAGOTRI; 

LANGER, 2004). O estrato córneo, no entanto, representa a principal barreira à 

administração de fármacos por esta via, o que justifica os esforços para o 

desenvolvimento de sistemas de liberação. 

Desta forma, a liberação tópica de siRNA pode ser utilizada para modular a 

expressão local de genes responsáveis por uma variedade de doenças tais como 

psoríase e dermatite atópica, sendo de fundamental importância o uso de sistemas 

de liberação para este fim (VICENTINI et al., 2013b). Muitos estudos já 

demonstraram a capacidade de diferentes sistemas de liberação para a veiculação 

eficiente de siRNA na pele. Como exemplos pode-se citar uso de lipossomas 
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catiônicos baseados em DOTAP/NaChol para carrear siRNA para células de 

melanócitos (Geusens et al., 2009), além do uso de um creme tópico contendo 

siRNA para o tratamento de hipersensibilidade e dermatite atópica (RITPRAJAK; 

HASHIGUCHI; AZUMA, 2008). Recente publicação de nosso grupo mostrou 

potencial de nanodispersões de cristais líquidos na veiculação tópica do siRNA 

(VICENTINI et al., 2013). 

 

 1.6.1 Psoríase 

  

 A psoríase é uma doença inflamatória crônica de causa desconhecida que 

se caracteriza por múltiplas placas eritematosas com proliferação de queratinócitos 

acelerada gerando a hiperplasia epidermal, infiltração celular, aumento da 

angiogênese na derme e a hiperegulação local de uma variedade de mediadores 

inflamatórios (HVID  et al., 2008). Nesta doença, o fator de necrose tumoral alfa, o 

TNF-α, uma citocina pró-inflamatória que está superexpressa nas lesões 

provenientes da psoríase, representa um excelente alvo para o tratamento desta 

patologia (JAKOBSEN  et al., 2009).  

 Estudos in vitro utilizando siRNA e miRNA encapsulados em lipossomas já 

demonstraram a eficácia da aplicação destes complexos para o bloqueio da 

expressão dos marcadores hBD-2, LL37, TNF-α e miR-203 (BRACKE et al., 2011). 

 O uso de shRNA específico para o marcador TNF-α também demonstrou 

sucesso in vivo após injeção intradérmica através da redução da espessura 

epidermal, normalização da morfologia da pele e redução dos níveis de RNA 

mensageiro TNF-α em biópsia realizada três semanas após o tratamento 

(JAKOBSEN  et al., 2009, VICENTINI et al., 2013b). 

 Dada a importância e o potencial terapêutico da terapia gênica com siRNA 

para doenças cutâneas de causa genética e das propriedades dos PTDs para 

promover a penetração celular, a presente pesquisa visa o desenvolvimento 

farmacotécnico de nanodispersões de cristais líquidos funcionalizadas com PTDs 

para a liberação cutânea de siRNA. Estudos de transfecção em cultura de células e 

da eficácia em modelo animal no silenciamento da superexpressão de TNF-α, uma 

citocina pró-inflamatória que está superexpressa em lesões inflamatórias cutâneas 

indicarão uma possível aplicação destas formulações na terapia gênica da 

psoríase. 
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Os estudos realizados no presente projeto permitiram concluir que: 

• As soluções contendo os diferentes PTDs foram capazes de 

neutralizar a carga negativa do siRNA (cerca de -70 mV) e revelaram 

a completa complexação deste quando utilizaram-se as 

concentrações de 0,05 mM e 0,5 mM para o PNT e TAT, 

respectivamente. 

• Na caracterização das fases líquido cristalinas por microscopia de luz 

polarizada e difração de raio X  baixo ângulo, as amostras 

MO/PEI/fase aquosa (10:0,4:89,6, p/p/p) e MO/OAM/fase aquosa 

(10:1:89, p/p/p) revelaram-se como estruturas em transição cúbica-

hexagonal, enquanto que as amostras contendo AO, ou seja, 

MO/AO/PEI/fase aquosa (8:2:1:89, p/p/p/p) e MO/AO/OAM 

(8:2:2,5:87,5, p/p/p/p)  apresentaram-se numa estrutura de fase 

líquido cristalina hexagonal. Para todos os sistemas líquido cristalinos 

analisados a adição de siRNA e PTDs não alterou o parâmetro de 

rede das formas hexagonal e cúbica, sugerindo que as moléculas 

foram adsorvidas na superfície das partículas. Os diferentes sistemas 

contendo os aditivos catiônicos PEI e OAM apresentaram tamanho de 

partícula na faixa nanométrica (150-350 nm) e potenciais zeta com 

valores positivos. A complexação do siRNA foi confirmada com as 

análises por eletroforese em gel de agarose. Esta complexação foi 

desfeita pelo método da competição com poliânions, propiciando a 

formação de bandas referentes ao siRNA na análise por eletroforese 

em gel de agarose mostrando que em meio biológico o siRNA é 

passível de ser liberado da nanoestrutura, condição importante para 

sua atividade. 

• As análises conjuntas dos resultados para a viabilidade celular por 

MTT e citometria de fluxo permitiram concluir que os sistemas 

compostos por MO/PEI, MO/AO/PEI e MO/OAM não foram citotóxicos 

para as células de fibroblastos L929. 

• Os maiores valores para a transfecção de células L929 foram obtidos 

para o sistema MO/AO/PEI na presença de siRNA e as análises por 
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microscopia de fluorescência permitiram inferir que o uso do PTD TAT 

foi vantajoso para o aumento da transfecção celular. 

• Os estudos de penetração cutânea in vivo demonstraram um aumento 

da penetração cutânea para o sistema líquido cristalino escolhido 

(MO/AO/PEI) contendo TAT. Os resultados in vivo da análise da 

eficácia dos sistemas para a supressão de TNF-α demonstraram que 

o sistema MO/AO/PEI contendo TAT foi capaz de promover a 

supressão da expressão de TNF-α, igualando-se aos valores obtidos 

para o grupo controle sem tratamento por meio das análises 

estatísticas efetuadas (p˂0,05). 

• A funcionalização das nanodispersões de faze hexagonal com o PTD 

TAT mostrou ser efetiva no melhoramento da performance destes 

sistemas de liberação na veiculação do siRNA na pele, vislumbrando-

se um potencial carreador na terapia antisense tópica para doenças 

cutâneas de característica inflamatória, como a psoríase. 
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