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RESUMO 

Ao longo da última década, os avanços na engenharia do RNA possibilitaram a geração de pequenos RNAs 

de interferência (siRNA) com atividade farmacológica melhorada, o que tem impulsionado um crescente 

número de estudos que visam utilizá-las para o desenvolvimento de plataformas terapêuticas para variadas 

doenças, como a psoríase. Contudo, a eficácia do tratamento terapêutico ainda está condicionada à utilização 

de nanocarreadores capazes de entregar de forma eficiente o siRNA no citosol das células-alvo, mediante a 

superação dos vários obstáculos que se iniciam no momento de sua aplicação nos sistemas biológicos. Neste 

estudo, foram sintetizados policátions multifuncionais baseados em quitosana para serem aplicados no 

desenvolvimento de duas séries de nanocarreadores de siRNAs. Na Série I, a quitosana foi substituída com 

grupos diisopropiletilamina (DIPEA) e tiol (-SH) e foram utilizadas para revestir nanopartículas de ouro 

(AuNPs), as quais foram aplicadas no transporte do siRNA. Já na Série II, as DIPEA-quitosanas foram 

enxertadas com polietilenoglicol tiolado (PEG-SH) para geração dos nanocarreadores de siRNA através da 

simples complexação dos ácidos nucleicos. A composição dos policátions foi determinada por diferentes 

técnicas espectrométricas (RMN 1H, FTIR e UV-Vis) e confirmadas via análise elementar (CHNS). Os 

derivados de quitosana apresentaram conteúdo de DIPEA variados (14-59%), tiolação entre 1-2% (Série I) 

e PEGuilação próxima a 1% (Série II). Em ambas as séries, os nanocarreadores de siRNA apresentaram 

tamanhos entre 100-200 nm e carga superficial positiva (8 a 12 mV), as quais puderam ser precisamente 

controladas por meio de ajustes na composição dos derivados de quitosana e pelo pH das formulações. As 

nanoplataformas complexaram eficientemente o siRNA, minimizando a degradação dos ácidos nucleicos 

pela ação dos radicais hidroxila e pelo ataque da RNAse, além de apresentarem elevada estabilidade 

estrutural e coloidal na presença de proteínas séricas. Adicionalmente, observou-se que os policátions 

liberaram o PEG-SH em ambiente redutor e apresentaram biodegradabilidade similar à da quitosana frente 

ao ataque da lisozima, o que embasou uma possível via de liberação intracelular do siRNA. Os vetores 

apresentaram baixa citotoxicidade em diferentes linhagens celulares e mediaram níveis de silenciamento de 

proteína verde fluorescente (GFP) em células HeLa (≤ 50%) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF) em 

macrófagos RAW (≤ 60%) similares aos alcançados pela Lipofectamina™. Formulações para uso tópico 

contendo os vetores da Série II aumentaram em até 4 vezes a retenção do siRNA em modelos de pele 

artificial (Strat-M®) e de origem animal (orelha de porco). Esses resultados foram corroborados pelos 

estudos in vivo em gerbilos da Mongólia (Meriones unguiculatus), que revelaram a presença de 

nanopartículas em diferentes camadas da epiderme/derme e indicaram que os folículos capilares são uma 

importante via para penetração dos nanocarreadores na pele. O uso tópico destas formulações carregadas 

com siRNA anti-TNF melhoraram o aspecto geral da pele de modelos animais com psoríase induzida via 

Imiquimod, diminuindo a infiltração de células, a densidade de vasos sanguíneos e a concentração de TNF 

no local da inflamação. Os resultados obtidos destacam o potencial dos vetores no desenvolvimento de 

formulações de uso tópico, em especial, aquelas voltadas para o tratamento da psoríase. 

Palavras-chave: Ácido nucleico. Silenciamento. Terapia gênica. Nanocarreadores. Quitosana. 



ABSTRACT 

Over the last decade, advances in RNA engineering have enabled the generation of small interfering RNAs 

(siRNA) with improved pharmacological activity, which has driven a growing number of studies that aim 

to use them for the development of therapeutic platforms for various diseases such as psoriasis. However, 

the success of the therapeutic treatment still depends on the use of nanocarriers able to deliver siRNA 

efficiently into the cytosol of the target cells, by overcoming the various obstacles that start at the moment 

of its biological application. In this study, multifunctional chitosan-based polycations were synthesized and 

applied for the development of two series of siRNA nanocarriers. In Series I, chitosan was modified with 

diisopropylethylamine (DIPEA) and thiol (-SH) groups and used to coat gold nanoparticles (AuNPs), which 

were used to transport the siRNA. In Series II, DIPEA-chitosans were grafted with thiolated polyethylene 

glycol (PEG-SH) to formulate siRNA nanocarriers by a simple complexation process of nucleic acids. The 

composition of the polycations was determined by different spectrometric techniques (1H NMR, FTIR and 

UV-Vis) and confirmed by elemental analysis (CHNS). The chitosan derivatives presented varied DIPEA 

content (14-59%), thiolation degree between 1-2% (Series I) and PEGylation close to 1% (Series II). In both 

series, the siRNA nanocarriers presented 100-200 nm size ranging and positive surface charge (8 a 12 mV), 

which were precisely controlled by adjusting the composition of polymers and the pH of the formulations. 

The nanoplatforms efficiently load the siRNA molecules, reducing their degradation by hydroxyl radicals 

action and by RNAse attack, and formulated nanopolyplexes with high structural and colloidal stability in 

presence of serum proteins. In addition, the derivatives were able to release the PEG-SH coat in reducing 

environments and also presented a biodegradability similar to the unmodified chitosan face of lysozyme 

attack, which supported a possible pathway for the intracellular release of siRNA. The formulation of 

vectors displayed very low cytotoxicities in different cell lines and mediated knockdown levels of green 

fluorescent protein (GFP) in HeLa cells (up to 50%) and tumor necrosis factor alpha (TNF) in RAW 

macrophages (up to 60%) similar to those achieved by Lipofectamina™. The topical formulations of the 

vectors from Series II increased up to 4-fold the amount of siRNA retained in artificial (Strat-M®) and 

animal (pig ear) skin models. These results were corroborated in vivo studies in Mongolian gerbils (Meriones 

unguiculatus), which revealed the presence of the nanoparticles in different layers of the epidermis/dermis 

and indicated that the hair follicles are an important route for the penetration of nanocarriers into the skin. 

The topical use of these formulations loaded with anti-TNFα siRNA improved the overall appearance of the 

skin of animal models with Imiquimod-induced psoriasis, decreasing the infiltration of cells, the density of 

blood vessels and the concentration of TNFα cytokine at the inflamed tissue. The results obtained highlight 

the potential of the vectors in the development of formulations for topical use, especially those aimed at the 

treatment of psoriasis. 

Keywords: Nucleic acid. Knockdown. Gene therapy. Nanocarriers. Chitosan.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. TERAPIA GÊNICA, INTERFERÊNCIA DO RNA E A PSORÍASE 

O tratamento de doenças por meio da inserção de ácidos nucleicos (DNA ou RNA) em 

células especificas de um paciente é uma das modalidades da terapia gênica (STAFF, 2001), nas 

qual, geralmente, utilizam-se veículos denominados vetores para inserir o material genético nas 

células alvo (Figura 1a). Em 1989, foi realizado o primeiro ensaio clínico envolvendo a terapia 

gênica que apresentou um relativo sucesso e, no início dos anos 2000, começaram a ser aprovados 

para comercialização os primeiros medicamentos baseados em ácidos nucleicos, com perspectiva 

de aprovação de 10 novos produtos do gênero até 2025 (ARABI; MANSOURI; AHMADBEIGI, 

2022). Até março de 2022, somente no Brasil, três produtos associados à terapia gênica 

encontravam-se aprovados para uso comercial (Zolgensma, Luxturna e Kymriah) e mais sete 

estavam sendo estudados em ensaios clínicos (CORNETTA et al., 2022). O potencial desta terapia 

também é destacado pelo aumento de mais de 300% no número de ensaios clínicos envolvidos no 

tema, de 2010 a 2020. Esse impulso foi ainda mais proeminente nos dois últimos anos, com o uso 

dessa tecnologia terapêutica para produção de vacinas de RNA mensageiro (RNAm) no combate 

à pandemia de COVID-19 (ARABI; MANSOURI; AHMADBEIGI, 2022). 

Tendo sempre uma finalidade terapêutica, a terapia gênica procura modificar/manipular a 

expressão de um gene para alterar as propriedades biológicas de células vivas (SHERKOW; 

ZETTLER; GREELY, 2018). Uma das formas de se fazer isso é utilizando o mecanismo 

conhecido como interferência do RNA (RNAi), no qual RNAs de fita dupla (dsRNA) levam à 

degradação do RNAm transcrito por um gene específico (MIRZAEI et al., 2021) e, assim, o 

produto da expressão desse gene não é obtido (Figura 1b). Dentre os dsRNAs, o pequeno RNA 

de interferência (siRNA) tem um papel de destaque por apresentar 19-23 pares de bases (com mais 

2 nucleotídeos salientes na terminação 3’), o que possibilita sua pronta associação com o complexo 

silenciador induzido por RNA (RISC) para clivagem do RNAm (DEVI, 2006). Neste processo, as 

fitas duplas do siRNA são separadas e a fita antisenso serve como guia para o RISC localizar e 

clivar RNAm alvo (complementar a fita), que é descartado, deixando o RISC livre. Assim, uma 

única molécula de siRNA pode direcionar a destruição de várias moléculas de RNAm (PREALL; 

SONTHEIMER, 2005). 

Nos últimos anos, a exploração do potencial dos ácidos nucleicos para o tratamento de 

diferentes doenças resultou no surgimento de vários medicamentos do gênero (GINN et al., 2018) 
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e, em particular, na primeira droga baseada em RNAi aprovada pela FDA (Food and Drug 

Administration), conhecida comercialmente como OnpattroTM (patisiran). O patisiran, 

desenvolvido pela Alnylam Pharmaceuticals, consiste em um siRNA encapsulado em uma 

nanopartícula lipídica (direcionada aos hepatócitos) que tem como alvo o RNAm para síntese da 

transtirretina, visando o tratamento da amiloidose hereditária (HOY, 2018; RIZK; TÜZMEN, 

2019). Neste cenário, o crescente número de tecnologias promissoras baseadas em vetores não 

virais e no princípio RNAi tem atraído cada vez mais a atenção da indústria farmacêutica, que tem 

atuado continuamente no desenvolvimento de nanoplataformas direcionadas para o tratamento de 

diversas desordens, como carcinomas, infecções, doenças hepáticas e cardiovasculares 

(HERRERA et al., 2018). Em particular, destacam-se as doenças inflamatórias, nas quais a 

administração de siRNAs direcionados a citocinas associadas à progressão do quadro infamatório 

tem demonstrado grande potencial terapêutico (PANDI et al., 2017; TRAN; AMIJI, 2015). 

A psoríase é uma doença inflamatória crônica que se manifesta na pele e/ou articulações 

dos pacientes e afeta até 3% da população mundial, envolvendo custos anuais na ordem de 25 mil 

dólares por paciente (BREZINSKI; DHILLON; ARMSTRONG, 2015). Acredita-se que a 

imunopatogênese da psoríase resulta de uma interação complexa entre células T, células 

dendriticas e queratinócitos, gerando o processo inflamatório na pele, que é caracterizado pela 

hiperproliferação acentuada de queratinócitos, infiltração de células imunes e remodelação 

vascular na pele (BOEHNCKE; SCHÖN, 2015). Em casos graves, essa doença pode ser tratada 

por meio de anticorpos monoclonais (Adalimumabe, Secuquinumabe, Ustekinumab, entre outros) 

que têm como alvo citocinas que desempenham um papel central no seu desenvolvimento, tais 

como o fator de necrose tumoral alfa (TNF) e as interleucinas (17 e 23).Além do alto custo, a 

predisposição para o surgimento de infecções e desordens de natureza neurológicas também são 

alguns dos aspectos negativos associados ao uso desses agentes terapêuticos (PANDI et al., 2017). 

Nesse sentido, terapias baseadas em RNAi têm demonstrado potencial para tratar a psoríase tendo 

como alvo o TNF(MAREPALLY et al., 2014) e outras citocinas/proteínas pró-psoriáticas 

(DEPIERI et al., 2016; DESMET et al., 2018; MAREPALLY et al., 2014).  

Além de seus efeitos pró-inflamatórios, o TNF induz a liberação de outras citocinas que 

podem potencializar o quadro psoríatico (BOEHNCKE; SCHÖN, 2015). Devido ao seu papel 

central na inflamação, neste estudo, buscou-se desenvolver vetores não virais que possibilitassem 

a redução da expressão do TNF em modelos in vitro e in vivo de psoríase induzida, por meio da 

entrega eficiente de siRNA nos tecidos e células-alvo. 
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1.2. VETORES E AS BARREIRAS BIOLÓGICAS 

Ao longo da última década, os avanços na engenharia do RNA têm possibilitado a obtenção 

de siRNAs com atividade farmacológica melhorada, fato que impulsionou o interesse da 

comunidade científica sobre estas moléculas, visando o estabelecimento de plataformas 

terapêuticas para o tratamento de diversas doenças (HU et al., 2020). Apesar das melhorias, a 

eficiência terapêutica do siRNA ainda é limitada pelo uso de vetores capazes de direcioná-los até 

o seu local de ação, no interior das células alvo (DE BRITO E CUNHA et al., 2022). Quando os

ácidos nucleicos são aplicados diretamente sobre as células (in vitro), dificilmente eles são 

internalizados, devido as suas dimensões, carga negativa (repulsão com a membrana plasmática) 

e hidrofilicidade, sem considerar a alta possibilidade de degradação pelas nucleases presente no 

meio. Ainda, quando se emprega o siRNA livre em sistemas mais complexos (in vivo), existem 

outros fatores (dependentes da via de aplicação empregada) que limitam sua eficiência terapêutica, 

como a depuração renal, a permeação através dos tecidos e a ativação do sistema imune (SAJID 

et al., 2020). Nesse sentido, os vetores emergem como agentes voltados para a superação destas 

barreiras, maximizando a eficiência das terapias baseadas na RNAi (Figura 1c). 

De forma abrangente, os vetores podem ser classificados em virais e não virais, sendo que os 

vetores baseados em vírus foram os mais amplamente estudados e, consequentemente, originaram 

os primeiros medicamentos voltados para terapia gênica (ARABI; MANSOURI; AHMADBEIGI, 

2022). Porém, os menores custos de produção, a maior segurança e a considerável escalabilidade 

atraíram a atenção do setor farmacêutico para os vetores não virais, sobretudo após a aplicação de 

vetores lipossomais (não virais) na constituição de algumas das principais vacinas contra COVID-

19. Aqui, vale mencionar que os vetores não virais ainda podem ser classificados quanto à sua

composição (poliplexos, lipoplexos, nanopartículas inorgânicas e outros), porém, neste estudo o 

foco será dado aos poliplexos, vetores formados a partir da complexação dos ácidos nucleicos por 

polímeros catiônicos (GANTENBEIN et al., 2020). 

A partir do apresentado até o momento, pode-se inferir que a construção de vetores para terapia 

gênica é uma tarefa complexa. De fato, somente vetores multifuncionais serão capazes de superar 

a maioria as barreias associadas à administração terapêutica do siRNA, que se iniciam na 

encapsulação do ácido nucleico pelo transportador e seguem até a sua liberação no citosol das 

células alvo (ZHOU et al., 2016). 

A complexação dos ácidos pelos policátions, além de oferecer certa proteção contra o ataque 

de nucleases, também criam (sob as condições e proporções adequadas) nanoestruturas com carga 
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superficial positiva, o que praticamente extingue a repulsão eletrostática entre o DNA/RNA e as 

membranas celulares, carregadas negativamente (ZU; GAO, 2021). Uma vez em contato com a 

células, estas nanopartículas podem ser internalizadas. A endocitose é uma das principais vias de 

internalização dos poliplexos, cujo destino no interior da célula depende do tipo de célula alvo e 

das características físico-químicas do nanocarreador, porém, na maioria dos casos, os poliplexos 

seguem vias ácidas que culminam na degradação lisossomal do material endocitado (AGIRRE et 

al., 2014; DOWDY, 2017). Neste ponto, os vetores não virais formados por polímeros sensíveis 

ao pH ganham destaque, pois podem escapar da degradação por meio de um mecanismo chamado 

de esponja de prótons (Figura 1d), que é baseado no aumento combinado da carga superficial dos 

vetores, devidos a protonação das cadeias poliméricas, e da pressão osmótica no interior do 

endossomo (CABRAL et al., 2018). Desta forma, o siRNA pode atingir o citosol da célula alvo. 

Nas aplicações in vivo, as dimensões dos vetores também exercem grande influência na sua 

distribuição pelo organismo. Enquanto nanopartículas inferiores a 5 nm sofrem uma rápida 

depuração renal, estruturas maiores que 200 nm são eliminadas pelo baço e filtração do fígado. 

Embora seja complicado definir uma faixa tamanho ótima, em geral, nanocarreadores com 

dimensões entre 20 e 200 nm têm apresentado uma boa eficiência no transporte de ácido nucleicos 

(MIRZAEI et al., 2021; ZU; GAO, 2021). Ainda, a permeação através dos tecidos também se 

mostrou dependente da dimensão do material, de modo que nanopartículas com diâmetros 

próximos à 20 nm se mostraram mais eficientes em transpor a pele do que nanopartículas com 

tamanhos próximos à 200 nm, por exemplo (RAJU et al., 2018). Neste ponto, vale ressaltar que, 

embora a pele seja uma barreira difícil de ser superada, a literatura aponta para bons níveis de 

permeação de fármacos após a aplicação tópica de medicamentos nanoestruturados voltado para o 

tratamento da psoríase (ROSA et al., 2018). Experimentos em modelos in vivo de psoríase 

utilizando tanto lipoplexos quanto dendriplexos (vetores baseados em lipídeos e dendrímeros, 

respectivamente) foram igualmente eficazes na administração tópica de siRNA direcionado ao 

TNFα (PANDI et al., 2018), assim como terapias de RNAi baseadas em nanopartículas formuladas 

com amido quaternizado (ZIMON et al., 2018), sistemas híbridos ouro-siRNA (NEMATI et al., 

2017) e outros carreadores/estratégias (ROSA et al., 2018). 
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Figura 1 – (a) Vetor polimérico aplicado no transporte do siRNA com (b) esquema ilustrativo do seu mecanismo de ação. Ilustração da capacidade dos 

vetores em (c) proteger o siRNA da degradação por nucleasse, facilitar sua permeação epidérmica e (d) favorecer seu escape endossomal. (e) Legenda.  

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Adicionalmente, vale mencionar que nas aplicações in vivo, a mesma carga superficial que 

possibilita a internalização dos poliplexos, também favorece a ocorrência de interações indesejadas 

com proteínas e outros constituintes biológicos, levando à destruição ou alteração das propriedades 

físico-químicas do vetor. Visando minimizar essas interações, os poliplexos são frequentemente 

revestidos com polietilenoglicol (PEG), um polímero hidrofílico não catiônico que, além do efeito 

estérico, cria uma camada de hidratação ao redor do vetor, o que favorece a manutenção de sua 

integridade estrutural (BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015; SAJID et al., 2020). 

1.3. NANOCARREADORES DE siRNA BASEADOS EM QUITOSANA 

Em 1995, a quitosana foi utilizada pela primeira vez no transporte de ácidos nucleicos e, devido 

a sua baixa citotoxicidade, alta biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixo custo, ela tem sido 

um dos policátions mais estudados para terapia gênica (CAO et al., 2019; DRAGICEVIC; 

MAIBACH, 2016). Estudos recentes mostraram que nanopartículas de siRNA/quitosana são 

potenciais candidatos para o tratamento de várias doenças, por exemplo: infecção por HIV 

(MOBARAKEH et al., 2019), câncer de mama (LIANG et al., 2021), tuberculose (KOLI et al., 

2019) e doença de Huntington (SAVA et al., 2020). 

Estruturalmente, a quitosana é definida como um copolímero formado por 2-amino-2-desoxi-

D-glicopiranose (GlcN) e 2-acetoamino-2-desoxi-D-glicopiranose (GlcNAc) unidos por ligações

14 e, embora a proporção entre ambas as unidades (GlcN e GlcNAc) seja variável, há a

predominância da unidade GlcN em sua estrutura (HEJAZI; AMIJI, 2001). As aminas primarias 

presentes nas unidades GlcN conferem à quitosana o seu caráter catiônico e possibilitam a sua 

interação com os ácidos nucleicos, aplicação que é limitada à ambientes ácidos devido ao seu baixo 

valor de pKa - próximo à 6,5 (CAO et al., 2019). Assim, os vetores baseados em quitosana (não 

modificada) apresentam uma baixa eficiência em ambientes com valores de pH neutro/básico, 

como no sangue (pH 7,4), olhos (pH 7,8) e jejuno (pH 7-8), por exemplo (MORARU et al., 2020; 

PATHOMTHONGTAWEECHAI; MUANPRASAT, 2021; ZAMBOULIS et al., 2020). Visando 

superar essa limitação, a quitosana tem sido modificada com grupos químicos que apresentam 

aminas secundárias/terciárias em sua estrutura, como a poli-L-lisina (PLL), a polietilenimina (PEI) 

e o dietilaminoetil (DEAE), os quais, devido aos maiores valores de pKa, têm resultado na 

formação de nanocarreadores de siRNA mais estáveis em pH sanguíneo (MARTINS et al., 2019; 

NAM; NAH, 2016; ZHANG et al., 2016a). Em particular, destaca-se os grupos hidrofóbicos 
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ionizáveis, como o diisopropiletilamina (DIPEA), um análogo estrutural do DEAE, que têm 

demostrado uma alta sensibilidade ao pH (ZHOU et al., 2012) e aprimorado a capacidade dos 

policátions em atuarem como agentes para terapia gênica (ZHOU et al., 2016). Além disso, o 

DIPEA está presente na estrutura de vários medicamentos disponíveis comercialmente 

(disopiramida, propantelina e acotimida, por exemplo), assim, espera-se que sua associação com 

a quitosana gere derivados com características biocompatíveis. 

Em adição às modificações químicas, o grau de acetilação (GA) e a massa molecular (MM) da 

quitosana são parâmetros que têm demonstrado uma grande influência na eficiência de transfecção 

dos seus vetores (DRAGICEVIC; MAIBACH, 2016). A literatura aponta que quitosanas com alta 

MM são preferíveis em relação as de MM menores (< 50 kDa), devido a maior estabilidade dos 

vetores e a proteção aprimorada nos compartimentos endolisossomais (CAO et al., 2019). 

Contudo, a seleção da MM deve ser cuidadosa, pois MMs muito elevadas podem restringir a 

liberação dos ácidos nucleicos, diminuindo a eficiência de transfecção (LAYEK; SINGH, 2017). 

Um baixo GA se traduz em mais grupos amina na cadeia da quitosana, os quais são essenciais para 

complexação dos ácidos nucleicos (CAO et al., 2019). Para os nanocarreadores de siRNA 

formulados em meio ácido (pH < 6,5), a literatura tem apontado que, quanto menor o valor de GA 

da quitosana, maior a eficiência de transfecção dos seus vetores (ALAMEH et al., 2018). Contudo, 

recentemente foi demonstrado que o GA próximos à 25% têm um caráter primordial na 

estabilização dos vetores em pH 7,4, possibilitando com que DEAE-quitosanas (MM de 200 kDa) 

formem nanocarreadores de siRNA (100-200 nm de diâmetro) estáveis em pH 7,4 (MARTINS et 

al., 2019). 

Considerando uma aplicação voltada ao tratamento da psoríase, vale mencionar que, nos 

últimos anos, houve um crescente interesse no uso de formulações baseadas em quitosana para 

aplicações tópicas. Por exemplo, nanopartículas de quitosana associadas ao tripolifosfato (TPP) 

têm sido utilizadas para geração de promissores sistemas para entrega transdérmica de pDNA 

(ÖZBAŞ-TURAN; AKBUǦA, 2011), propranolol (AL-KASSAS et al., 2016) e curcumina 

(ABDEL-HAFEZ; HATHOUT; SAMMOUR, 2018). Resultados igualmente relevantes também 

foram obtidos ao se utilizar a quitosana e seus derivados no transporte transdérmico de melatonina 

(HAFNER et al., 2011), insulina (VENUGOPAL; JAYACHANDRAN, 2012) e lidocaína  

(ENGKAGUL et al., 2017). Nesse quesito, os grupos amina também desempenham um papel 

central pois, a carga superficial da quitosana afeta sua capacidade de carrear fármacos através dos 

tecidos (SCHIPPER et al., 1997) devido as interações de natureza eletrostática que ocorrem entre 

os policátions e as proteínas de junção e/ou membranas celulares (ERMAN; VERANIČ, 2018). 
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Desta forma, neste estudo, quitosanas parcialmente acetiladas de alta massa molecular (≥ 700 

kDa) foram modificadas com DIPEA para geração de nanocarreadores de siRNA voltados para o 

tratamento da psoríase, via aplicação tópica. Para tal, foram propostas duas estratégias, as quais 

originaram duas séries de nanocarreadores, descritas a seguir. 

1.4. SÉRIE I: VETORES HÍBRIDOS ESTRUTURADOS COM OURO E 

QUITOSANA 

Nanopartículas híbridas ouro-siRNA também vêm sendo utilizadas para transpor o estrato 

córneo e experimentos in vivo mostraram que a aplicação tópica de siRNAs via nanopartículas de 

ouro melhoraram significativamente as lesões cutâneas semelhantes à psoríase (NEMATI et al., 

2017). Neste contexto, a primeira estratégia (Série I) baseou-se na aplicação das DIPEA-

quitosanas para revestir nanopartículas de ouro (AuNP), que foram aplicadas na formulação dos 

vetores híbridos (Figura 2). Nesta série, as AuNPs atuaram como uma base para construção dos 

nanovetores, assim, o emprego de AuNPs com dimensões apropriados (20-30 nm) foi de 

fundamental importância para criação de vetores eficientes (RAJU et al., 2018) 

O controle da carga superficial dos nanovetores, por meio de ajustes no conteúdo de 

policátion/DIPEA das AuNPs, também apresentou caráter primordial nesta série, uma vez que 

AuNPs (15 nm) carregadas positivamente são mais eficientes (2-6 vezes) em penetrar as camadas 

da pele e serem internalizadas pelas células em comparação à AuNPs negativamente carregadas 

(FERNANDES et al., 2015). Nesse sentido, vários policátions têm sido incorporados à 

nanopartículas de ouro, a fim de ampliar seu potencial para carrear fármacos através dos tecidos e 

entregá-los no interior das células-alvo. Nanopartículas de ouro (5-10 nm) funcionalizadas com 

PEG/oleilamina foram capazes de penetrar o estrato córneo e se depositar nas camadas mais 

internas da pele (HSIAO et al., 2019). Também foi relatado que AuNPs (20 nm) recobertas com 

Poli-L-lisina formularam vetores híbridos (50 nm) aplicados no transporte de siRNA que 

apresentaram alta eficiência de transfecção e capacidade de acumulação em tumores subcutâneos 

(KIM et al., 2014). Quando revestidas com quitosana, observou-se que as AuNPs (10 nm) foram 

internalizadas muito mais rapidamente (12 vezes) pelas células do que nanoestruturas com 

potencial Zeta negativo (BOYLES et al., 2015) e, além disso, ao serem aplicadas in vivo 

(oralmente), foram absorvidas em uma taxa muito maior (25 vezes) do que AuNPs revestidas 

somente com PEG (ALALAIWE et al., 2019). De fato, o revestimento de nanopartículas metálicas 
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com quitosana tem despertado o interesse do setor industrial, como é o caso da NANOBRAND 

(Montreal, Canada), que desde 2018 vem explorando o potencial biotecnológico destas 

nanoplataformas (NANOBRAND, 2022). 

Os grupos tiol são frequentemente utilizados para ancorar fármacos e outros compostos na 

superfície de AuNPs por meio da formação de ligações covalentes ouro-enxofre (Figura 2b). 

Contudo, essas ligações podem ser facilmente deslocadas por outras moléculas contendo grupos 

tiol livres (HERMANSON, 2013). Nesse sentido, foi demostrado que a glutationa reduzida, 

presente em altas concentrações no interior celular (TIERA et al., 2013), tem a capacidade de 

promover a liberação dos policátions e siRNAs das AuNPs ao fornecer novos grupos -SH para 

substituir suas ligações (KIM et al., 2014), o que contribui para tornar a liberação intracelular do 

siRNA mais eficiente (Figura 2c). Desta forma, os policátions da Série I também foram 

modificados com uma baixa densidade de grupos tiol visando o ancoramento das DIPEA-

quitosanas na superfície das AuNPs. 

1.5. SÉRIE II: VETORES POLIMÉRICOS ESTRUTURADOS COM 

QUITOSANA E siRNA 

A segunda estratégia (Série II) consistiu na formulação de vetores poliméricos (poliplexos) 

por meio da simples complexação do siRNA pelos DIPEA-derivados de quitosana. Visando 

aumentar o potencial de aplicação desses vetores in vivo, os policátions da Série II também foram 

modificados com PEG via ligação dissulfeto (Figura 3) com intuito de favorecer a estabilidade 

estrutural dos vetores ao minimizar as interações destrutivas com constituintes biológicos 

(BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015). De fato, foi relatado que o enxerto (1,5%) de PEG de 5 kDa 

na quitosana ampliou sua capacidade de carrear siRNA para dentro das células-alvo, possibilitando 

altos níveis de silenciamento genético (YANG et al., 2017a). 

O PEG é um polímero não biodegradável, assim sua rápida eliminação do organismo é 

almejável, com o intuito de efeitos de exposição à longo prazo (CABRAL et al., 2018). O uso de 

ligações dissulfeto para ancorar o PEG à quitosana pode ser uma boa estratégia para promover a 

sua liberação do nanocarreador, mediante ação da glutationa reduzida (GSH). Uma vez clivada a 

ligação dissulfeto, o PEG é liberado do policátion e pode ser facilmente eliminado pelos rins, se 

sua MM for inferior à 60 kDa (CABRAL et al., 2018). Além disso, a eliminação do revestimento 

de PEG pode facilitar a interação do vetor com a membrana endossomal interna (Figura 3c), 
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essencial para promover o escape endossomal (SAJID et al., 2020; TAMURA; YUI, 2014). Por 

fim, vale mencionar que, como o PEG é a estrutura mais externa das nanopartículas, ele também 

pode ser quimicamente modificado para tornar o vetor mais seletivo à determinados alvos 

biológicos (ELSABAHY; WOOLEY, 2012). 

Figura 2 - (a) Estrutura química dos policátions da Série I, com indicação das principais funções 

de cada mero. (b) Formação do vetor híbrido estruturado com ouro e DIPEA-quitosana e (c) 

esquema da desmontagem intracelular do nanocarreador em resposta glutationa reduzida. 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Figura 3 - (a) Estrutura química dos policátions da Série II, com indicação das principais funções 

de cada mero. (b) Formação do vetor polimérico pela simples complexação do siRNA pelo 

policátion e (c) escape endossomal responsivo à glutationa. 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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5 CONCLUSÃO 

Neste trabalho, foram desenvolvidos nanocarreadores de siRNA baseados em DIPEA-

quitosanas de alta massa molecular. Duas séries de nanocarreadores foram desenvolvidas. Na 

Série I, os as DIPEA-quitosanas foram modificadas com grupos tiol e ancorados na superfície de 

nanopartículas de ouro (AuNPs) e, então, as nanopartículas híbridas foram empregadas no 

transporte do siRNA. Na Série II as quitosanas foram modificadas com PEG-SH e empregadas na 

formulação dos vetores pelo método de cross-linking iônico. Em ambas as séries, os policátions 

complexaram eficientemente o siRNA em baixas razões N/P (2 a 10) formando nanoestruturas de 

carga superficial positiva (+8 a +12 mV), diâmetros entre 100-200 nm, boa estabilidade coloidal 

e elevada resistência a desmontagem induzida por interações inespecíficas com proteínas séricas 

(albumina), resultados observados em uma ampla faixa de pH (pH 5,5 a 7,4) em força iônica de 

150 mmol L-1. Os vetores da Série II forneceram proteção ao siRNA contra o estresse oxidativo 

e o ataque de RNAse, além de serem passíveis de biodegradação mediada pela lisozima e serem 

capazes de liberar o PEG-SH em ambiente redutor, constituindo possíveis vias de liberação dos 

siRNA por meio de estímulos intracelulares. As propriedades físico-químicas dos nanocarreadores 

(estabilidade, tamanho, carga superficial e outros) e, consequentemente, suas eficiências de 

transfecção apresentaram uma correlação direta com o grau de ionização dos policátions, assim, 

as DIPEA-quitosanas de maior grau de substituição (GSDIPEA = 33 e 59%) mediaram níveis de 

silenciamento de GFP em células HeLa (knockdown de até 50%) e de TNF em macrófagos RAW 

(knockdown de até 60%) que foram similares aos alcançados pela Lipofectamina™. Estas 

nanoplataformas apresentaram baixa citotoxicidade em diferentes linhagens celulares: 

fibroblastos 3T3/NIH, queratinócitos HaCaT e células HeLa. Por fim, avaliou-se o potencial dos 

vetores da Série II em formulações de uso tópico voltadas para o tratamento da psoríase. Os 

nanocarreadores apresentaram uma boa interação com modelos de pele artificial (Strat-M®) e de 

origem animal (pele de orelha de porco), aumentando em até 4 vezes a retenção do siRNA na pele. 

Esses resultados foram corroborados pelos estudos in vivo em gerbilos da Mongólia, que indicaram 

a presença de nanopartículas em diferentes camadas da pele, com maior acúmulo no estrato córneo 

(SC) e identificando os folículos capilares como uma importante via de entrada dos vetores na 

pele. Formulações contendo DIPEA-quitosanas (ChD59-Peg) e siRNA anti-TNF (siTNF) 

foram topicamente aplicadas em gerbilos da Mongólia com inflamação similar a psoríase induzida 

por Imiquimod (IMQ) e as avaliações histopatológica e imuno-histoquímicas indicaram uma 

melhora no aspecto geral da pele dos animais tradados pelas nanopartículas (epiderme melhor 
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estruturada, menor infiltração de células e menor quantidade de capilares) em relação aos animais 

não tratados, além de uma diminuição da quantidade de TNF e uma menor quantidade de células 

(principalmente fagocíticas) no local da inflamação. Os resultados obtidos destacam o potencial 

dos vetores desenvolvidos no tratamento tópico da psoríase e atestam o êxito no cumprimento do 

objetivo proposto. 
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