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RESUMO

Dos tumores malignos registrados no Brasil, o cancer de pele é o mais frequente e corresponde
a cerca de 30% dos casos. O melanoma é a forma mais agressiva de cancer de pele dado seu
alto potencial metastatico, alta mortalidade (80%) e resisténcia a terapéutica com agentes
quimioterapicos. Diante disso, novas abordagens para o tratamento de melanoma tém sido alvo
de pesquisas. A utilizacdo de anestésicos locais (AL) apds excisdo cirargica do tumor para
reducdo de focos metastaticos e risco de recorréncia ja € praticada na clinica. Estudos recentes
demonstram efeitos citotoxicos da bupivacaina (BVC), AL potente e de efeito prolongado (4
h), em células tumorais como altera¢6es na bioenergetica celular, inducéo de vias de sinalizagdo
apoptdticas e necrdticas dose dependente, além de auxilio na resposta imune antitumoral. Os
carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC) sdo sistemas de entrega de farmacos (Drug-
Delivery Systems) preparados a partir de uma mistura de lipidios sélidos e liquidos, mais
surfactante. Esses lipidios podem agir como excipientes funcionais conferindo propriedades
farmacéuticas adicionais aos NLC. Neste trabalho, utilizamos como lipidio funcional o éleo
essencial de lavanda, cuja atividade antineoplasica poderia adjuvar a da BVC. O objetivo desta
dissertacdo de mestrado foi o de avaliar o efeito antineoplasico em modelo xenogréafico de
melanoma induzido com células B16-F10 (melanoma murino) e a farmacocinética in situ
(sondas de microdialise inseridas no tumor) de uma formulacdo de BVC com excesso
enantiomérico levogiro (BVCszs / Novabupi®) encapsulada em NLC preparados com 6leo
essencial de lavanda (NLC-LO-BVCs7s). Os experimentos demonstraram que a formulagéo
inibiu significativamente o crescimento tumoral (em 79%), bem mais que a solu¢do de BVCs7s
livre (21%) ou o farmaco de referéncia dacarbazina (41%). Analises bioquimica e morfologica
ndo revelaram alteracdes do tecido hepatico ou renal; tampouco a atividade da CK-MB sérica
dos animais tratados com a nanoformulacao se alterou. Os dados de farmacocinética revelaram
uma liberagdo prolongada da BV Cszs no tecido tumoral, com diminuig&o (ca. 4 x) da constante
de eliminagdo, aumento da concentragdo do BVCszs no tumor e do tempo de meia-vida do
farmaco, pela nanoformulacdo. Assim, verificou-se que a encapsulacdo de BVCszs em NLC
diminuiu a cardiotoxicidade in vivo e que o AL permanece mais tempo no local de acgéo,
resultando no menor crescimento tumoral com taxa de sobrevida de 100% dos animais. Dessa
forma, a formulagdo NLC-LO-BVCs7s é promissora, podendo ser administrada em cirurgias de
excisdo do tumor, por seu efeito direto sobre as células neoplasicas e também de anestésico
local, como uma nova abordagem terapéutica para o tratamento do melanoma cutaneo.

Palavras-chave: Melanoma cutaneo, bupivacaina, carreadores lipidicos nanoestruturados, 6leo

essencial de lavanda.



ABSTRACT

Of the malignant tumors registered in Brazil, skin cancer is the most frequent and corresponds
to about 30% of cases. Melanoma is the most aggressive form of skin cancer given its high
metastatic potential, high mortality (80%) and resistance to treatment with chemotherapeutic
agents. In view of this, new approaches for the treatment of melanoma have been the subject of
research. The use of local anesthetics (LA) after surgical excision of the tumor to reduce
metastatic focus and risk of recurrence is already practiced in the clinic. Studies demonstrate
cytotoxic effects of bupivacaine (BVC), AL and prolonged effect (4 h), in tumor cells, such as
alterations in cell bioenergetics, induction of dose-dependent apoptotic and necrotic signaling
pathways, in addition to aid in the antitumor immune response. Nanostructured lipid carriers
(NLC) are drug delivery systems prepared from a mixture of solid and liquid lipids plus
surfactant. These lipids can act as functional excipients, conferring additional pharmaceutical
properties to NLC. In this work, we used lavender essential oil as a functional lipid, whose
antineoplastic activity could help BVC. The aim of this master's thesis was to evaluate the
antineoplastic effect in a xenographic model of melanoma induced with B16-F10 cells (murine
melanoma) and the in situ pharmacokinetics (microdialysis probes incorporated into the tumor)
of a CVS formulation with enantiomeric excess (BVCszs / Novabupi®) encapsulated in NLC
prepared with lavender essential oil (NLC-LO-BVCszs). The experiments showed that the
formulation significantly inhibited tumor growth (by 79%), far more than the free BVCsrs
solution (21%) or the reference drug dacarbazine (41%). Biochemical and histopathological
analyzes revealed no changes in liver and kidney tissues and neither the serum CK-MB activity
in animals treated with the nanoformulation was changed. The pharmacokinetic data revealed
a prolonged release of BVCs7s in the tumor tissue, with a decrease (ca. 4x) in the elimination
constant, an increase in the concentration of BVCsys in the tumor and in the half-life of the
drug, by the nanoformulation. Thus, it is tolerated that the encapsulation of BVCs7s in NLC
suffered cardiotoxicity in vivo and that LA remains longer in the local growth of action,
resulting in the smallest tumor with a survival rate of 100% of the animals. Thus, the NLC-LO-
BVCszs formulation is promising and can be manipulated in tumor excision surgeries, due to
its direct effect on neoplastic cells besides its local anesthetic effect, as a new therapeutic tool
for the treatment of cutaneous melanoma.

Keywords: skin melanoma, bupivacaine, nanostructured lipid carriers, lavender essential oil.
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1. INTRODUCAO

1.1 Melanoma

Dos tumores malignos registrados no Brasil, o cancer de pele é o mais frequente,
correspondendo cerca de 30% dos casos (INCA, 2022). O melanoma cutaneo, malignidade dos
melandcitos, representa cerca de 3% das neoplasias malignas é a forma mais agressiva de cancer
de pele, com mortalidade de 80% (AHMED et al., 2020; LI; HAN, 2020) e evolugédo para
metastase cerebral em 75% dos pacientes. O melanoma cutaneo ocupa a 15 posicdo entre 0s
canceres mais comuns no mundo e sua incidéncia depende do fendtipo da pele e do grau de
exposicdo aos raios UV. Assim, € considerado um grande problema de salde publica
(LEONARDI et al., 2018; MISHRA et al., 2018; SCHADENDOREF et al., 2018; BARONE et
al., 2019; AHMED et al., 2020; INCA, 2022; BROWN et al., 2021). Além disso, 0 numero de
novos casos de melanoma tem aumentado ao redor do mundo, com maior ocorréncia em
individuos com 70-80 anos, devido a maior exposicdo a irradiacdo, associada a fatores
desencadeantes como numero de nevos, sensibilidade solar, imunossupressao e historico
familiar (COSTA, 2008; GARBE, LEITER, 2009; LEONARDI et al., 2018). Apesar de sua
incidéncia ser menor entre individuos com menos de 40 anos de idade (20%) o melanoma € um
dos canceres mais prevalentes entre adultos jovens (12,4% em pacientes com 20-29 anos) no
mundo (INDINI et al., 2018; LEONARDI et al., 2018). Segundo o Global Cancer Observatory
em 2020 foram diagnosticados 324.625 casos de melanoma maligno (GLOBOCAN, 2020) e
dados mais recentes da OMS preveem que o numero de mortes causadas por melanoma
aumentara em cerca de 74% até 2040 (VANELLA et al., 2021). A American Cancer Society
estima que nos EUA em 2023 serdo diagnosticados cerca de 97.610 novos casos de melanomas
(cerca de 58.120 em homens e 39.490 em mulheres) e, dentre estes 7.990 irdo a Obito
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2023). Em paises tropicais como o Brasil, acrescenta-se o
problema da grande exposicao aos raios UV, o que nos coloca como populagéo de alto risco ao
melanoma (BROWN et al., 2021).

O melanoma cuténeo € caracterizado por ser um cancer melanocitico, sendo classificado
patologicamente como: nodular, lentiginoso acral, lentigo maligno e extensivo superficial,
(Figura 1). O melanoma nodular corresponde a 5% dos melanomas existentes, é observado nas
areas do tronco e extremidades do corpo, sendo mais comum em pacientes do sexo masculino,
com idade entre 50-60 anos (COSTA, 2008; AHMED et al., 2020). O tipo lentiginoso acral é
mais raro, representa 5% entre individuos brancos e tem maior ocorréncia em mulheres idosas,

asiaticas, ocorrendo em pele glaba (sem foliculos pilosos) e adjacente aos dedos. O melanoma
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lentigo maligno esté relacionado & maior exposicao aos raios solares em areas mais expostas de
individuos com idade avancada, e corresponde a 4-15% dos melanomas cutaneos (COSTA,
2008). Ja 0 melanoma extensivo superficial é o tipo mais comum (70% dos casos), caracterizado
por lesbes de facil acesso e localizadas na parte externa do estrato corneo (area mais exposta a
radiacdo solar) sendo, por isso, susceptivel a maior variedade de terapias (COSTA, 2008;
OGLESBY et al., 2019; REBECCA et al., 2020).

A- Nodular B- Lentiginoso Acral C- Lentigo Maligno D- Extensivo superficial

Figura 1. Exemplos clinicos de tipos de melanoma. Adaptado de
<https://hospitalsiriolibanes.org.br/blog/oncologia/o-que-e-um-melanoma-cutaneo> e <

<https://incariopreto.com.br/cancer-de-pele-melanoma/>.

A deteccéo precoce do melanoma reduz muito a morbimortalidade a curto e longo prazo
nos pacientes (AHMED et al., 2020). A forma de tratamento é dependente do estagio da doenca,
podendo envolver cirurgia, imunoterapia, quimioterapia e terapia fotodindmica (DOMINGUES
etal., 2018). Apesar da remocdo cirdrgica do tumor primario ser um componente essencial para
o tratamento, a imunossupressdo do individuo no periodo perioperatério predispde fatores que
estimulam a recorréncia do cancer como lesdes proé-tumorigénicas, reacdo inflamatdria,
angiogénese e o desenvolvimento de metastases (SULLIVAN et al., 2015; CHAMARAUX-
TRAN; PIEGELER, 2017; ZHANG,; XIE; LU, 2021). Com isso, o tratamento do melanoma
tem sido alvo de intensas pesquisas que visam aumentar a sobrevida dos pacientes, haja vista a
alta possibilidade de recidiva, além da baixa resposta ao tratamento e resisténcia das células de
melanoma a terapia medicamentosa (SOENGAS; LOWE, 2003; MISHRA et al.,, 2018;
REBECCA et al., 2020).

O quimioterapico padrdo para tratamento de melanoma é a dacarbazina, um agente
alquilante capaz de reagir diretamente com o material genético das células de melanoma
(transferéncia de grupamento alquila a cadeia do DNA), prejudicando seu processo de
replicacdo celular, resultando em retardo ou inibicdo do crescimento do tumor (HAFEEZ;
KAZMI, 2017). Apesar de sua baixa efetividade (15%) ndo ha outro agente ou combinacéo de
agentes antitumorais capaz de melhorar o progndstico dos pacientes (DOMINGUES et al.,

2018; BITEGHE et al., 2020). Outras possiveis alternativas para o tratamento de melanoma sdo
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a administracdo de quimioterdpico no local do tumor, ou terapia alvo (SNYDER,;
GREENBERG, 2010; OGLESBY et al., 2019) e a terapia fotodindmica (BALDEA et al., 2018)
ambas capazes de diminuir a atividade metastatica. Contudo, existe um campo aberto para o
desenvolvimento de pesquisas que buscam otimizar o tratamento e progndstico desta neoplasia

maligna.

1.2 Bupivacaina
A bupivacaina (BVC), introduzida no mercado em 1963, é o anestésico local (AL) mais
utilizado para anestesia cirrgica - como no trabalho de parto ou em procedimentos em que é
necessario um maior tempo de anestesia (LAGAN et al., 2004; HEPPOLETTE et al., 2020).
Devido ao carbono quiral presente no anel piperidina (Figura 2) a BVC € uma mistura racémica,
da qual a forma levogira, S (-), possui menor grau de toxicidade aos sistemas cardiovascular e
nervoso central (SCV, SNC) do que a dextrogira, R (+) (BARDSLEY et al., 1998; FOSTER,;
MARKHAM, 2000). Este fato impulsionou a sintese quimica estereoseletiva de uma mistura
enantiomérica contendo 75 % do isémero S (-) e 25 % do isdbmero R (+), a BVCs7s ou
NovaBupi® (comercializada no Brasil pela Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda), com melhor perfil
anestésico e margem de seguranca que a mistura racémica comercial (ARAUJO et al., 2005;

SOUZA et al., 2019).

A

Figura 2. Estruturas quimicas dos estereoisdmeros da bupivacaina: A) dextrogira, R (+); B) Levogira, S (+).

Consolidados para analgesia em procedimentos clinicos e cirdrgicos, na diminuic¢ao da
dor aguda e inflamacéo (BEZU; KEPP; KROEMER, 2022) os AL comecaram a atrair atencédo
de pesquisadores pelo impacto da anestesia contra células tumorais, como na reducéo do risco
de recorréncia do tumor (SEKANDARZAD et al., 2016; CHAMARAUX-TRAN; PIEGELER,
2017; DAN et al., 2018; ZHANG; XIE; LU, 2021). Estudos revelam que, apds excisao cirdrgica
do tumor, ocorre a disseminacdo de células cancerigenas devido a depressao do sistema imune

(essencialmente da funcdo das células Natural Killer), contribuindo para o estabelecimento de
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focos metastaticos (SEKANDARZAD et al., 2016; MULLER; ZIEGLER; PIEGELER, 2021).
Assim, a atuacdo dos AL na resposta imune antitumoral melhora o prognostico da neoplasia em
razdo da prevencdo de estresse neuroenddcrino (diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias),
capacidade de diminuir a inflamacéo resultante da cirurgia oncoldgica (promovendo efeitos
citotoxicos causados diretamente nas células tumorais) e melhora na sobrevida global de
individuos (BEZU et al., 2022; WU CHUANG et al., 2022).

Outros estudos pré-clinicos mostraram que 0s AL do tipo amino-amidas (como a BVC)
possuem atividade antiproliferativa, antimetastatica e pré-apoptotica em diversos tipos de
celulas tumorais, por uma série de mecanismos diferentes (CATA; RAMIREZ; PEREZ-
GONZALEZ, 2020; GRANDHI; PERONA, 2020; ZHENG; PENG; ZHANG, 2020). Como
os AL bloqueiam canais de Na* e podem afetar alguns canais de calcio, sua a¢do na bomba
Ca?*-ATPase impactaria o influxo de calcio citossolico, estressando o reticulo endoplasmatico
e promovendo supressdo na traducdo de proteinas. Esses AL também alterariam a
polimerizacdo de filamentos de actina em células tumorais, interrompendo o ciclo celular e
remodelacdo do citoesqueleto, promovendo uma atividade indireta no bloqueio da migracao de
células cancerigenas (BEZU et al., 2022).

Liu e col. (LIU; DILGER; LIN, 2020) mostraram que a BVC causou a maior
citotoxicidade entre AL amino-amida testados e que, em concentracdes superiores a 8 mM
(dose usada para infiltracdo anestésica local), causou a morte de quase todas as linhagens de
células tumorais testadas, inclusive de melanoma. Outras recentes publica¢cbes com ensaios in
vitro indicam atuacdo da BVC na inibicdo da progressdo tumoral em cancer de células ndo
pequenas de pulmdo, gastrico e sarcoma (JU et al., 2020; ZUCKERMAN et al., 2020; GU et
al., 2021), através da atuacdo do AL na via da fosforilagdo Akt/mTOR, resultando na indugéo
autofagica das células cancerosas, diminuicao da glicolise aerdbica e aumento da expressdo de
caspase-3, desencadeando alteracdo da morfologia celular e apoptose das células cancerosas.
Em células de melanoma B16-F10 murinas, verificou-se que a BVC afetou sua sobrevivéncia,
causando alteragdes no citoesqueleto e na via glicolitica, com deplecdo de ATP (KARNIEL;
BEITNER, 2000; SCHWARTZ; BEITNER, 2000). Contudo, é importante ressaltar a
necessidade de investigacdo em ensaios in vivo, pois as observagdes in vitro podem néo ser
reprodutiveis, no organismo como um todo.

Diante das vantagens do uso de AL no periodo pre-operatorio para reduzir a metastase
e a taxa de recorréncia do cancer (VAHABI; EATEMADI, 2017; YANG et al., 2017; LIU et
al., 2020), o uso da BVC como um tratamento adjuvante, incluindo mudangas em sua posologia

e protocolo de aplicacdo, necessita ser mais bem estudado. Assim, uma abordagem capaz de
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estender o tempo de acéo e a atividade farmacoldgica da BVC sem aumentar sua toxicidade
sistémica poderia ser (til para seu reposicionamento, no tratamento do melanoma. Além disso,
a literatura carece de estudos in vivo, com modelos animais com cancer e tratados com AL, que
demonstrem o efeito desses farmacos em conter o desenvolvimento de metastases e a regressao
tumoral (LIU; DILGER; LIN, 2020).

1.3 Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

Estratégias nanoterapéuticas, como os sistemas de liberacdo de farmacos (DDS, do
inglés Drug Delivery Systems), tem sido cada vez mais utilizadas para resolver as limitagGes de
agentes antineoplasicos, visto que podem ser usados para modular a biodistribuicdo e promover
uma maior concentracdo do ativo no tecido-alvo, melhorando o equilibrio entre eficécia e
toxicidade (CHO et al., 2018).

Dentre os DDS, constituidos por lipidios, as emulsdes e os lipossomas sdo 0s mais
conhecidos. Poréem, no comec¢o dos anos 1990, foram descritas as nanoparticulas lipidicas
sdlidas (SLN) (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009). Diferentemente das emulsdes,
constituidas por um lipidio liquido na temperatura ambiente e estabilizadas por surfactante, as
SLN contém um lipidio que é sélido na temperatura ambiente ou corporal (KECK; SPECHT;
BRUSSLER, 2021). Embora sejam de facil preparo e baixo custo, algumas limitacdes das SLN
ficaram evidentes, tais como a expulsdo do farmaco durante o armazenamento e a limitada
eficiéncia de encapsulacdo, dependente da solubilidade do ativo no lipidio sélido (FREITAS;
MU, 1998). Neste contexto e ja no final da década de 90, foi desenvolvida uma segunda geragio
de nanoparticulas lipidicas, os carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC), particulas cujo
interior é formado por uma mistura de lipidios sélido e liquido, também estabilizadas por
surfactante. O lipidio liquido aumenta a solubilidade dos ativos no interior lipidico dos NLC,
favorecendo a encapsulacdo e impedindo a expulsdo do farmaco durante armazenamento,
devido a reducdo da cristalinidade da matriz (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002; SALVI;
PAWAR, 2019; GARG et al., 2022; 1ZZA et al., 2022). Em recente revisao, nosso grupo de
pesquisa demonstrou que os NLC séo poderosos DDS para melhorar a biodisponibilidade,
direcionamento e eficacia dos antineoplasicos, ao mesmo tempo em que diminuem seu efeito
toxico sistémico, no tratamento de diferentes tipos de cancer (RODRIGUES DA SILVA et al.,
2021). Dependendo da metodologia empregada no preparo e da composicao da matriz lipidica,

héa diferentes tipos de NLC, como resumido na Tabela 1.



22

Tabela 1. Principais tipos de NLC, classificados de acordo com caracteristicas de sua matriz lipidica (Adaptado

DE SALVI, PAWAR, 2019).

Tipos de NLC

Caracteristicas

NLC Tipo I ou Imperfeito

A substituicdo de uma fracdo de lipidio sélido por lipidio liquido causa a
formacdo de matriz cristalina imperfeita. Este fenbmeno promove mais
espago para acomodacdo do medicamento no interior da particula e
permite maior carga de farmaco.

A utilizacdo de lipidios sélidos que permanecem polimorfos apoés a
solidificacdo e armazenamento, juntamente com os lipidios liquidos
favorecem a formacéo de um ndcleo amorfo. Isto € vantajoso em relagdo
aos NLC de tipo I, uma vez que ndo ocorre cristalizagdo do lipidio sélido
e o farmaco permanece incorporado na matriz amorfa.

NLC Tipo Il ou Mdltiplo

Este tipo de NLC dleo-em-sélido ou gordura-em-agua pode ser
desenvolvido pela técnica de separacdo de fases espontanea. Quando o
farmaco mostra maior solubilidade em éleo, esta abordagem pode ser
utilizada na formulagdo de NLC a fim de melhorar a estabilidade e a
capacidade de carga do farmaco. Mindsculas goticulas de 6leo séo
dispersas uniformemente na matriz lipidica sélida e este sistema é disperso
no meio aquoso.

Normalmente, as nanoparticulas variam seu tamanho entre 150 — 300 nm, visto que em

maiores ou menores proporcdes sdo propensas a serem menos estaveis devido floculacdo das

particulas ou apresentarem maior toxicidade em razéo a elevada concentracéo de surfactante,

respectivamente (BASSO et al., 2022). Com isso, observa-se que o tamanho das particulas, a

metodologia de preparo empregada com baixo custo para seu desenvolvimento (economia de

tempo e energia) assim como sua biocompatibilidade e estabilidade coloidal s&o vantagens
neste tipo de sistema de entrega (RIBEIRO et al., 2017; DANAEI et al., 2018; RODROGUES
DA SILVA et al.,, 2020; GARG et al., 2022).

Uma caracteristica interessante dos NLC é a possibilidade de utilizar excipientes

funcionais em sua composic¢do, como manteigas e 0leos vegetais, que agregam ao DDS suas
propriedades farmacéuticas intrinsecas (CARBONE et al., 2019; GERONIMO et al., 2021;
RODRIGUES DA SILVA et al., 2020).
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1.4 Oleo essencial de lavanda como excipiente funcional das NLC

Os excipientes funcionais caracterizam-se por, além de exercer sua funcdo na
organizacdo das formulagcBes farmacéuticas, agregarem propriedades farmacoldgicas
desejaveis as mesmas. Os 6leos vegetais, por exemplo, tém sido largamente utilizados como
promotores de absorcdo, mas também como antimicrobianos, anti-inflamatorios,
antineoplasicos e analgésicos (SHINDE et al., 2011). Carbone e col. demonstraram que a
encapsulacdo de Oleos essenciais em formulacBes de uso topico potencializou o efeito
terapéutico (antifingico, cicatrizante) de farmacos, no tratamento de patologias dérmicas
(CARBONE et al., 2019, 2020).

Derivados do metabolismo secundario de plantas aromaticas, 0s 6leos essenciais sdo
uma mistura de compostos lipofilicos e componentes altamente volateis, de baixo peso
molecular, extraidos através do processo de arraste a vapor e solventes (BAKKALI et al., 2008;
SHANKAR; KARUPPAYIL, 2014; DHIFI et al., 2016). Eles sdo constituidos,
majoritariamente, por terpenos e terpenoides que conferem aos 6leos essenciais as
caracteristicas especificas de odor e atividades bioldgicas (antioxidante, antiinflamatérias
antimicrobiana, anticancerigena, etc.) que sdo de grande interesse para a industria farmacéutica
(BAKKALLI et al., 2008; TUREK; STINTZING, 2013; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; DHIFI
etal., 2016).

Estudos publicados sobre o uso de dleos essenciais no tratamento de cancer
(ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015; CHEUNG et al., 2020; DI MARTILE et al., 2020)
mostraram sua aplicabilidade como terapia combinada ao antineoplasico, ou na reducéo dos
efeitos adversos causados por este. O dleo essencial de lavanda (LO), escolhido aqui como
excipiente funcional para compor a matriz lipidica dos NLC, contém como principais ativos
monoterpenos como linalol, acetato de linalil, eucaliptol, geraniol, terpinen-4-ol e acetato de
lavandulila, que Ihe conferem propriedades sedativas, antidepressivas, antimicrobianas,
antiflngicas e antiinflamatorias (BIALON et al., 2019). De acordo com o certificado de analise
quimica (verificar ANEXO 1) expedido pelo fabricante existem mais de 15 constituintes no
LO, com porcentagem majoritaria para o linalol (27,7 %) e acetato de linalila (28,6 %).

Além disso, ha na literatura varios relatos da atividade citotdxica/antiproliferativa do
LO contra células tumorais (PRUSINOWSKA; SMIGIELSKI, 2014; ZHAO et al., 2017;
JUSTUS et al., 2019; OVIDI et al., 2020). Zhao e col. atribuiram a atividade antineoplasica de
LO aos compostos linanol e acetato de lilanila, que foram capazes de inibir a proliferacéo
celular in vivo e in vitro e induzir apoptose em células PC-3 e DU145, de cancer de prostata
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humano (ZHAO et al., 2017). Ovidi e col. (2020) demonstraram a atividade do LO sobre
diferentes linhagens tumorais humanas em cultura: de neuroblastoma (SHSY5Y), de
adenocarcinoma de mama (MCF-7), coloretal (Caco2) e de leucemia linfoblastica (CCRF
CEM). O efeito citotoxico do LO foi potencializado quando formulado como uma nanoemulsao
(OVIDI et al.,, 2020). Peng e col. observaram que o acetato de linalila pode inibir a
melanogénese das celulas de melanoma por meio do estresse oxidativo, diminuindo a atividade
datirosina quinase através da regulacdo das vias de sinalizacdo JNK e ERK (PENG et al., 2014).
Contudo, mais estudos in vivo sdo necessarios para retratar a atividade/potencial antitumoral do
LO em células de melanoma.

Assim, nesta dissertacdo, realizamos a encapsulacdo da BVCszs em NLC contendo
como excipiente funcional o 6leo essencial de lavanda. Nosso objetivo foi a avaliagdo in vivo
desse DDS, otimizado por planejamento experimental (DoE) e que combina as propriedades
intrinsecas do LO (anti-inflamatdrias, antissépticas, analgésicas e antineoplésicas) com as da

BVCsrs, visando melhorar a eficiéncia terapéutica no tratamento do melanoma.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar o potencial antineoplasico de uma formulacdo otimizada de bupivacaina em
excesso enantiomérico (BVCszs) a 0,5%, encapsulada em NLC preparados com 6leo essencial
de lavanda (NLC-LO-BVCs7s), comparativamente ao quimioterapico classico para tratamento
de melanoma cutaneo, a dacarbazina, e também a NLC preparados com excipientes sintéticos
(sem LO).

2.2 Obijetivos especificos

e Reproduzir a formulacdo desenvolvida durante a iniciacdo cientifica da mestranda
(NLC-LO-BVCs7s) e verificar se pardmetros de estabilidade fisico-quimica se
mantinham.

e Avaliar a atividade antitumoral in vivo da NLC-LO-BVCsys (por via intratumoral) em
modelo de melanoma induzido em camundongos da linhagem Mus musculus
(C57BL/6J), e compara-la com a do tratamento com NLC preparada com lipidios
sintéticos e contendo BVCs7s (NLC-CAP-BVCsrs).

e Comparar o efeito do tratamento in vivo utilizando a formulagdo NLC-LO-BVCs7scom
0 de uma formulacdo de NLC com lipidios sintéticos e contendo BVCszs, a fim de
avaliar possivel efeito potencializador ou sinérgico do 6leo de lavanda ao da BVCszs.

e Comparar o efeito dos tratamentos in vivo com formula¢do NLC-LO-BVCs7s e com 0
farmaco comercial de escolha para tratamento do melanoma (dacarbazina), utilizando a
mesma via de administracdo, a fim de verificar efeitos de tratamento in loco-regional.

e Auvaliar no modelo in vivo, parametros clinicos, bioquimicos (dosagem de AST, ALT,
CK-MB e ureia) e histopatolégicos (alteragdes morfopatoldgicas), em decorréncia a
terapéutica aplicada, a fim de determinar o potencial antineoplasico e possiveis efeitos
adversos do tratamento com NLC-LO-BVCsys.

e Auvaliar a farmacocinética da bupivacaina aplicada na formulacdo NLC-LO-BVCszs, em
comparagdo com o farmaco livre (BVCsrs) e (NLC-CAP-BVCsys), através da técnica

de microdidlise in situ (intratumoral), em camundongos da linhagem Mus musculus.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Reagentes

Acetato de uranila (Sigma Aldrich, EUA)
Azul de tripano (Sigma Aldrich, EUA)
Bupivacaina (Cristalia Ind. Farm. Ltda, Brasil)

Capryol 90 (Gattefossé SAS, Franca)

Cera de Abelha Branca (Império das Esséncias, Brasil)

Cloridrato de Cetamina (Syntec Tecnologia Ltda, Brasil)
Dacarbazina (Blau Ind. Farm. S/A, Brasil)

Eosina (Lafan Quimica Fina, Brasil)

Estreptomicina (Sigma Aldrich, EUA)

Etanol (Labsynth Ltda, Brasil)

Formol (Sigma-Aldrich, EUA)

Hematoxilina de Harris (Lafan Quimica Fina, Brasil)

Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Nutricell, Brasil)
Metanol grau HPLC (Merck Millipore, Alemanha)

Oleo essencial de Lavanda (Terra Flor Aromoterapia, Alto Paraiso de Goias, Brasil)
Composigdo no Anexo 1

Palmitato de Cetila (Merck KGaA, Alemanha)

Penicilina (Sigma Aldrich, EUA)

Pluronic® F68 (Sigma Aldrich, EUA)

Soro Fetal Bovino (SFB) (Vitrocell, Brasil)

Tripsina EDTA (Vitrocell, Brasil)

Xilazina (Syntec Tecnologia Ltda, Brasil)
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3.1.2 Equipamentos

Analgesimetro (Ugo Basile, Italia)

Autoclave (Stermax, Brasil)

AU5800 Series Clinical Chemistry Analyzers (Beckman Coulter)
Balanca analitica digital (AND HM-202, EUA)

Balanca analitica digital (OHAUS®220)

Banho de ultrassom (Thornton T14, Brasil)

Banho maria (Nova Etica, Brasil)

Centrifuga de tubos Falcon (Quimis, Brasil)

Chapa magnética (Fisatom, Brasil)

Contador de células automatico (Invitrogen, Termo Fisher Scientific, EUA)
Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Varian® ProStar, EUA).
Estufa (Shel Lab — incubadora de CO., EUA)

Fluxo Laminar (Trox® Technik, Brasil)

Infusor PHD22/2000 (Harvard Apparatus, EUA)

Medidor de pH (Modelo 300M, Analyser Instrumentacdo Analitica, Brasil)
Microscopio optico Leica (Leica Microsystems, Suica)
Microscopio invertido (Leica DMI16000)

Nanosight NS300 (Malvern Panalytical, Reino Unido)

Paquimetro digital milimetrado (200MM Pd 200 VVonder®)
Ultra-sonicador de ponta (Vibracell, Sonics & Materials Inc, EUA)
UltraTurrax S18N-19G (T-18, IKA® Merk, Darmstadt, Alemanha)

ZetaSizer NanoZS 90 (Malvern Instruments, Reino Unido).
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3.2 METODOS

3.2.1 Preparodos NLC

As formulacdes de NLC foram preparadas pelo método da emulsificagdo-ultrasonicacao
(GHASEMIYEH; MOHAMMADI-SAMANI, 2018) conforme demonstrado na Figura 3. A
fase lipidica, composta de LO e cera de abelha foi aquecida em banho-maria até 10 °C acima
da temperatura de fusdo do lipidio sélido (cera de abelha = 60°C). Logo ap6s, a BVCszs foi
incorporada a fase lipidica e mantida sob agitacdo magnética até completa solubilizacdo na fase
oleosa. Simultaneamente, a fase aquosa composta pela solucdo do surfactante Pluronic F-68
(P68) foi aquecida na mesma temperatura da fase lipidica. Para formacdo da pré-emulsédo, a
fase aquosa foi adicionada gota-a-gota a fase lipidica, sob agitacdo de 11000 rpm, por 3 min,
em agitador Ultra-Turrax® (T18, IKA WerkeStaufen, Alemanha). A pré-emulsao formada foi
imediatamente submetida a sonicacao de ponta. Nesse processo, a pré-emulsao sofreu agitacéo
ultrassénica com uma microponta de titanio no equipamento Vibracell (Sonicador Sonics —
VibraCell), na poténcia de 50W e 20 KHz de frequéncia nominal, por 16 minutos com ciclos
alternados de 30s (on-off). Ao término desta etapa, a nanoemulséo formada foi arrefecida em
banho de gelo, até 25 °C, a fim de solidificar as nanoparticulas formadas. Formulacbes
controle, sem farmaco, também foram preparadas. E valido ressaltar que a formulacéo
otimizada foi previamente otimizada por planejamento experimental e realizada a
caracterizagdo fisico-quimica (GERONIMO et al., 2021). Para melhor avaliagdo do efeito do
LO, NLC sem o composto natural também foram preparadas e caracterizadas utilizando
excipientes sintéticos (palmitado de cetila e Capryol®), contendo ou ndo BVCs7s (NLC-CAP-
BVCs7s e NLC-CAP) (RODRIGUES DA SILVA et al., 2017).

Fusao dos lipidies  Adigéo da fase Banho de gelo

LL+LS+ farmaco  aquosa ma mesma Homogenizacao Ultrasonicacéo Formacio das

(60°C) temperatura {-19;?[]15":;?.;.Tgrlrﬁi):1} (30 = on/ 30 = off) nan;pzaEr:EJIas

Fs
I..

Figura 3. Método de preparo dos NLC.
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3.2.2 Medidas de Tamanho, indice de polidispersao, Potencial Zeta e NUmero de
Particulas

A técnica de espalhamento de dinamico de luz (DLS) foi empregada para determinar o
tamanho e indice de polidispersdo (PDI) das particulas utilizando o ZetaSizer Nano ZS 90
(Malvern Instruments, Malvern, Worcester-Shire, UK), diluindo-se 1000x a dispersdo de
nanoparticulas em &gua desionizada, 25 °C (n=3). Os valores do potencial Zeta (mV) foram
determinados de acordo com o método de eletroforese de laser Doppler, utilizando o ZetaSizer
Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, UK) a 25 °C. O namero de
particulas foi determinado pela diluicio da amostra 1:50000 medidas no equipamento
NanoSight NS300 (NanoSight, Reino Unido) com software NTA 2.0 Analytical (NanoSight,
Reino Unido) equipado com laser verde a 532 nm. Todas as analises foram realizadas em

triplicata e os dados foram expressos como a média + desvio padrao.

3.2.3 Ensaios in vivo em modelo murino
3.2.3.1 Animais

Neste experimento foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J (Mus
musculus), fémeas, adultas de aproximadamente 6 semanas de vida e 20 g de peso, obtidas do
CEMIB-UNICAMP (Centro de Bioterismo /UNICAMP). Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais da UNICAMP (protocolo
5736-1/2021 e 5940-1/2022 — ANEXO 2), que segue as recomendac¢des do Guia para o Cuidado
e uso de animais de laboratorio. Os animais foram alojados nas seguintes condic@es: 25 + 2 °C,
30-70% de umidade e 12/12 h de ciclo claro/escuro, com comida e agua disponiveis ad libitum.

Antes do inicio do experimento os animais passaram por um processo de ambientacdo de 7 dias.

3.23.2 Inducdo do tumor primério nos camundongos

Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via
intraperitoneal. Apoés tricotomizacdo da area, realizou-se a inoculagdo de células tumorais,
ortotopicamente, na regido dorsal do camundongo e por via subcutanea (OVERWIJK;
RESTIFO, 2000) com uma agulha de 25x5 mm contendo 60 pL de suspens&o celular com 1x10°
namero de células de melanoma murino da linhagem B16-F10 (ATCC, CRL 6475). Ressalta-
se que a escolha deste método de indug&o foi feita com base na literatura e conhecimento prévio
do grupo (DE MOURA et al., 2021). O implante intradérmico de células B16-F10 em
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camundongos C57BL/6J produz tumores de crescimento agressivo e com perfil invasivo, dada
a evolucéo vertiginosa do tumor (NAKAMURA et al., 2002; CONCEA, 2019). Dessa forma, o
crescimento tumoral foi avaliado a cada dois dias; ap6s dez dias (quando o tumor atingiu
volume na faixa de 50 - 100 mm?) foram iniciados os tratamentos, conforme esquematizado na

Figura 4.

Cultura celular de Preparo das células para Inoculacio das células Avaliagio do crescimento Tratamentos iniciados quando
linhagem tumoral de inoculagio em camundongos tumgrais, ortotopicamente, na tumeral dos animais durante o volume do tumer = 100 mm®
melanoma muring da linhagem C57BLIGJ regido dorsal do camundongo ~10 dias
(B16-F10) (Mus musculus) e por via subcuténea

Figura 4. Etapas do modelo ortotépico de inducdo de melanoma (B16-F10) em camundongos C57BL/6J.

3.2.3.3 Tratamentos e via de administragdo

A penetracdo tumoral de nanoparticulas e liberacdo do ativo no local de acdo pode ser
impactada por distintos fatores como extravasar através de vasos e lacunas endoteliais
aumentadas em tumores, penetrar através do estroma denso do microambiente tumoral,
permanecer no tecido tumoral por um periodo de tempo prolongado, além das interaces
complexas com macroéfagos, fibroblastos e células tumorais (ERNSTING et al., 2013). Diante
disso, dentre as diferentes vias de administracdo, estratégias terapéuticas para tratamento local
do melanoma tém despertado grande interesse, pois além da neoplasia se desenvolver na pele
superficial, a terapia local pode minimizar os efeitos colaterais nos tecidos normais
(BENCHERIF et al., 2015; JIANG et al., 2018; YUAN et al., 2019). A administracdo via
intratumoral (IT), i.e. com injecédo direta no tumor, tem sido bastante avaliada (HONG et al.,
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2020). Segundo estudos realizados, ensaios pré-clinicos com tratamentos via IT tém resultado
em maior concentragdo de nanocarreadores na regido tumoral e aumento da eficécia terapéutica
qguando comparado com aplicacdo intravenosa (LAMMERS et al., 2006; ZHAO et al., 2018;
HONG et al., 2020), além de apresentarem elevada modulacdo imunoldgica local, limitada
toxicidade sistémica e simples procedimento de administracio (BOMMAREDDY; SILK;
KAUFMAN, 2017; HONG et al., 2020).

Ressalta-se que neste trabalho as formulag@es foram administradas por aplicacao via IT
e 0s animais (n = 5) divididos aleatoriamente em oito grupos de tratamento, conforme
apresentado na Tabela 2. Os animais dos grupos 1 e 2 (sem e com tumor, respectivamente)
receberam apenas solucgdo salina estéril. A dosagem do quimioterapico (grupo 3) (80 mg/kg de
dacarbazina) foi baseada em estudo prévio da literatura (ZHANG et al., 2013). A dose de
BVCs7s (grupo 4) foi de 8 mg/kg (DURST et al., 2021). Os animais dos grupos 5 e 7 foram
tratados com NLC controle, sem farmaco, (natural e sintética, respectivamente) em mesma
concentragéo de particulas das formulagdes contendo BVCsrs (3,1 x 103 particulas/mL). E, os
grupos 6 e 8 foram tratados com NLC contendo BVCszs (natural ou sintética, respectivamente)
(8 mg/kg).

Estes procedimentos foram realizados a cada dois dias em todos os grupos (conforme
demonstra na Tabela 2), totalizando quatro aplicacdes no término dos tratamentos. A cada
aplicacdo, foi avaliado o peso dos animais e o crescimento tumoral, com auxilio de um
paquimetro digital milimetrado (200MM Pd 200 Vonder®). Os animais também foram
observados diariamente, quanto a possiveis sinais de reacfes adversas (letargia, incapacidade
de perambular, perda de peso corporal). A massa corporal e a racdo dos animais foram
quantificadas semanalmente, utilizando-se balanca digital analitica modelo OHAUS®220.

Tabela 2. Descric¢do dos grupos experimentais para os tratamentos in vivo (melanoma induzido). Foram realizadas
quatro sessdes de tratamento a cada dois dias (quatro dias de tratamento no total).

Grupos n  Viade administracéo Tratamento
1 5 IT Controle sem tumor (animal saudavel - Naive)
Controle com tumor (animal com tumor, tratado com solucéo salina
2 5 IT -
estéril 0,9%)
3 5 IT Solucéo de Dacarbazina
4 5 IT Solugdo BVCsrs livre (0,5%)
5 5 IT NLC-LO
6 5 IT NLC-LO-BVCgrs
7 5 IT NLC-CAP
8 5 IT NLC-CAP-BVCgrs

NOTA: NLC-sintéticas: NLC-CAP = carreadores lipidicos nanoestruturados contendo palmitato de cetila (lipidio sélido) e
Capryol® (lipidio liquido); NLC-CAP-BVCss = carreadores lipidicos nanoestruturados contendo palmitato de cetila, Capryol®
e BVCsrsa 0,5% encapsulada.



32

3.2.34 Avaliacdo do volume tumoral para a determinagéo da curva de
crescimento

As dimensdes dos tumores dos animais foram mensuradas, a cada 24 h ap6s cada
tratamento, em todos 0s grupos experimentais, inclusive no dia da eutanasia, com auxilio de
um paquimetro digital milimetrado (200MM Pd 200 Vonder). O volume tumoral total (mm3)
foi calculado considerando-se o comprimento e a largura do tumor (em mm), de acordo com a
Equagédo 1 (DOS SANTOS et al. 2018),

Volume tumoral (VT) = comprimento do tumor x largura do tumor?
2

(1)

O peso do tumor (no dia da eutanasia) foi quantificado em balanca analitica modelo
OHAUS®220. Apos 7 dias decorridos da Gltima sessdo de tratamento, todos os animais foram
eutanasiados para realizacdo de exames complementares: anélise bioquimica e histopatologica.
A Figura 5 mostra uma linha do tempo representativa, com analise geral dos procedimentos. E
importante ressaltar que os tratamentos foram realizados somente quando VT (volume tumoral)
atingiu faixa de 50 - 100 mm?.

Pds-tratamento

Linha do tempo experimental I
| 1

| 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 \ Dias

1 Crescimento do tumor T

Inoculacéo tumoral
(B16-F10)

Coleta bioquimico
EUTANASIA

Tratamento 1

{Inicio)

50 = 100 mm?)
Tratamento 2
Tratamento 3
Tratamento 4

(Final)

VT

Figura 5. Linha do tempo — Analise geral dos procedimentos realizados nos animais.

3.2.35 Andlise de sobrevida

A analise de probabilidade de sobrevida dos grupos a partir da aplicacéo dos tratamentos
foi calculada pelo método de Kaplan-Meier (BLAND, ALTMAN 1998), o qual é utilizado para
estimar e representar graficamente a probabilidade de sobrevivéncia, em um intervalo de
tempo. O teste ndo paramétrico de Log-rank foi utilizado para comparagdo das curvas entre
grupos, sendo considerada significativa variacdo de p < 0,05. Os dados estatisticos foram
analisados com auxilio do software GraphPad Prism® 8.0.
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3.2.3.6 Avaliacdo de marcadores bioquimicos

Ap0s 7 dias do término dos tratamentos, amostras de sangue foram coletadas via puncao
cardiaca para a dosagem dos analitos bioquimicos: ureia (mg/dL), ferro (mg/dL), CK-MB
(mg/dL), AST (UI/L), ALT (UI/L). O sangue coletado foi acondicionado em tubos de ensaio
sem anticoagulante para a obtencdo do soro. As analises de dosagem de ALT, AST, CK-MB e
ureia foram realizadas por método cinético e dosagem de ferro por reacdo colorimétrica de
ponto final. Todas as dosagens foram feitas no equipamento automatizado AU5800 Series
Clinical Chemistry Analyzers (Beckman Coulter).

3.2.3.7 Avaliacdo histopatoldgica

O procedimento de eutanasia foi realizado através de superdosagem de anestésico
(Cetamina - 300 mg/kg e xilazina - 30 mg/kg), administrado pela via intraperitoneal. Em
seguida, os camundongos foram colocados sobre um campo operatério e, utilizando-se um
bisturi, realizou-se incisdo frontal, reta, e a retirada de: pulméo, figado, baco, rins e tumor. Em
seguida, os 6érgdos coletados foram colocados em recipientes com solugdo de formol a 10 % e
tampao fosfato (pH 7,0). As analises foram realizadas apds confecgdo das laminas, conforme
protocolo padrdo ja consolidado na literatura (HEWITSON et al. 2010) para andlise histoldgica.
Os cortes histologicos foram corados com hematoxilina/eosina (HE), analisados e fotografados
em um microscopio Optico Leica (Leica Microsystems, Suica) e processadas no aplicativo
Leica® versdo 4.2.0 (Leica Microsystems, Suica) em ampliacdes de 10 x e 20 x. Foram
avaliadas possiveis alteracdes morfopatoldgicas dos érgdos dos animais, como areas de
inflamacéo, necrose e formacdo de metastases nos érgdos analisados (pulmao, figado, baco,
rins e tumores) entre 0s grupos experimentais em relacdo ao grupo saudavel (Naive) e controle
com tumor. Para avaliagcdo do grau de invaséo do tumor na epiderme do animal foi empregada
a classificacdo de Clark, em que: I) o cancer esta restrito a epiderme; Il) héa invasao da derme
papilar; I11) o tumor preenche toda a derme papilar sem invadir a derme reticular; 1V) ha invasao
de derme reticular e V) ha invasdo da hipoderme (CLARK et al., 1969; SCOLYER; LONG,;
THOMPSON, 2011; DE MOURA et al., 2021). Também foram analisados critérios
histologicos, considerados como resposta do tratamento das formulagdes desenvolvidas no
melanoma: necrose (VERMA et al., 2013), reducdo do tamanho da regido neoplésica
(CARLSSON; GULLBERG; HAFSTROM, 1983), presenca de infiltrado inflamatorio
(VAKKILA; LOTZE, 2004; LADSTEIN et al., 2012) e fibroplasia estromal (RUITER et al.,
2002).
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3.2.4 Estudo farmacocinético (microdialise local - tumoral)

A andlise de farmacocinética da BVCss (livre e encapsulada) em modelo xenogréafico
de melanoma foi realizada utilizando-se 0 método de microdidlise tecidual (UNGERSTEDT,
1991; MCDONALD et al., 2002; JOUKHADAR; MULLER, 2012). Para isso, foram utilizadas
sondas CMA 20 (CMA Microdialysis, Kista, Suica). Previamente, as sondas foram calibradas
in vitro, assegurando-se que a % de recuperacao da sonda (dialise) e a % de perda (retrodialise)
fossem iguais para BV Cszs (dados ndo mostrados). O fluxo utilizado foi de 1,5 pL/min, mantido
com uso de um infusor PHD22/2000 (Harvard Apparatus, MA, USA) com seringas de 1 mL.
O liquido de perfuséo utilizado foi tamp&o fosfato 0,05 M, pH 7,4. O método analitico de
CLAE, foi utilizado para quantificacdo de BVCs7s (GERONIMO et al., 2021). A microdialise
foi realizada nos animais entre 0 10° e 0 14° dias ap6s indu¢do do melanoma, quando os tumores
apresentavam tamanhos entre 200 - 400 mm?,

Para a coleta das amostras, os camundongos (n = 5) foram previamente anestesiados
com uretano (1000 mg/kg). Apos, as sondas foram inseridas nos tumores, tangencialmente, em
seu terco superior (Figura 6). Em seguida, as sondas foram mantidas por uma hora para
estabilizagdo. As formulagdes contendo 0,5% de BVCszs, em solugéo ou encapsulada, em NLC
natural (NLC-LO-BVCszs) ou sintética (NLC-CAP-BVCsys), foram injetadas (dose de BV Cszs,
8 mg/Kg) no centro do tumor. Apds 3 min, iniciou-se a coleta do dialisado, em intervalos de 30
minutos, com posterior quantificacdo por CLAE. No fim de cada experimento, em 2 animais
de cada grupo, a solucdo tampéo foi trocada por uma solucdo de BVCszs a 5 pg/mL e a sonda
foi estabilizada por uma hora para posterior coleta e célculo da % de perda da sonda no tecido
(retrodialise). Os outros 3 animais de cada grupo, apés a coleta, foram eutanasiados e o tumor
dissecado. O tecido dissecado foi submetido a extracdo acida (ISTENIC et al., 2021) para
determinacéo da concentracao residual de BVCs7s no tumor.

Os seguintes parametros farmacocinéticos foram calculados a partir dos resultados de
concentracdo de BVCsys in situ (com tratamento de dados através do software PKanalix
(documentation version 2021 ©L.ixoft)): I) constante de eliminacéo, ou ke, (fracdo de farmaco
eliminada por tempo, calculada a partir da inclinagdo da reta do grafico logaritmo da
concentracdo de BVCszs em funcdo do tempo); I1) meia vida tecidual (t1/2), que é o tempo
necessario para reduzir a concentracao do farmaco pela metade, no tecido; I11) area sob a curva
do gréafico (ASC) do logaritmo da concentracdo de BVCszs em funcdo do tempo e V)
concentracdo inicial tecidual. Cada pardmetro foi estatisticamente avaliado, utilizando-se o

teste t de Tukey no software GraphPad Prism (California, EUA), verséo 8.
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Figura 6. Analise farmacocinética intratumoral no melanoma murino de camundongos C57BL/6J utilizando a
técnica de microdialise local.

3.2.5 Analise estatistica

Os resultados foram analisados com o software GraphPad Prism® 8.0, utilizando-se o
teste analise da variancia (ANOVA) bifatorial para verificar se houve diferencas significativas
entre os testes realizados (in vivo), sendo a significancia considerada de p < 0,05. Para
determinar em que pontos ocorreram diferencas, foi utilizado o teste Post hoc de Tukey, por
meio do calculo das diferencas minimas significantes, para comparar a maior e a menor média

nos intervalos, assim como o desvio padréo obtido.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Formulagdo NLC-LO-BVCsrs: caracteristicas fisico-quimicas, teste de liberacio
in vitro e viabilidade celular

A formulacdo utilizada na dissertacdo (NLC-LO-BVCsys), foi previamente otimizada
por planejamento experimental (DoE), pelo método quimiométrico Quality by Design e
caracterizada (quanto a estabilidade fisica, por medidas de DSC, DRX, MET, ensaio in vitro de
cinética de liberacdo e viabilidade celular), durante a iniciacéo cientifica da mestranda, com
resultados publicado no artigo “Development of S75:R25 bupivacaine-loaded lipid
nanoparticles functionalized with essential oils for treating melanoma”, pelo Journal of
Chemical Technology & Biotechnology no ano de 2021 (GERONIMO et al., 2021). Os
resultados da otimizacdo e caracterizacdo da nanoformulacdo podem ser visualizados no
endereco: https://doi.org/10.1002/jctb.6715. A Tabela 3 mostra a composi¢cdo dos NLC

otimizados, utilizados nesta dissertacéo, para tratamento dos animais com melanoma induzido.

As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas como tamanho, forma,
polidispersividade, carga superficial e vias de administracdo sdo parametros que impactam na
farmacocinética, biodistribuicdo, penetracdo intratumoral e biodisponibilidade no tumor (CHO
et al., 2008; ERNSTING et al., 2013; ELOY, 2016; DANAEI et al., 2018). Outro importante
fator que também afeta a entrega de ativos em sistemas de liberagcdo nanométricos é a biologia
do tumor (ERNSTING et al., 2013). A vasculatura tumoral € muito diferente da encontrada nos
tecidos normais, pois apresentam imperfeicGes (capilares fenestrados) por onde as
nanoparticulas podem permear e acumular devido efeito de permeabilidade e retengdo
aumentada (EPR), que permite que os nanocarreadores com tamanhos menores de 200 nm
extravasem da circulacdo através da vasculatura tumoral e aumentem a concentracdo de ativos
no interior do tumor (STEICHEN; CALDORERA-MOORE; PEPPAS, 2013; ELQY, 2016;
DANAEI et al., 2018).

Os resultados de caracterizacdo das nanoformulagc6es, mostrados na Tabela 4, revelam
formulacBes com caracteristicas ideais de tamanho e polidispersdo, para aplicacao infiltrativa
em tecido tumoral (0 menor tamanho de particula favorecem melhor direcionamento no tecido
tumoral devido passagem das nanoparticulas de forma passiva — gragas ao “efeito EPR
(DANAEI et al., 2018) e alta eficiéncia de encapsulacao, entre 89% e 55,5% para NLC-LO-
BVCsrs e NLC-CAP-BVCsys, respectivamente.
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A manutencdo dos parametros (tamanho, PDI, potencial Zeta e concentracdo de
particulas/mL) confirmaram a estabilidade fisico-quimica das formulacGes por até um ano,
qguando armazenados na temperatura ambiente (RODRIGUES DA SILVA et al., 2017;
GERONIMO et al., 2021). E importante destacar que os dados representados na Tabela 4 da
formulacdo NLC-LO-BVCsrs sdo atuais (nova preparagdo) e condizem com os resultados
anteriores publicados no artigo citado.

Tabela 3. Composi¢do da matriz lipidica das formulagdes otimizadas e seus controles (sem farmaco).

Tipo de Lipidio Lipidio

U Formulagéo . % P % Surfactante % Farmaco %
lipidio solido liquido
NLC-LO -
Natural NLC-LO-BVCsrs CA 10.5 Lo 45 P68 5 BVCs75 0,5
NLC-CAP -
Sintético NLC-CAP-BVCgrs PC 9.0 CAP 4.0 P68 S BVCs150,5
Nota: CA = Cera de abelha, CAP = Capryol®, LO = Oleo essencial de lavanda, P68 = Pluronic F68, PC = Palmitato

de cetila.

Tabela 4. Caracterizag8o das formulagdes NLC-LO-BVCsrs e NLC-CAP-BVCsrs e de seus respectivos controles
(sem farmaco), quanto aos didmetros médios (tamanho), indice de polidispersdo (PDI), potencial Zeta,
concentracdo de nanoparticulas (nanoparticulas/mL) e eficiéncia de encapsulagdo (% EE).

Formulagéo Tamanho PDI Potencial ~ Concentragéo de %EE
(nm) Zeta (mV) nanoparticulas
(x10% /mL)

NLC-LO 1954+18 0,138+0,03 -26,8+0,8 3,1+0,2 -
NLC-LO-BVCsrs 2005+24 0,140+0,02 -34,0+0,6 3,8+0,3 89,0+2,3
NLC-CAP 156,0£25 0,123+0,01 -157+0,6 74+04 -
NLC-CAP-BVCsrs 1659+15 0,123+0,05 -370+11 8,8+0,1 555+3,6

A caracterizacdo dos NLC preparados com o lipidio liquido sintético Capryol foi
publicada anteriormente (RODRIGUES DA SILVA et al., 2017) e ndo sera abordada nesta
dissertacéo.

Os NLC preparados com LO (controle, sem farmaco, e com BCVs7s) foram
caracterizados por MET e mostraram morfologia esférica com bordas bem definidas (Figura
7A e B), revelando que o excipiente funcional escolhido foi eficiente na formacdo de
nanoparticulas caracteristicas (arredondadas) e que a adi¢cdo do AL ao sistema ndo alterou sua
morfologia. Além disso, a diminuicdo na intensidade dos picos de transicdo de fase observada
em analises de DSC e a perda do padrdo de difracdo, em analises de DRX, dos constituintes da
nanoformulagédo vs. nanoparticulas revelaram modificacdo estrutural no arranjo lipidico no
interior da NLC, caracterizando perda da cristalinidade / arranjo amorfo da matriz lipidica,
favorecendo a incorporacéo do farmaco na matriz lipidica (GERONIMO et al., 2021). O teste

de liberacdo in vitro, a 37 °C (Figura 7C) mostrou que a BVCs7s em solugdo (BVCsrs livre)
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atingiu liberacdo total (100%) ap6s 4 h de ensaio, enquanto NLC-LO-BVCs7s prolongou o
tempo de liberagdo do farmaco, sendo o equilibrio alcancado apds ~ 24h. Testes de
citotoxicidade in vitro, em células de melanoma humano (SK-MEL-25) e murino (B16-F10)
revelaram diminuic¢do na 1Cso em ambas linhagens tumorais: de 0,28 mM BVCs7s em solucéo
para 0,06 mM com NLC-LO-BVCszs na linhagem SK-MEL-25 e de 0,82 mM (BVCsrs) para
0,16 mM na linhagem B16-F10 (NLC-LO-BVCs7s) (GERONIMO et al., 2021).

(©)
100 - ]
@
'8 .
5 —o BVCsrslivre
=" — NLC-LO-BVCs7s
3
=
m
S
OI T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (horas)

Figura 7. Fotomicrografias em microscopia eletrénica de transmissdo (MET) das formulagGes de NLC-LO (A) e
NLC-LO-BVCs7s (B). Magnificacdo 100.000 x. (C) Curvas de liberagdo in vitro de BVCszs: em solucdo aquosa
(BVCsrs livre) ou incorporada na formulagdo NLC-LO-BVCsrs, a 37 °C e pH 7,4. Adaptado de (GERONIMO et

al., 2021).

Ap0s caracterizacdo fisico-quimica da formulacdo NLC-LO-BVCs7s foram realizados
ensaios de avaliacdo da atividade antitumoral, dos eventuais efeitos toxicos e de parametros

clinicos em animais tratados com a nanoformulacéo e seus controles, a fim de determinar o
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potencial antineoplasico e possiveis efeitos adversos do tratamento proposto para 0 melanoma

cutaneo.
4.2 Inibigéo do crescimento tumoral em modelo in vivo de melanoma

A avaliacdo da eficécia terapéutica das nanoformulagdes: funcionalizada com 6leo
essencial de lavanda contendo BVCs7s (NLC-LO-BVCs7s), seu controle sem farmaco (NLC-
LO), preparada com lipidios sintéticos (NLC-CAP-BVCsys) e seu controle (NLC-CAP) foi
estudada em modelo xenografico, em camundongos da espécie C57BL/6J portadores de
melanoma induzido com linhagem de célula tumoral B16-F10. Em todos 0s grupos, oS
tratamentos foram iniciados quando o volume tumoral atingiu uma faixa de crescimento entre
50 — 100 mm?®. A eficiéncia dos tratamentos levou em consideragdo a diminuicdo do volume
tumoral (VT) nos animais, medido com o auxilio de um paquimetro durante todo o periodo de
tratamento. A Figura 8 mostra os resultados obtidos, relativos & variacdo do crescimento do
tumor durante o periodo de tratamento.
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Figura 8. Avaliacdo do volume tumoral durante o periodo de tratamento. (A) Gréafico da evolugdo do volume
tumoral durante o tratamento dos grupos: Controle positivo = solugdo NaCl 0,9%, Dacarbazina = farmaco de
referéncia, BV Csys livre = solugdo de 0,5% de BVCsgrs livre, NLC-LO = carreadores lipidicos nanoestruturados
com excipiente 6leo de lavanda, NLC-LO-BVCss = carreadores lipidicos nanoestruturados com éleo de lavanda
e bupivacaina a 0,5%, NLC-CAP = carreadores lipidicos nanoestruturados com excipiente sintético e NLC-CAP-
BV Csrs = carreadores lipidicos nanoestruturados com lipidio sintético e bupivacaina a 0,5%. (B) Volume tumoral
dos grupos experimentais no dia 16 (Gltimo tratamento realizado). As setas pretas indicam o inicio (dia 10) e o fim
(dia 16) dos tratamentos. Os dados representam a média £ DP (n = 5). Anélise estatistica Two-way ANOVA com
post hoc Tukey. a, em relagdo ao Controle positivo; b, em relagdo a BVCgrs livre; ¢, em relagdo a NLC-LO; d,
em relacdo a NLC-CAP. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Como mostra a Figura 8, o grupo Controle Positivo apresentou crescimento rapido e
exponencial do tumor (de 103,56 a 838,53 mm?). O tratamento com BV Cszs livre causou baixa

reducdo no crescimento tumoral, quando comparado ao grupo Controle Positivo (16,7% de
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reducdo no VT). Contudo, nos grupos tratados com BVCszs encapsulada nos NLC (NLC-LO-
BVCs7s e NLC-CAP-BVCsrs) houve diminuigéo significativa do volume tumoral (70,1% e
72,4% de reducdo, respectivamente) em relacdo ao Controle Positivo. Este resultado evidencia
o0 papel das nanoformulacGes, cuja liberacdo sustentada faz com que o farmaco permaneca por
mais tempo no local de acdo (WU CHUANG et al., 2022) causando maior efeitos nas células
tumorais. Segundo a literatura a BV Cs7s pode modificar a resposta imune antitumoral, através
da diminuicdo de citocinas pré-inflamatorias, apoptdticas além do efeito anestésico local
(CHAMARAUX-TRAN; PIEGELER, 2017; BEZU et al., 2022; WU CHUANG et al., 2022).
Sobre a nanoencapsulacdo, relatos anteriores demonstram potencializacéo do efeito do farmaco
guando em NLC (TAGNE; KAKUMANU; NICOLOSI, 2008; OVIDI et al., 2020;
GERONIMO et al., 2021). Apesar de a NLC preparada com lipidio sintético (NLC-CAP-
BVCs7s) ter causado maior regressdo do volume tumoral que a NLC-LO-BVCs7s, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre as formulagdes, somente entre o tratamento realizado
com a BVCsrs livre e encapsulada, com ambas as NLC (p < 0,0001). Os controles, NLC-LO e
NLC-CAP, também causaram significativa reducdo do crescimento do tumor em relacdo ao
controle positivo (66,6% e 34,9%, respectivamente, com p < 0,05), demonstrando agéo
citotoxica da formulagdo ou de seus excipientes (KARNIEL; BEITNER, 2000; SUZUKI et al.,
2011; LIU; DILGER; LIN, 2020; SCHWARTZ; BEITNER, 2000; ZHAO et al., 2017,
RAHIMINEJAD et al., 2018).

Outro dado interessante é a comparacdo entre o efeito da diminuicdo do VT entre 0s
grupos tratados com as formulac@es controles (NLC-LO e NLC-CAP) em relacdo as contendo
BVCs7s encapsulada (NLC-LO-BVCss € NLC-CAP-BVCss). Durante o periodo de
tratamento (Figura 8B), ndo houve uma diminuicéo significativa do VT do grupo de animais
tratados com NLC-LO-BVCs7s em relacdo ao tratamento com o controle NLC-LO (reducéo de
10,52%). Todavia, no tratamento realizado com NLC-CAP-BVCs7s em relacdo ao seu controle
NLC-CAP, é possivel verificar uma reducéo significativa de 57,62% do VT (p < 0,01). Este
resultado pode indicar maior potencial citotoxico da formulagdo NLC-sintética quando
comparada a NLC-natural durante o periodo de tratamento.

A dacarbazina, aprovada desde a década de 1970 como tratamento padrdo para
melanoma metastatico, € um antineoplésico alquilante que tem como mecanismo de acao a
formacdo de ligacOes cruzadas de seu grupamento alquila com os filamentos de DNA
impedindo sua replicacdo (EGGERMONT et al., 2004; DOMINGUES et al., 2018;
BOUCHEREAU et al., 2021). Aqui, o tratamento com dacarbazina em animais resultou em

inibicdo de 30,1 % no volume tumoral em relagdo ao Controle positivo. Segundo Biteghe e col.,
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apesar de apresentar respostas tumorais eficientes em aproximadamente 13-20% dos pacientes,
as baixas taxas de resposta terapéutica a dacarbazina se devem a quimiorresisténcia na maior
parte dos casos (BITEGHE et al., 2020). Desta forma, a busca por novas formas de tratamentos,
envolvendo associacfes entre farmacos, terapias e utilizacdo de DDS tem sido estudada,
visando melhora do prognostico do paciente (NAJAR; DUTZ, 2008; TAGNE; KAKUMANU;
NICOLOSI, 2008; ZHANG et al., 2013; HERSH et al., 2015; HAFEEZ; KAZMI, 2017; LIU
etal., 2017; MISHRA et al., 2019; LI; HAN, 2020).

Na comparacdo entre os tratamentos realizados, observou-se maior diferenca
significativa na redugdo do volume tumoral para as formulagdes NLC-LO, NLC-LO-BVCsrs e
NLC-CAP-BVCs7s em relacdo ao controle positivo (inset da Figura 8 — grafico do volume
tumoral no dia 16). Este resultado mostra provavel acdo das nanoparticulas e do ativo
diretamente nas células tumorais, em razdo da maior propor¢do dos nanocarreadores no tecido-
alvo, promovendo aumento da eficiéncia terapéutica (ELOY, 2016).

Outro dado importante foi a avaliacdo do efeito dos tratamentos ap6s sua aplicacdo. Para
isso, os tumores foram avaliados até 7 dias ap6s o término da ultima dose aplicada, como
mostrado na Figura 9. Pode-se perceber que todos os tratamentos com nanoparticulas (NLC-
LO-BVCs7s, NLC-CAP-BVCs7s € NLC-CAP) inibiram o rapido crescimento tumoral exibido
no grupo controle positivo e foram mais eficazes que o tratamento com dacarbazina e BVCs7s

livre no pos-tratamento (Figuras 9 A, C).
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Figura 9. Andlise do volume tumoral do melanoma entre o periodo pds-tratamento (entre o dia do Ultimo
tratamento (Dia 16) e sete dias apés (Dia 22)). (A) Gréficos da evolugéo do crescimento do volume tumoral no dia
22. (B) Analise do volume tumoral durante o periodo de pos-tratamento; diferencas estatisticas entre os dias 16 e
22. (C) Exemplos de tumores representativos de cada grupo de tratamento, excisados ap6s eutanasia (dia 22), em
mesma escala de proporgdo. Os dados representam a média + DP (n = 5). Anélise estatistica por Two-Way
ANOVA com post hoc Tukey. a, em relacdo ao Controle positivo; b, em relagdo a BVCsys livre; ¢, em relacdo a
NLC-LO; d, em relagcdo a NLC-CAP. * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; n.s. = ndo significativo.

Assim, se compararmos 0 VT de cada grupo de tratamento entre o dia 16 e 22 (Figura
9B), houve diferenca estatistica no VT dos grupos controle positivo (sem tratamento, p < 0,001),
dacarbazina (p < 0,05), BVCss livre e NLC-LO (p < 0,001), indicando crescimento tumoral
significativo apos a Ultima sessdo de tratamento aplicada. Em relagdo ao volume tumoral no 16°
dia, os tratamentos com NLC-LO-BVCszs, NLC-CAP-BVCs7s e NLC-CAP mantiveram a
inibicdo do crescimento tumoral em relagdo ao grupo controle positivo, dacarbazina e BVCs7s
livre, indicando melhor efetividade na reducdo do VT pds-tratamento. Esses resultados no
periodo pds-tratamento destacam o efeito citotoxico da BVCszs uma vez que o efeito da
formulacdo NLC-LO-BVCsys foi potencializado em comparacdo a formulagdo controle com
excipiente natural (NLC-LO), que apresentou crescimento tumoral (p < 0,0001) entre os dias
16-22 (Figura 9A). A maior diminuic¢do do VT dos animais tratados com NLC-LO-BVCszs nos

permitem inferir que LO e BVCs7s conferem efeito aditivo ao tratamento tumoral, se
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comparados as formulagdes com os ativos isolados (CARBONE et al., 2019, 2020; PUGLIA et
al., 2019).

A Tabela 5 mostra, em porcentagem, o crescimento tumoral pos-tratamento. Dentre 0s
tratamentos realizados as formulagdes NLC-LO-BVCs7s e NLC-CAP-BVCsrs levaram ao
menor crescimento do tumor, medido no periodo pds-tratamento, com a maior diferenca
estatistica em relacdo ao grupo tratado com o farmaco livre BVCszs (p < 0,0001). Em relagéo a
BVCs7s, estes resultados demonstram que a encapsulagdo nos NLC, por promover uma
liberacdo sustentada (Figura 7C), protege o farmaco encapsulado da degradacao e aumentam o
tempo de permanéncia da BVCs7s no local de agdo, como relatado por outros pesquisadores
(SEVERINO et al., 2012; RODRIGUES DA SILVA et al., 2021). Assim, espera-se que maior
quantidade de BVCsrs seja encontrada na area do tumor apos o tratamento com as formulactes
NLC-LO-BVCs7s e NLC-CAP-BVCsrs, 0 que explicaria o menor crescimento do tumor no dia
22 (102,8% e 41,1%, respectivamente, em comparacgédo ao grupo Controle Positivo) e frente aos
controles dacarbazina e BVCss livre, como mostra a Figura 9C. Ressalta-se que as formulagoes
de NLC contendo BVCszs (natural e sintética) ndo apresentaram diferenga estatistica

significativa entre si.

Tabela 5. Percentual de crescimento do volume tumoral no periodo p6s-tratamento (7 dias ap6s Ultimo tratamento)
dos grupos experimentais, em relacdo ao Controle Positivo.

Grupos de tratamento n % de crescimento tumoral
Controle Positivo 5 195,2%
Solucéo de Dacarbazina 5 148,7%
Solugdo BVCgrs livre 0,5% 5 131,8%
NLC-LO 5 314,1%
NLC-LO-BVCsrs 5 102,8%
NLC-CAP 5 36,8%
NLC-CAP-BVCsrs 5 41,1%

Entre as formulacbes de NLC e seus respectivos controles, sem BVCss, foram
observadas diferencas estatisticas no pés-tratamento, como mostra a Figura 9A, com p < 0,0001
para NLC-LO-BVCs7s em relagdo a NLC-LO (reducdo de 56,17% do VT) e p < 0,05 para NLC-
CAP-BVCs7s em relagdo a NLC-CAP (reducgéo de 56,29% do VT). Essas diferencgas revelam a
melhor atuacdo da formulacdo na diminui¢do do volume tumoral quando BVCs7s se encontra
encapsulada nos NLC.

Nas formulagbes controle, NLC-LO e NLC-CAP, houve um crescimento tumoral de
314,11% e 36,79%, respectivamente, em relacdo ao Controle Positivo, 7 dias apds a Ultima
sessdo de tratamento (p < 0,05). Este resultado indica que as formulagdes sem BV Cs7s também

exercem um efeito direto no tumor. Na formulagao controle composta por lipidio natural (NLC-
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LO), houve diminuicdo do tumor somente durante as sessdes de tratamento (com inibicdo de
66,6% do VT), ou seja, no pos-tratamento as células tumorais restantes cresceram de forma
maior em relacdo ao grupo dos animais do controle positivo. No grupo de animais tratados com
NLC composta por lipidio sintético (NLC-CAP) além da diminuicao tumoral durante as sessoes
de tratamento, no pds-tratamento o crescimento do tumor foi baixo (36% em relac&o ao controle
positivo), valor similar ao encontrado com a formulagdo NLC-CAP-BVCs7s (41,1%). Assim, a
formulacdo NLC-CAP provavelmente é responsavel por este resultado encontrado no pos-
tratamento, uma vez que que BVCsys livre ndo apresentou tal efeito. Provavelmente os lipidios
sintéticos utilizados tém um efeito citotdxico nas células tumorais. Em relacdo ao palmitato de
cetila (lipidio sélido utilizado na formulacéo), estudos na literatura descrevem um efeito toxico
deste excipiente da matriz lipidica das NLC em linhagem celular Balb/c 3T3 (RIDOLFI et al.,
2011) e a influéncia do palmitato de cetila na inducéo de apoptose em células de Schwann, por
via independente de caspase-3 mediada por ceramida (SUZUKI et al., 2011). Em relagdo ao
lipidio liquido, ndo encontramos dados na literatura sobre seu papel citotdxico. A diferenca
entre as formulacgdes e o efeito citotoxico da NLC-CAP é instigante e abre possibilidades de
novos estudos sobre a influéncia dos diferentes lipidios que podem ser usados como excipientes
em NLC e seu efeito citotoxico em células tumorais, em busca dos mais indicados para

encapsulacdo de quimioterapicos.
4.3 Avaliagéo de peso corporal e consumo de ragdo dos animais, durante tratamento

A perda de peso e o estado de caquexia sdo caracteristicas que podem ocorrer em varios
tipos de cancer (AOYAGI et al. 2015). Esta condicdo ocorre devido ao desequilibrio entre a
ingestdo e a necessidade dos nutrientes para manter o estado de sobrevida do paciente,
relacionado a morbimortalidade das neoplasias malignas (FEARON et al. 2006). Os
tratamentos quimioterapicos convencionais podem causar nauseas, vomitos, diarreia, saciedade
precoce, ma-absorcdo e obstipacdo intestinal, afetando negativamente o estado nutricional
(VIGANO; WATANABE; BRUERA, 1994; MARTIN et al., 2013; MUSCARITOLI et al.,
2021). Nesse sentido a analise do peso corporal e ingestdo alimentar sdo fundamentais ao se
propor uma nova forma terapéutica, a fim de avaliar possiveis efeitos adversos ocasionados
pela neoplasia e/ou tratamentos (FEARON et al. 2006; MUSCARITOLI et al., 2021).

No grupo saudavel (Naive), os animais mantiveram o peso entre 19 — 20g, sem reducdo
no consumo de racdo durante o periodo de tratamento. Como esperado, 0s animais do grupo
controle positivo tiveram perda de peso (Figura 10A) enquanto os animais dos grupos tratados

com NLC e dacarbazina mantiveram suas massas corporais entre 18 — 20 g, sem diferencas
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estatisticas significativas em relagdo ao grupo Naive (inset da Figura 10 — grafico do peso dos
animais no dia 22). Observou-se aumento significativo do peso corporal nos animais do grupo
tratado com BV Csvs livre, em relagdo aos outros grupos (p < 0,0001). Contudo, este resultado
se relaciona com a maior massa tumoral observada nestes animais (Figura 9C). Esta condicéo
pode indicar que ha uma menor concentragdo do farmaco no local de agdo, devido ao
microambiente tumoral apresentar uma densidade vascular irregular, que limita a penetracéo
do ativo (PIGATTO et al., 2016) resultando em maior VT.

Para entender melhor a possivel influéncia do peso do tumor na variagdo do peso total
dos animais tratados, na Figura 10C comparamos o peso dos animais entre 0s grupos no dia 22,
apos a retirada do tumor. Os resultados mostram diminuigdo significativa da massa corporal
dos grupos Controle positivo (p< 0,0001), dacarbazina e NLC-LO (p< 0,01) em relacdo ao
grupo Naive, em que o crescimento tumoral foi > 140% (Tabela 5). Curiosamente, para o
tratamento com BVCss livre (crescimento do VT > 100) ndo houve diminuicdo significativa
da massa corporal dos animais do grupo apés excisdo do tumor. Esta condi¢cdo também se
verifica nos animais dos grupos de tratamento contendo BV Cszs em sua composicao (NLC-LO-
BVCs7s e NLC-CAP-BVCsys), além de ndo se observar diminuicdo da apeténcia alimentar
desses grupos, conforme mostrado na Figura 11. Este achado possivelmente reforca a atuagéo
do AL no melhor progndstico da neoplasia, devido efeitos causados diretamente nas células
tumorais e/ou imunorregulacdo pela diminuicdo de citocinas pré-inflamatérias (MULLER;
ZIEGLER; PIEGELER, 2021; BEZU et al., 2022; WU CHUANG et al., 2022).
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Figura 10. Analise do peso dos animais durante o periodo de experimento. (A) Peso médio por animal
monitorado por 22 dias (1 vez por semana) durante todo o periodo de tratamento dos animais. (B) Peso médio por
animal no dia 22. (C) Peso corporal dos animais apos retirada do tumor (dia 22). Analise estatistica por One-Way
ANOVA com post-hoc Tukey. a, em relagéo ao grupo Naive; b, em relagdo ao Controle positivo; ¢, em relacéo a
dacarbazina; d, em relagdo a BVCgys livre. ** p < 0,01; **** p < 0,0001.

O consumo médio de racdo também foi acompanhado durante o tratamento (Figura 11),
a fim de analisar a inapeténcia alimentar. Durante o periodo de 22 dias de experimento
observamos diferencas significativas em relagdo ao grupo Naive (p < 0,0001), com reducdo no
consumo de racdo pelos animais no periodo pds-tratamento (entre as semanas 3 e 4) nos grupos
Controle positivo, dacarbazina e NLC-LO, que explica também a perda de massa corporal
desses grupos (Figura 10C). Devido ao rapido crescimento tumoral no pds-tratamento nos
grupos tratados com dacarbazina e NLC-LO, é possivel que efeitos adversos relacionados a
saciedade precoce ou @ ma absorcao dos nutrientes da alimentagdo possam justificar a perda de
peso. Nos demais grupos, ndo houve diminuicdo significativa no consumo de ragdo pelos

animais.
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Figura 11. Avaliacdo do consumo médio de racdo dos animais durante todo o periodo de tratamento. Consumo
médio de ragdo por animal monitorado por 22 dias (1 vez por semana) durante experimento. Andlise estatistica
por ANOVA com post hoc Tukey (****p < 0,0001).

A Figura 11 mostra ainda que, na fase inicial dos tratamentos (até a semana 2) 0s animais
mantinham seu consumo na faixa de 16 — 20 g, com alguns grupos consumindo maior
quantidade de racdo em relacéo ao grupo Naive (NLC-LO-BVCs7s (21,32 g), NLC-CAP (21,04
g) e NLC-CAP-BVCsrs (22,34 g)). Ao final do tratamento (semana 3) notou-se um decaimento
no consumo médio da racdo em todos 0s grupos tratados com excecao do grupo NLC-LO. Na
semana 4, observa-se uma diminui¢do do consumo de ragdo em todos 0s grupos, inclusive o
grupo NLC-LO que teve o menor consumo (9,32 g) em relacdo ao grupo Naive, provavelmente

relacionado ao crescimento massivo do volume tumoral, como mostrado na Tabela 5.

4.4 Avaliagéo do perfil bioquimico

A andlise do fenotipo bioquimico dos animais na clinica possibilita a compreensédo do
mecanismo de muitas doengas, como também a exploracao e avaliacdo de novas possibilidades
de tratamentos. As caracteristicas dos animais como idade, género, linhagem e espécie,
protocolos experimentais submetidos, entre outros fatores, podem influenciar nos valores finais
dos resultados dos parametros bioquimicos (ZHOU, HANSSON, 2004). A Figura 12, mostra
os resultados do perfil bioquimico (dosagens de ALT, AST, CK-MB, ferro e ureia) dos animais,

avaliado ap6s os tratamentos. E importante ressaltar que no grupo NLC-CAP ndo foram
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realizadas as analises bioquimicas, pois ndo foi possivel realizar a pun¢édo cardiaca do animal
sobrevivente (verificar item 4.5 Sobrevida).
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Figura 12. Variacéo nos pardmetros bioquimicos (niveis séricos de AST, ALT, CK-MB, ferro e ureia) dos animais,
apos tratamentos. (A) ALT; (B) AST; (C) CK-MB; (D) Ferro; (E) Ureia. Os dados representam a média = DP (n
=5). Anélise estatistica One-way ANOVA com post hoc Tukey. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.

A enzima aspartato aminotransferase ou transaminase glutamico-oxalacética (AST ou
TGO), catalisa a transferéncia, reversivel, do grupo amina entre glutamato e aspartato. A
alanina aminotransferase ou Transaminase glutamico-piravica (ALT ou TGP) que catalisa a
conversdo, reversivel, de alanina e a-cetoglutarato em piruvato e glutamato (YADAV et al.,
2022). Ambas possuem grande importancia no metabolismo de aminoacidos, atividade no Ciclo
de Krebs, gliconeogénese, sistema de langadeiras, entre outras. Maior atividade enzimatica das
mesmas é observada em tecidos como coragédo, figado, musculo esquelético, rim e cérebro
(NDREPEPA, 2021; YADAV et al., 2022). Entre os marcadores de lesdo hepatica, ALT e AST
sdo 0s mais utilizados no diagnéstico clinico (MCGILL, 2016; YADAV et al., 2022). Na Figura

12A e B nota-se que somente o0 grupo NLC-LO apresentou niveis séricos de ALT e AST
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maiores que os demais, apresentando diferenca significativa em relagédo ao Naive somente no
nivel séricos de AST (p < 0,001). Contudo, a andlise histopatoldgica revelou hepatdcitos com
caracteristicas normais, sem presenca de infiltrado inflamatério (como sera discutido no item
4.6 Analise Histopatologica). Dessa forma, 0 aumento observado nas concentragdes séricas de
ALT e AST se demonstraram clinicamente irrelevantes.

A isoforma da creatina quinase MB (CK-MB) é um dos biomarcadores cardiacos que
desempenham papel fundamental para diagnostico de dano cardiaco e, como recentemente
relatado, para malignidades como neoplasias (CHANG et al., 2015; KIM; HASHIM, 2016). Na
Figura 12C observamos diferenca estatistica nos grupos dacarbazina, BVCszs livre e NLC-LO
(p< 0,05) em relacdo ao grupo Naive, indicando cardiotoxicidade nesses tratamentos. J& nos
grupos contendo BVCs7s encapsulada (NLC-LO-BVCs7s e NLC-CAP-BVCsys) 0s niveis de
CK-MB foram menores e comparaveis aos do grupo Naive, indicando que a liberacdo
sustentada diminui a cardiotoxicidade, em relacdo ao farmaco livre (GROBAN et al., 2001). A
cardiotoxicidade dos anestésicos locais do tipo amino-amida de acdo prolongada
(principalmente BVC, AL mais utilizado em anestesia cirurgica) € muito relatada na préatica
clinica (HEAVNER, 2002; MULROY, 2002; BOURNE; WRIGHT; ROYSE, 2010). E, apesar
da sintese quimica estereoseletiva de moléculas com menor perfil de toxicidade como BV Css,
estudos ainda revelam toxicidade cardiaca (GROBAN et al., 2001; CASATI; PUTZU, 2005;
ZINK; GRAF, 2008).

Outra correlacdo importante € a associag¢ao entre 0 aumento dos niveis séricos de AST
com o dano cardiaco (NDREPEPA, 2021). Na Figura 12B observa-se maior atividade de AST
no soro nos animais tratados com dacarbazina e NLC-LO, em concordancia com maior
atividade de CK-MB no plasma (Fig. 12C). Em relacéo aos animais tratados com dacarbazina,
os resultados corroboram relatos na literatura sobre a cardiotoxicidade provocada por
quimioterapicos antineoplasicos (BINAGHI et al., 2017; LEWIS et al., 2020). Quanto a
formulacdo controle NLC-LO, n&o encontramos dados na literatura em relagdo a
cardiotoxicidade de LO. Contudo, ndo se encontrou alteragcdes macroscopicas e diferenca
estatistica em relacdo ao grupo Naive no peso do coragdo dos animais excisados ap0s eutanasia
deste grupo (Figura 15E).

Os niveis séricos de ferro no organismo estdo relacionados com diversos processos
bioldgicos, ja que este metal participa de processos fisiologicos como o transporte de oxigénio,
a respiragdo celular e a sintese de DNA, bem como da geracao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que pode causar lesdo tecidual por danos ao DNA, proteinas, peroxidacao lipidica e
morte celular (YAO et al., 2021; ROWINSKA et al., 2022). A Figura 12D mostra que nao
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houve variacdo significativa nos niveis séricos de ferro dos animais entre os grupos de
tratamento em relagéo ao Naive.

A ureia, formada no figado como principal produto nitrogenado do metabolismo de
proteinas € filtrada no glomérulo renal, sendo assim amplamente utilizada para monitorar a
funcdo renal (MATSUE et al., 2017). Elevagdes em seus niveis séricos podem ser indicativos
da reducéo da taxa de filtracdo glomerular devido sobrecarga renal, nefrotoxicidade ou fatores
extrarrenais como dano cardiaco (BAUM etal., 1975; KAZORY, 2010; MATSUE et al., 2017).
Na Figura 12E, apesar das diferencas estatisticas encontradas entre os grupos Controle positivo
(p< 0,01) e BVCss livre (p< 0,05) em relacdo ao Naive, a analise histopatoldgica ndo revelou
presenca de alteragbes morfologicas nas células renais (verificar item 4.6 Andlise
Histopatoldgica).

De maneira geral, as analises bioguimicas ndo apontaram grandes altera¢cdes induzidas
pelos tratamentos, a ndo ser pela BVCsrs livre (Que aumentou os marcadores CK-MB e ureia)
e a dacarbazina (que aumentou a atividade da CK-MB). O efeito da NLC-LO aumentando AST
ndo foi significativo, uma vez que: i) ndo foi observado com NLC-LO-BVCszs, ii) ndo foi
acompanhado por aumento de ALT e iii) ndo foi corroborado pela andlise histologica (que nédo
detectou les@o hepatica). Assim, estas analises ndo revelaram altera¢cdes metabdlicas relevantes,
mas evidenciaram que as nanoformulacdes otimizadas desenvolvidas (NLC-LO-BVCsrs e
NLC-CAP-BVCss) apresentaram niveis semelhantes aos animais do grupo Naive em todos 0s
parametros analisados: ALT, AST, CK-MB e ureia.

4.5 Sobrevida

O registro de ocorréncias de 6bito (analise de sobrevida) foi acompanhado durante todo
0 tratamento. A sobrevida dos animais foi determinada como o tempo (em dias) decorrido entre
a inoculacédo da linhagem da célula tumoral (B16-F10) para inducdo de melanoma e o 6bito do
animal. Na Figura 13A pode-se comparar a sobrevida cumulativa dos animais dos grupos

experimentais em funcdo do tempo de experimento.
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Figura 13. Analise da sobrevida dos animais em relagdo ao tempo decorrido da inducdo do melanoma até 7 dias
apos o término dos tratamentos. (A) Nos grupos Naive; BVCsrs livre e NLC-LO-BVCsrs a taxa de sobrevida foi
de 100%; no grupo NLC-CAP-BVCs;s foi de 80% (1 animal morreu); nos grupos Dacarbazina e NLC-LO 40% (3
animais morreram) e no grupo Controle positivo e NLC-CAP foi de 20% (4 animais morreram) (n = 5). (B)
Porcentagem de sobrevida entre os grupos de tratamentos, revelando sobrevida maior para animais dos grupos que
receberam BVCsrs (livre ou encapsulada).
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Como esperado, a taxa de sobrevida do grupo Naive foi de 100 % até o dia da eutanasia
(7 dias apos a finaliza¢do dos tratamentos). Os grupos BVCszs livre, NLC-LO-BVCs7s e NLC-
CAP-BVCs7;s também mostraram taxas de sobrevida altas (100%, 100% e 80%,
respectivamente) até a eutandsia dos animais. Apesar do grupo BVCszs livre apresentar
elevacdes nos niveis séricos de CK-MB e ureia (0 que poderia indicar possivel dano no tecido
cardiaco dos animais — Figura 12C,E), sem diminuicéo significativa do VT, a maior taxa de
sobrevida (Figura 13) pode indicar atuacdo benéfica do anestésico, ndo diretamente nas células
tumorais, mas na resposta imune antitumoral, com diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias
que limitam a proliferacdo de células cancerigenas, promovendo a melhora na sobrevida global,
como indicado na literatura (KANG; ZHAO; WANG, 2016; ZHOU et al., 2020; MULLER;
ZIEGLER; PIEGELER, 2021; BEZU et al., 2022; WU CHUANG et al., 2022). Nos grupos de
NLC contendo BVCs7s, ndo houve elevacdo nos niveis séricos dos marcadores bioquimicos
hepaticos (AST, ALT), cardiaco e renal (CK-MB e ureia), e 0s mesmos induziram significativa
diminuigdo do VT (79,48% para NLC-LO-BVCsrs e 86,82% para NLC-CAP-BVCsrs),
demonstrando assim que a encapsula¢éo da BVCszs em NLC diminuiu sua toxicidade sistémica
in vivo, como relatado por outros autores (SEVERINO et al., 2012; RODRIGUES DA SILVA
et al., 2021). A liberagdo sustentada da BVCs7s pelos NLC faz com que a mesma permaneca
por mais tempo no tumor, resultando em menor crescimento tumoral no pés-tratamento (Figura
9B) e contribuindo para a maior taxa de sobrevida observada nos animais desses grupos. Em
resumo, esses resultados demonstraram aumento da taxa de sobrevida dos animais em todos 0s
grupos de tratamento que tinham BVCs7s em sua composi¢do (NLC-LO-BVCs7s e NLC-CAP-
BVCsrs), conforme demonstrado na Figura 13B.

Os grupos Dacarbazina e NLC-LO tiveram taxa de sobrevida de 40%. Nos animais
tratados com dacarbazina os niveis sérios de CK-MB elevados ja indicam possivel
cardiotoxicidade provocada pelo quimioterapico, de acordo com a literatura (BINAGHI et al.,
2017; LEWIS et al., 2020). J& no grupo de animais tratados com NLC-LO notamos que, apesar
da inibic&o significativa do volume tumoral durante o tratamento (66,63%), no pds-tratamento
houve o maior crescimento do tumor (314,11%), com maior perda de massa corporal e
diminuicdo do consumo de racgao devido este acelerado crescimento do tumor.

Os grupos Controle positivo e NLC-CAP apresentaram os piores resultados, com apenas
20% da taxa de sobrevida. Em relacéo ao Controle positivo o crescimento tumoral pode ter sido
a principal causa do 6bito dos animais, bem como a diminui¢do da massa corporal e do consumo
de ragdo. No grupo NLC-CAP, apesar da significativa diminui¢do do volume tumoral (65,85%),

apos autopsia, a analise macroscopica verificou que o animal apresentava esplenomegalia (baco



54

~ 48 mm de comprimento em contraste com ~20 mm de comprimento do bago de camundongo
adulto jovem (Figura 14A) (PARKINSON et al. 2011), comprovando a toxicidade dos

excipientes constituintes da formulacdo NLC-CAP.
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Figura 14. Baco de animais excisados ap0s eutanasia. (A) Baco de animal saudavel (20 mm de comprimento). (B)
Bago ap6s autopsia do animal pertencente ao grupo NLC-CAP, apresentando esplenomegalia (48 mm de
comprimento).

A Figura 15 mostra o peso dos 6rgaos (pulméo, figado, bago, rim, coracdo) e do tumor,
excisados pos-eutandsia, para avaliar possiveis alteracbes anatomopatoldgicas. Ndo houve
variacdo significativa no peso dos érgdos analisados, talvez pela grande variabilidade dos
valores entre individuos (observar amplitude dos desvios-padréo). Somente o peso do tumor foi
significativamente menor quando a BVCss livre foi encapsulada nos NLC (NLC-LO-BVCszs
e NLC-CAP-BVCsrs vs. BVCsys) corroborando os resultados de VT (Tabela 5).
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Figura 15. Andlise do peso dos 6rgdos dos animais ap6s tratamentos realizados. (A) Pulméo; (B) Figado; (C)
Baco; (D) Rim; (E) Coracéo; (F) Tumor. Analise estatistica One-way ANOVA plus Tukey—Kramer post hoc. **

p < 0,01.

4.6 Andlise Histopatoldgica

O implante intradérmico de células tumorais B16-F10 em camundongos C57BL/6J é

um modelo utilizado para estudos pré-clinicos, pois produz tumores de crescimento agressivo,

perfil invasivo e metastatico, dada a evolucéo vertiginosa do tumor (NAKAMURA et al., 2002;

CONCEA, 2019). Assim, a analise de laminas histopatologicas é de extrema relevancia para

melhor perspectiva diagndstica, detecgéo e classificacdo do cancer e de seus efeitos em tecidos
(GURCAN et al., 2009; BELSARE; MUSHRIF, 2012). Os resultados histopatolégicos sao

mostrados na Figura 16.
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Figura 16. Sec6es histopatoldgicas de camundongos fémeas adultas da linhagem C57BL/6J (Mus musculus). Inducdo do tumor melanoma nos camundongos por implante
intradérmico de células B16-F10 (melanoma murino) (exceto grupo Naive). Anélise da regido do tumor, baco, figado, pulméo e rins dos grupos de animais controles (sem e
com tumor), Solugdo de Dacarbazina, Solugdo BV Csrs livre, NLC-LO, NLC-LO-BVCsrs, NLC-CAP e NLC-CAP-BVCsrs. (H&E, 10 x ou 20 x).
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Para avaliacdo do grau de invasdo do tumor na epiderme do animal foi empregada a
classificacdo de Clark, em que: I) o cancer esta restrito & epiderme; 1) ha invaséo da derme
papilar; I11) o tumor preenche toda a derme papilar sem invadir a derme reticular; 1V) ha invasao
de derme reticular e V) hé invasdo da hipoderme (CLARK et al., 1969; SCOLYER; LONG,;
THOMPSON, 2011; DE MOURA et al., 2021).

O prognostico a terapia do melanoma esté relacionado com a profundidade/ espessura da
invasdo de células tumorais na epiderme (SCOLYER; LONG; THOMPSON, 2011; TAS;
ERTURK, 2016). Com isso, os critérios histoldgicos considerados como resposta ao tratamento
das formulagdes desenvolvidas foram principalmente: necrose (causada por apoptose das
células tumorais, em consequéncia a terapia utilizada) (VERMA et al., 2013), reducdo do
tamanho da regido neopléasica (CARLSSON; GULLBERG; HAFSTROM, 1983), presenca de
infiltrado inflamatdrio (infiltracdo leucocitaria devido a resposta imunologica ao tumor ou de
origem tumoral em resposta a terapia) (VAKKILA; LOTZE, 2004; LADSTEIN et al., 2012) e
fibroplasia estromal (surgimento de fibrose tecidual / tecido cicatricial na diferenciagdo de
células epiteliais, limitando a invasao de células tumorais) (RUITER et al., 2002; CHANDLER
etal., 2019).

4.6.1 Orgaos

As analises histoldgicas do figado revelaram hepatdcitos com caracteristicas normais
(células poliédricas com citoplasma eosinéfilo bem distribuido), veias centro lobulares
delimitadas e sem presenca de infiltrado inflamatdério em todos os grupos de tratamento
avaliados (Naive, Controle positivo, Dacarbazina, BVCszs livre, NLC-LO, NLC-LO-BVCsss,
NLC-CAP e NLC-CAP-BVCsys).

Em todos os animais dos grupos de tratamento avaliados, 0s rins apresentaram aspectos
histoldgicos dentro dos parametros de normalidade: estruturas glomerulares com tamanho,
celularidade, espessura dos capilares e largura do espaco de Bowman usuais, sem evidéncias
de anormalidades ou alteracGes patologicas.

Em todos os animais analisados, 0 baco apresentou caracteristicas histoldgicas
consideradas normais. Na polpa branca, foi observada a presenca de centros germinativos
formados por lencdis de linfocitos, enquanto na polpa vermelha, células imunes e capilares
sanguineos se intercalavam em extensos lencois. Nao foram encontradas evidéncias de

anormalidades ou alteragdes patologicas neste tecido.
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A avaliacdo pulmonar revelou que os grupos Naive, controle positivo, NLC-LO, NLC-
CAP e NLC-CAP-BVCsys apresentaram aspectos histolégicos normais, com parénquima
pulmonar e vias respiratorias bem definidos, ocasional presenca de macrofagos pulmonares e
presenca de infiltrado inflamatdrio leve e fibrose. No grupo Naive ainda foi possivel notar a
presenca de &reas de hialinizagdo. O grupo BVCs7s apresentou areas focais de hemorragia,
associadas a um infiltrado inflamatorio leve. J4 o grupo NLC-LO-BVCs7s e Dacarbazina
apresentaram focos de infiltrado inflamatério moderado a severo, que pode indicar uma
resposta imunologica ao tumor em resposta ao tratamento utilizado (VAKKILA; LOTZE, 2004;

LADSTEIN et al., 2012), porém as demais estruturas estavam dentro da normalidade.

4.6.2 Tumores

O grupo Naive ndo apresentava tumor representando, dessa forma, a pele normal. Nele,
(Figura 16 topo, a esquerda) foi possivel notar a presenca de camadas (epiderme, derme e
hipoderme) bem delimitadas, com presenca de foliculos pilosos, pelos com melanina, glandulas
sebéceas e tecido adiposo com caracteristicas usuais. Os melandcitos, localizados na camada
basal, exibiam citoplasma claro e nucleo centralizado ou periférico, com baixa producdo de
melanina.

Nos grupos Controle Positivo e Dacarbazina, as células tumorais se organizaram em
lencois, areas sélidas ou alveolares, com ocasionais granulos de melanina em seu citoplasma.
Observou-se também regides com células fusiformes pouco diferenciadas. Contudo, no grupo
Controle Positivo, apesar de ndo ter sido detectada presenca de metastases nos 0Orgaos
analisados (apesar de a literatura descrever a observacdo de metastases devido ao crescimento
agressivo e perfil invasivo do modelo de inducdo de melanoma utilizado - NAKAMURA et al.,
2002; DE MOURA et al., 2021) o tumor exibiu grande agressividade, com extensas areas de
necrose e invasdo do tecido muscular e adiposo subjacente, apresentando classificacdo de Clark
V. No grupo tratado com dacarbazina, foi possivel observar areas com infarto, hemorragia,
edema e presenca de linfonodos ndo acometidos pelo melanoma, com células claras focais
(aspecto normal), apresentando nivel de Clark 1V.

O grupo BVCss livre, observou-se proliferacdo de células cancerosas poliédricas ou
epitelioides melanodticas, dispostas em um padrdo de crescimento solido, com areas focais de
células indiferenciadas amelandticas. O tecido adjacente apresentou &reas de congestdo

vascular, hemorragia, presenca de infiltrado inflamatorio e fibrina. Neste grupo, o tumor dos
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animais apresentou areas de necrose maiores em comparagdo aos demais grupos, com nivel de
Clark 1V.

Em relacdo aos grupos tratados com as formulagdes controle (sem BVCsys), verificou-
se que: no grupo NLC-LO, o tumor infiltrou-se no tecido profundo, atingindo a derme e a
hipoderme (classificacdo de Clark nivel V), apresentando células poligonais, fusiformes e
epitelioides hipermelanéticas, dispostas em um padrdo sélido ou alveolar. O tecido subjacente
apresentou edema, enquanto areas de necrose intratumorais também foram notadas nesse grupo.
No grupo NLC-CAP, houve proliferacdo de celulas malignas poliédricas ou epitelioides,
dispostas em um padrdo de crescimento solido, com areas focais de necrose. O tumor
apresentou distribuicdo de melanina no citoplasma de algumas células, porém ndo se notou
invasdo na hipoderme (nivel de Clark V).

Quanto aos animais tratados com as nanoformulagdes contendo BVCs7s: 0 grupo NLC-
LO-BVCsys apresentou nivel de Clark 1V, com células malignas que se dispuseram em um
padrdo solido, com areas de células fusiformes indiferenciadas, mas ndo se verificou
rompimento da camada do epitélio. Notou-se também presenca de areas de necrose
intratumoral, com focos de células melanociticas e infiltrado inflamatorio moderado. O grupo
NLC-CAP-BVCs7s apresentou maior quantidade de areas de indiferenciacdo com células
fusiformes, tumor com crescimento sélido, necrose intratumoral, ulceracdo e invasdo da

hipoderme, com nivel de Clark V.

4.7 Avaliacédo terapéutica global

Diante dos tratamentos realizados, considerando as analises realizadas - atividade
antitumoral (inibicdo do VT), avaliacdo de alteracbes bioquimicas e histopatolégicas e
possiveis efeitos adversos - na avaliacdo terapéutica global foi possivel concluir que os
tratamentos realizados com NLC-LO-BVCs7s e NLC-CAP-BVCsrs, apesar de demonstrarem
nivel de Clark IV e V, respectivamente (ndo promovendo inibi¢do das células de melanoma),
apresentaram os melhores efeitos terapéuticos no prognostico dos animais: sem perda de peso
ou redugdo no consumo de racdo, sem alteracBes bioquimicas e histopatoldgicas nos 6rgaos
analisados e com sobrevida de 100 % (NLC-LO-BVCs7s) e 80 % (NLC-CAP-BVCss),
conforme mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Avaliacdo geral terapéutica dos tratamentos realizados para melanoma cutaneo.

Reducéo no Alteracdes O/ Tl % Nivel de
Formulagdes Perda de consumo de Bioquimicas % Inibigdo % Sobrevida
peso x VT Clark
racéo
Naive NAO NAO NAO NAO 100 NC
Controle positivo SIM SIM NAO - 20 \Y
Solugéo de Dacarbazina SIM SIM SIM 41 40 v
Solugéo de BVCsys livre NAO NAO SIM 21 100 \
NLC-LO SIM SIM NAO 53 40 \Y
NLC-LO-BVCsrs NAO NAO NAO 79 100 \V}
NLC-CAP NAO NAO - 69 20 v
NLC-CAP-BVCss NAO NAO NAO 87 80 Vv

Nota: NC = ndo consta.

4.8 Estudo farmacocinético (microdialise local — tumoral)

Os tumores sélidos tém uma densidade vascular irregular e regides de hipdxia e acidez.
O microambiente tumoral possui caracteristicas heterogénicas que limitam a penetracdo de
ativos, em relacdo aos tecidos normais (PIGATTO et al., 2016). Diante disso, a microdialise
tem sido intensamente empregada para estudos farmacocinéticos em modelos de xenoenxertos
tumorais e em pacientes com tumores acessiveis, no intuito de avaliar a disposi¢do tecidual em
diferentes tumores sélidos como melanoma, neuroblastoma e outros (PIGATTO et al., 2014).
No modelo xenogréfico de indugdo tumoral de melanoma, os dados obtidos mostraram maior
regressdo do VT nos animais tratados com NLC-LO-BVCs7s e NLC-CAP-BVCs7s em relagdo
a BVCsrs livre (Figura 9, Tabela 5). Dessa forma, para avaliar a farmacocinética intratumoral
da BVCsrs (livre e encapsulada nos NLC), utilizou-se a técnica da microdiélise, que permite a
quantificacdo do farmaco ao longo do tempo (Figura 17) no fluido do espaco intersticial de
praticamente qualquer tecido através de uma membrana semipermeavel, perfundida em solucao
isosmotica no tecido em analise (PIGATTO et al., 2016; MONTERRUBIO et al., 2017).
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O procedimento foi realizado conforme mostra a Figura 17 (A, B): ap6s o volume
tumoral atingir entre 200 — 400 mm3, a sonda foi inserida e esperou-se estabilizacdo de uma
hora para aplicacéo da formulagéo (BVCsrs livre, NLC-LO-BVCs7s ou NLC-CAP-BVCsys) e
em intervalos de 30 minutos realizou-se a coleta do dialisado para quantificacdo da BVCs7s nos
grupos de tratamento. Os resultados da concentracdo de BVCszs no tecido tumoral em fungao
do tempo de coleta das amostras sdo mostrados na Figura 17 C.

A Insercdodasonda Aplicagio da formulagio c 1000
no tumor (centro do tumor)

Vol

I Horas O 1 2 3 4 5 6 >

Linha do tempo \ J V
experimental 1

100+

Coleta do dialisado
(intervalos de 30 minutos) Final da coleta
EUTANASIA

-
o
|

-
|

Log |BVCsys| pgimL

e
-
I

Concentragao BVCgy5 tumoral

0.014 * BVCgys livre
—— NLC-LO-BVCgzs
-#- NLC-CAP-BVCgys

0.001 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Horas

Figura 17. Estudo farmacocinético em tecido tumoral. (A) Linha do tempo experimental; (B) Procedimento de
microdidlise tumoral para quantificacdo de BVCszs no fluido do espaco intersticial do tumor em camundongos
C57BL/6J. (C) Concentracdo local de BVCsrs em escala logaritmica em funcéo do tempo no tecido tumoral. Os
dados representam a média + DP (n = 5). Analise estatistica por ANOVA com post hoc Tukey ("p< 0,001).

E possivel observar que a concentracio de BVCsss intratumoral no grupo tratado
BV Css livre € menor desde o inicio da coleta, em comparagdo com 0s grupos tratados com as
NLC contendo BVCs7s (p < 0,0001) e possui um decaimento de concentragcdo mais acentuado
em fungéo do tempo. Desta forma, a BVCs7s encapsulada (NLC-LO-BVCszs (%EE = 89%) e
NLC-CAP-BVCs7s (YEE = 55%)) sofre liberacdo sustentada, com consequente aumento no
tempo de permanéncia e melhor performance farmacodinadmica no local de acdo (Figura 9). A
Tabela 7 mostra os pardmetros farmacocinéticos calculados a partir dos resultados de
concentracdo de BVCs7s no tumor, demonstrando a influéncia da encapsulacdo do farmaco nos
NLC.
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Tabela 7. Parametros farmacocinéticos calculados a partir da concentracdo de BVCS75 no tecido tumoral (n = 5).

Parametros BVCss livre NLC-LO-BVCsrs NLC-CAP-BVCsrs
ke (min) 0,014 + 0,004 0,003 + 0,002 ™ 0,003 + 0,002 ™
ty2 (min) 54,2 +16,5 461,2 + 3834 303,1 +165,7
ASC (pg.min/mL) 5254 + 2758 135862 + 67121 ™ 21624 + 9589
Co (ug/mL) 213,0+£119,0 0,0+0,0™ 0,0+£0,0™

Nota: Analise estatistica One-way ANOVA com post-hoc Tukey. ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001;
em relacdo a BV Csrs livre. ke = constante de eliminagdo; ti, = tempo de meia vida; ASC = area sob a curva; Co
= concentracéo inicial.

A constante de eliminagdo (ke) da BVCsss no tecido (0,014 min? quando n&o
encapsulada) foi cerca de 4x maior que a medida nas formulacdes NLC-LO-BVCs7s e NLC-
CAP-BVCsrs (0,003 mint), com diferenca estatistica significativa (p<0,0001) em relagdo a
BVCsrs livre. Outros dados analisados demonstraram a liberagdo prolongada da BVCs7s no
tecido tumoral: o tempo de meia vida da BVCsys e a &rea sob a curva. O tempo de meia vida,
apesar de ndo ter revelado diferenca significativa entre os grupos devido ao grande desvio
padrdo nos dados, foi de ~ 1 h para BVCsrs livre, aumentando para 5-6 h quando nos NLC.
Coerentemente, a ASC foi maior nos grupos tratados com NLC-LO-BVCss (135862, p <
0,001) e NLC-CAP-BVCs7s (21624), em relacdo a BVCsys livre (5254) comprovando a maior
concentra¢do de BVCsys, por maior tempo, nos grupos tratados com as nanoformulacdes de
BV Cs7s, como evidenciado pelos outros pardmetros analisados.

Ao final do experimento (ap6s a eutanasia) a concentracdo do BV Cszs no tumor foi cerca
de 4x maior nos animais tratados com NLC-LO-BVCszs e NLC-CAP-BVCs7s do que nos
tratados com farmaco livre (p < 0,05), como mostra a Figura 18 A. Além disso, para determinar
a presenca das nanoparticulas no tecido tumoral, as formulacdes de NLC foram marcadas com
rodamina, aplicadas no tumor e apds eutandsia do animal foram analisadas as laminas
histoldgicas do tecido tumoral em microscopio invertido (Leica DMI6000) equipado com
iluminacdo para epi-fluorescéncia e uma camera digital para captura de imagens. Os resultados
da Figura 18 (C, D) mostram rodamina no tecido tumoral, sendo um indicativo da presenca de

nanoparticulas.
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Concentracao BVCgy;
apds eutanasia

100+

80—

prg BVC/g de tumor

Figura 18. Influéncia dos NLC na concentragdo residual de BVCsrs apds eutandsia no tecido tumoral. (A)
Concentracdo de BVCsss ap6s eutanasia dos animais dos grupos analisados. Imagens de microscopia de
fluorescéncia das nanoformulagdes, Controle (BVCsys livre) (B); NLC-LO-BVCsrs (C) e NLC-CAP-BVCsrs (D),
marcados com rodamina.

Esses dados corroboraram os resultados de inibicdo do crescimento tumoral em que o
tratamento com BV Cs7s encapsulada nos NLC resultou em diminuicdo significativa do volume
tumoral (79,4% e 86,8% de redugdo com NLC-LO-BVCsis e NLC-CAP-BVCsrs,
respectivamente) (Figura 9) e menor crescimento tumoral no pos-tratamento, em relagdo aos
demais grupos tratados (Tabela 5), indicando provavel efeito direto, da BVCszs, nas células de
melanoma. Esses resultados sugerem a possivel utilizacdo destas nanoformulagdes anestésicas
em procedimentos cirdrgicos de excisdo tumoral, tendo em vista a acdo do anestésico na
resposta imune antitumoral, com capacidade de diminuir a inflamacao resultante da cirurgia
oncolégica, com efeito positivo no progndstico da neoplasia, promovendo efeitos citotoxicos
diretamente nas células tumorais e melhora na sobrevida global dos individuos, como

observado nos resultados aqui relatados.
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5. CONCLUSOES

As formas de tratamento para melhor progndstico em pacientes com melanoma cutaneo
tém sido alvo de intensa pesquisa, haja visto a baixa resposta a quimioterapia convencional,
efeitos adversos que interferem na qualidade de vida dos individuos e alta possibilidade de
recidiva deste tipo de cancer, apos excisdo cirurgica do tumor. Neste cenario, a nanotecnologia
juntamente com emprego de novas terapias medicamentosas para regressdo tumoral e aumento
na sobrevida dos pacientes aparecem como abordagens promissoras. Neste trabalho utilizamos
DDS nanoparticulados, especificamente os carreadores lipidicos nanoestruturados preparados
com excipiente funcional (LO), para encapsular o anestésico local BVCszs a fim de aumentar
sua janela terapéutica, diminuir seus efeitos adversos e potencializar seu efeito antitumoral,
objetivando futura aplicacdo em cirurgia de remoc¢do do tumor, em que o estimulo a resposta
imune antitumoral através da diminuicdo de citocinas pré-inflamatdrias, apoptéticas e efeito
anestésico local pudessem criar uma alternativa terapéutica para o tratamento do melanoma.

Na avaliacdo da eficacia terapéutica das nanoformulages e farmacos controle (BVCsrs
e dacarbazina), o tratamento com BVCszs encapsulada nos NLC resultou em maior regressao
do volume tumoral do que a forma livre durante o periodo de tratamento (79 % (NLC-LO-
BVCss), 87 % (NLC-CAP-BVCs7s) e 21 % BVCsrs livre)) e menores taxas de crescimento
tumoral no pos-tratamento (102,8% (NLC-LO-BVCsrs), 41,1% (NLC-CAP-BVCsrs) e 131,8%
(BVCsrs livre). Assim, a liberagdo sustentada do ativo aumentou o tempo de permanéncia da
BVCszs no local de agdo, promovendo maior regressao tumoral e menor toxicidade sistémica —
dados os elevados niveis de CK-MB e ureia no grupo de animais que sofreram tratamento com
BVCss livre. Apesar da baixa inibicdo do VT no grupo tratado com BVCsrs livre, 0 aumento
da sobrevida nos grupos de animais tratados com BVCss (livre ou encapsulada), a auséncia de
disfuncGes metabolicas (parametros bioguimicos) ou alteracdes histopatolégicas nos 6rgaos
analisados, demonstram que o efeito citotoxico da BV Csys foi causado diretamente nas células
tumorais. Em relacdo ao tratamento com dacarbazina, apesar de promover significativa
diminuicdo do VT (41%) em relacdo ao grupo Controle positivo, notou-se presenca de
alteracdes bioquimicas (elevados niveis de CK-MB), além da diminuicdo do peso corporal e
inapeténcia alimentar que podem ter sido fatores que contribuiram para diminuicdo da taxa de
sobrevida dos animais deste grupo.

Por fim, a analise farmacocinética confirmou que os NLC proporcionaram, através de
uma liberagdo prolongada, niveis efetivos de BVCszs por mais tempo no tecido tumoral,

melhorando a atividade farmacologica (inibi¢cdo do volume do tumor) em relacdo ao farmaco
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livre. Contudo, dentre estas formulagGes contendo BVCszs, a composta por excipiente natural
(NLC-LO-BVCsrs), por possuir taxa sobrevida de 100% dos animais e apresentar um efeito
aditivo entre LO e BVC no pdés-tratamento, destaca o efeito citotoxico desta formulacdo ao
tratamento tumoral.

Estes resultados indicam uma acéo adjuvante, de potencial uso clinico para a terapia do
melanoma cutaneo, mediante a acdo das formulacdes de NLC contendo BVCs7s, com efeitos

terapéuticos significativos no prognostico de sobrevida global dos individuos.
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CERTIFICADD

Lerbficamos guae 3 proposta inbtulada 08

melancma murine utllizando microdidlice. registrada com o n® §980-1/2022, sob a responsabilidade de Prof, Dr, Enelda de
Paula ¢ Gabrigla Geronlimo, Gustave H R da Silva, que envolve a producdo, manutencdo ou ublizacsa o animaes periencenies

23 file Chordafa, subflo Yerfebrato (eeceto o homem| para fins de pesquisa clientifica {ou ensingg, enconkra-se de acordo com os
preceitcs da LEI W™ 11.784, DE B DE OUTWBRD DE 2008, gue estabedecs procecimientas para o uso dentifco de animais, do
DECRETO N® 6299, DE 15 DE JULHD DE 2008, ¢ com 24 normas ediadas pelo Conselha Macional de Condrale da
Exprimentacdo Anlmal (CONCEA], tendo sldo aprovada pela Comilsslo de Etica no Uso de Andmals da Unbrersidade

Estadual de Campinas - CEUASUNICAME &m reunida de 'I?EEEE

Finalidade: [ } Ensing | X ) Pesguiza Clentifica
Vigémcla do projeto: 01,03/2022 a1 22022
Vigdncl da autorizacdo para mandpulacio amimal 1702080228 a a2
Espische f linhagem, ragac Camundongo sogénico ¢ CSTELG)
M. de andmais: 14

Idiaed 2y Psn: b.00 Semanas /2000 Gramas
Sanoc 1l hesmizas

Espische [/ linhagem, raga Camundongo sogénico § C5TBLG)
M. de andmais: 1]

lokaed 2y P B.00 Semanas 2000 Gramas
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Espische [/ linhagem, raga Camundongo sogénico § C5TBLG)
M. de andmais: 1]
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SEWo: 1{l Rlmias
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SEMo: 1{l Rlmias

Espicia [ linhagemy racac Lamiundang isogenico ¢ (507 BL)
MO, di andmais: 5]

ldade Pasa: b Semanas £ 2000 Gramas
SEMo: 1{l Rlmias

Espiscie [/ linhagemy ragac Camundangd isogénico f C5TELA)
MO, di andmais: 5]

Idkaed ey Pesn: b.00 Semanas /2000 Gramas
LMo 14l REmieas

Espische / linhagem, raga Camundongo isogénico ¢ C5TRLEG)
Ma. de andmaids: ']

ldaed @y Pesn: B.00 Semanas /2000 Gramas
Saos 1 REmizas

Espische [/ linhagem, ragac Camundongo isogénico ¢ C5TRLEG)
Ma. de andmaids: ']

ldaed @y Pesn: B.00 Semanas /2000 Gramas
Saos 1 REmizas
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DECLARACAO DE DIREITOS AUTORAIS

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
Avaliacdo farmacocinética e farmacodindmica do tratamento de melanoma murino
utilizando carreadores lipidicos nanoestruturados preparados com éleo de lavanda
e contendo bupivacaina S75:R25, ndo infringem os dispositivos da Lei n.” 9.610/98,
nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 19 de julho de 2023.

Assinatura - Qm@ viela Q( toniimo

Nome do(a) autor(a): Gabriela Geronimo
RG n.” 47.033.470-8

|
Assinatura : M wj{ i

Nome do(a) orientado%f Eneida'de Paula
RG n.° 15.121.559-5
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Apresentacdes em Workshop / Congressos

SBEBqg & SEBEf

51" Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology

46" Congress of the Brazilian Biophysical Society / LAFEBS

Aguas de Lindéia, Sdo Paulo
September 5" to 8" ,2022

W iidl
@M’/{ vectle
We hereby certlfyfthat the abstract entitled

MULTIVARIATE ANALYSIS OF PROCESS VARIABLES IN THE PREPARATION OF NANOSTRUCTURED
LIPID CARRIERS

by authors: GERONIMO, G., RODRIGUES DA SILVA, G.H., BREITKREITZ, M.C., CARVALHO, F.V.,
MENDONCA, T.C., DE PAULA, E.

was presented during the 51th Annual Meeting of the Brazilian Society of Biochemistry and Molecular
Biology (SBBq) co-organized with the 46th Congress of the Brazilian Society of Biophysics (SBBf) /
LAFESB, from September 5-8 in the Convention Center of the Majestic Hotel in Aguas de Lindéia, SP.

i 9]

President of SBBq President of SBBf
Leda Quercia Vieira Rosangela Itri

= CERTIEICADC) ==

Certificamos que o trabalho intitulado "Avaliagdo in vivo do efeito antitumoral
de bupivacaina S75:R25 encapsulada em carreadores lipidicos
nanoestruturados funcionalizados em melanoma" foi apresentado na
modalidade de comunicagao oral durante o II Congresso Brasileiro de
Nanomedicina, realizado nos dias 22 e 23 de setembro de 2022, no Instituto
Presbiteriano Mackenzie, Sao Paulo - SP.

Apresentadora: Gabriela Geronimo

Co-autores: Gustavo Henrique Rodrigues da Silva, Ludmilla David de Moura, Talita Cesarim
Mendonga, Fabiola Vieira de Carvalho e Eneida de Paula.

Brasilia, 03 de outubro de 2022
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45" Annual SBBF Meeti . ;
6’ IUPAB 5" Annual SBBF Meeting 50" Annual SBBq Meeting
20" IUPAB Congress 13" Annual SBBN Congress

Certificate

NANOSTRUCTURED LIPID CARRIERS PREPARED WITH OLIVE OIL SHOWS

ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY, AS SEEN IN ZEBRAFISH ACUTE
INFLAMMATORY MODEL
A\
w by authors: GABRIELA GERONIMO, GUSTAVO HENRIQUE RODRIGUES DA

SILVA, LUDMILLA DAVID DE MOURA FABIOLA VIEIRA DE CARVALHO,
TALITA CESARIM MENDONGA, JUAN PABLO GARCIA-LOPEZ, CARMEN
GLORIA FEIJOO, ENEIDA DE PAULA

was presented during the 20" International Union for Pure and Applied Biophysics
(IUPAB), 50" Annual Meetlng of the Brazman Society for Biochemistry and
Molecular BIO|09y (SBBq), 45™ Congress of 50" Brazilian Society of Biophysics
(SBBf) and 13™ Brazilian Somet¥1 on Nuclear Biosciences Congress (SBBN),
virtually, Brazil, on October 4" to 8", 2021.
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Participacdo em Cursos

CertlflC ado ==

———— DE PARTICIPACAO ————

Certificamos que

GABRIELA GERONIMO

Participou da Escola de Sintese e Caracterizacdo de Sistemas Biolégicos e Nanoestruturados,
realizado virtualmente, pela Sociedade Brasileira de Biofisica (SBBf) no
dias 15, 16, 18 e 19 de margo de 2021, totalizando 12h/aulas.

Fanic o

LUCIANA MAGALHAES LEANDRO R S BARBOSA
COORDENADORA GERAL - UFMA DIRETOR CIENTIFICO - S88f
Cédigo do Certificado: 902386AF28C1ABB6186290 - Verifique 1M WWW. com

UNICAMP

Un1ver51dade Estadual de Campinas

A Escola de Extensdo da Universidade Estadual de Campinas certifica que

Gabriela Geronimo
brasileira, natural do Estado de Sdo Paulo, nascida a 05 de Maio de 1995, RG: 47033470-8-SP, concluu o Curso de Extensdo em

Planejamento e Otimizac¢do Experimental Aplicados ao Desenvolvimento
Farmacéutico

ministrado pelo Instituto de Quimica, no periodo de 03/05/2021 a 12/06/2021, com carga horaria de 32 horas aula, tendo obtido o
conceito de aproveitamento: 10,00.

Cidade Universitaria "Zeferino Vaz", 26 de Julho de 2021.

& otey -f/déf/

Femandy Ewerardy de Souza Eduardo Galembeck
Diretor Académico Diretor da Escola de Extensdo
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Comissao de Etica no Uso de Animais CEUA/UNICAMP

Certificamos que GABRIELA GERONIMO concluiu o curso online Legislacao e
procedimentos para utilizacao de animais de laboratério, oferecido pelo Instituto de
Biologia da UNICAMP e pela Comissao de Etica no Uso de Animais de Laboratério -
CEUA/UNICAMP.

Este certificado tem validade de 02 (dois) anos a partir da data de emissao.

Campinas, 21 dezembro 2020.

- /

Prof. Dr. Wagner José Favaro
Professor Assistente Doutor
Presidente da CEUA/UNICAMP
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