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RESUMO 

Dos tumores malignos registrados no Brasil, o câncer de pele é o mais frequente e corresponde 

a cerca de 30% dos casos. O melanoma é a forma mais agressiva de câncer de pele dado seu 

alto potencial metastático, alta mortalidade (80%) e resistência à terapêutica com agentes 

quimioterápicos. Diante disso, novas abordagens para o tratamento de melanoma têm sido alvo 

de pesquisas. A utilização de anestésicos locais (AL) após excisão cirúrgica do tumor para 

redução de focos metastáticos e risco de recorrência já é praticada na clínica. Estudos recentes 

demonstram efeitos citotóxicos da bupivacaína (BVC), AL potente e de efeito prolongado (4 

h), em células tumorais como alterações na bioenergética celular, indução de vias de sinalização 

apoptóticas e necróticas dose dependente, além de auxílio na resposta imune antitumoral. Os 

carreadores lipídicos nanoestruturados (NLC) são sistemas de entrega de fármacos (Drug-

Delivery Systems) preparados a partir de uma mistura de lipídios sólidos e líquidos, mais 

surfactante. Esses lipídios podem agir como excipientes funcionais conferindo propriedades 

farmacêuticas adicionais aos NLC. Neste trabalho, utilizamos como lipídio funcional o óleo 

essencial de lavanda, cuja atividade antineoplásica poderia adjuvar a da BVC. O objetivo desta 

dissertação de mestrado foi o de avaliar o efeito antineoplásico em modelo xenográfico de 

melanoma induzido com células B16-F10 (melanoma murino) e a farmacocinética in situ 

(sondas de microdiálise inseridas no tumor) de uma formulação de BVC com excesso 

enantiomérico levógiro (BVCS75 / Novabupi®) encapsulada em NLC preparados com óleo 

essencial de lavanda (NLC-LO-BVCS75). Os experimentos demonstraram que a formulação 

inibiu significativamente o crescimento tumoral (em 79%), bem mais que a solução de BVCS75 

livre (21%) ou o fármaco de referência dacarbazina (41%). Análises bioquímica e morfológica 

não revelaram alterações do tecido hepático ou renal; tampouco a atividade da CK-MB sérica 

dos animais tratados com a nanoformulação se alterou.  Os dados de farmacocinética revelaram 

uma liberação prolongada da BVCS75 no tecido tumoral, com diminuição (ca. 4 x) da constante 

de eliminação, aumento da concentração do BVCS75 no tumor e do tempo de meia-vida do 

fármaco, pela nanoformulação. Assim, verificou-se que a encapsulação de BVCS75 em NLC 

diminuiu a cardiotoxicidade in vivo e que o AL permanece mais tempo no local de ação, 

resultando no menor crescimento tumoral com taxa de sobrevida de 100% dos animais. Dessa 

forma, a formulação NLC-LO-BVCS75 é promissora, podendo ser administrada em cirurgias de 

excisão do tumor, por seu efeito direto sobre as células neoplásicas e também de anestésico 

local, como uma nova abordagem terapêutica para o tratamento do melanoma cutâneo. 

 

Palavras-chave: Melanoma cutâneo, bupivacaína, carreadores lipídicos nanoestruturados, óleo 

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 (BVCS75 / Novabupi®) encapsulated in NLC 

prepared with lavender essential oil (NLC-LO-BVCS75). The experiments showed that the 

formulation significantly inhibited tumor growth (by 79%), far more than the free BVCS75 

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 BVCS75 in the tumor tissue, with a decrease (ca. 4x) in the elimination 

constant, an increase in the concentration of BVCS75 in the tumor and in the half-life of the 

drug, by the nanoformulation. Thus, it is tolerated that the encapsulation of BVCS75 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-

BVCS75 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. INTRODUÇÃO 

1.1 Melanoma 

 

Dos tumores malignos registrados no Brasil, o câncer de pele é o mais frequente, 

correspondendo cerca de 30% dos casos (INCA, 2022). O melanoma cutâneo, malignidade dos 

melanócitos, representa cerca de 3% das neoplasias malignas é a forma mais agressiva de câncer 

de pele, com mortalidade de 80% (AHMED et al., 2020; LI; HAN, 2020) e evolução para 

metástase cerebral em 75% dos pacientes. O melanoma cutâneo ocupa a 15ª posição entre os 

cânceres mais comuns no mundo e sua incidência depende do fenótipo da pele e do grau de 

exposição aos raios UV. Assim, é considerado um grande problema de saúde pública 

(LEONARDI et al., 2018; MISHRA et al., 2018; SCHADENDORF et al., 2018; BARONE et 

al., 2019; AHMED et al., 2020; INCA, 2022; BROWN et al., 2021). Além disso, o número de 

novos casos de melanoma tem aumentado ao redor do mundo, com maior ocorrência em 

indivíduos com 70–80 anos, devido à maior exposição à irradiação, associada a fatores 

desencadeantes como número de nevos, sensibilidade solar, imunossupressão e histórico 

familiar (COSTA, 2008; GARBE, LEITER, 2009; LEONARDI et al., 2018). Apesar de sua 

incidência ser menor entre indivíduos com menos de 40 anos de idade (20%) o melanoma é um 

dos cânceres 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 número de mortes causadas por melanoma 

aumentará em cerca de 74% até 2040 (VANELLA et al., 2021). A American Cancer Society 

estima que nos EUA em 2023 serão 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 irão a óbito 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2023). Em países tropicais como o Brasil, acrescenta-se o 

problema da grande exposição aos raios UV, o que nos coloca como população de alto risco ao 

melanoma (BROWN et al., 2021).  

O melanoma cutâneo é caracterizado por ser um câncer melanocítico, 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 

áreas 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 indivíduos brancos e tem maior ocorrência em mulheres idosas, 

asiáticas, ocorrendo em pele glaba (sem folículos pilosos) e adjacente aos dedos. O melanoma 
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lentigo maligno está relacionado à maior exposição aos raios solares em áreas mais expostas de 

indivíduos com idade avançada, e corresponde a 4-15% dos melanomas cutâneos (COSTA, 

2008). Já o melanoma extensivo superficial é o tipo mais comum (70% dos casos), caracterizado 

por lesões de fácil acesso e localizadas na parte externa do estrato córneo (área mais exposta à 

radiação solar) sendo, por isso, susceptível a maior variedade de terapias (COSTA, 2008; 

OGLESBY et al., 2019; REBECCA et al., 2020).  

Figura 1. Exemplos clínicos 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 detecção 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 estágio da doença, 

podendo envolver cirurgia, imunoterapia, quimioterapia e terapia fotodinâmica (DOMINGUES 

et al., 2018). Apesar da remoção cirúrgica do tumor primário ser um componente essencial para 

o tratamento, a imunossupressão do indivíduo no período perioperatório predispõe fatores que 

estimulam a recorrência do câncer como lesões pró-tumorigênicas, reação inflamatória, 

angiogênese e o desenvolvimento de metástases (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 resistência das células de 

melanoma à terapia medicamentosa (SOENGAS; LOWE, 2003; MISHRA et al., 2018; 

REBECCA et al., 2020).  

O quimioterápico padrão para tratamento de melanoma é a dacarbazina, um agente 

alquilante capaz de reagir diretamente com o material genético das células de melanoma 

(transferência de grupamento alquila a cadeia do DNA), prejudicando seu processo de 

replicação celular, resultando em retardo ou inibição do crescimento do tumor (HAFEEZ; 

KAZMI, 2017). Apesar de sua baixa efetividade (15%) não há outro agente ou combinação de 

agentes antitumorais capaz de melhorar o prognóstico dos pacientes (DOMINGUES et al., 

2018; BITEGHE et al., 2020). Outras possíveis alternativas para o tratamento de melanoma são 
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a administração de quimioterápico no local do tumor, ou terapia alvo (SNYDER; 

GREENBERG, 2010; OGLESBY et al., 2019) e a terapia fotodinâmica (BALDEA et al., 2018) 

ambas capazes de diminuir a atividade metastática. Contudo, existe um campo aberto para o 

desenvolvimento de pesquisas que buscam otimizar o tratamento e prognóstico desta neoplasia 

maligna. 

1.2 Bupivacaína 

A bupivacaína (BVC), introduzida no mercado em 1963, é o anestésico local (AL) mais 

utilizado para anestesia cirúrgica - como no trabalho de parto ou em procedimentos em que é 

necessário 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 é uma mistura racêmica, 

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 síntese química estereoseletiva de uma mistura 

enantiomérica contendo 75 % do isômero S (-) e 25 % do isômero R (+), a BVCS75 ou 

NovaBupi® (comercializada no Brasil pela Cristália Ind. Quím. Farm. Ltda), com melhor perfil 

anestésico e margem de segurança que a mistura racêmica comercial (ARAÚJO et al., 2005; 

SOUZA et al., 2019). 

 

Consolidados para analgesia em procedimentos clínicos e cirúrgicos, na diminuição da 

dor aguda e inflamação (BEZU; KEPP; KROEMER, 2022) os AL começaram a atrair atenção 

de pesquisadores pelo impacto da anestesia contra células tumorais, como na redução do risco 

de recorrência do tumor (SEKANDARZAD et al., 2016; CHAMARAUX-TRAN; PIEGELER, 

2017; DAN et al., 2018; ZHANG; XIE; LU, 2021). Estudos revelam que, após excisão cirúrgica 

do tumor, ocorre a disseminação de células cancerígenas devido a depressão do sistema imune 

(essencialmente da função das células Natural Killer), contribuindo para o estabelecimento de 

Figura 2. Estruturas químicas dos estereoisômeros da bupivacaína: A) dextrogira, R (+); B) Levogira, S (+). 
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focos metastáticos (SEKANDARZAD et al., 2016; MULLER; ZIEGLER; PIEGELER, 2021). 

Assim, a atuação dos AL na resposta imune antitumoral melhora o prognóstico da neoplasia em 

razão da prevenção de estresse neuroendócrino (diminuição de citocinas pró-inflamatórias), 

capacidade de diminuir a inflamação resultante da cirurgia oncológica (promovendo efeitos 

citotóxicos causados diretamente nas células tumorais) e melhora na sobrevida global de 

indivíduos (BEZU et al., 2022; WU CHUANG et al., 2022). 

Outros estudos pré-clínicos mostraram que os AL do tipo amino-amidas (como a BVC) 

possuem atividade antiproliferativa, antimetastática e pró-apoptótica em diversos tipos de 

células 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 cálcio, sua ação na bomba 

Ca2+-ATPase impactaria o influxo de cálcio citossólico, estressando o retículo endoplasmático 

e promovendo supressão na tradução de proteínas. Esses AL também alterariam a 

polimerização de filamentos de actina em células tumorais, interrompendo o ciclo celular e 

remodelação do citoesqueleto, promovendo uma atividade indireta no bloqueio da migração de 

células cancerígenas (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 concentrações superiores a 8 mM 

(dose usada para infiltração anestésica local), causou a morte de quase todas as linhagens de 

células tumorais testadas, inclusive de melanoma. Outras recentes publicações com ensaios in 

vitro indicam atuação da BVC na inibição da progressão tumoral em câncer de células não 

pequenas de pulmão, gástrico e sarcoma (JU et al., 2020; ZUCKERMAN et al., 2020; GU et 

al., 2021), através da atuação do AL na via da fosforilação Akt/mTOR, resultando na indução 

autofágica das células cancerosas, diminuição da glicólise aeróbica e aumento da expressão de 

caspase-3, desencadeando alteração da morfologia celular e apoptose das células cancerosas. 

Em células de melanoma B16-F10 murinas, verificou-se que a BVC afetou sua sobrevivência, 

causando alterações no citoesqueleto e na via glicolítica, com depleção de ATP (KARNIEL; 

BEITNER, 2000; SCHWARTZ; BEITNER, 2000). Contudo, é importante ressaltar a 

necessidade de investigação em ensaios in vivo, pois as observações in vitro podem não ser 

reprodutíveis, no organismo como um todo. 

Diante das vantagens do uso de AL no período pré-operatório para reduzir a metástase 

e a taxa de recorrência do câncer (VAHABI; EATEMADI, 2017; YANG et al., 2017; LIU et 

al., 2020), o uso da BVC como um tratamento adjuvante, incluindo mudanças em sua posologia 

e protocolo de aplicação, necessita ser mais bem estudado. Assim, uma abordagem capaz de 
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estender o tempo de ação e a atividade farmacológica da BVC sem aumentar sua toxicidade 

sistêmica poderia ser útil para seu reposicionamento, no tratamento do melanoma. Além disso, 

a literatura carece de estudos in vivo, com modelos animais com câncer e tratados com AL, que 

demonstrem o efeito desses fármacos em conter o desenvolvimento de metástases e a regressão 

tumoral (LIU; DILGER; LIN, 2020). 

1.3 Carreadores Lipídicos Nanoestruturados 
 

Estratégias nanoterapêuticas, como os sistemas de liberação de fármacos (DDS, do 

inglês Drug Delivery Systems), tem sido cada vez mais utilizadas para resolver as limitações de 

agentes antineoplásicos, visto que podem ser usados para modular a biodistribuição e promover 

uma maior concentração do ativo no tecido-alvo, melhorando o equilíbrio entre eficácia e 

toxicidade (CHO et al., 2018). 

Dentre os DDS, constituídos por lipídios, as emulsões e os lipossomas são os mais 

conhecidos. Porém, no começo dos anos 1990, foram descritas as nanopartículas lipídicas 

sólidas (SLN) (PARDEIKE; HOMMOSS; MÜLLER, 2009). Diferentemente das emulsões, 

constituídas por um lipídio líquido na temperatura ambiente e estabilizadas por surfactante, as 

SLN contém um lipídio que é sólido na temperatura ambiente ou corporal (KECK; SPECHT; 

BRÜSSLER, 2021). Embora sejam de fácil preparo e baixo custo, algumas limitações das SLN 

ficaram evidentes, tais como a expulsão do fármaco durante o armazenamento e a limitada 

eficiência de encapsulação, dependente da solubilidade do ativo no lipídio sólido (FREITAS; 

MÜ, 1998). Neste contexto e já no final da década de 90, foi desenvolvida uma segunda geração 

de nanopartículas lipídicas, os carreadores lipídicos nanoestruturados (NLC), partículas cujo 

interior é formado por uma mistura de lipídios sólido e líquido, também estabilizadas por 

surfactante. O lipídio líquido aumenta a solubilidade dos ativos no interior lipídico dos NLC, 

favorecendo a encapsulação e impedindo a expulsão do fármaco durante armazenamento, 

devido a redução da cristalinidade da matriz (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002; SALVI; 

PAWAR, 2019; GARG et al., 2022; IZZA et al., 2022). Em recente revisão, nosso grupo de 

pesquisa demonstrou que os NLC são poderosos DDS para melhorar a biodisponibilidade, 

direcionamento e eficácia dos antineoplásicos, ao mesmo tempo em que diminuem seu efeito 

tóxico sistêmico, no tratamento de diferentes tipos de câncer (RODRIGUES DA SILVA et al., 

2021). Dependendo da metodologia empregada no preparo e da composição da matriz lipídica, 

há diferentes tipos de NLC, como resumido na Tabela 1.  
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Tabela 1. Principais tipos de NLC, classificados de acordo com características de sua matriz lipídica (Adaptado 

DE SALVI, PAWAR, 2019).  

Tipos de NLC Características 

NLC Tipo I ou Imperfeito 
A substituição de uma fração de lipídio sólido por lipídio líquido causa a 

formação de matriz cristalina imperfeita. Este fenômeno promove mais 

espaço para acomodação do medicamento no interior da partícula e 

permite maior carga de fármaco.  

NLC Tipo II ou Amorfo A utilização de lipídios sólidos que permanecem polimorfos após a 

solidificação e armazenamento, juntamente com os lipídios líquidos 

favorecem a formação de um núcleo amorfo. Isto é vantajoso em relação 

aos NLC de tipo I, uma vez que não ocorre cristalização do lipídio sólido 

e o fármaco permanece incorporado na matriz amorfa.  

NLC Tipo III ou Múltiplo Este tipo de NLC óleo-em-sólido ou gordura-em-água pode ser 

desenvolvido pela técnica de separação de fases espontânea. Quando o 

fármaco mostra maior solubilidade em óleo, esta abordagem pode ser 

utilizada na formulação de NLC a fim de melhorar a estabilidade e a 

capacidade de carga do fármaco. Minúsculas gotículas de óleo são 

dispersas uniformemente na matriz lipídica sólida e este sistema é disperso 

no meio aquoso. 

 

Normalmente, as nanopartículas variam seu tamanho entre 150 – 300 nm, visto que em 

maiores ou menores proporções são propensas a serem menos estáveis devido floculação das 

partículas ou apresentarem maior toxicidade em razão a elevada concentração de surfactante, 

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

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

tempo e energia) assim como sua biocompatibilidade e estabilidade coloidal são 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 característica interessante dos NLC é a possibilidade de utilizar excipientes 

funcionais em sua composição, como manteigas e óleos vegetais, que agregam ao DDS suas 

propriedades farmacêuticas intrínsecas (CARBONE et al., 2019; GERONIMO et al., 2021; 

RODRIGUES DA SILVA et al., 2020).  
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1.4 Óleo essencial de lavanda como excipiente funcional das NLC 

 

Os excipientes funcionais caracterizam-se por, além de exercer sua função na 

organização das formulações farmacêuticas, agregarem propriedades farmacológicas 

desejáveis às mesmas. Os óleos vegetais, por exemplo, têm sido largamente utilizados como 

promotores de absorção, mas também como antimicrobianos, anti-inflamatórios, 

antineoplásicos e analgésicos (SHINDE et al., 2011). Carbone e col. demonstraram que a 

encapsulação de óleos essenciais em formulações de uso tópico potencializou o efeito 

terapêutico (antifúngico, cicatrizante) de fármacos, no tratamento de patologias dérmicas 

(CARBONE et al., 2019, 2020). 

Derivados do metabolismo secundário de plantas aromáticas, os óleos essenciais são 

uma mistura de compostos lipofílicos e componentes altamente voláteis, de baixo peso 

molecular, extraídos através do processo de arraste a vapor e solventes (BAKKALI et al., 2008; 

SHANKAR; KARUPPAYIL, 2014; DHIFI et al., 2016). Eles são constituídos, 

majoritariamente, por terpenos e terpenoides que conferem aos óleos essenciais as 

características específicas de odor e atividades biológicas (antioxidante, antiinflamatórias 

antimicrobiana, anticancerígena, etc.) que são de grande interesse para a indústria farmacêutica 

(BAKKALI et al., 2008; TUREK; STINTZING, 2013; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; DHIFI 

et al., 2016).  

Estudos publicados sobre o uso de óleos essenciais no tratamento de câncer 

(ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015; CHEUNG et al., 2020; DI MARTILE et al., 2020) 

mostraram sua aplicabilidade como terapia combinada ao antineoplásico, ou na redução dos 

efeitos adversos causados por este. O óleo essencial de lavanda (LO), escolhido aqui como 

excipiente funcional para compor a matriz lipídica dos NLC, contém como principais ativos 

monoterpenos como linalol, acetato de linalil, eucaliptol, geraniol, terpinen-4-ol e acetato de 

lavandulila, que lhe conferem propriedades sedativas, antidepressivas, antimicrobianas, 

antifúngicas e antiinflamatórias (BIAŁÓN et al., 2019). De acordo com o certificado de análise 

química (verificar ANEXO 1) expedido pelo fabricante existem mais de 15 constituintes no 

LO, com porcentagem majoritária para o linalol (27,7 %) e acetato de linalila (28,6 %). 

Além disso, há na literatura vários relatos da atividade citotóxica/antiproliferativa do 

LO contra células tumorais (PRUSINOWSKA; ŚMIGIELSKI, 2014; ZHAO et al., 2017; 

JUSTUS et al., 2019; OVIDI et al., 2020). Zhao e col. atribuíram a atividade antineoplásica de 

LO aos compostos linanol e acetato de lilanila, que foram capazes de inibir a proliferação 

celular in vivo e in vitro e induzir apoptose em células PC-3 e DU145, de câncer de próstata 
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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 linfoblástica (CCRF 

CEM). O efeito citotóxico do LO foi potencializado quando formulado como uma nanoemulsão 

(OVIDI et al., 2020). Peng e col. observaram que o acetato de linalila pode inibir a 

melanogênese das células de melanoma por meio do estresse oxidativo, diminuindo a atividade 

da tirosina quinase através da regulação das vias de sinalização JNK e ERK (PENG et al., 2014). 

Contudo, mais estudos in vivo são necessários para retratar a atividade/potencial antitumoral do 

LO em células de melanoma. 

Assim, nesta dissertação, realizamos a encapsulação da BVCS75 em NLC contendo 

como excipiente funcional o óleo essencial de lavanda. Nosso objetivo foi a avaliação in vivo 

desse DDS, otimizado por planejamento experimental (DoE) e que combina as propriedades 

intrínsecas do LO (anti-inflamatórias, antissépticas, analgésicas e antineoplásicas) com as da 

BVCS75, visando melhorar a eficiência terapêutica no tratamento do melanoma. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 
 

Analisar o potencial antineoplásico de uma formulação otimizada de bupivacaína em 

excesso enantiomérico (BVCS75) a 0,5%, encapsulada em NLC preparados com óleo essencial 

de lavanda (NLC-LO-BVCS75), comparativamente ao quimioterápico clássico para tratamento 

de melanoma cutâneo, a dacarbazina, e também a NLC preparados com excipientes sintéticos 

(sem LO). 

2.2 Objetivos específicos  
 

• Reproduzir a formulação desenvolvida durante a iniciação científica da mestranda 

(NLC-LO-BVCS75) e verificar se parâmetros de estabilidade físico-química se 

mantinham. 

• Avaliar a atividade antitumoral in vivo da NLC-LO-BVCS75 (por via intratumoral) em 

modelo de melanoma induzido em camundongos da linhagem Mus musculus 

(C57BL/6J), e compará-la com a do tratamento com NLC preparada com lipídios 

sintéticos e contendo BVCS75 (NLC-CAP-BVCS75). 

• Comparar o efeito do tratamento in vivo utilizando a formulação NLC-LO-BVCS75 com 

o de uma formulação de NLC com lipídios sintéticos e contendo BVCS75, a fim de 

avaliar possível efeito potencializador ou sinérgico do óleo de lavanda ao da BVCS75.  

• Comparar o efeito dos tratamentos in vivo com formulação NLC-LO-BVCS75 e com o 

fármaco comercial de escolha para tratamento do melanoma (dacarbazina), utilizando a 

mesma via de administração, a fim de verificar efeitos de tratamento in loco-regional.  

• Avaliar no modelo in vivo, parâmetros clínicos, bioquímicos (dosagem de AST, ALT, 

CK-MB e ureia) e histopatológicos (alterações morfopatológicas), em decorrência à 

terapêutica aplicada, a fim de determinar o potencial antineoplásico e possíveis efeitos 

adversos do tratamento com NLC-LO-BVCS75. 

• Avaliar a farmacocinética da bupivacaína aplicada na formulação NLC-LO-BVCS75, em 

comparação com o fármaco livre (BVCS75) e (NLC-CAP-BVCS75), através da técnica 

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

3.1 MATERIAIS 

 

3.1.1 Reagentes 

• Acetato de uranila (Sigma Aldrich, EUA) 

• Azul de tripano (Sigma Aldrich, EUA) 

• Bupivacaína (Cristália Ind. Farm. Ltda, Brasil) 

• Capryol 90 (Gattefossé SAS, França) 

• Cera de Abelha Branca (Império das Essências, Brasil) 

• Cloridrato de Cetamina (Syntec Tecnologia Ltda, Brasil) 

• Dacarbazina (Blau Ind. Farm. S/A, Brasil) 

• Eosina (Lafan Química Fina, Brasil) 

• Estreptomicina (Sigma Aldrich, EUA) 

• Etanol (Labsynth Ltda, Brasil) 

• Formol (Sigma-Aldrich, EUA) 

• Hematoxilina de Harris (Lafan Química Fina, Brasil) 

• Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Nutricell, Brasil) 

• Metanol grau HPLC (Merck Millipore, Alemanha) 

• Óleo essencial de Lavanda (Terra Flor Aromoterapia, Alto Paraíso de Goiás, Brasil) 

Composição 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 

• Analgesímetro (Ugo Basile, Itália) 

• Autoclave (Stermax, Brasil) 

• AU5800 Series Clinical Chemistry Analyzers (Beckman Coulter) 

• Balança analítica digital (AND HM-202, EUA) 

• Balança analítica digital (OHAUS®220) 

• Banho de ultrassom (Thornton T14, Brasil) 

• Banho maria (Nova Ética, Brasil) 

• Centrífuga de tubos Falcon (Quimis, Brasil) 

• Chapa magnética (Fisatom, Brasil) 

• Contador de células automático (Invitrogen, Termo Fisher Scientific, EUA) 

• Cromatógrafo líquido de alta eficiência (Varian® ProStar, EUA). 

• Estufa (Shel Lab – incubadora de CO2, EUA) 

• Fluxo Laminar (Trox® Technik, Brasil) 

• Infusor PHD22/2000 (Harvard Apparatus, EUA) 

• Medidor de pH (Modelo 300M, Analyser Instrumentação Analítica, Brasil) 

• Microscópio óptico Leica (Leica Microsystems, Suíça) 

• Microscópio invertido (Leica DMI6000) 

• Nanosight NS300 (Malvern Panalytical, Reino Unido) 

• Paquímetro digital milimetrado (200MM Pd 200 Vonder®) 

• 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 MÉTODOS 

 

3.2.1 Preparo dos NLC 

As formulações de NLC foram preparadas pelo método da emulsificação-ultrasonicação 

(GHASEMIYEH; MOHAMMADI-SAMANI, 2018) conforme demonstrado na Figura 3. A 

fase lipídica, composta de LO e cera de abelha foi aquecida em banho-maria até 10 ºC acima 

da temperatura de fusão do lipídio sólido (cera de abelha = 60ºC). Logo após, a BVCS75 foi 

incorporada à fase lipídica e mantida sob agitação magnética até completa solubilização na fase 

oleosa. Simultaneamente, a fase aquosa composta pela solução do surfactante Pluronic F-68 

(P68) foi aquecida na mesma temperatura da fase lipídica. Para formação da pré-emulsão, a 

fase aquosa foi adicionada gota-a-gota à fase lipídica, sob agitação de 11000 rpm, por 3 min, 

em agitador Ultra-Turrax® (T18, IKA WerkeStaufen, Alemanha). A pré-emulsão formada foi 

imediatamente submetida à sonicação de ponta. Nesse processo, a pré-emulsão sofreu agitação 

ultrassônica com uma microponta de titânio no equipamento Vibracell (Sonicador Sonics – 

VibraCell), na potência de 50W e 20 KHz de frequência nominal, por 16 minutos com ciclos 

alternados de 30s (on-off). Ao término desta etapa, a nanoemulsão formada foi arrefecida em 

banho de gelo, até 25 °C, a fim de solidificar as nanopartículas formadas.  Formulações 

controle, sem fármaco, também foram preparadas. É válido ressaltar que a formulação 

otimizada foi previamente otimizada por planejamento experimental e realizada a 

caracterização físico-química (GERONIMO et al., 2021). Para melhor avaliação do efeito do 

LO, NLC sem o composto natural também foram preparadas e caracterizadas utilizando 

excipientes sintéticos (palmitado de cetila e Capryol®), contendo ou não BVCS75 (NLC-CAP-

BVCS75 e NLC-CAP) (RODRIGUES DA SILVA et al., 2017).  

 

Figura 3. Método de preparo dos NLC. 
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3.2.2 Medidas de Tamanho, índice de polidispersão, Potencial Zeta e Número de 

Partículas  

 

A técnica de espalhamento de dinâmico de luz (DLS) foi empregada para determinar o 

tamanho e índice de polidispersão (PDI) das partículas utilizando o ZetaSizer Nano ZS 90 

(Malvern Instruments, Malvern, Worcester-Shire, UK), diluindo-se 1000x a dispersão de 

nanopartículas em água 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 número de 

partículas foi determinado pela diluição 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 análises foram realizadas em 

triplicata e os dados foram expressos como a média ± desvio padrão. 

 

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), fêmeas, 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 Comitê Institucional de Cuidado e Uso de Animais da UNICAMP (protocolo 

5736-1/2021 e 5940-1/2022 – ANEXO 2), que segue as recomendações do Guia para o Cuidado 

e uso de animais de laboratório. Os animais foram alojados nas seguintes condições: 25 ± 2 °C, 

30-70% de umidade e 12/12 h de ciclo claro/escuro, com comida e água disponíveis ad libitum. 

Antes do início do experimento os animais passaram por um processo de ambientação de 7 dias. 

3.2.3.2 Indução do tumor primário nos camundongos 

 

Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via 

intraperitoneal. Após tricotomização da área, realizou-se a inoculação de células tumorais, 

ortotopicamente, na região dorsal do camundongo e por via subcutânea (OVERWIJK; 

RESTIFO, 2000) com uma agulha de 25x5 mm contendo 60 µL de suspensão celular com 1x105 

número de células de melanoma murino da linhagem B16-F10 (ATCC, CRL 6475). Ressalta-

se que a escolha deste método de indução 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 evolução vertiginosa do tumor (NAKAMURA et al., 2002; CONCEA, 2019). Dessa forma, o 

crescimento tumoral foi avaliado a cada dois dias; após dez dias (quando o tumor atingiu 

volume na faixa de 50 - 100 mm3) foram iniciados os tratamentos, conforme esquematizado na 

Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

3.2.3.3 Tratamentos e via de administração 

 

A penetração tumoral de nanopartículas e liberação do ativo no local de ação 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 período de tempo prolongado, além das interações 

complexas com macrófagos, fibroblastos e células tumorais (ERNSTING et al., 2013). Diante 

disso, dentre as diferentes vias de administração, estratégias terapêuticas para tratamento local 

do melanoma têm 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 administração via 

intratumoral (IT), i.e. com injeção direta no tumor, tem sido bastante avaliada (HONG et al., 
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2020). Segundo estudos realizados, ensaios pré-clínicos com tratamentos via IT têm resultado 

em maior concentração de nanocarreadores na região tumoral e aumento da eficácia terapêutica 

quando comparado com aplicação intravenosa (LAMMERS et al., 2006; ZHAO et al., 2018; 

HONG et al., 2020), além de apresentarem elevada modulação imunológica local, limitada 

toxicidade sistêmica e simples procedimento de administração (BOMMAREDDY; SILK; 

KAUFMAN, 2017; HONG et al., 2020). 

Ressalta-se que neste trabalho as formulações foram administradas por aplicação via IT 

e os 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 solução salina estéril. A dosagem do quimioterápico (grupo 3) (80 mg/kg de 

dacarbazina) foi baseada em estudo prévio da literatura (ZHANG et al., 2013). A dose de 

BVCS75 (grupo 4) foi de 8 mg/kg (DURST et al., 2021). Os animais dos grupos 5 e 7 foram 

tratados com NLC controle, sem fármaco, (natural e sintética, respectivamente) em mesma 

concentração de partículas das formulações contendo BVCS75 (3,1 x 1013 partículas/mL). E, os 

grupos 6 e 8 foram tratados com NLC contendo BVCS75 (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 aplicações no término dos tratamentos. A cada 

aplicação, foi avaliado o peso dos animais e o crescimento tumoral, com auxílio de um 

paquímetro digital milimetrado (200MM Pd 200 Vonder®). Os animais também foram 

observados diariamente, quanto a possíveis sinais de reações adversas (letargia, incapacidade 

de perambular, perda de peso corporal). A massa corporal e a ração dos animais foram 

quantificadas semanalmente, utilizando-se balança digital analítica modelo OHAUS®220. 

 

 Tabela 2. Descrição dos grupos experimentais para os tratamentos in vivo (melanoma induzido). Foram realizadas 

quatro sessões de tratamento a cada dois dias (quatro dias de tratamento no total).  

 NOTA: NLC-sintéticas: NLC-CAP = carreadores lipídicos nanoestruturados contendo palmitato de cetila (lipídio sólido) e 

Capryol® (lipídio líquido); NLC-CAP-BVCS75 = carreadores lipídicos nanoestruturados contendo palmitato de cetila, Capryol® 

e BVCS75 a 0,5% encapsulada. 

Grupos n Via de administração Tratamento 

1 5 IT Controle sem tumor (animal saudável - Naive) 

2 5 IT 
Controle com tumor (animal com tumor, tratado com solução salina 

estéril 0,9%) 

3 5 IT Solução de Dacarbazina 

4 5 IT Solução BVCS75 livre (0,5%) 

5 5 IT NLC-LO 

6 5 IT NLC-LO-BVCS75 

7 5 IT NLC-CAP 

8 5 IT NLC-CAP-BVCS75 
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3.2.3.4 Avaliação do volume tumoral para a determinação da curva de 

crescimento 

 

 As dimensões dos tumores dos animais foram mensuradas, a cada 24 h após cada 

tratamento, em todos os grupos experimentais, inclusive no dia da eutanásia, com auxílio de 

um paquímetro 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 

Equação 1 (DOS SANTOS et al. 2018), 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑉𝑇) = 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑜 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟  𝑥 𝑙𝑎𝑟𝑔𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟2

2
        (1) 

O peso do tumor (no dia da eutanásia) foi quantificado em balança analítica modelo 

OHAUS®220. Após 7 dias decorridos da última sessão de tratamento, todos os animais foram 

eutanasiados para realização de exames complementares: análise bioquímica e histopatológica. 

A Figura 5 mostra uma linha do tempo representativa, com análise geral dos procedimentos. É 

importante ressaltar que os tratamentos foram realizados somente quando VT (volume tumoral) 

atingiu faixa de 50 - 100 mm3. 

Figura 5. Linha do tempo – Análise geral dos procedimentos realizados nos animais. 

3.2.3.5 Análise de sobrevida 

 

A análise de probabilidade de sobrevida dos grupos a partir da aplicação dos tratamentos 

foi calculada pelo método de Kaplan-Meier (BLAND, ALTMAN 1998), o qual é utilizado para 

estimar e representar graficamente a probabilidade de sobrevivência, em um intervalo de 

tempo. O teste não paramétrico de Log-rank foi utilizado para comparação das curvas entre 

grupos, sendo considerada significativa variação de p < 0,05. Os dados estatísticos foram 

analisados com auxílio do software GraphPad Prism® 8.0. 
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3.2.3.6 Avaliação de marcadores bioquímicos 

 

Após 7 dias do término dos tratamentos, amostras de sangue foram coletadas via punção 

cardíaca para a dosagem dos analitos bioquímicos: ureia (mg/dL), ferro (mg/dL), CK-MB 

(mg/dL), AST (Ul/L), ALT (Ul/L). O sangue coletado foi acondicionado em tubos de ensaio 

sem anticoagulante para a obtenção do soro. As análises de dosagem de ALT, AST, CK-MB e 

ureia foram realizadas por método cinético e dosagem de ferro por reação colorimétrica de 

ponto final. Todas as dosagens foram feitas no equipamento automatizado AU5800 Series 

Clinical Chemistry Analyzers (Beckman Coulter).  

3.2.3.7 Avaliação histopatológica 

 

O procedimento de eutanásia 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 operatório e, utilizando-se um 

bisturi, realizou-se incisão frontal, reta, e a retirada de: pulmão, fígado, baço, rins e tumor. Em 

seguida, os órgãos coletados foram colocados em recipientes com solução de formol a 10 % e 

tampão fosfato (pH 7,0). As análises foram realizadas após confecção das lâminas, conforme 

protocolo padrão já consolidado na literatura (HEWITSON et al. 2010) para análise histológica. 

Os cortes histológicos foram corados com hematoxilina/eosina (HE), analisados e fotografados 

em um microscópio óptico Leica (Leica Microsystems, Suíça) e processadas no aplicativo 

Leica® versão 4.2.0 (Leica Microsystems, Suíça) em ampliações de 10 × e 20 ×. Foram 

avaliadas possíveis alterações morfopatológicas dos órgãos dos animais, como áreas de 

inflamação, necrose e formação de metástases nos órgãos analisados (pulmão, fígado, baço, 

rins e tumores) entre os grupos experimentais em relação ao grupo saudável (Naive) e controle 

com tumor. Para avaliação do grau de invasão do tumor na epiderme do animal foi empregada 

a classificação de Clark, em que: I) o câncer está restrito à epiderme; II) há invasão da derme 

papilar; III) o tumor preenche toda a derme papilar sem invadir a derme reticular; IV) há invasão 

de derme reticular e V) há invasão da hipoderme (CLARK et al., 1969; SCOLYER; LONG; 

THOMPSON, 2011; DE MOURA et al., 2021). Também foram analisados critérios 

histológicos, considerados como resposta do tratamento das formulações desenvolvidas no 

melanoma: necrose (VERMA et al., 2013), redução do tamanho da região neoplásica 

(CARLSSON; GULLBERG; HAFSTRÖM, 1983), presença de infiltrado inflamatório 

(VAKKILA; LOTZE, 2004; LADSTEIN et al., 2012) e fibroplasia estromal (RUITER et al., 

2002). 
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3.2.4 Estudo farmacocinético (microdiálise local - tumoral) 

A análise de farmacocinética da BVCS75 (livre e encapsulada) em modelo xenográfico 

de melanoma foi realizada utilizando-se o método de microdiálise tecidual (UNGERSTEDT, 

1991; MCDONALD et al., 2002; JOUKHADAR; MÜLLER, 2012). Para isso, foram utilizadas 

sondas CMA 20 (CMA Microdialysis, Kista, Suíça). Previamente, as sondas foram calibradas 

in vitro, assegurando-se que a % de recuperação da sonda (diálise) e a % de perda (retrodiálise) 

fossem iguais para BVCS75 (dados não mostrados). O fluxo utilizado foi de 1,5 µL/min, mantido 

com uso de um infusor PHD22/2000 (Harvard Apparatus, MA, USA) com seringas de 1 mL. 

O líquido de perfusão utilizado foi tampão fosfato 0,05 M, pH 7,4. O método analítico de 

CLAE, foi utilizado para quantificação de BVCS75 (GERONIMO et al., 2021). A microdiálise 

foi realizada nos animais entre o 10º e o 14º dias após indução do melanoma, quando os tumores 

apresentavam tamanhos entre 200 - 400 mm3. 

Para a coleta das amostras, os camundongos (n = 5) foram previamente anestesiados 

com uretano (1000 mg/kg). Após, as sondas foram inseridas nos tumores, tangencialmente, em 

seu terço superior (Figura 6). Em seguida, as sondas foram mantidas por uma hora para 

estabilização. As formulações contendo 0,5% de BVCS75, em solução ou encapsulada, em NLC 

natural (NLC-LO-BVCS75) ou sintética (NLC-CAP-BVCS75), foram injetadas (dose de BVCS75, 

8 mg/Kg) no centro do tumor. Após 3 min, iniciou-se a coleta do dialisado, em intervalos de 30 

minutos, com posterior quantificação por CLAE. No fim de cada experimento, em 2 animais 

de cada grupo, a solução tampão foi trocada por uma solução de BVCS75 a 5 µg/mL e a sonda 

foi estabilizada por uma hora para posterior coleta e cálculo da % de perda da sonda no tecido 

(retrodiálise). Os outros 3 animais de cada grupo, após a coleta, foram eutanasiados e o tumor 

dissecado. O tecido dissecado foi submetido a extração ácida (ISTENIC et al., 2021) para 

determinação da concentração residual de BVCS75 no tumor. 

Os seguintes parâmetros farmacocinéticos foram calculados a partir dos resultados de 

concentração de BVCS75 in situ (com tratamento de dados através do software PKanalix 

(documentation version 2021 ©Lixoft)): I) constante de eliminação, ou ke, (fração de fármaco 

eliminada por tempo, calculada a partir da inclinação da reta do gráfico logaritmo da 

concentração de BVCS75 em função do tempo); II) meia vida tecidual (t1/2), que é o tempo 

necessário para reduzir a concentração do fármaco pela metade, no tecido; III) área sob a curva 

do gráfico (ASC) do logaritmo da concentração de BVCS75 em função do tempo e IV) 

concentração inicial tecidual. Cada parâmetro foi estatisticamente avaliado, utilizando-se o 

teste t de Tukey no software GraphPad Prism (Califórnia, EUA), versão 8. 
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Figura 6. Análise farmacocinética intratumoral no melanoma murino de camundongos C57BL/6J utilizando a 

técnica de microdiálise local. 

3.2.5 Análise estatística  

Os resultados foram analisados com o software GraphPad Prism® 8.0, utilizando-se o 

teste análise da variância (ANOVA) bifatorial para verificar se houve diferenças significativas 

entre os testes realizados (in vivo), sendo a significância considerada de p < 0,05. Para 

determinar em que pontos ocorreram diferenças, foi utilizado o teste Post hoc de Tukey, por 

meio do cálculo das diferenças mínimas significantes, para comparar a maior e a menor média 

nos intervalos, assim como o desvio padrão obtido. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Formulação NLC-LO-BVCS75: características físico-químicas, teste de liberação 

in vitro e viabilidade celular 

  

 A formulação utilizada na dissertação (NLC-LO-BVCS75), foi previamente otimizada 

por planejamento experimental (DoE), pelo método quimiométrico Quality by Design e 

caracterizada (quanto a estabilidade física, por medidas de DSC, DRX, MET, ensaio in vitro de 

cinética de liberação e viabilidade celular), durante a iniciação científica 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 otimização e caracterização da nanoformulação podem ser visualizados no 

endereço: https://doi.org/10.1002/jctb.6715. A Tabela 3 mostra a composição dos NLC 

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

 As propriedades físico-químicas das nanopartículas como tamanho, forma, 

polidispersividade, carga superficial e vias de administração são parâmetros que impactam na 

farmacocinética, biodistribuição, penetração 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 liberação nanométricos é a biologia 

do tumor (ERNSTING et al., 2013). A vasculatura tumoral é muito diferente da encontrada nos 

tecidos normais, pois apresentam imperfeições (capilares fenestrados) por onde as 

nanopartículas podem permear e acumular devido efeito de permeabilidade e retenção 

aumentada (EPR), que permite que os nanocarreadores com tamanhos menores de 200 nm 

extravasem da circulação através da vasculatura tumoral e aumentem a concentração de ativos 

no interior do tumor (STEICHEN; CALDORERA-MOORE; PEPPAS, 2013; ELOY, 2016; 

DANAEI et al., 2018). 

Os resultados de caracterização das nanoformulações, mostrados na Tabela 4, revelam 

formulações com características ideais de tamanho e polidispersão, para aplicação infiltrativa 

em tecido tumoral (o menor tamanho de partícula favorecem melhor direcionamento no tecido 

tumoral devido passagem das nanopartículas de forma passiva – graças ao “efeito EPR 

(DANAEI et al., 2018) e alta eficiência de encapsulação, entre 89% e 55,5% para NLC-LO-

BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75, respectivamente.  

https://doi.org/10.1002/jctb.6715
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A manutenção dos parâmetros (tamanho, PDI, potencial Zeta e concentração de 

partículas/mL) confirmaram a estabilidade físico-química das formulações por até um ano, 

quando armazenados na temperatura ambiente (RODRIGUES DA SILVA et al., 2017; 

GERONIMO et al., 2021). É importante destacar que os dados representados na Tabela 4 da 

formulação NLC-LO-BVCS75 são atuais (nova preparação) e condizem com os resultados 

anteriores publicados no artigo citado.  

 

Tabela 3. Composição da matriz lipídica das formulações otimizadas e seus controles (sem fármaco). 

Nota: CA = Cera de abelha, CAP = Capryol®, LO = Óleo essencial de lavanda, P68 = Pluronic F68, PC = Palmitato 

de cetila. 

Tabela 4. Caracterização das formulações NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75 e de seus respectivos controles 

(sem fármaco), quanto aos diâmetros médios (tamanho), índice de polidispersão (PDI), potencial Zeta, 

concentração de nanopartículas (nanopartículas/mL) e eficiência de encapsulação (% EE). 

Formulação Tamanho 

(nm) 

PDI Potencial 

Zeta (mV) 

Concentração de 

nanopartículas 

(x1013 /mL) 

%EE 

NLC-LO 195,4 ± 1,8 0,138 ± 0,03 - 26,8 ± 0,8 3,1 ± 0,2 - 

NLC-LO-BVCS75 200,5 ± 2,4 0,140 ± 0,02 - 34,0 ± 0,6 3,8 ± 0,3 89,0 ± 2,3 

NLC-CAP 156,0 ± 2,5 0,123 ± 0,01 - 15,7 ± 0,6 7,4 ± 0,4 - 

NLC-CAP-BVCS75 165,9 ± 1,5 0,123 ± 0,05 - 37,0 ± 1,1 8,8 ± 0,1 55,5 ± 3,6 

 

A caracterização dos NLC preparados com o lipídio líquido sintético Capryol foi 

publicada anteriormente (RODRIGUES DA SILVA et al., 2017) e não será abordada nesta 

dissertação.  

 Os NLC preparados com LO (controle, sem fármaco, e com BCVS75) 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 formação de 

nanopartículas características (arredondadas) e que a adição do AL ao sistema não alterou sua 

morfologia. Além disso, a diminuição na intensidade dos picos de transição de fase observada 

em análises de DSC e a perda do padrão de difração, em análises de DRX, dos constituintes da 

nanoformulação vs. nanopartículas revelaram modificação estrutural no arranjo lipídico no 

interior da NLC, caracterizando perda da cristalinidade / arranjo amorfo da matriz lipídica, 

favorecendo a incorporação do fármaco na matriz lipídica (GERONIMO et al., 2021). O teste 

de liberação in vitro, a 37 °C (Figura 7C) mostrou que a BVCS75 em solução (BVCS75 livre) 

Tipo de 

lipídio 
Formulação 

Lipídio 

sólido 
% 

Lipídio 

líquido 
  % Surfactante % Fármaco % 

 NLC-LO 
CA 10,5 LO 4,5 P68 5 

- 

Natural NLC-LO-BVCS75 BVCS75 0,5 

 NLC-CAP 
PC 9,0 CAP 4,0 P68 5 

- 

Sintético NLC-CAP-BVCS75 BVCS75 0,5 
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atingiu liberação total (100%) após 4 h de ensaio, enquanto NLC-LO-BVCS75 prolongou o 

tempo de liberação do fármaco, sendo o equilíbrio alcançado após ~ 24h. Testes de 

citotoxicidade in vitro, em células de melanoma humano (SK-MEL-25) e murino (B16-F10) 

revelaram diminuição na IC50 em ambas linhagens tumorais: de 0,28 mM BVCS75 em solução 

para 0,06 mM com NLC-LO-BVCS75 na linhagem SK-MEL-25 e de 0,82 mM (BVCS75) para 

0,16 mM na linhagem B16-F10 (NLC-LO-BVCS75) (GERONIMO et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Fotomicrografias em microscopia eletrônica de transmissão (MET) das formulações de NLC-LO (A) e 

NLC-LO-BVCS75 (B). Magnificação 100.000 x. (C) Curvas de liberação in vitro de BVCS75: em solução aquosa 

(BVCS75 livre) ou incorporada na formulação NLC-LO-BVCS75, a 37 °C e pH 7,4. Adaptado de (GERONIMO et 

al., 2021). 

  

 Após caracterização físico-química da formulação NLC-LO-BVCS75 foram realizados 

ensaios de avaliação da atividade antitumoral, dos eventuais efeitos tóxicos e de parâmetros 

clínicos em animais tratados com a nanoformulação e seus controles, a fim de determinar o 
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potencial antineoplásico e possíveis efeitos adversos do tratamento proposto para o melanoma 

cutâneo. 

4.2 Inibição do crescimento tumoral em modelo in vivo de melanoma 
 

A avaliação da eficácia terapêutica das nanoformulações: funcionalizada com óleo 

essencial de lavanda contendo BVCS75 (NLC-LO-BVCS75), seu controle sem fármaco (NLC-

LO), preparada com lipídios sintéticos (NLC-CAP-BVCS75) e seu controle (NLC-CAP) foi 

estudada em modelo xenográfico, em camundongos da espécie C57BL/6J portadores de 

melanoma induzido com linhagem de célula tumoral B16-F10. Em todos os grupos, os 

tratamentos foram iniciados quando o volume tumoral atingiu uma faixa de crescimento entre 

50 – 100 mm3. A eficiência dos tratamentos levou em consideração a diminuição do volume 

tumoral (VT) nos animais, medido com o auxílio de um paquímetro durante todo o período de 

tratamento. A Figura 8 mostra os resultados obtidos, relativos à variação do crescimento do 

tumor durante o período de tratamento. 
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Figura 8. Avaliação do volume tumoral durante o período de tratamento. (A) Gráfico da evolução do volume 

tumoral durante o tratamento dos grupos: Controle positivo = solução NaCl 0,9%, Dacarbazina = fármaco de 

referência, BVCS75 livre = solução de 0,5% de BVCS75 livre, NLC-LO = carreadores lipídicos nanoestruturados 

com excipiente óleo de lavanda, NLC-LO-BVCS75 = carreadores lipídicos nanoestruturados com óleo de lavanda 

e bupivacaína a 0,5%, NLC-CAP = carreadores lipídicos nanoestruturados com excipiente sintético e  NLC-CAP-

BVCS75 = carreadores lipídicos nanoestruturados com lipídio sintético e bupivacaína a 0,5%. (B) Volume tumoral 

dos grupos experimentais no dia 16 (último tratamento realizado). As setas pretas indicam o início (dia 10) e o fim 

(dia 16) dos tratamentos. Os dados representam a média ± DP (n = 5). Análise estatística Two-way ANOVA com 

post hoc Tukey. a, em relação ao Controle positivo; b, em relação a BVCS75 livre; c, em relação a NLC-LO; d, 

em relação 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 rápido e 

exponencial do tumor (de 103,56 a 838,53 mm3). O tratamento com BVCS75 livre causou baixa 

redução no crescimento tumoral, quando comparado ao grupo Controle Positivo (16,7% de 
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redução no VT). Contudo, nos grupos tratados com BVCS75 encapsulada nos NLC (NLC-LO-

BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75) houve diminuição significativa do volume tumoral (70,1% e 

72,4% de redução, respectivamente) em relação ao Controle Positivo. Este resultado evidencia 

o papel das nanoformulações, cuja liberação sustentada faz com que o fármaco permaneça por 

mais tempo no local de ação (WU CHUANG et al., 2022) causando maior efeitos nas células 

tumorais. Segundo a literatura a BVCS75 pode modificar a resposta imune antitumoral, através 

da diminuição de citocinas pró-inflamatórias, apoptóticas além do efeito anestésico local 

(CHAMARAUX-TRAN; PIEGELER, 2017; BEZU et al., 2022; WU CHUANG et al., 2022). 

Sobre a nanoencapsulação, relatos anteriores demonstram potencialização do efeito do fármaco 

quando em NLC (TAGNE; KAKUMANU; NICOLOSI, 2008; OVIDI et al., 2020; 

GERONIMO et al., 2021). Apesar de a NLC preparada com lipídio sintético (NLC-CAP-

BVCS75) ter causado maior regressão do volume tumoral que a NLC-LO-BVCS75, não houve 

diferença estatística significativa entre as formulações, somente entre o tratamento realizado 

com a BVCS75 livre e encapsulada, com ambas as NLC (p < 0,0001). Os controles, NLC-LO e 

NLC-CAP, também causaram significativa redução do crescimento do tumor em relação ao 

controle positivo (66,6% e 34,9%, respectivamente, com p < 0,05), demonstrando ação 

citotóxica da formulação 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 comparação entre o efeito da diminuição do VT entre os 

grupos tratados com as formulações controles (NLC-LO e NLC-CAP) em relação as contendo 

BVCS75 encapsulada (NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75). Durante o período de 

tratamento (Figura 8B), não houve uma diminuição significativa do VT do grupo de animais 

tratados com NLC-LO-BVCS75 em relação ao tratamento com o controle NLC-LO (redução de 

10,52%). Todavia, no tratamento realizado com NLC-CAP-BVCS75 em relação ao seu controle 

NLC-CAP, é possível verificar uma redução significativa de 57,62% do VT (p < 0,01). Este 

resultado pode indicar maior potencial citotóxico da formulação NLC-sintética quando 

comparada a NLC-natural durante o período de tratamento. 

A dacarbazina, aprovada desde a década de 1970 como tratamento padrão para 

melanoma metastático, é um antineoplásico alquilante que tem como mecanismo de ação a 

formação de ligações cruzadas de seu grupamento alquila com os filamentos de DNA 

impedindo sua replicação (EGGERMONT et al., 2004; DOMINGUES et al., 2018; 

BOUCHEREAU et al., 2021). Aqui, o tratamento com dacarbazina em animais resultou em 

inibição de 30,1 % no volume tumoral em relação 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 terapêutica à dacarbazina se devem à quimiorresistência na maior 

parte dos casos (BITEGHE et al., 2020). Desta forma, a busca por novas formas de tratamentos, 

envolvendo associações entre fármacos, terapias e utilização de DDS tem sido estudada, 

visando melhora do prognóstico do paciente (NAJAR; DUTZ, 2008; TAGNE; KAKUMANU; 

NICOLOSI, 2008; ZHANG et al., 2013; HERSH et al., 2015; HAFEEZ; KAZMI, 2017; LIU 

et al., 2017; MISHRA et al., 2019; LI; HAN, 2020). 

Na comparação entre os tratamentos realizados, observou-se maior diferença 

significativa na redução do volume tumoral para as formulações NLC-LO, NLC-LO-BVCS75 e 

NLC-CAP-BVCS75 em relação ao controle positivo (inset da Figura 8 – gráfico do volume 

tumoral no dia 16). Este resultado mostra provável ação das nanopartículas e do ativo 

diretamente nas células tumorais, em razão da maior proporção dos nanocarreadores no tecido-

alvo, promovendo aumento da eficiência terapêutica (ELOY, 2016).  

Outro dado importante foi a avaliação do efeito dos tratamentos após sua aplicação. Para 

isso, os tumores foram avaliados até 7 dias após o término da última dose aplicada, como 

mostrado na Figura 9. Pode-se perceber que todos os tratamentos com nanopartículas (NLC-

LO-BVCS75, NLC-CAP-BVCS75 e NLC-CAP) inibiram o rápido crescimento tumoral exibido 

no grupo controle positivo e foram mais eficazes que o tratamento com dacarbazina e BVCS75 

livre no pós-tratamento (Figuras 9 A, C). 
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Figura 9. Análise do volume tumoral do melanoma entre o período pós-tratamento (entre o dia do último 

tratamento (Dia 16) e sete dias após (Dia 22)). (A) Gráficos da evolução do crescimento do volume tumoral no dia 

22. (B) Análise do volume tumoral durante o período de pós-tratamento; diferenças estatísticas entre os dias 16 e 

22. (C) Exemplos de tumores representativos de cada grupo de tratamento, excisados após eutanásia (dia 22), em 

mesma escala de proporção. Os dados representam a média ± DP (n = 5). Análise estatística por Two-Way 

ANOVA com post hoc Tukey. a, em relação ao Controle positivo; b, em relação a BVCS75 livre; c, em relação a 

NLC-LO; d, em relação a NLC-CAP. * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; n.s. = não significativo. 

Assim, se compararmos o VT de cada grupo de tratamento entre o dia 16 e 22 (Figura 

9B), houve diferença estatística no VT dos grupos controle positivo (sem tratamento, p < 0,001), 

dacarbazina (p < 0,05), BVCS75 livre e NLC-LO (p < 0,001), indicando crescimento tumoral 

significativo após a última sessão de tratamento aplicada. Em relação ao volume tumoral no 16º 

dia, os tratamentos com NLC-LO-BVCS75, NLC-CAP-BVCS75 e NLC-CAP mantiveram a 

inibição do crescimento tumoral em relação ao grupo controle positivo, dacarbazina e BVCS75 

livre, indicando melhor efetividade na redução do VT pós-tratamento. Esses resultados no 

período pós-tratamento destacam o efeito citotóxico da BVCS75 uma vez que o efeito da 

formulação NLC-LO-BVCS75 foi potencializado em comparação à formulação controle com 

excipiente natural (NLC-LO), que apresentou crescimento tumoral (p < 0,0001) entre os dias 

16-22 (Figura 9A). A maior diminuição do VT dos animais tratados com NLC-LO-BVCS75 nos 

permitem inferir que LO e BVCS75 conferem efeito aditivo ao tratamento tumoral, se 



44 
 

 

comparados as formulações com os ativos isolados (CARBONE et al., 2019, 2020; PUGLIA et 

al., 2019). 

A Tabela 5 mostra, em porcentagem, o crescimento tumoral pós-tratamento. Dentre os 

tratamentos realizados as formulações NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75 levaram ao 

menor crescimento do tumor, medido no período pós-tratamento, com a maior diferença 

estatística em relação ao grupo tratado com o fármaco livre BVCS75 (p < 0,0001). Em relação à 

BVCS75, estes resultados demonstram que a encapsulação nos NLC, por promover uma 

liberação sustentada (Figura 7C), protege o fármaco encapsulado da degradação e aumentam o 

tempo de permanência da BVCS75 no local de ação, como relatado por outros pesquisadores 

(SEVERINO et al., 2012; RODRIGUES DA SILVA et al., 2021). Assim, espera-se que maior 

quantidade de BVCS75 seja encontrada na área do tumor após o tratamento com as formulações 

NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75, o que explicaria o menor crescimento do tumor no dia 

22 (102,8% e 41,1%, respectivamente, em comparação ao grupo Controle Positivo) e frente aos 

controles dacarbazina e BVCS75 livre, como mostra a Figura 9C. Ressalta-se que as formulações 

de NLC contendo BVCS75 (natural e sintética) não apresentaram diferença estatística 

significativa entre si. 

 

Tabela 5. Percentual de crescimento do volume tumoral no período pós-tratamento (7 dias após último tratamento) 

dos grupos experimentais, em relação ao Controle Positivo. 

 

Entre as formulações de NLC e seus respectivos controles, sem BVCS75, foram 

observadas diferenças estatísticas no pós-tratamento, como mostra a Figura 9A, com p < 0,0001 

para NLC-LO-BVCS75 em relação a NLC-LO (redução de 56,17% do VT) e p < 0,05 para NLC-

CAP-BVCS75 em relação a NLC-CAP (redução de 56,29% do VT). Essas diferenças revelam a 

melhor atuação da formulação na diminuição do volume tumoral quando BVCS75 se encontra 

encapsulada nos NLC. 

Nas formulações controle, NLC-LO e NLC-CAP, houve um crescimento tumoral de 

314,11% e 36,79%, respectivamente, em relação ao Controle Positivo, 7 dias após a última 

sessão de tratamento (p < 0,05). Este resultado indica que as formulações sem BVCS75 também 

exercem um efeito direto no tumor. Na formulação controle composta por lipídio natural (NLC-

Grupos de tratamento n % de crescimento tumoral  

Controle Positivo  5 195,2% 

Solução de Dacarbazina 5 148,7% 

Solução BVCS75 livre 0,5% 5 131,8% 

NLC-LO 5 314,1% 

NLC-LO-BVCS75 5 102,8% 

NLC-CAP 5 36,8% 

NLC-CAP-BVCS75 5 41,1% 
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LO), houve diminuição do tumor somente durante as sessões de tratamento (com inibição de 

66,6% do VT), ou seja, no pós-tratamento as células tumorais restantes cresceram de forma 

maior em relação ao grupo dos animais do controle positivo. No grupo de animais tratados com 

NLC composta por lipídio sintético (NLC-CAP) além da diminuição tumoral durante as sessões 

de tratamento, no pós-tratamento o crescimento do tumor foi baixo (36% em relação ao controle 

positivo), valor similar ao encontrado com a formulação NLC-CAP-BVCS75 (41,1%). Assim, a 

formulação NLC-CAP provavelmente é responsável por este resultado encontrado no pós-

tratamento, uma vez que que BVCS75 livre não apresentou tal efeito. Provavelmente os lipídios 

sintéticos utilizados têm um efeito citotóxico nas células tumorais. Em relação ao palmitato de 

cetila (lipídio sólido utilizado na formulação), estudos na literatura descrevem um efeito tóxico 

deste excipiente da matriz lipídica das NLC em linhagem celular Balb/c 3T3 (RIDOLFI et al., 

2011) e a influência do palmitato de cetila na indução de apoptose em células de Schwann, por 

via independente de caspase-3 mediada por ceramida (SUZUKI et al., 2011). Em relação ao 

lipídio líquido, não encontramos dados na literatura sobre seu papel citotóxico. A diferença 

entre as formulações e o efeito citotóxico da NLC-CAP é instigante e abre possibilidades de 

novos estudos sobre a influência dos diferentes lipídios que podem ser usados como excipientes 

em NLC e seu efeito citotóxico em células tumorais, em busca dos mais indicados para 

encapsulação de quimioterápicos. 

 

4.3 Avaliação de peso corporal e consumo de ração dos animais, durante tratamento 
 

 A perda de peso e o estado de caquexia são características que podem ocorrer em vários 

tipos de câncer (AOYAGI et al. 2015). Esta condição ocorre devido ao desequilíbrio entre a 

ingestão 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 quimioterápicos convencionais podem causar náuseas, vômitos, diarreia, saciedade 

precoce, má-absorção e obstipação intestinal, afetando negativamente o estado nutricional 

(VIGANO; WATANABE; BRUERA, 1994; MARTIN et al., 2013; MUSCARITOLI et al., 

2021). Nesse sentido a análise do peso corporal e ingestão alimentar são fundamentais ao se 

propor uma nova forma terapêutica, a fim de avaliar possíveis efeitos adversos ocasionados 

pela neoplasia e/ou tratamentos (FEARON et al. 2006; MUSCARITOLI et al., 2021). 

No grupo saudável (Naive), os animais mantiveram o peso entre 19 – 20g, sem redução 

no consumo de ração durante o período de tratamento. Como esperado, os 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 diferenças 
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estatísticas significativas em relação ao grupo Naive (inset da Figura 10 – gráfico do peso dos 

animais no dia 22). Observou-se aumento significativo do peso corporal nos animais do grupo 

tratado com BVCS75 livre, em relação aos outros grupos (p < 0,0001). Contudo, este resultado 

se relaciona com a maior massa tumoral observada nestes animais (Figura 9C). Esta condição 

pode indicar que há uma menor concentração do fármaco no local de ação, devido ao 

microambiente tumoral apresentar uma densidade vascular irregular, que limita a penetração 

do ativo (PIGATTO et al., 2016) resultando em maior VT.  

Para entender melhor a possível influência do peso do tumor na variação do peso total 

dos animais tratados, na Figura 10C comparamos o peso dos animais entre os grupos no dia 22, 

após a retirada do tumor. Os resultados mostram diminuição significativa da massa corporal 

dos grupos Controle positivo (p< 0,0001), dacarbazina e NLC-LO (p< 0,01) em relação ao 

grupo Naive, em que o crescimento tumoral foi > 140% (Tabela 5). Curiosamente, para o 

tratamento com BVCS75 livre (crescimento do VT > 100) não houve diminuição significativa 

da massa corporal dos animais do grupo após excisão do tumor. Esta condição também se 

verifica nos animais dos grupos de tratamento contendo BVCS75 em sua composição (NLC-LO-

BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75), além de não se observar diminuição da apetência alimentar 

desses grupos, conforme mostrado na Figura 11. Este achado possivelmente reforça a atuação 

do AL no melhor prognóstico da neoplasia, devido efeitos causados diretamente nas células 

tumorais e/ou imunorregulação pela diminuição de citocinas pró-inflamatórias (MÜLLER; 

ZIEGLER; PIEGELER, 2021; BEZU et al., 2022; WU CHUANG et al., 2022).  
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Figura 10. Análise do peso dos animais durante o período de experimento. (A) Peso médio por animal                  

monitorado por 22 dias (1 vez por semana) durante todo o período de tratamento dos animais. (B) Peso médio por 

animal no dia 22.  (C) Peso corporal dos animais após retirada do tumor (dia 22). Análise estatística por One-Way 

ANOVA com post-hoc Tukey. a, em relação ao grupo Naive; b, em relação ao Controle positivo; c, em relação a 

dacarbazina; d, em relação a BVCS75 livre. ** p < 0,01; **** p < 0,0001. 

 

O consumo médio de ração também foi acompanhado durante o tratamento (Figura 11), 

a fim de analisar a inapetência alimentar. Durante o período de 22 dias de experimento 

observamos diferenças significativas em relação ao grupo Naive (p < 0,0001), com redução no 

consumo de ração pelos animais no período pós-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 rápido crescimento tumoral no pós-tratamento nos 

grupos tratados com dacarbazina e NLC-LO, é possível que efeitos adversos relacionados à 

saciedade precoce ou à má absorção dos nutrientes da alimentação possam justificar a perda de 

peso. Nos demais grupos, não houve diminuição significativa no consumo de ração pelos 

animais.  
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Figura 11. Avaliação do consumo médio de ração dos animais durante todo o período de tratamento. Consumo 

médio de ração por animal monitorado por 22 dias (1 vez por semana) durante experimento. Análise estatística 

por ANOVA com post hoc Tukey (**** p < 0,0001). 

 

A Figura 11 mostra ainda que, na fase inicial dos tratamentos (até a semana 2) os animais 

mantinham seu consumo na faixa de 16 – 20 g, com alguns grupos consumindo maior 

quantidade de ração em relação ao grupo Naive (NLC-LO-BVCS75 (21,32 g), NLC-CAP (21,04 

g) e NLC-CAP-BVCS75 (22,34 g)). Ao final do tratamento (semana 3) notou-se um decaimento 

no consumo médio da ração em todos os grupos tratados com exceção do grupo NLC-LO. Na 

semana 4, observa-se uma diminuição do consumo de ração em todos os grupos, inclusive o 

grupo NLC-LO que teve o menor consumo (9,32 g) em relação ao grupo Naive, provavelmente 

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

 

4.4 Avaliação do perfil bioquímico 
 

A análise do fenótipo bioquímico dos animais na clínica possibilita a compreensão do 

mecanismo de muitas doenças, como também a exploração e avaliação de novas possibilidades 

de tratamentos. As características dos animais como idade, gênero, linhagem e espécie, 

protocolos experimentais submetidos, entre outros fatores, podem influenciar nos valores finais 

dos resultados dos parâmetros bioquímicos (ZHOU, HANSSON, 2004). A Figura 12, mostra 

os resultados do perfil bioquímico (dosagens de ALT, AST, CK-MB, ferro e ureia) dos animais, 

avaliado após os tratamentos. É importante ressaltar que no grupo NLC-CAP não foram 
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realizadas as análises bioquímicas, pois não foi possível realizar a punção cardíaca do animal 

sobrevivente (verificar item 4.5 Sobrevida).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Variação nos parâmetros bioquímicos (níveis séricos de AST, ALT, CK-MB, ferro e ureia) dos animais, 

após tratamentos. (A) ALT; (B) AST; (C) CK-MB; (D) Ferro; (E) Ureia.  Os dados representam a média ± DP (n 

= 5). Análise estatística One-way ANOVA com post hoc Tukey. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 A enzima aspartato aminotransferase ou transaminase glutâmico-oxalacética (AST ou 

TGO), catalisa a transferência, reversível, do grupo amina entre glutamato e aspartato. A 

alanina aminotransferase ou Transaminase glutâmico-pirúvica (ALT ou TGP) que catalisa a 

conversão, reversível, de alanina e α-cetoglutarato em piruvato e glutamato (YADAV et al., 

2022). Ambas possuem grande importância no metabolismo de aminoácidos, atividade no Ciclo 

de Krebs, gliconeogênese, sistema de lançadeiras, entre outras. Maior atividade enzimática das 

mesmas é observada em tecidos como coração, fígado, musculo esquelético, rim e cérebro 

(NDREPEPA, 2021; YADAV et al., 2022). Entre os marcadores de lesão hepática, ALT e AST 

são os mais utilizados no diagnóstico clínico (MCGILL, 2016; YADAV et al., 2022). Na Figura 

12A e B nota-se que somente o grupo NLC-LO apresentou níveis séricos de ALT e AST 
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maiores que os demais, apresentando diferença significativa em relação ao Naive somente no 

nível séricos de AST (p < 0,001). Contudo, a análise histopatológica revelou hepatócitos com 

características normais, sem presença de infiltrado inflamatório (como será discutido no item 

4.6 Análise Histopatológica). Dessa forma, o aumento observado nas concentrações séricas de 

ALT e AST se demonstraram clinicamente irrelevantes.  

A isoforma da creatina quinase MB (CK-MB) é um dos biomarcadores cardíacos que 

desempenham papel fundamental para diagnóstico de dano cardíaco e, como recentemente 

relatado, para malignidades como neoplasias (CHANG et al., 2015; KIM; HASHIM, 2016). Na 

Figura 12C observamos diferença estatística nos grupos dacarbazina, BVCS75 livre e NLC-LO 

(p< 0,05) em relação ao grupo Naive, indicando cardiotoxicidade nesses tratamentos. Já nos 

grupos contendo BVCS75 encapsulada (NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75) os níveis de 

CK-MB foram menores e comparáveis aos do grupo Naive, indicando que a liberação 

sustentada diminui a cardiotoxicidade, em relação ao fármaco livre (GROBAN et al., 2001). A 

cardiotoxicidade dos anestésicos locais do tipo amino-amida de ação prolongada 

(principalmente BVC, AL mais utilizado em anestesia cirúrgica) é muito relatada na prática 

clínica (HEAVNER, 2002; MULROY, 2002; BOURNE; WRIGHT; ROYSE, 2010). E, apesar 

da síntese química estereoseletiva de moléculas com menor perfil de toxicidade como BVCS75, 

estudos ainda revelam toxicidade cardíaca (GROBAN et al., 2001; CASATI; PUTZU, 2005; 

ZINK; GRAF, 2008). 

Outra correlação importante é a associação entre o aumento dos níveis séricos de AST 

com o dano cardíaco (NDREPEPA, 2021). Na Figura 12B observa-se maior atividade de AST 

no soro nos animais tratados com dacarbazina e NLC-LO, em concordância com maior 

atividade de CK-MB no plasma (Fig. 12C). Em relação aos animais tratados com dacarbazina, 

os resultados corroboram relatos na literatura sobre a cardiotoxicidade provocada por 

quimioterápicos antineoplásicos (BINAGHI et al., 2017; LEWIS et al., 2020). Quanto a 

formulação controle NLC-LO, não encontramos dados na literatura em relação a 

cardiotoxicidade de LO. Contudo, não se encontrou alterações macroscópicas e diferença 

estatística em relação ao grupo Naive no peso do coração dos animais excisados após eutanásia 

deste grupo (Figura 15E). 

Os níveis séricos de ferro no organismo estão relacionados com diversos processos 

biológicos, já que este metal participa de processos fisiológicos como o transporte de oxigênio, 

a respiração celular e a síntese de DNA, bem como da geração de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) que pode causar lesão tecidual por danos ao DNA, proteínas, peroxidação lipídica e 

morte celular (YAO et al., 2021; ROWINSKA et al., 2022). A Figura 12D mostra que não 
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houve variação significativa nos níveis séricos de ferro dos animais entre os grupos de 

tratamento em relação ao Naive. 

 A ureia, formada no fígado como principal produto nitrogenado do metabolismo de 

proteínas é filtrada no glomérulo renal, sendo assim amplamente utilizada para monitorar a 

função renal (MATSUE et al., 2017). Elevações em seus níveis séricos podem ser indicativos 

da redução da taxa de filtração glomerular devido sobrecarga renal, nefrotoxicidade ou fatores 

extrarrenais como dano cardíaco (BAUM et al., 1975; KAZORY, 2010; MATSUE et al., 2017).  

Na Figura 12E, apesar das diferenças estatísticas encontradas entre os grupos Controle positivo 

(p< 0,01) e BVCS75 livre (p< 0,05) em relação ao Naive, a análise histopatológica não revelou 

presença de alterações morfológicas nas células renais (verificar item 4.6 Análise 

Histopatológica). 

 De maneira geral, as análises bioquímicas não apontaram grandes alterações induzidas 

pelos tratamentos, a não ser pela BVCS75 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 

não foi significativo, uma vez que: i) não foi observado com NLC-LO-BVCS75, ii) não foi 

acompanhado por aumento de ALT e iii) não foi corroborado pela análise histológica (que não 

detectou lesão hepática). Assim, estas análises não revelaram alterações metabólicas relevantes, 

mas evidenciaram que as nanoformulações otimizadas desenvolvidas (NLC-LO-BVCS75 e 

NLC-CAP-BVCS75) apresentaram níveis semelhantes aos animais do grupo Naive em todos os 

parâmetros analisados:  ALT, AST, CK-MB e ureia. 

 

4.5 Sobrevida 
 

 O registro de ocorrências de óbito (análise de sobrevida) foi acompanhado durante todo 

o tratamento. A sobrevida dos animais foi determinada como o tempo (em dias) decorrido entre 

a inoculação da linhagem da célula tumoral (B16-F10) para indução de melanoma e o óbito do 

animal. Na Figura 13A pode-se comparar a sobrevida cumulativa dos animais dos grupos 

experimentais em função do tempo de experimento.  
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Figura 13. Análise da sobrevida dos animais em relação ao tempo decorrido da indução do melanoma até 7 dias 

após o término dos tratamentos. (A) Nos grupos Naive; BVCS75 livre e NLC-LO-BVCS75 a taxa de sobrevida foi 

de 100%; no grupo NLC-CAP-BVCS75 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 BVCS75 (livre ou encapsulada). 
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Como esperado, a taxa de sobrevida do grupo Naive foi de 100 % até o dia da eutanásia 

(7 dias após a finalização dos tratamentos). Os grupos BVCS75 livre, NLC-LO-BVCS75 e NLC-

CAP-BVCS75 também mostraram taxas de sobrevida altas (100%, 100% e 80%, 

respectivamente) até a eutanásia dos animais. Apesar do grupo BVCS75 livre apresentar 

elevações nos níveis séricos de CK-MB e ureia (o que poderia indicar possível dano no tecido 

cardíaco dos animais – Figura 12C,E), sem diminuição significativa do VT, a maior taxa de 

sobrevida (Figura 13) pode indicar atuação benéfica do anestésico, não diretamente nas células 

tumorais, mas na resposta imune antitumoral, com diminuição de citocinas pró-inflamatórias 

que limitam a proliferação de células cancerígenas, promovendo a melhora na sobrevida global, 

como indicado na literatura (KANG; ZHAO; WANG, 2016; ZHOU et al., 2020; MÜLLER; 

ZIEGLER; PIEGELER, 2021; BEZU et al., 2022; WU CHUANG et al., 2022). Nos grupos de 

NLC contendo BVCS75, não houve elevação nos níveis séricos dos marcadores bioquímicos 

hepáticos (AST, ALT), cardíaco e renal (CK-MB e ureia), e os mesmos induziram significativa 

diminuição do VT (79,48% para NLC-LO-BVCS75 e 86,82% para NLC-CAP-BVCS75), 

demonstrando assim que a encapsulação da BVCS75 em NLC diminuiu sua toxicidade sistêmica 

in vivo, como relatado por outros autores (SEVERINO et al., 2012; RODRIGUES DA SILVA 

et al., 2021). A liberação sustentada da BVCS75 pelos NLC faz com que a mesma permaneça 

por mais tempo no tumor, resultando em menor crescimento tumoral no pós-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 os 

grupos de tratamento que tinham BVCS75 em sua composição (NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-

BVCS75), conforme demonstrado na Figura 13B.  

Os grupos Dacarbazina e NLC-LO tiveram taxa de sobrevida de 40%. Nos animais 

tratados com dacarbazina os níveis sérios de CK-MB elevados já indicam possível 

cardiotoxicidade provocada pelo quimioterápico, de acordo com a literatura (BINAGHI et al., 

2017; LEWIS et al., 2020). Já no grupo de animais tratados com NLC-LO notamos que, apesar 

da inibição significativa do volume tumoral durante o tratamento (66,63%), no pós-tratamento 

houve o maior crescimento do tumor (314,11%), com maior perda de massa corporal e 

diminuição do consumo de ração 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 relação ao Controle positivo o crescimento tumoral pode ter sido 

a principal causa do óbito dos animais, bem como a diminuição da massa corporal e do consumo 

de ração. No grupo NLC-CAP, apesar da significativa diminuição do volume tumoral (65,85%), 

após autópsia, a análise macroscópica verificou que o animal apresentava esplenomegalia (baço 
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~ 48 mm de comprimento em contraste com ~20 mm de comprimento do baço de camundongo 

adulto jovem (Figura 14A) (PARKINSON et al. 2011), comprovando a toxicidade dos 

excipientes constituintes da formulação NLC-CAP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Baço de animais excisados após eutanásia. (A) Baço de animal saudável (20 mm de comprimento). (B) 

Baço após autópsia do animal pertencente ao grupo NLC-CAP, apresentando esplenomegalia (48 mm de 

comprimento). 

A Figura 15 mostra o peso dos órgãos (pulmão, fígado, baço, rim, coração) e do tumor, 

excisados pós-eutanásia, para avaliar possíveis alterações anatomopatológicas. Não houve 

variação significativa no peso dos órgãos analisados, talvez pela grande variabilidade dos 

valores entre indivíduos (observar amplitude dos desvios-padrão). Somente o peso do tumor foi 

significativamente menor quando a BVCS75 livre foi encapsulada nos NLC (NLC-LO-BVCS75 

e NLC-CAP-BVCS75 vs. BVCS75) corroborando os resultados de VT (Tabela 5). 
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Figura 15. Análise do peso dos órgãos dos animais após tratamentos realizados. (A) Pulmão; (B) Fígado; (C) 

Baço; (D) Rim; (E) Coração; (F) Tumor. Análise estatística One-way ANOVA plus Tukey–Kramer post hoc. ** 

p < 0,01. 

 

4.6 Análise Histopatológica 

 

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

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

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

CONCEA, 2019). Assim, a análise de lâminas histopatológicas é de extrema relevância para 

melhor perspectiva diagnóstica, detecção e classificação do câncer e de seus efeitos em tecidos 

(GURCAN et al., 2009; BELSARE; MUSHRIF, 2012). Os resultados histopatológicos são 

mostrados na Figura 16.
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Figura 16. Seções histopatológicas de camundongos fêmeas adultas da linhagem C57BL/6J (Mus musculus). Indução do tumor melanoma nos camundongos por implante 

intradérmico de células B16-F10 (melanoma murino) (exceto grupo Naive). Análise da região do tumor, baço, fígado, pulmão e rins dos grupos de animais controles (sem e 

com tumor), Solução de Dacarbazina, Solução BVCS75 livre, NLC-LO, NLC-LO-BVCS75, NLC-CAP e NLC-CAP-BVCS75. (H&E, 10 × ou 20 ×).
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Para avaliação do grau de invasão do tumor na epiderme do animal foi empregada a 

classificação de Clark, em que: I) o câncer está restrito à epiderme; II) há invasão da derme 

papilar; III) o tumor preenche toda a derme papilar sem invadir a derme reticular; IV) há invasão 

de derme reticular e V) há invasão da hipoderme (CLARK et al., 1969; SCOLYER; LONG; 

THOMPSON, 2011; DE MOURA et al., 2021).  

O prognóstico à terapia do melanoma está relacionado com a profundidade/ espessura da 

invasão de células tumorais na epiderme (SCOLYER; LONG; THOMPSON, 2011; TAS; 

ERTURK, 2016). Com isso, os critérios histológicos considerados como resposta ao tratamento 

das formulações desenvolvidas foram principalmente: necrose (causada por apoptose das 

células tumorais, em consequência a terapia utilizada) (VERMA et al., 2013), redução do 

tamanho da região neoplásica (CARLSSON; GULLBERG; HAFSTRÖM, 1983), presença de 

infiltrado inflamatório (infiltração leucocitária devido a resposta imunológica ao tumor ou de 

origem tumoral em resposta à terapia) (VAKKILA; LOTZE, 2004; LADSTEIN et al., 2012) e 

fibroplasia estromal (surgimento de fibrose tecidual / tecido cicatricial na diferenciação de 

células epiteliais, limitando a invasão de células tumorais) (RUITER et al., 2002; CHANDLER 

et al., 2019). 

 

4.6.1 Órgãos 

  

As análises histológicas do fígado revelaram hepatócitos com características normais 

(células poliédricas com citoplasma eosinófilo bem distribuído), veias centro lobulares 

delimitadas e sem presença de infiltrado inflamatório em todos os grupos de tratamento 

avaliados (Naive, Controle positivo, Dacarbazina, BVCS75 livre, NLC-LO, NLC-LO-BVCS75, 

NLC-CAP e NLC-CAP-BVCS75). 

Em todos os animais dos grupos de tratamento avaliados, os rins apresentaram aspectos 

histológicos dentro dos parâmetros de normalidade: estruturas glomerulares com tamanho, 

celularidade, espessura dos capilares e largura do espaço de Bowman usuais, sem evidências 

de anormalidades ou alterações patológicas. 

Em todos os animais analisados, o baço apresentou características histológicas 

consideradas normais. Na polpa branca, foi observada a presença de centros germinativos 

formados por lençóis de linfócitos, enquanto na polpa vermelha, células imunes e capilares 

sanguíneos se intercalavam em extensos lençóis. Não foram encontradas evidências de 

anormalidades ou alterações patológicas neste tecido. 
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A avaliação pulmonar revelou que os grupos Naive, controle positivo, NLC-LO, NLC-

CAP e NLC-CAP-BVCS75 apresentaram aspectos histológicos normais, com parênquima 

pulmonar e vias respiratórias bem definidos, ocasional presença de macrófagos pulmonares e 

presença de infiltrado inflamatório leve e fibrose. No grupo Naive ainda foi possível notar a 

presença de áreas de hialinização. O grupo BVCS75 apresentou áreas focais de hemorragia, 

associadas a um infiltrado inflamatório leve.  Já o grupo NLC-LO-BVCS75 e Dacarbazina 

apresentaram focos de infiltrado inflamatório moderado a severo, que pode indicar uma 

resposta imunológica 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 não apresentava tumor representando, dessa forma, a pele normal. Nele, 

(Figura 16 topo, a esquerda) foi possível notar a presença de camadas (epiderme, derme e 

hipoderme) bem delimitadas, com presença de folículos pilosos, pelos com melanina, glândulas 

sebáceas e tecido adiposo com características usuais. Os melanócitos, localizados na camada 

basal, exibiam citoplasma claro e núcleo centralizado ou periférico, com baixa produção de 

melanina. 

Nos grupos Controle Positivo e Dacarbazina, as células tumorais se organizaram em 

lençóis, áreas sólidas ou alveolares, com ocasionais grânulos de melanina em seu citoplasma. 

Observou-se também regiões com células fusiformes pouco diferenciadas. Contudo, no grupo 

Controle Positivo, apesar de não ter sido detectada presença de metástases nos órgãos 

analisados (apesar de a literatura descrever a observação de metástases devido ao crescimento 

agressivo e perfil invasivo do modelo de indução de melanoma utilizado - NAKAMURA et al., 

2002; DE MOURA et al., 2021) o tumor exibiu grande agressividade, com extensas áreas de 

necrose e invasão do tecido muscular e adiposo subjacente, apresentando classificação de Clark 

V. No grupo tratado com dacarbazina, foi possível observar áreas com infarto, hemorragia, 

edema e presença de linfonodos não acometidos pelo melanoma, com células claras focais 

(aspecto normal), apresentando nível de Clark IV. 

O grupo BVCS75 livre, observou-se proliferação de células cancerosas poliédricas ou 

epitelioides melanóticas, dispostas em um padrão de crescimento sólido, com áreas focais de 

células indiferenciadas amelanóticas. O tecido adjacente apresentou áreas de congestão 

vascular, hemorragia, presença de infiltrado inflamatório e fibrina. Neste grupo, o tumor dos 
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animais apresentou áreas de necrose maiores em comparação aos demais grupos, com nível de 

Clark IV. 

Em relação aos grupos tratados com as formulações controle (sem BVCS75), verificou-

se que: no grupo NLC-LO, o tumor infiltrou-se no tecido profundo, atingindo a derme e a 

hipoderme (classificação de Clark nível V), apresentando células poligonais, fusiformes e 

epitelioides hipermelanóticas, dispostas em um padrão sólido ou alveolar. O tecido subjacente 

apresentou edema, enquanto áreas de necrose intratumorais também foram notadas nesse grupo. 

No grupo NLC-CAP, houve proliferação de células malignas poliédricas ou epitelioides, 

dispostas em um padrão de crescimento sólido, com áreas focais de necrose. O tumor 

apresentou distribuição de melanina no citoplasma de algumas células, porém não se notou 

invasão na hipoderme (nível de Clark IV). 

Quanto aos animais tratados com as nanoformulações contendo BVCS75: o grupo NLC-

LO-BVCS75 apresentou nível de Clark IV, com células malignas que se dispuseram em um 

padrão sólido, com áreas de células fusiformes indiferenciadas, mas não se verificou 

rompimento da camada do epitélio. Notou-se também presença de áreas de necrose 

intratumoral, com focos de células melanocíticas e infiltrado inflamatório moderado. O grupo 

NLC-CAP-BVCS75 apresentou maior quantidade de áreas de indiferenciação com células 

fusiformes, tumor com crescimento sólido, necrose intratumoral, ulceração e invasão da 

hipoderme, com nível de Clark V. 

 

4.7 Avaliação terapêutica global 

 

Diante dos tratamentos realizados, considerando as análises realizadas - atividade 

antitumoral (inibição do VT), avaliação de alterações bioquímicas e histopatológicas e 

possíveis efeitos adversos - na avaliação terapêutica global foi possível concluir que os 

tratamentos realizados com NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75, apesar de demonstrarem 

nível de Clark IV e V, respectivamente (não promovendo inibição das células de melanoma), 

apresentaram os melhores efeitos terapêuticos no prognóstico dos animais: sem perda de peso 

ou redução no consumo de ração, sem alterações bioquímicas e histopatológicas nos órgãos 

analisados e com sobrevida de 100 % (NLC-LO-BVCS75) e 80 % (NLC-CAP-BVCS75), 

conforme mostrado na Tabela 6. 
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Tabela 6. Avaliação geral terapêutica dos tratamentos realizados para melanoma cutâneo. 

Nota: NC = não consta. 

 

4.8 Estudo farmacocinético (microdiálise local – tumoral) 

 

Os tumores sólidos têm uma densidade vascular irregular e regiões de hipóxia e acidez. 

O microambiente tumoral possui características heterogênicas que limitam a penetração de 

ativos, em relação aos tecidos normais (PIGATTO et al., 2016). Diante disso, a microdiálise 

tem sido intensamente empregada para estudos farmacocinéticos em modelos de xenoenxertos 

tumorais e em pacientes com tumores acessíveis, no intuito de avaliar a disposição tecidual em 

diferentes tumores sólidos como melanoma, neuroblastoma e outros (PIGATTO et al., 2014). 

No modelo xenográfico de indução tumoral de melanoma, os dados obtidos mostraram maior 

regressão do VT nos animais tratados com NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75 em relação 

a BVCS75 livre (Figura 9, Tabela 5).  Dessa forma, para avaliar a farmacocinética intratumoral 

da BVCS75 (livre e encapsulada nos NLC), utilizou-se a técnica da microdiálise, que permite a 

quantificação do fármaco ao longo do tempo (Figura 17) no fluído do espaço intersticial de 

praticamente qualquer tecido através de uma membrana semipermeável, perfundida em solução 

isosmótica no tecido em análise (PIGATTO et al., 2016; MONTERRUBIO et al., 2017). 

Formulações 
Perda de 

peso 

Redução no 

consumo de 

ração 

Alterações 

Bioquímicas 

 

% Inibição 

VT 
% Sobrevida 

Nível de 

Clark 

Naive NÃO NÃO NÃO NÃO 100 NC 

Controle positivo SIM SIM NÃO - 20 V 

Solução de Dacarbazina SIM SIM SIM 41 40 IV 

Solução de BVCS75 livre NÃO NÃO SIM 21 100 IV 

NLC-LO SIM SIM NÃO 53 40 V 

NLC-LO-BVCS75 NÃO NÃO NÃO 79 100 IV 

NLC-CAP NÃO NÃO - 69 20 IV 

NLC-CAP-BVCS75 NÃO NÃO NÃO 87 80 V 
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O procedimento foi realizado conforme mostra a Figura 17 (A, B): após o volume 

tumoral atingir entre 200 – 400 mm³, a sonda foi inserida e esperou-se estabilização de uma 

hora para aplicação da formulação (BVCS75 livre, NLC-LO-BVCS75 ou NLC-CAP-BVCS75) e 

em intervalos de 30 minutos realizou-se a coleta do dialisado para quantificação da BVCS75 nos 

grupos de tratamento. Os resultados da concentração de BVCS75 no tecido tumoral em função 

do tempo de coleta das amostras são mostrados na Figura 17 C. 

Figura 17. Estudo farmacocinético em tecido tumoral. (A) Linha do tempo experimental; (B) Procedimento de 

microdiálise tumoral para quantificação de BVCS75 no fluído do espaço intersticial do tumor em camundongos 

C57BL/6J. (C) Concentração local de BVCS75 em escala logarítmica em função do tempo no tecido tumoral. Os 

dados representam a média ± DP (n = 5). Análise estatística por ANOVA com post hoc Tukey (****p< 0,001). 

 É possível observar que a concentração de BVCS75 intratumoral no grupo tratado 

BVCS75 livre é menor desde o início da coleta, em comparação com os grupos tratados com as 

NLC contendo BVCS75 (p < 0,0001) e possui um decaimento de concentração mais acentuado 

em função do tempo. Desta forma, a BVCS75 encapsulada (NLC-LO-BVCS75 (%EE = 89%) e 

NLC-CAP-BVCS75 (%EE = 55%)) sofre liberação sustentada, com consequente aumento no 

tempo de permanência e melhor performance farmacodinâmica no local de ação (Figura 9). A 

Tabela 7 mostra os parâmetros farmacocinéticos calculados a partir dos resultados de 

concentração de BVCS75 no tumor, demonstrando a influência da encapsulação do fármaco nos 

NLC. 
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Tabela 7. Parâmetros farmacocinéticos calculados a partir da concentração de BVCS75 no tecido tumoral (n = 5). 

 

Nota: Análise estatística One-way ANOVA com post-hoc Tukey. ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; 

em relação a BVCS75 livre. ke = constante de eliminação; t1/2 = tempo de meia vida; ASC = área sob a curva; C0 

= concentração inicial. 

 A constante de eliminação (ke) da BVCS75 no tecido (0,014 min-1 quando não 

encapsulada) foi cerca de 4x maior que a medida nas formulações NLC-LO-BVCS75 e NLC-

CAP-BVCS75 (0,003 min-1), com diferença estatística significativa (p<0,0001) em relação a 

BVCS75 livre. Outros dados analisados demonstraram a liberação prolongada da BVCS75 no 

tecido tumoral: o tempo de meia vida da BVCS75 e a área sob a curva. O tempo de meia vida, 

apesar de não ter revelado diferença significativa entre os grupos devido ao grande desvio 

padrão nos dados, foi de ~ 1 h para BVCS75 livre, aumentando para 5-6 h quando nos NLC. 

Coerentemente, a ASC foi maior nos grupos tratados com NLC-LO-BVCS75 (135862, p < 

0,001) e NLC-CAP-BVCS75 (21624), em relação a BVCS75 livre (5254) comprovando a maior 

concentração de BVCS75, por maior tempo, nos grupos tratados com as nanoformulações de 

BVCS75, como evidenciado pelos outros parâmetros analisados. 

 Ao final do experimento (após a eutanásia) a concentração do BVCS75 no tumor foi cerca 

de 4x maior nos animais tratados com NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75 do que nos 

tratados com fármaco livre (p < 0,05), como mostra a Figura 18 A. Além disso, para determinar 

a presença das nanopartículas no tecido tumoral, as formulações de NLC foram marcadas com 

rodamina, aplicadas no tumor e após eutanásia do animal foram analisadas as lâminas 

histológicas do tecido tumoral em microscópio invertido (Leica DMI6000) equipado com 

iluminação para epi-fluorescência e uma câmera digital para captura de imagens. Os resultados 

da Figura 18 (C, D) mostram rodamina no tecido tumoral, sendo um indicativo da presença de 

nanopartículas. 

Parâmetros BVCS75 livre NLC-LO-BVCS75  NLC-CAP-BVCS75 

ke (min-1) 0,014 ± 0,004 0,003 ± 0,002 **** 0,003 ± 0,002 **** 

t1/2 (min) 54,2 ± 16,5 461,2 ± 383,4 303,1 ± 165,7 

ASC (μg.min/mL) 5254 ± 2758 135862 ± 67121 *** 21624 ± 9589 

C0 (μg/mL) 213,0 ± 119,0 0,0 ± 0,0 ** 0,0 ± 0,0 ** 
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Figura 18. Influência dos NLC na concentração residual de BVCS75 após eutanásia no tecido tumoral. (A) 

Concentração de BVCS75 após eutanásia dos animais dos grupos analisados. Imagens de microscopia de 

fluorescência das nanoformulações, Controle (BVCS75 livre) (B); NLC-LO-BVCS75 (C) e NLC-CAP-BVCS75 (D), 

marcados com rodamina. 

Esses dados corroboraram os resultados de inibição do crescimento tumoral em que o 

tratamento com BVCS75 encapsulada nos NLC resultou em diminuição significativa do volume 

tumoral (79,4% e 86,8% de redução com NLC-LO-BVCS75 e NLC-CAP-BVCS75, 

respectivamente) (Figura 9) e menor crescimento tumoral no pós-tratamento, em relação aos 

demais grupos tratados (Tabela 5), indicando provável efeito direto, da BVCS75, nas células de 

melanoma. Esses resultados sugerem a possível utilização destas nanoformulações anestésicas 

em procedimentos cirúrgicos de excisão tumoral, tendo em vista a ação do anestésico na 

resposta imune antitumoral, com capacidade de diminuir a inflamação resultante da cirurgia 

oncológica, com efeito positivo no prognóstico da neoplasia, promovendo efeitos citotóxicos 

diretamente nas células tumorais e melhora na sobrevida global dos indivíduos, como 

observado nos resultados aqui relatados. 
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5. CONCLUSÕES 

 

As formas de tratamento para melhor prognóstico em pacientes com melanoma cutâneo 

têm sido alvo de intensa pesquisa, haja visto a baixa resposta à quimioterapia convencional, 

efeitos adversos que interferem na qualidade de vida dos indivíduos e alta possibilidade de 

recidiva deste tipo de câncer, após excisão cirúrgica do tumor. Neste cenário, a nanotecnologia 

juntamente com emprego de novas terapias medicamentosas para regressão tumoral e aumento 

na sobrevida dos pacientes aparecem como abordagens promissoras. Neste trabalho utilizamos 

DDS nanoparticulados, especificamente os carreadores lipídicos nanoestruturados preparados 

com excipiente funcional (LO), para encapsular o anestésico local BVCS75 a fim de aumentar 

sua janela terapêutica, diminuir seus efeitos adversos e potencializar seu efeito antitumoral, 

objetivando futura aplicação em cirurgia de remoção do tumor, em que o estímulo à resposta 

imune antitumoral através da diminuição de citocinas pró-inflamatórias, apoptóticas e efeito 

anestésico local pudessem criar uma alternativa terapêutica para o tratamento do melanoma.  

Na avaliação da eficácia terapêutica das nanoformulações e fármacos controle (BVCS75 

e dacarbazina), o tratamento com BVCS75 encapsulada nos NLC resultou em maior regressão 

do volume tumoral do que a forma livre durante o período de tratamento (79 % (NLC-LO-

BVCS75), 87 % (NLC-CAP-BVCS75) e 21 % BVCS75 livre)) e menores taxas de crescimento 

tumoral no pós-tratamento (102,8% (NLC-LO-BVCS75), 41,1% (NLC-CAP-BVCS75) e 131,8% 

(BVCS75 livre). Assim, a liberação sustentada do ativo aumentou o tempo de permanência da 

BVCS75 no local de ação, promovendo maior regressão tumoral e menor toxicidade sistêmica – 

dados os elevados níveis de CK-MB e ureia no grupo de animais que sofreram tratamento com 

BVCS75 livre. Apesar da baixa inibição do VT no grupo tratado com BVCS75 livre, o aumento 

da sobrevida nos grupos de animais tratados com BVCS75 (livre ou encapsulada), a ausência de 

disfunções metabólicas (parâmetros bioquímicos) ou alterações histopatológicas nos órgãos 

analisados, demonstram que o efeito citotóxico da BVCS75 foi causado diretamente nas células 

tumorais. Em relação ao tratamento com dacarbazina, apesar de promover significativa 

diminuição do VT (41%) em relação ao grupo Controle positivo, notou-se presença de 

alterações bioquímicas (elevados níveis de CK-MB), além da diminuição do peso corporal e 

inapetência alimentar que podem ter sido fatores que contribuíram para diminuição da taxa de 

sobrevida dos animais deste grupo. 

Por fim, a análise farmacocinética confirmou que os NLC proporcionaram, através de 

uma liberação prolongada, níveis efetivos de BVCS75 por mais tempo no tecido tumoral, 

melhorando a atividade farmacológica (inibição do volume do tumor) em relação ao fármaco 
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livre. Contudo, dentre estas formulações contendo BVCS75, a composta por excipiente natural 

(NLC-LO-BVCS75), por possuir taxa sobrevida de 100% dos animais e apresentar um efeito 

aditivo entre LO e BVC no pós-tratamento, destaca o efeito citotóxico desta formulação ao 

tratamento tumoral. 

Estes resultados indicam uma ação adjuvante, de potencial uso clínico para a terapia do 

melanoma cutâneo, mediante a ação das formulações de NLC contendo BVCS75, com efeitos 

terapêuticos significativos no prognóstico de sobrevida global dos indivíduos. 
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