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RESUMO  

 

KRETZER, Iara Fabricia. Uso combinado de sinvastatina e paclitaxel associado 

à nanoemulsão lipídica no tratamento do câncer. 2011. 130p. Tese (Doutorado) - 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2011. 

 

Uma nova alternativa para o tratamento do câncer foi proposta em estudos 

anteriores, consistindo no uso de uma nanoemulsão lipídica como transportadora de 

agentes quimioterápicos às células neoplásicas. A redução da toxicidade da 

quimioterapia promovida pelo direcionamento específico de quimioterápicos às 

células tumorais nos levou a testar o potencial de aplicação do sistema de 

nanopartículas lipídicas na terapêutica combinada do paclitaxel com a sinvastatina, 

um agente hipolipemiante que pode ser empregado como coadjuvante no tratamento 

do câncer. Nos dias 11, 14 e 19 após a inoculação de células de melanoma B16F10, 

camundongos C57BL/6J receberam pela via intraperitoneal soluções de oleato de 

paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica 17,5µmol/kg (Nano-paclitaxel), 

formulação comercial do paclitaxel 17,5µmol/kg, nanoemulsão lipídica 

(Nanoemulsão) e solução salina (Controle). A sinvastatina 50mg/kg/dia foi 

administrada por gavagem do 11° ao 19° dia após a inoculação do tumor em um dos 

grupos de animais tratados com o Nano-paclitaxel (Nano-paclitaxel + Sinva), no 

grupo tratado com a formulação comercial do paclitaxel (Paclitaxel + Sinva) e como 

monoterapia (Sinva). Camundongos Balb-c saudáveis receberam os mesmos 

tratamentos para avaliação dos possíveis efeitos tóxicos dos diferentes tratamentos. 

A terapia combinada Nano-paclitaxel + Sinva apresentou toxicidade negligível em 

comparação com a terapia combinada Paclitaxel + Sinva que provocou perda de 

peso e mielossupressão nos animais. Nos animais portadores de tumor, o 

tratamento Nano-paclitaxel + Sinva inibiu 95% do crescimento tumoral, comparado à 

inibição de 44% promovida pelo tratamento Paclitaxel + Sinva. Além disso, apenas 

37% dos animais portadores de melanoma submetidos ao tratamento com Nano-

paclitaxel + Sinva apresentaram metástases, em contraste com 90% dos tratados 

com Paclitaxel + Sinva. A probabilidade de sobrevida também foi maior nos 

camundongos tratados com o Nano-paclitaxel + Sinva em comparação aos tratados 

com Paclitaxel + Sinva. A análise de amostras de tumores por citometria de fluxo 

mostrou que somente nos grupos de animais tratados com Sinva, Nano-paclitaxel ou 

com a combinação Nano-paclitaxel + Sinva houve aumento na expressão de p21 em 

comparação ao grupo Controle. Da mesma forma, apenas nos grupos Sinva e Nano-

paclitaxel + Sinva houve redução na expressão de ciclina D1 em comparação ao 

grupo Controle. O teste de viabilidade celular com rodamina 123 mostrou 

despolarização da membrana mitocondrial com redução no número de células 

tumorais viáveis em todos os grupos de tratamentos em comparação aos grupos 

Nanoemulsão e Controle. A avaliação histológica dos tumores demonstrou que os 

grupos Nanoemulsão e Controle apresentaram alta densidade de células tumorais, 



 

 

diferentemente dos demais grupos de tratamento e que apenas os tumores do grupo 

Nano-paclitaxel + Sinva apresentaram aumento na presença de fibras de colágeno 

tipo I e III. Em comparação ao grupo Controle, os tumores dos grupos Sinva, 

Paclitaxel + Sinva, Nano-paclitaxel e Nano-paclitaxel + Sinva apresentaram redução 

na expressão imunohistoquímica de ICAM, MCP-1 e MMP-9 sendo que o grupo 

Nano-paclitaxel + Sinva apresentou a menor porcentagem de área marcada 

positivamente para a MMP-9. A terapia combinada com Nano-paclitaxel + Sinva é 

menos tóxica e mais efetiva na inibição do crescimento tumoral do que a mesma 

terapia com a formulação comercial do paclitaxel. 

 

Palavras-Chave: Nanoemulsão lipídica. Terapia alvo. Paclitaxel. Sinvastatina. 

Tratamento do câncer. 



 

 

ABSTRACT 

 

KRETZER, Iara Fabricia. Combined use of simvastatin and paclitaxel associated 

to a lipidic nanoemulsion in cancer treatment. 2011. 130p. Thesis (Doctorate) - 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2011. 

 

In previous studies we have proposed a novel approach for cancer treatment 

consisting of the use of a lipid nanoemulsion as a vehicle to direct chemotherapeutic 

agents to neoplastic cells. Reduction of chemotherapy toxicity promoted by specific 

targeting of antineoplastic agents to tumor cells led us to test the application of the 

lipidic nanoparticle system in combined treatment with paclitaxel and simvastatin, a 

cholesterol-lowering drug that can be used as coadjuvant in cancer treatment. On 

days 11, 14 and 19 after B16F10 melanoma cells inoculation, C57BL/6J mice were 

intraperitoneally injected with paclitaxel oleate associated to the lipidic nanoemulsion 

17.5 mol/kg (Nano-paclitaxel), commercial formulation of paclitaxel 17.5 mol/kg, 

lipidic nanoemulsion (Nanoemulsion) or saline solution (Control). Simvastatin 50 

mg/kg/day was administered by gavage from days 11 to 19 after tumor inoculation in 

one group of animals treated with Nano-paclitaxel (Nano-paclitaxel + Simva), in the 

group treated with commercial formulation of paclitaxel (Paclitaxel + Simva) and as 

monotherapy (Simva). Evaluation of possible toxic effects of the treatments was 

accessed in healthy Balb-c mice. Combined therapy with Nano-paclitaxel + Simva 

showed negligible toxicity as compared with the combination of Paclitaxel + Simva 

which resulted in animal weight loss and myelosuppression. In tumor-bearing 

animals, treatment with Nano-paclitaxel + Simva resulted in a remarkable tumor 

growth inhibition rate of 95%, compared to a 44% inhibition rate promoted by 

treatment with Paclitaxel + Simva. Moreover, only 37% of melanoma bearing animals 

treated with Nano-paclitaxel + Simva developed metastasis, in contrast to 90% of 

those treated with Paclitaxel + Simva. Survival rates were also higher in mice treated 

with Nano-paclitaxel + Simva in comparison to Paclitaxel + Simva treated animals. 

Analysis of tumor samples by flow cytometry showed that only animals treated with 

Simva, Nano-paclitaxel or Nano-paclitaxel + Simva increased the expression of p21 

in comparison to Control group. Also, tumors from animals treated with Simva or 

Nano-paclitaxel + Simva presented a decrease in the expression of cyclin D1 in 

comparison to Control group. Cell viability test with rhodamine 123 showed 

mitochondrial membrane depolarization with reduction of tumor viable cells in all 

treatment groups in comparison to Nanoemulsion and Control groups. The 

histological study revealed that in contrast to drugs treated groups, tumors from 

Nanoemulsion and Control groups presented  high tumor cell density and only Nano-

paclitaxel + Simva treated animals presented tumors with increased presence of 

collagen fibers I and III. In comparison to Control group, tumors from groups Simva, 

Paclitaxel + Simva, Nano-paclitaxel and Nano-paclitaxel + Simva showed a reduction 

in immunohistochemical expression of ICAM, MCP-1 and MMP-9 and the group 



 

 

Nano-paclitaxel + Simva presented the lowest percentage of area positively stained 

for MMP-9. Combined therapy with Nano-paclitaxel + Simva was less toxic and more 

effective in promoting tumor growth inhibiton than the same combined therapy with 

the commercial formulation of paclitaxel. 

 

Keywords: Lipidic nanoemulsion. Drug targeting. Paclitaxel. Simvastatin. Cancer 

treatment. 
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lipídica (17,5 µmol/kg) e sinvastatina (50mg/kg)  

NCI National Cancer Institute 
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T-C índice de retardamento do crescimento do tumor 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas o entendimento dos mecanismos genético-moleculares 

implicados na gênese e na progressão de tumores permitiu o delineamento de novas 

estratégias para o tratamento do câncer. Neste cenário, o uso de regimes 

terapêuticos com múltiplos fármacos representa um avanço significativo no 

tratamento desta doença, pois possibilita o ataque a diferentes partes dos processos 

metabólicos das células tumorais aumentando, portanto, a probabilidade de 

destruição de uma maior quantidade de células cancerosas e reduzindo o 

desenvolvimento de resistência celular aos agentes quimioterápicos.  

As abordagens recentes de complementação da quimioterapia convencional 

envolvem o emprego de agentes que atuam no microambiente tumoral alterando a 

dinâmica do crescimento dos tumores. Estas terapias inovadoras incluem o uso de 

agentes antiangiogênicos (BLUMENSCHEIN et al., 2011; O'MALLEY et al., 2011; 

SANTOS; GOMEZ; RAEZ, 2011), modificadores de perfis de expressão gênica com 

oligonucleotídeos antisense de ácido ribonucleico de interferência (RNAi) (HOLT et 

al., 2011), inibidores de metaloproteinases (MANELLO; TONTI; PAPA, 2005; 

GIALELI; THEOCHARIS; KARAMANOS, 2011), inibidores de tirosina quinase (TKI) 

(PAPAETIS; SYRIGOS, 2009; ABOU-ALFA et al., 2010; PEMMARAJU et al., 2011), 

inibidores de citocinas pró-inlamatórias (IVANOV et al., 2011; CHAULET et al., 2011) 

e inibidores de quinases ciclina-dependentes (CDKs) (HEATHCOTE et al., 2010; 

DANHIER et al., 2010; ZULEHNER et al., 2011). 

A dificuldade da combinação de diferentes fármacos para o tratamento do 

câncer se dá pelo acúmulo dos efeitos adversos de cada fármaco o que limita esta 

modalidade terapêutica. No intuito de minimizar os efeitos tóxicos da terapia 

combinada, opta-se pela redução da dose administrada de cada fármaco, ou pelo 

aumento do intervalo entre os ciclos de tratamento. Entretanto, estas modificações 

podem reduzir o número de células tumorais mortas em cada ciclo de tratamento e 

desta forma, reduzir a eficácia de terapias combinadas (DEVITA; HELLMAN; 

ROSENBERG, 2005).  

Neste contexto, o aprimoramento da quimioterapia convencional através de 

estratégias que reduzam os efeitos adversos de agentes antineoplásicos é uma 

medida importante para a eficácia das terapias combinadas. Estas estratégias 

incluem sistemas de terapia alvo que se baseiam no direcionamento dos fármacos 
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aos tecidos neoplásicos melhorando a seletividade e especificidade do tratamento. 

Sistemas de terapia alvo incluem o uso de transportadores de fármacos como 

polímeros (ZHANG; FENG,2006; ZHANG et al., 2010; MILANE; DUAN; AMIJI, 2011), 

emulsões lipídicas (MARANHÃO, et al., 1994; LUNDBERG, 1994; KAN et al.,1999; 

RENSEN et al., 2001; LUNDBERG et al., 2003), e lipossomas (SENGUPTA et al., 

2001; MAMOT et al., 2003; FUJIMURA et al., 2006; HENEY et al., 2010; KOUDELKA 

et al., 2010).  

 
1.1 NANOEMULSÃO LIPÍDICA RICA EM COLESTEROL  

 

A lipoproteína de baixa densidade (LDL) é uma nanopartícula lipídica que 

transporta a maior parte do colesterol circulante no plasma humano. Através da 

proteína apolipoproteína B-100 (apo B-100) a LDL se liga a receptores específicos 

situados na superfície da membrana plasmática celular e é internalizada no 

citoplasma em vesículas que se fundem aos lisossomas (BROWN; GOLDSTEIN, 

1986).  

A estrutura lipídica da LDL pode ser produzida artificialmente em laboratório e 

estas nanopartículas lipídicas artificiais simulam o comportamento da LDL 

(GINSBURG; SMALL; ATKINSON, 1982). Em estudos prévios, Maranhão et al. 

(1992, 1993, 1997) demonstraram que uma nanoemulsão lipídica rica em colesterol 

tem metabolismo semelhante ao da LDL nativa tanto em ratos, quanto em humanos. 

A nanoemulsão lipídica não possui proteínas em sua constituição, porém, no 

compartimento plasmático entra em contato com as lipoproteínas naturais e adquire 

apolipoproteínas, como a apolipoproteína E (apoE). A apoE modula o metabolismo 

da nanoemulsão lipídica servindo de ponte para sua ligação ao receptor de LDL 

(rLDL) e conseqüente captação pelas células (MARANHÃO et al., 1993). 

 A observação de que células neoplásicas apresentam superexpressão de 

receptores de LDL (HO et al., 1978) levou à hipótese de que a nanoemulsão lipídica 

poderia ser usada como transportadora de quimioterápicos, concentrando-os nos 

tecidos neoplásicos através da endocitose mediada pelos receptores de LDL 

(MARANHÃO et al., 1992). 

 Esta hipótese foi testada em estudo com pacientes com leucemia mielóide 

aguda (LMA) onde se verificou que a nanoemulsão lipídica foi removida com maior 

velocidade nestes pacientes do que nos pacientes do grupo controle. Além disso,  
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este estudo mostrou uma maior captação da nanoemulsão lipídica em áreas da 

medula óssea com infiltrado de células leucêmicas (MARANHÃO et al., 1994). 

Experimentos posteriores também confirmaram a captação e concentração da 

nanoemulsão lipídica no carcinoma de ovário (ADES et al., 2001) e no carcinoma de 

mama (GRAZIANI et al., 2002; MENDES et al., 2009). 

A nanoemulsão lipídica foi então testada como transportadora dos 

quimioterápicos carmustina (MARANHÃO, et al., 2002; TEIXEIRA; CURI; 

MARANHÃO, 2004), paclitaxel (RODRIGUES, et al., 2002; RODRIGUES et al., 

2005; DIAS et al., 2007; PIRES et al., 2009), etoposide (VALDUGA et al., 2003; 

AZEVEDO et al., 2005; LO PRETE et al., 2006; PINHEIRO et al., 2006) e 

daunorrubicina (TEIXEIRA et al., 2008; CONTENTE, 2011).  

Quando incorporada à nanoemulsão lipídica, a carmustina apresentou 

diminuição dos seus efeitos adversos em pacientes com câncer em estágio 

avançado (MARANHÃO, et al., 2002) e promoveu inibição do crescimento do tumor 

de Walker 256 em ratos (TEIXEIRA; CURI; MARANHÃO, 2004).  

A associação da nanoemulsão lipídica com o paclitaxel preservou a atividade 

citotóxica do fármaco e mostrou que sua dose máxima tolerada (DMT) em 

camundongos foi maior do que a DMT da formulação comercial do quimioterápico 

(RODRIGUES, et al., 2002). Com o objetivo de melhorar a estabilidade e taxa de 

incorporação do paclitaxel à nanoemulsão lipídica, o fármaco foi modificado 

quimicamente visando o aumento de sua lipofilicidade.  A associação do derivado 

oleato de paclitaxel à nanoemulsão lipídica apresentou-se estável e não reduziu a 

ação citotóxica do quimioterápico. Além disso, a dose letal mediana (DL50) em 

camundongos foi cerca de dez vezes inferior à do fármaco comercial e a inibição do 

crescimento tumoral em camundongos foi superior quando comparado à formulação 

comercial do paclitaxel (RODRIGUES et al., 2005). A associação nanoemulsão-

oleato de paclitaxel também foi testada em pacientes com tumores de ovário, 

endométrio, cérvice uterina e mama comprovando a captação do quimioterápico nos 

tecidos neoplásicos (DIAS et al., 2007; PIRES et al., 2009) com redução dos efeitos 

adversos observados com o uso do paclitaxel comercial (PIRES et al., 2009).  

 Nos estudos envolvendo o etoposide, o aumento da taxa de associação do 

fármaco à nanoemulsão lipídica também foi obtido pelo aumento da lipofilicidade da 

molécula com a obtenção do derivado oleato de etoposide (VALDUGA et al., 2003). 

Ensaios em camundongos mostraram que, além da redução da DMT, a preparação 
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nanoemulsão-oleato de etoposide teve maior efeito antitumoral quando comparada 

ao etoposide comercial (LO PRETE et al., 2006). Em ensaios clínicos com pacientes 

com câncer de ovário, Azevedo et al. (2005) observaram que a captação do oleato 

de etoposide associado à nanoemulsão lipídica pelo tecido tumoral foi quatro vezes 

superior ao tecido ovariano contralateral normal. Em outro estudo, Pinheiro et al. 

(2006) demonstraram que pacientes com linfoma tiveram a doença estabilizada 

durante o tratamento com o oleato de etoposide associado à nanoemulsão lipídica, 

sem a observação de efeitos adversos. 

A incorporação da daunorrubicina à nanoemulsão lipídica também foi 

otimizada através da derivatização do fármaco e formação do oleato de 

daunorrubicina (TEIXEIRA et al., 2008). O tratamento de camundongos com a 

associação da N-oleil-daunorrubicina (ODNR) à nanoemulsão lipídica levou a 

redução da cardiotoxicidade promovida pela daunorrubicina comercial (TEIXEIRA, 

2005; TEIXEIRA, et al., 2008). Além disso, Contente (2011) demonstrou que a 

associação nanoemulsão-ODNR foi mais eficaz na redução do crescimento do tumor 

melanoma B16F10 em camundongos do que a formulação comercial da 

daunorrubicina. 

Os estudos com a nanoemulsão lipídica rica em colesterol demonstraram que 

este é um sistema promissor para o transporte de agentes quimioterápicos, com 

potencial de revolucionar o tratamento das neoplasias malignas. 

 

1.2 PACLITAXEL 

 

O paclitaxel é um fármaco extraído a partir do extrato da casca do teixo do 

Pacífico, chamado Taxus brevifolia e sua atividade antitumoral foi detectada pelo 

National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos da América (EUA) em 1962.  A 

forma pura deste fármaco foi obtida em 1967 e sua estrutura foi descrita pela 

primeira vez apenas em 1971 (WANI et al., 1971). A disponibilização deste 

quimioterápico para o mercado farmacêutico foi inicialmente dificultada pelo 

suprimento limitado da árvore Taxus brevifolia e pela baixa solubilidade da sua 

molécula em água. Em meados dos anos 80 foi encontrada uma solução para o 

escasso suprimento do paclitaxel a partir do desenvolvimento de um método de 

produção semi-sintética. Neste caso, o fármaco foi obtido a partir de um precursor 
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não citotóxico extraído das folhas e de outros componentes de teixos mais 

abundantes, como o Taxus baccata (HORWITZ, 1992). 

O paclitaxel tem atividade antineoplásica em carcinoma epitelial de ovário, 

carcinoma de mama, câncer de cabeça e pescoço, carcinoma de células não-

pequenas de pulmão, mieloma múltiplo e sarcoma de Kaposi associado com a 

síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) (ROWINSKY; CAZENAVE; 

DONEHOWER, 1990).  

O mecanismo de ação do paclitaxel envolve a inibição da mitose através da 

polimerização da tubulina e conseqüente estabilização dos microtúbulos 

(MANFREDI; PARNESS; HORWITZ, 1982; MANFREDI; HORWITZ, 1984; 

ROWINSKY; CAZENAVE; DONEHOWER, 1990). Os microtúbulos são essenciais 

para a manutenção da forma celular, transporte de organelas dentro das células e 

formação do fuso mitótico durante a divisão celular. A polimerização da tubulina 

promovida pelo paclitaxel gera microtúbulos disfuncionais e dessa forma, o ciclo 

celular é bloqueado na fase G2M, impedindo a divisão celular (MANFREDI; 

PARNESS; HORWITZ, 1982; MANFREDI; HORWITZ, 1984; HORWITZ et al., 1986; 

ROWINSKY; CAZENAVE; DONEHOWER, 1990).  

O mecanismo preciso pelo qual a estabilização dos microtúbuos leva a 

apoptose das células não está totalmente esclarecido (DEVITA; HELLMAN; 

ROSENBERG, 2005), porém, sabe-se que alterações nos microtúbulos podem 

induzir a expressão do gene supressor de tumores p53 e de reguladores do ciclo 

celular como o p21/Waf-1, um inibidor de quinases ciclina-dependentes (CDKs). De 

fato, a apoptose induzida pelo paclitaxel pode ocorrer por dois mecanismos distintos, 

via independente de p53 e via dependente de p53 com acúmulo de células na fase 

G1 do ciclo celular (WOODS et al., 1995; TISHER et al., 1995). Além disso, a 

apoptose induzida pelos taxanos também foi relacionada à inativação de membros 

da família de genes Bcl-xL/Bcl-2, conhecidos por sua atividade antiapoptótica 

(GANANSIA-LEYMARIE; BISCHOFF; BERGERAT, 2003).  

Os principais efeitos adversos do paclitaxel são a neurotoxicidade e a 

neutropenia. A neutropenia surge em aproximadamente 7 a 10 dias após o início do 

tratamento, regride em até 21 dias (ROWINSKY; DONEHOWER, 1991; PAZDUR et 

al., 1993; ROWINSKY, 1997; MICHAUD; VALERO; HORTOBAGYI, 2000) e sua 

gravidade está relacionada ao tempo em que a concentração plasmática do fármaco 

fica em torno de 0,05 mol/L (GIANNI et al., 1995). Desta forma, a neutropenia é 
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mais grave em esquemas de infusão prolongada (EISENHOWER et al.,1994; 

GELDERBLOM et al.,2002).  

Outros efeitos adversos do tratamento com o paclitaxel estão relacionados à 

toxicidade promovida pelo veículo da formulação. Por ser praticamente insolúvel em 

água, a formulação comercial do paclitaxel (Taxol®) é solubilizada em partes iguais 

de etanol e do surfactante Cremophor EL®, um derivado poli-oxietilado de óleo de 

rícino (ROWINSKY; CAZENAVE; DONEHOWER, 1990; VAN ZUYLEN; VERWEIJ; 

SPARREBOOM, 2001).  

 O Cremophor EL® é comumente utilizado para a solubilização de compostos 

lipofílicos, porém, a quantidade necessária deste surfactante para solubilizar o 

paclitaxel é maior do que aquela necessária em outros compostos como a 

ciclosporina e o teniposide (O’DWYER et al., 1986; SINGLA; GARG; AGGARWAL, 

2002).  Os efeitos adversos relacionados ao uso do Cremophor EL® incluem reações 

de hipersensibilidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, vasodilatação, dispnéia, 

letargia e hipotensão (WEISS et al., 1990; ROWINSKY; CAZENAVE; 

DONEHOWER, 1990; LIEBMANN; COOK; MITCHELL, 1993). 

Tendo em vista os problemas associados ao uso do Cremophor EL® na 

formulação do paclitaxel, novas formulações deste fármaco estão sendo 

desenvolvidas. Estas formulações incluem o uso de veículos ou transportadores de 

fármacos como emulsões (SIMAMORA et al., 1998; RODRIGUES et al., 2002; 

LUNDBERG et al., 2003; RODRIGUES et al., 2005), lipossomas (SAMPEDRO et al., 

1993; SHARMA; STRAUBINGER, 1994; KOUDELKA et al., 2010), ciclodextrinas 

(SHARMA; BALASUBRAMANIAN; STRAUBINGER, 1995), polímeros (WALTER et 

al., 1994; WINTERNITZ et al., 1996; ZHANG; FENG, 2006) e proteínas 

(SPARREBOOM; BAKER; VERWEIJ, 2005). 

 

1.3 ESTATINAS NO TRATAMENTO DO CÂNCER 

 

As estatinas são agentes inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A 

(HMG-CoA) redutase que bloqueiam a biossíntese de colesterol (ENDO et al., 1977; 

CRESSMAN et al., 1988; COLLINS et al., 2003).  

As estatinas são eficazes no tratamento da hipercolesterolemia tanto na 

diminuição da concentração sérica de colesterol total (cerca de 35%), como na 

diminuição de colesterol de LDL (cerca de 45%). No entanto, estes agentes têm 
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capacidade limitada na redução de triglicérides (cerca de 10%) e no aumento de 

colesterol da lipoproteína de alta densidade (HDL, cerca de 5%) (TULENKO; 

SUMNER, 2002). 

Funcionalmente, as estatinas podem ser classificadas pela sua hidrofilicidade 

ou lipofilicidade, o que as distingue em grupos capazes de reduzir eventos cardíacos 

independentemente de suas atividades hipolipemiantes e anti-ateroscleróticas 

(ICHIHARA; SATOH, 2002). As estatinas hidrofílicas como a pravastatina não 

penetram nas bicamadas lipídicas e são internalizadas nos hepatócitos via 

transportadores aniônicos (ISTVAN; DEISENHOFER, 2001; PARKER et al., 2003). 

Em contraste, as estatinas lipofílicas como a lovastatina, sinvastatina e fluvastatina, 

atravessam diretamente as membranas celulares e apresentam além dos efeitos de 

redução de colesterol, efeitos pleiotrópicos (ICHIHARA; SATOH, 2002).  

Os efeitos pleiotrópicos das estatinas dependem da ativação de algumas 

proteínas que interferem em importantes vias de sinalização celular. Essas vias são 

relacionadas a genes que condicionam a síntese de citocinas inflamatórias, fatores 

de coagulação, ou a maior expressão de óxido nítrico (McFARLANE; MUNIYAPPA; 

FRANCISCO, 2002). Desta forma, as estatinas promovem efeitos antiinflamatórios, 

melhoram o balanço da hemostasia e a recuperação da vasorreatividade 

dependente do endotélio (O’DRISCOLL; GREEN; TAYLOR,1997; LAUFS; LIAO, 

1998; McFARLANE; MUNIYAPPA; FRANCISCO, 2002; LIAO; LAUFS, 2004; 

DULAK; JÓZKOWICZ, 2005).   

Ao inibirem a enzima HMG-CoA redutase, as estatinas inibem a formação de 

mevalonato, precursor de geranil pirofosfato (GPP), farnesil pirofosfato (FPP) e 

geranil-geranil pirofosfato (GGPP) (GOLDSTEIN; BROWN, 1990). Estes compostos 

atuam na regulação do ciclo celular e são responsáveis pela isoprenilação das 

proteínas intracelulares Ras e Rho (KELVIN et al., 2003; DULAK; JÓZKOWICZ, 

2005).  

As proteínas Ras e Rho regulam a tradução de receptores de membrana 

responsáveis pela transcrição de genes envolvidos na proliferação celular, 

diferenciação e apoptose. Tendo em vista que as estatinas inibem a isoprenilação e 

conseqüentemente, a ativação das proteínas intracelulares Ras e Rho, e que os 

genes que codificam estas proteínas encontram-se mutados em diversos tumores 

como pâncreas, cólon, pulmão e leucemia (BOS, 1989; SUWA et al., 1998; VAN 

GOLEN et al., 2000; JOHNSON et al., 2001; KUSAMA et al., 2003; KONDO et al., 
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2004), levantou-se a hipótese de que as estatinas podem ser úteis na prevenção e 

tratamento do câncer (NARISAWA et al.,1994; SOMA et al.,1995; WONG et al., 

2002; KELVIN et al., 2003; KAUSHAL et al. 2003; HINDLER et al., 2006). 

Estudos demonstraram que as estatinas induzem apoptose e inibem o 

crescimento de diversas linhagens de células tumorais como melanoma (SOMA et 

al., 1995; DEMIERRE et al., 2005; SHELLMAN et al., 2005; SAITO et al., 2008), 

glioma (SOMA et al., 1995; KOYUTURK; ERSOZ; ALTIOK, 2004), neuroblastoma 

(GIRGERT et al.1999), cólon (CHO; KIM; KIM, 2008), mama (CAMPBELL et al., 

2006), linfoma (TRESCKOW et al., 2007) e linhagens de células leucêmicas 

(DIMITROULAKOS et al., 2001; YANG et al., 2008). 

As estatinas promovem o bloqueio do ciclo celular na fase G1S acompanhada 

do aumento dos inibidores de quinases ciclina-dependentes (CDKs) p21/Waf-1 e 

p27KIP que atuam na regulação do ciclo celular (LEE et al., 1998; DENOYELLE et 

al., 2001; WACHTERSHAUSER et al., 2001; SAITO et al., 2008).  

O mecanismo de indução de apoptose pelas estatinas parece ser resultado 

da depleção da isoprenilação de proteínas Ras e Rho pelo GPP (XIA et al., 2001; 

KELVIN et al., 2003). DENOYELLE et al. (2003) confirmaram a inibição das vias de 

sinalização RhoA/ROCK e Rho/AKT após o tratamento de células de câncer de 

mama com cerivastatina. Este estudo também demonstrou que as células tratadas 

com a estatina apresentaram redução de ciclina D1 e da metaloproteinase 9 (MMP-

9) e aumento do inibidor de CDKs p21/Waf-1. Além disso, a redução da proteína 

antiapoptótica Bcl-2 e o aumento da expressão da proteína pró-apoptótica Bax 

também foram associados aos mecanismos de indução de morte celular promovido 

pelas estatinas (AGARWAL et al.; 1999; KELVIN et al., 2003). 

  Outros efeitos da ação das estatinas em células tumorais estão relacionados 

às alterações na adesão celular e diminuição da capacidade metastática das células 

(COLLISSON et al., 2003; KELVIN et al., 2003; GLYNN et al., 2008). Estes efeitos 

também foram demonstrados por TAKEDA et al. (2007) ao tratar células de 

carcinoma escamoso de cabeça e pescoço com a sinvastatina. O estudo 

demonstrou que o tratamento com sinvastatina resultou em mudanças na adesão 

das células à matriz extracelular através da inativação da integrina β1 reduzindo, 

portanto, o potencial de invasão das células tumorais. 

Os efeitos das estatinas em células tumorais levantaram a hipótese de que 

seu uso combinado com agentes antioneoplásicos poderia aumentar a eficácia da 
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terapia antitumoral através da soma dos efeitos de cada fármaco ou por sinergismo 

entre eles (KELVIN et al., 2003). De fato, as estatinas levaram ao aumento da 

indução de apoptose e da atividade antitumoral de fármacos como carmustina, 

cisplatina, 5-fluorouracil, doxorrubicina e paclitaxel (SOMA et al., 1995; ILISKOVIC; 

SINGAL, 1997; AGARWAL et al.,1999; HOLSTEIN; HOHL, 2001; FELESZKO et al., 

1998; FELESZKO et al., 2000; FELESZKO et al., 2002).  

No entanto, a terapia combinada com estatinas e fármacos antineoplásicos 

deve considerar a possibilidade de aumento dos seus efeitos adversos como 

miopatia, rabdomiólise e hepatotoxicidade (TOBERT, 1988; FARMER; TORRE-

AMIONE, 2000; MARON; FAZIO; LINTON, 2000; BAKER; TARNOPOLSKY, 2001; 

KELVIN et al., 2003; HINDLER et al., 2006). Estes efeitos tóxicos são dose-

dependentes e pelo fato das estatinas serem substratos das enzimas CYP3A4 e 

CYP2C9, as interações com outros fármacos metabolizados por estas enzimas 

podem potencializar seus efeitos adversos (KELVIN et al., 2003; JACOBSON, 2004; 

NEUVONEN; NIEMI; BACKMAN, 2006). A incidência da miopatia, por exemplo, 

pode aumentar em até cinco vezes quando as estatinas são coadministradas com 

outros fármacos como fibratos, bloqueadores de canais de cálcio, ciclosporina, 

agentes antifúngicos e drogas antiretrovirais (MALTZ; BALOG; CHEIGH, 1999; 

OMAR; WILSON, 2002; FICHTENBAUM et al., 2002; LEWIN; NAPPI; TAYLOR, 

2002; ASBERG, 2003; SKAUKAT et al., 2003; JACOBSON, 2004; NEUVONEN; 

NIEMI; BACKMAN, 2006).  

As estatinas têm sido demonstradas como fármacos potenciais para o 

tratamento do câncer devido aos seus efeitos antiproliferativos, pró-apoptóticos e de 

inibição de invasão do tumor. Desta forma, seu uso como adjuvante da 

quimioterapia representa uma abordagem promissora para o tratamento do câncer. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 
A terapia combinada é uma estratégia terapêutica que visa utilizar 

medicamentos que atuam em diferentes passos dos processos metabólicos das 

células, possibilitando dessa forma, a destruição de uma maior quantidade de 

células tumorais. Neste contexto, vários estudos têm chamado a atenção para o uso 

promissor de estatinas combinadas com agentes quimioterápicos para o tratamento 

do câncer (SOMA et al., 1995; THIBAULT et al., 1996; FELESTKO et al., 1998; 

BOUTERFA et al., 2000; DENOYELLE et al., 2001; DIMITROULAKOS et al., 2001; 

KELVIN et al., 2003).  

A maioria dos ensaios clínicos com estatinas para tratamento do câncer 

fazem o uso contínuo destes fármacos em doses baixas para redução do risco de  

aparecimento dos seus efeitos colaterais, incluindo rabdomiólise, miopatia, e 

hepatotoxicidade (HINDLER et al., 2006). Esta conduta leva em conta que os efeitos 

debilitantes da quimioterapia e do próprio tumor fazem com que os pacientes com 

câncer tenham maior risco de sofrerem os efeitos adversos das estatinas. Além 

disso, estes pacientes geralmente fazem uso concomitante de outros fármacos 

como a ciclosporina, que é conhecida por interferir no metabolismo hepático das 

estatinas através do citocromo P-450, aumentando portanto, seus efeitos tóxicos 

(ASBERG, 2003; KELVIN et al., 2003; HINDLER et al., 2006; NEUVONEN; NIEMI; 

BACKMAN, 2006). Assim, o uso combinado de estatinas com agentes antitumorais 

deve ser feito com cautela, em especial no caso do uso combinado da sinvastatina, 

substrato da enzima CYP3A4, com o paclitaxel que é metabolizado por esta enzima.  

Em trabalhos anteriores de nosso laboratório demonstramos que a 

associação de agentes quimioterápicos à nanoemulsão lipídica rica em colesterol 

concentrou estes fármacos nos tecidos neoplásicos, aumentando a eficácia dos 

mesmos (MARANHÃO et al., 2002; TEIXEIRA; CURI; MARANHÃO, 2004; 

AZEVEDO et al., 2005; LO PRETE et al., 2006; RODRIGUES et al., 2005; 

KRETZER, 2007; MENDES et al., 2009; PIRES et al., 2009; CONTENTE, 2011). O 

direcionamento específico da quimioterapia às células tumorais, promovido pela 

nanoemulsão lipídica, reduziu drasticamente os efeitos adversos observados com o 

uso da formulação comercial de agentes antineoplásicos como o paclitaxel 

(RODRIGUES et al., 2005; PIRES et al., 2009). Esta redução de toxicidade nos 

levou a testar o potencial de aplicação do sistema de nanopartículas lipídicas na 
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terapêutica combinada de sinvastatina com o paclitaxel associado à nanoemulsão 

lipídica.  
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3 OBJETIVO GERAL 

 

Determinar o efeito da terapia antitumoral combinada de sinvastatina com 

paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica em camundongos com implante de 

melanoma B16F10. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar os efeitos tóxicos da administração combinada da sinvastatina com o 

paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica em comparação com a administração 

da sinvastatina e a formulação comercial do paclitaxel e com a monoterapia com o 

paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica; 

 

 Comparar a eficácia da terapia antitumoral combinada com sinvastatina e 

paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica com a terapia combinada com 

sinvastatina e a formulação comercial do paclitaxel; 

 

 Comparar a eficácia da terapia antitumoral combinada com sinvastatina e 

paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica com a monoterapia com o paclitaxel 

associado à nanoemulsão lipídica. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

 

Os lípides trioleína, oleato de colesterol e colesterol utilizados na produção 

das emulsões, foram adquiridos da Nu-Check Prep. (Elysian, EUA). A fosfatidilcolina 

foi obtida da Lipid Products (Surrey, Inglaterra). A sinvastatina (Zocor®) foi adquirida 

da Merck Sharp & Dohme (Campinas, Brasil). O paclitaxel foi adquirido da 

Calbiochem-Novabiochem Corporation (La Jolla, EUA), o óleo de castor polietoxilado 

(Cremophor® EL) e demais solventes orgânicos foram adquiridos da Sigma Chemical 

Company (St. Louis, EUA). 

Os equipamentos utilizados foram: disruptor de células ultrasônico Branson 

Ultrasonic Corporation (Danbury, EUA), ultracentrífuga com rotor Beckman SW41 

(Beckman Coulter Inc., Brea, EUA), analisador de potencial zeta e de distribuição de 

tamanho de partículas Laser Scattering Zeta PALS® - Zeta Potential Analyser 

(Brookhaven Instruments Co, Holtsville, EUA), contador de células hematológicas 

automatizado HemoCounter ABCVet® (Horiba ABX, Irvine, EUA), agitador vórtex 

Thermolyn® 37600 mixer, centrífuga de tubos Eppendorf (Hamburg, Alemanha), 

citômetro FACScalibur® (Becton & Dickinson, San Jose, EUA), câmara de pressão 

para recuperação antigênica Pascal® (Dako, Carpinteria, EUA), microscópio Nikon 

Eclipse 80i acoplado com câmera digital Nikon (Tóquio, Japão), analisador de 

parâmetros bioquímicos automatizado Roche Hitachi Modular® Analytics P800 

(Roche Diagnostics, Indianapolis, EUA). 

 

4.1.1 Animais 

 

 Nos experimentos de avaliação toxicológica dos tratamentos propostos foram 

utilizados camundongos Balb-c fêmeas, com peso médio de 20g e com 

aproximadamente dois meses de idade.  

  Para os estudos com o tumor de melanoma B16F10 foram utilizados 

camundongos isogênicos C57BL/6J fêmeas, com peso médio de 20g e com 

aproximadamente dois meses de idade.  

  Os camundongos foram cedidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan 

(São Paulo, Brasil). Os animais durante o procedimento experimental foram 
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mantidos no biotério da Divisão de Desenvolvimento Científico do Instituto Butantan 

com ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, temperatura constante de 20ºC, água 

filtrada e esterilizada, e ração Purina® esterilizada ad libitum. 

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUAIB) do Instituto Butantan (Protocolo CEUAIB nº 638/09) e pela Comissão de 

Ética em Experimentação Animal (CEEA) da FCF-USP (Protocolo CEEA nº 246). 

  

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Preparo da nanoemulsão lipídica rica em colesterol 
 

A nanoemulsão lipídica foi preparada segundo a técnica descrita por 

Ginsburg; Small e Atikson (1982), modificada por Maranhão et al. (1993). Em um 

frasco foram adicionados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1 

mg de trioleína, e 0,5 mg de colesterol livre, dissolvidos em clorofórmio-etanol (2:1 

v/v). A mistura de lípides foi seca sob fluxo de nitrogênio, em banho de água (37C) 

e mantida em dessecador a vácuo, por 16 horas, a 4C, para a remoção total dos 

resíduos de solventes. A seguir, foram adicionados 10 mL de tampão TRIS-HCl 0,01 

M, pH 8,0, e a suspensão de lípides foi emulsificada por irradiação ultrassônica 

durante três horas, sob atmosfera de nitrogênio e com temperatura variando entre 

51 e 55C. A irradiação ultrassônica foi realizada com uma potência de 125 watts, 

em modo contínuo de operação por um disruptor de células Branson, modelo B 450, 

equipado com ponta de titânio com 1 cm de diâmetro. 

Ao término da irradiação ultrassônica a nanoemulsão lipídica foi purificada por 

ultracentrifugação a 35.000 rpm, durante 30 minutos, a 4C. O sobrenadante da 

solução (1,0 mL), contendo partículas que flotam em densidade 1,006 g/mL, foi 

retirado e descartado. O volume restante foi submetido à nova ultracentrifugação a 

35.000 rpm, durante duas horas, a 4C, após adição de brometo de potássio sólido, 

para ajustar a densidade em 1,210 g/mL. Do sobrenadante foram removidos 2,0 mL, 

os quais contêm a fração das partículas de tamanho e composição desejados. 

A nanoemulsão lipídica foi dialisada utilizando-se 4,0 mL de tampão estéril 

TRIS-HCl 0,01 M, pH 8,0, e saco de diálise Spectrapor 6 (Spectrum Medical Ind., 

Los Angeles, EUA), por 16 horas, a 4C, para a total remoção dos sais de brometo 
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de potássio utilizados na etapa final de purificação. A nanoemulsão lipídica foi então 

submetida à esterilização por filtração em filtros com poros de 0,2 µ de diâmetro 

(Millipore, São Paulo, SP).  

Todo o procedimento de preparo da nanoemulsão lipídica foi realizado em 

câmara de fluxo laminar vertical para evitar a contaminação por microorganismos. 

 

4.2.2 Associação do oleato de paclitaxel à nanoemulsão lipídica 

 

O derivado do paclitaxel, oleato de paclitaxel, modificado como descrito 

anteriormente (Rodrigues et al., 2005), foi associado à nanoemulsão lipídica numa 

razão 10:1 em massa de lípides e fármaco. O paclitaxel foi dissolvido em etanol, sob 

agitação, até completa solubilização para posterior adição da nanoemulsão lipídica 

à solução de oleato de paclitaxel. A incorporação foi realizada por irradiação 

ultrassônica por 40 minutos com temperatura variando entre 50 e 55oC. As 

preparações foram realizadas no mesmo dia dos respectivos experimentos e 

esterilizadas em filtro Millipore 0,22 µm.  

 

4.2.3 Avaliação da toxicidade dos tratamentos em camundongos Balb-c 

 

Nos dias 1, 4 e 9, camundongos Balb-c fêmeas sem tumor receberam pela via 

intraperitoneal soluções de oleato de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica 

17,5 µmol/kg (19 mg/kg), paclitaxel 17,5 µmol/kg (15 mg/kg), nanoemulsão lipídica e 

solução salina 0,9%. A sinvastatina 50 mg/kg foi administrada por gavagem 

diariamente do 1° até o 9 dia de experimento, em um dos grupos de animais 

tratados com oleato de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica, no grupo 

tratado com o paclitaxel comercial e como monoterapia.  

A sobrevida dos animais foi acompanhada durante 22 dias e os animais foram 

pesados a cada dois dias durante este período. 
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Tabela 1 – Grupos de tratamento para avaliação de toxicidade 

 

Grupo Tratamento 
Dia de 

administração 
Via de 

administração 
Número de 

animais 

Controle 

Solução salina 1, 4 e 9 Intraperitoneal 

10 

Solução salina 1 ao 9 Oral 

Nanoemulsão Nanoemulsão lipídica 1, 4 e 9 Intraperitoneal 10 

Sinva Sinvastatina (50mg/kg) 1 ao 9 Oral 10 

Paclitaxel + Sinva 

Formulação comercial do 
paclitaxel (17,5 µmol/kg) 

1, 4 e 9 Intraperitoneal 

10 

Sinvastatina (50mg/kg) 1 ao 9 Oral 

Nano-paclitaxel 
Oleato de paclitaxel 
associado à nanoemulsão 
lipídica (17,5 µmol/kg) 

1, 4 e 9 Intraperitoneal 10 

Nano-paclitaxel + 
Sinva 

Oleato de paclitaxel 
associado à nanoemulsão 
lipídica (17,5 µmol/kg) 

1, 4 e 9 Intraperitoneal 

10 

Sinvastatina (50mg/kg) 1 ao 9 Oral 

 

 

4.2.3.1 Parâmetros hematológicos 

 

O perfil hematológico dos animais foi determinado em cinco datas distintas 

durante 24 dias: nos dias posteriores à administração da quimioterapia (2, 5 e 10), e 

nas duas semanas após o fim do tratamento para acompanhamento dos animais 

pós-quimioterapia (17° e 24° dia). As amostras de sangue periférico foram colhidas 

do plexo submandibular dos camundongos de acordo com os protocolos do National 

Institutes of Health, EUA (ARAC, 2010).  

 As amostras foram processadas em equipamento HemoCounter ABCVet® no 

Laboratório de Hematologia Clínica do Departamento de Análises Clínicas da 

FCF/USP.  Foram realizadas as contagens de leucócitos totais, plaquetas e 

hemácias, além da determinação da concentração de hemoglobina e da 

porcentagem do hematócrito dos animais. A contagem diferencial de leucócitos foi 
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feita em extensão sanguínea corada com o corante May-Grunwald-Giemsa 

modificado por Rosenfeld (1947).  

 

4.2.3.2 Parâmetros bioquímicos 

 

Com a finalidade de se avaliar a presença de possíveis efeitos tóxicos do uso 

combinado da sinvastatina como coadjuvante da quimioterapia com o paclitaxel em 

alguns órgãos como fígado, músculos e rins, mensuramos a atividade plasmática 

das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), 

creatinofosfoquinase (CK) e a concentração plasmática de creatinina.  

O plasma dos animais foi obtido a partir de amostras de sangue periférico 

coletadas nos dias posteriores à administração da quimioterapia (5 e 10), e 

finalmente, nas duas semanas após o fim do tratamento para acompanhamento dos 

animais pós-quimioterapia (17° e 24° dia).  

As amostras de plasma foram processadas em equipamento automatizado 

Roche Hitachi Modular® Analytics P800 no Laboratório Central do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da USP. A atividade das enzimas ALT, AST e 

CK foi determinada pelo método cinético automatizado e a concentração de 

creatinina foi determinada pelo método colorimétrico cinético. 

 

4.2.4 Avaliação de atividade antitumoral no melanoma B16F10 implantado em 

camundongos C57BL/6J 

 

4.2.4.1 Implante de células de melanoma B16F10 em camundongos  

 

Aproximadamente 100 L de solução tampão salina fosfato (PBS) contendo 

5x104 células de melanoma B16F10 viáveis foram injetadas subcutaneamente na 

região dorsal previamente depilada de camundongos C57BL/6J fêmeas.  

A contagem de células viáveis foi realizada em câmara de Newbauer 

utilizando-se o corante azul de trypan, o qual cora o núcleo celular das células 

inviáveis.  

 Após a implantação do tumor, os animais foram observados a cada 72 horas 

e o crescimento tumoral foi acompanhado até o diâmetro médio de 0,5 cm, sem a 
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presença de ulcerações ou necroses. Os tumores puderam ser visualizados 

macroscopicamente entre o 10º e o 14º dia após a inoculação das células de 

melanoma. 

 

4.2.4.2 Administração dos fármacos 

 

Nos 11, 14 e 19 dias após a inoculação do melanoma B16F10, foram 

injetadas intraperitonealmente soluções de oleato de paclitaxel associado à 

nanoemulsão lipídica 17,5 µmol/kg (19 mg/kg), formulação comercial do paclitaxel 

17,5 µmol/kg (15 mg/kg), nanoemulsão lipídica e solução salina 0,9%. A sinvastatina 

50 mg/kg foi administrada por gavagem diariamente do 11° até o 19 dia após a 

inoculação do tumor em um dos grupos de animais tratados com oleato de paclitaxel 

associado à nanoemulsão lipídica, no grupo tratado com o paclitaxel comercial e 

como monoterapia. 

 

Tabela 2 – Grupos de tratamento para avaliação de atividade antitumoral 

 

Grupo Tratamento 
Dia de 

administração 
Via de 

administração 
Número de 

animais 

Controle 

Solução salina 11, 14 e 19 Intraperitoneal 

23 
Solução salina 11 ao 19 Oral 

Nanoemulsão Nanoemulsão lipídica 11, 14 e 19 Intraperitoneal 17 

Sinva Sinvastatina (50mg/kg) 11 ao 19 Oral 13 

Paclitaxel + 
Sinva 

Formulação comercial do 
paclitaxel (17,5 µmol/kg) 

11, 14 e 19 Intraperitoneal 
13 

Sinvastatina (50mg/kg) 11 ao 19 Oral 

Nano-paclitaxel 
Oleato de paclitaxel 
associado à nanoemulsão 
lipídica (17,5 µmol/kg) 

11, 14 e 19 Intraperitoneal 16 

Nano-paclitaxel 
+ Sinva 

Oleato de paclitaxel 
associado à nanoemulsão 
lipídica (17,5 µmol/kg) 

11, 14 e 19 Intraperitoneal 

13 

Sinvastatina (50mg/kg) 11 ao 19 Oral 
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4.2.4.3 Crescimento tumoral, variação de peso e probabilidade de sobrevida  

 

A atividade antitumoral da terapia combinada com sinvastatina e com o 

paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica foi avaliada a partir de protocolo 

estabelecido pelo National Cancer Institute, EUA (PLOWMAN et al., 1997).  

O peso dos animais e o crescimento da massa tumoral foram avaliados três 

vezes por semana com auxílio de um paquímetro até o 31 dia após o início do 

experimento. Observações diárias da taxa de sobrevida dos animais foram 

realizadas até o 60º dia de experimentação.  

Para tumores implantados por via subcutânea, a massa do tumor é estimada 

a partir do seu diâmetro, sendo calculada de acordo com a expressão (GERAN et 

al., 1972; PLOWMAN et al., 1997): 

Massa Tumoral (mg) = Comprimento (mm) X [largura (mm)] 2 / 2 

 

4.2.4.4 Desenvolvimento de metástases 

 

Após a morte dos animais, realizou-se necropsia para a coleta de tumores 

dorsais, identificação de lesões internas macroscópicas e registro fotográfico.  

 A partir das observações das necropsias dos animais foi possível a 

determinação do porcentual de camundongos que desenvolveram nódulos 

metastáticos em todos os grupos de tratamento. 

  

4.2.4.5 Parâmetros hematológicos 

 

O perfil hematológico dos animais portadores de melanoma B16F10 foi 

determinado em seis datas distintas durante 34 dias: um dia antes da implantação 

do tumor (valor basal), nos dias posteriores à administração da quimioterapia (12, 15 

e 20), e finalmente, nas duas semanas após o fim do tratamento para 

acompanhamento do perfil hematológico pós-quimioterapia (27° e 34° dia). 

As amostras de sangue periférico foram colhidas e processadas conforme 

descrito no item 4.2.3.1. 
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4.2.4.6 Potencial elétrico da membrana mitocondrial das células do tumor 

 

Três camundongos de cada grupo de tratamento foram sacrificados por 

deslocamento cervical, 48 horas após do fim dos tratamentos dos animais, para a 

coleta dos tumores dorsais.  

A viabilidade celular foi estimada a partir da determinação do potencial 

elétrico da membrana mitocondrial das células dos tumores coletados. Esta análise 

foi realizada por citometria de fluxo utilizando como sonda a rodamina 123 (Rod123) 

(Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA).  

Os tumores foram macerados em PBS e a suspensão celular obtida foi 

filtrada. Em seguida, foi adicionada solução de álcool-RNAase e a amostra foi 

centrifugada por dez minutos a 2.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e ao 

pellet celular adicionou-se tampão FACSFLow® (Becton & Dickinson – BD, San 

Jose, EUA). Para cada 100 μL de suspensão celular contendo 106 células, utilizou-

se 5 μL do reagente rodamina 123 (5 mg/mL).  

As amostras foram analisadas com o sistema de citometria de fluxo 

FACScalibur® (Becton & Dickinson – BD, San Jose, EUA) no canal FL1-H (515-530 

nm). Foram coletados dados de pelo menos 10.000 eventos para cada amostra 

utilizando-se o programa CellQuest®. Os dados foram analisados nos programas 

WinMDI 2.8® e os resultados reportados como intensidade média de fluorescência 

(IMF). 

 

4.2.4.7 Expressão dos marcadores de checagem do ciclo celular p27, p21 e ciclina 

D1 nas células do tumor  

 

A expressão das proteínas p27, p21 e ciclina D1 foi determinada em células 

de tumores dorsais de melanoma B16F10 coletados conforme descrito no item 

4.2.4.6. 

Foram preparados macerados dos tumores em PBS, filtragem da suspensão 

celular obtida, adição de solucão de álcool-RNAase e centrifugação da amostra 

conforme descrito no item 4.2.4.6. O sobrenadante foi desprezado e ao pellet celular 

adicionou-se tampão FACSFLow® (Becton & Dickinson – BD, San Jose, EUA) e 10 

μL de Triton X-100 (0,1%) para permeabilização das células. Em seguida, para cada 

100 μL de suspensão celular contendo 106 células adicionou-se 1 μg dos anticorpos 
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primários específicos para p27, p21 e ciclina D1 (Santa Cruz Biotechnology Inc, 

Santa Cruz, EUA). As amostras foram incubadas overnigth a 4oC, lavadas com 

tampão FACSFLow®, centrifugadas por dez minutos a 2.000 rpm e ressuspensas em 

tampão FACSFLow®. Para cada 100 μL de suspensão celular contendo 106 células, 

adicionou-se 1 μg de anticorpo secundário anti-IgG (Santa Cruz Biotechnology Inc, 

Santa Cruz, EUA). Após a lavagem das células com tampão FACSFLow® (Becton & 

Dickinson – BD, San Jose, EUA) e posterior centrifugação por dez minutos a 2.000 

rpm, adicionou-se às amostras solução de paraformaldeído 1%.  

As amostras foram analisadas com o sistema de citometria de fluxo 

FACScaliburR® (Becton & Dickinson – BD, San Jose, EUA) no canal FL1-H (515-530 

nm). Foram coletados dados de pelo menos 10.000 eventos para cada amostra 

utilizando-se o programa CellQuestR®. Os dados foram analisados nos programas 

WinMDI 2.8® e os resultados reportados como porcentagem de células positivas. 

 

4.2.4.8 Análises histopatológicas dos tumores  

 

Os tumores dorsais dos camundongos foram coletados conforme descrito no 

item 4.2.4.4 e imersos em solução tamponada de formalina 10%. As amostras foram 

embebidas em parafina para posterior realização de cortes histológicos de 5 m e 

montagem das lâminas histológicas. A desparafinização das lâminas foi feita com 

três banhos em xilol de 10 minutos cada, seguidos de três banhos em etanol 

absoluto, dois banhos em solução de etanol 95% e um banho em solução de etanol 

75%.   

As lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina (H.E.) e com picrossirus 

red. Fotomicrografias de três campos por amostra, em aumento de 200x, foram 

feitas com câmera digital acoplada em microscópio Nikon 80i (Tóquio, Japão). As 

fotomicrografias foram analisadas com o software de análise de imagens NIS-

Elements 3.2 AR (Nikon, Tóquio, Japão) para quantificação da celularidade tumoral 

nos cortes histológicos corados com H.E. e da porcentagem de área de fibras de 

colágeno tipo I e III coradas pelo picrossirus red em cada campo.  
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4.2.4.8.1 Expressão de ICAM (CD54), MMP-9 e MCP-1no tumor 

 

Para realização da técnica de imunohistoquímica, as lâminas dos cortes 

histológicos foram previamente desparafinizadas conforme descrito no item 4.2.4.8 e 

submetidas ao processo de recuperação de antígeno por calor úmido e pressão em 

câmara de pressão (Pascal®, Dako, Carpinteria, EUA) com tampão citrato 10 mM, 

pH 6,0. A atividade da peroxidase endógena foi bloqueada através de quatro 

banhos, de cinco minutos cada, em solução de peróxido de hidrogênio 3%. O 

bloqueio de reações inespecíficas foi realizado com a incubação das lâminas com 

soro fetal bovino diluído em PBS, por uma hora em câmara úmida com temperatura 

de 37°C. As lâminas foram incubadas por 18 horas a 4°C com os anticorpos 

primários anti-ICAM/CD54 (R&D Systems, Minneapolis, EUA) título 1:100, anti-MMP-

9 (Abcam, Cambrigde, EUA) título 1:100 e anti-MCP-1 (R&D Systems, Minneapolis, 

EUA) título 1:10. O sistema de detecção utilizado foi o polímero Superpicture® (Dako, 

Carpinteria, EUA) e as reações foram reveladas com diaminobenzidina (DAB) (Dako, 

Carpinteria, EUA) e contra-coradas com hematoxilina de Harris. 

Os cortes histológicos foram analisados em microscopia óptica e 

fotomicrografias de três campos por amostra, em aumento de 200x, foram feitas com 

câmera digital acoplada ao microscópio Nikon 80i (Tóquio, Japão). As 

fotomicrografias foram analisadas com o software de análise de imagens NIS-

Elements 3.2 AR (Nikon, Tóquio, Japão) para quantificação da porcentagem da área 

marcada com o cromógeno DAB em cada campo fotografado. A expressão de cada 

antígeno nos tumores dos diferentes grupos de tratamento foi calculada a partir da 

média da porcentagem da área marcada em todos os campos medidos para cada 

corte histológico. 

 

4.2.5 Análise estatística 

 

 Os resultados foram analisados estatisticamente pela análise de variância 

simples (One way ANOVA) seguida do teste de comparação múltipla de Bonferroni 

para comparação dos grupos de tratamento com uma variável, ou pela análise de 

variância (Two way ANOVA) seguida do teste de comparação múltipla de Bonferroni, 

para comparação dos grupos de tratamento com duas variáveis. A probabilidade de 

sobrevida foi analisada com curvas de sobrevivência de Kaplan-Meir. O 
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desenvolvimento de metástases foi analisado com teste exato de Fisher calculado a 

partir de tabelas de contingência. Para realização das análises estatísticas foi 

utilizado o programa Graphpad Prism 5.0. Os níveis críticos para significância foram 

de p<0,05.  
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5 RESULTADOS  

 

5.1 TOXICIDADE  

 

5.1.1 Probabilidade de sobrevida  

 

A Figura 1 representa as curvas de probabilidade de sobrevida dos animais 

tratados com solução salina (Controle), nanoemulsão lipídica (Nanoemulsão), 

sinvastatina (Sinva), sinvastatina e paclitaxel comercial (Paclitaxel + Sinva), oleato 

de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica (Nano-paclitaxel) e sinvastatina e 

oleato de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica (Nano-paclitaxel + Sinva). Os 

animais do grupo Paclitaxel + Sinva apresentaram probabilidade de sobrevida 

reduzida em comparação aos demais grupos (p<0,0001). Como mostrado na Figura 

1, 54% dos animais deste grupo morreram até o quarto dia de experimento, antes 

mesmo da administração da segunda dose do tratamento. No final do período 

experimental a taxa de sobrevivência foi de apenas 36% no grupo Paclitaxel + Sinva, 

91% no grupo Nano-paclitaxel e de 100% para os demais grupos de tratamento.  

 

 

 

 

Figura 1. Probabilidade de sobrevida de camundongos Balb-c tratados com solução salina; nanoemulsão 

lipídica; sinvastatina 50 mg/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 
µmol/kg e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg. Os animais receberam a quimioterapia pela via 
intraperitoneal nos dias 1, 4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° dia de 
experimento. Os animais foram observados diariamente por 22 dias (n = 10). *** Paclitaxel + Sinva vs todos os 
grupos (p<0,0001). 
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5.1.2 Variação de peso 

 

A variação de peso dos animais está representada na Figura 2 e observa-se a 

perda de peso acentuada no grupo tratado com a combinação de sinvastatina com o 

paclitaxel em sua formulação comercial. Os animais deste grupo perderam em 

média 6,4% do seu peso corpóreo inicial após a administração da primeira dose de 

quimioterapia, e 12,7% após a segunda dose de quimioterapia (Figura 2A). Após a 

última administração de quimioterapia, os animais do grupo Paclitaxel + Sinva 

apresentaram redução de peso de 12,4% em relação ao seu peso inicial (Figura 2B). 

Em contraste, os camundongos dos demais grupos de tratamentos ganharam peso 

ao longo do experimento (Figura 2A). No fim do tratamento o ganho de peso foi de 

3,4% no grupo Nano-paclitaxel + Sinva, 2,2% no Nano-paclitaxel, 1,2% no grupo 

Sinva, 1,3% no grupo Nanoemulsão, e 1,4% no grupo Controle (Figura 2B). 

 Fotos ilustrativas dos aspectos macroscópicos dos animais no dia posterior 

ao fim dos tratamentos estão representadas na Figura 3. 
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Figura 2. Variação de peso de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 

mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 
mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Os animais receberam a quimioterapia pela via intraperitoneal nos 
dias 1, 4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° dia de experimento. A) ** 

Paclitaxel + Sinva vs Nano-paclitaxel + Sinva, vs Nano-paclitaxel e vs Sinva (p<0,01); ### Paclitaxel + Sinva vs 
Nanoemulsão e vs Salina (p<0,001); *** Paclitaxel + Sinva vs todos os grupos (p<0,001). B)  Paclitaxel + Sinva 
vs todos os grupos (p<0,001). Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 10). 
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Figura 3. Aspecto físico de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 
mg/kg (A); paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg (B); nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg (C); 
sinvastatina 50 mg/kg (D); nanoemulsão lipídica (E) e solução salina (F). Os animais receberam a quimioterapia 

pela via intraperitoneal nos dias 1, 4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° 
dia de experimento.  
 

 

5.1.3 Parâmetros hematológicos 

 

Para a avaliação do perfil hematológico dos animais foram realizadas cinco 

coletas de amostras de sangue periférico em um período de 24 dias: nos dias 

posteriores à administração da quimioterapia (2, 5 e 10), e finalmente, nas duas 

semanas após o fim do tratamento para acompanhamento dos animais pós-

quimioterapia (17° e 24° dia). 

 

5.1.3.1 Leucócitos 

 
A Figura 4 representa o número de leucócitos dos animais durante o período 

experimental. Não houve alteração no número de leucócitos induzida pelo 

tratamento nos grupos Sinva, Nano-paclitaxel + Sinva e Nano-paclitaxel quando 

comparados ao grupo Controle. Em contraste, é evidente a leucopenia induzida pelo 

tratamento combinado com sinvastatina e a formulação comercial do paclitaxel. Nos 

dias subseqüentes à administração da quimioterapia (dias 2, 5 e 10) este tratamento 

induziu a redução no número de leucócitos em comparação ao grupo Controle em 
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68% (Figura 4A), 87% (Figura 4B) e 44% (Figura 4C), respectivamente (p<0,001).  

Nota-se que nas semanas posteriores ao fim do tratamento ocorreu o retorno à 

normalidade do número de leucócitos neste grupo (Figura 4D e E). 

 

Figura 4. Leucócitos de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 

mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 
mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 5). A) *** 

Paclitaxel + Sinva vs Salina (p<0,001); ** Paclitaxel + Sinva vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Nanoemulsão 
(p<0,01); * Paclitaxel + Sinva vs Nano-paclitaxel (p<0,05). B) ** Paclitaxel + Sinva vs Sinva (p<0,01); *** 
Paclitaxel + Sinva vs demais grupos (p<0,001). C) * Paclitaxel + Sinva vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Nano-
paclitaxel (p<0,05); ** Paclitaxel + Sinva vs Salina (p<0,01). 

 

 

 Na Tabela 3 está representada a contagem diferencial de leucócitos dos 

animais. No 17° dia de experimento, o grupo Paclitaxel + Sinva apresentou aumento 

na porcentagem de neutrófilos em comparação ao grupo Controle (p<0,05). Da 

mesma forma, houve nesta data uma redução no porcentual de células 

mononucleares nos animais do grupo Paclitaxel + Sinva em comparação aos grupos 

Controle (p<0,05), Nano-paclitaxel + Sinva (p<0,05), Nano-paclitaxel (p<0,01), Sinva 

(p<0,01) e Nanoemulsão (p<0,05). 
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Tabela 3 - Diferencial de leucócitos do sangue periférico de camundongos Balb-c 

Grupos 
Tempo 
(dias) 

Neutrófilos              
(%) 

Bastonetes 
(%) 

Eosinófilos 
(%) 

Mononucleares  
(%) 

Nano-paclitaxel 
+ Sinva 

2 18,0 ± 4,0 0 1,7 ± 0,7 80,0 ± 4,0 

5 14,0 ± 3,1 0 2,7 ± 0,3 83,3 ± 3,3 

10 15,7 ± 3,4 0 2,0 ± 0,6 82,3 ± 3,5 

17 12,7 ± 5,2 0 1,3 ± 0,9 86,0 ± 6,1 

24 16,0 ± 4,0 0 3,0 ± 0,6 81,0 ± 3,5 

Nano-paclitaxel 

2 21,0 ± 4,0 0 2,3 ± 0,9 77,0 ± 4,0 

5 24,3 ± 7,0 0 0,3 ± 0,3 75,3 ± 6,7 

10 15,3 ± 0,7 0,7 ± 0,7 3,0 ± 1,0 81,0 ± 1,0 

17 10,3 ± 3,3 0 0,7 ± 0,3 89,0 ± 3,1 

24 15,0 ± 2,1 0 1,0 ± 0,6 84,0 ± 2,3 

Paclitaxel + 
Sinva 

2 33,0 ± 10,0 *   0 0 67,0 ± 10,0 

5 9,0 ± 3,0 2,0 ± 1,6 0,4 ± 0,5 90,5 ± 3,5 

10 30,0 ± 17,2 0 1,1 ± 0,1 67,2 ± 19,0 

17 34,5 ± 4,5 ** ##    0 0,5 ± 0,4 65,0 ± 4,1* 
##    

24 29,5 ± 1,2 0 1,5 ± 0,4 69,0 ± 0,8 

Sinva 

2 15,0 ± 3,0 0 1,7 ± 0,7 84,0 ± 3,0 

5 11,0 ± 1,2 0 1,0 ± 1,0 88,0 ± 2,1 

10 13,7 ± 0,7 0 1,3 ± 0,9 85,0 ± 1,5 

17 6,7 ± 1,5 0 2,0 ± 0,6 91,3 ± 1,2 

24 11,0 ± 2,6 0 3,0 ± 1,0 86,0 ± 2,6 

Nanoemulsão 

2 15,0 ± 3,0 0 3,3 ± 2,0 82,0 ± 3,0 

5 14,7 ± 3,5 0 2,0 ± 1,0 83,3 ± 3,7 

10 17,3 ± 3,0 0 3,0 ± 0,6 79,7 ± 2,9 

17 12,3 ± 2,4 0 1,3 ± 0,9 86,3 ± 2,2 

24 16,0 ± 2,5 0 3,3 ± 0,7 80,7 ± 1,9 

Salina 

2 21,0 ± 2,0 0 3,3 ± 0,9 76,0 ± 2,0 

5 12,7 ± 3,3 0 0,3 ± 0,3 87,0 ± 3,0 

10 18,7 ± 4,7 0 4,3 ± 1,2 77,0 ± 3,6 

17 14,3 ± 3,0 0 1,7 ± 1,7 84,0 ± 2,1 

24 23,0 ± 4,4 0 3,0 ± 1,5 74,0 ± 4,5 

Nos dias 1, 4 e 9 os animais receberam pela via intraperitoneal soluções de nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + 
sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; 
sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. A sinvastatina foi administrada por gavagem 
diariamente do 1° até 9° dia de experimento. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 5). 

 (*) p< 0,05 vs Nano-paclitaxel + Sinva; () p< 0,05 vs Salina; () p< 0,05 vs Nanoemulsão;  (
##

) p< 0,01 vs Nano-
paclitaxel; () p< 0,01 vs Sinva;

 
() p< 0,01 vs Nanoemulsão; (**) p< 0,01 vs Nano-paclitaxel + Sinva;

 
() p< 

0,001 vs Sinva. 
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5.1.3.2 Plaquetas  

 

A toxicidade do tratamento com sinvastatina e a formulação comercial do 

paclitaxel também foi refletida na contagem de plaquetas dos animais (Figura 5). 

Nos dias subseqüentes à administração da quimioterapia (2, 5 e 10), o grupo 

Paclitaxel + Sinva apresentou redução no número de plaquetas em comparação ao 

grupo Controle em 40% (p<0,001), 33% (p<0,01) e 25% (p<0,05), respectivamente.   

Por outro lado, não houve toxicidade induzida pelo tratamento nos grupos 

Sinva, Nano-paclitaxel + Sinva e Nano-paclitaxel quando comparados ao grupo 

Controle. 

 

Figura 5. Plaquetas de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; 

nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 mg/kg; 
nanoemulsão lipídica e solução salina. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 5). A) *** Paclitaxel + 
Sinva vs Salina e Nanoemulsão (p<0,001); ** Paclitaxel + Sinva vs Nano-paclitaxel + Sinva (p<0,01); * Paclitaxel 
+ Sinva vs Nano-paclitaxel (p<0,05). B) ** Paclitaxel + Sinva vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Salina (p<0,01). C) * 

Paclitaxel + Sinva vs Nano-paclitaxel, vs Sinva e vs Salina (p<0,05).  

 

 

5.1.3.3 Eritrograma 

 

 As Figuras 6, 7 e 8 representam os valores obtidos para o eritrograma dos 
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à nanoemulsão lipídica, paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica, sinvastatina 

combinada com o paclitaxel comercial, sinvastatina, nanoemulsão lipídica e solução 

salina. Não foram encontradas alterações indicativas de toxicidade induzida pelos 

tratamentos na contagem do número de hemácias (Figura 6), na concentração de 

hemoglobina (Figura 7) e na porcentagem do hematócrito (Figura 8).  
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Figura 6. Hemácias de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; 

nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 mg/kg; 
nanoemulsão lipídica e solução salina. Os animais receberam a quimioterapia pela via intraperitoneal nos dias 1, 
4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° dia de experimento. Resultados 
expressos em média ± erro padrão (n = 5). 
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Figura 7. Hemoglobina de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 

mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 
mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Os animais receberam a quimioterapia pela via intraperitoneal nos 
dias 1, 4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° dia de experimento. 
Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 5). 

Figura 8. Hematócrito de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 

mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 
mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Os animais receberam a quimioterapia pela via intraperitoneal nos 
dias 1, 4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° dia de experimento. 
Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 5). 
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5.1.4 Parâmetros bioquímicos  

 

Para análise dos parâmetros bioquímicos dos animais utilizou-se amostras de 

plasma obtidas nos dias posteriores à administração da quimioterapia (5 e 10), e 

finalmente, nas duas semanas após o fim do tratamento para acompanhamento dos 

animais pós-quimioterapia (17° e 24° dia). 

 

5.1.4.1 Alanina aminotransferase e Aspartato aminotransferase 

 

As Figuras 9 e 10 representam a atividade plasmática das enzimas ALT e 

AST após o tratamento dos animais. Uma semana após o fim dos tratamentos, os 

grupos Paclitaxel + Sinva, Nano-paclitaxel + Sinva e Nano-paclitaxel apresentaram 

aumento na atividade de ALT (Figura 9C) e AST (Figura 10C) em comparação aos 

grupos Sinva (p<0,01) e Controle (p<0,05).  
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Figura 9. Alanina aminotransferase (ALT) de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + 

sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; 
sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Os animais receberam a quimioterapia pela via 
intraperitoneal nos dias 1, 4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° dia de 
experimento. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 5). C) ** vs Sinva (p<0,01); # vs Salina 

(p<0,05). 
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Figura 10. Aspartato aminotransferase (AST) de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg 

+ sinvastatina 50mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; 
sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Os animais receberam a quimioterapia pela via 
intraperitoneal nos dias 1, 4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° dia de 
experimento. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 5). C) ** vs Sinva (p<0,01); # vs Salina 

(p<0,05). 
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5.1.4.2 Creatinina 

 

A Figura 11 mostra as concentrações plasmáticas de creatinina dos grupos 

Nano-paclitaxel + Sinva, Nano-paclitaxel, Paclitaxel + Sinva, Sinva, Nanoemulsão e 

Controle nos dias 5, 10, 17 e 24. Não foram encontradas alterações indicativas de 

toxicidade induzida pelos tratamentos. 

 

 

Figura 11. Creatinina de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5µmol/kg + sinvastatina 50 

mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 
mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Os animais receberam a quimioterapia pela via intraperitoneal nos 
dias 1, 4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° dia de experimento. 
Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 5). 

 

 

5.1.4.3 Creatinofosfoquinase  

 

A atividade plasmática da enzima creatinofosfoquinase dos camundongos 

tratados com sinvastatina combinada com paclitaxel associado à nanoemulsão 

lipídica, paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica, sinvastatina combinada com o 

paclitaxel comercial, sinvastatina, nanoemulsão lipídica e solução salina está 

representada na Figura 12. Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os 

grupos tratamentos. 
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Figura 12. Creatinofosfoquinase (CK) de camundongos Balb-c tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + 

sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; 
sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Os animais receberam a quimioterapia pela via 
intraperitoneal nos dias 1, 4 e 9. A sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 1° até 9° dia de 
experimento. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 5). 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL  

 

5.2.1 Crescimento tumoral 

 

A Figura 13 e a Tabela 4 ilustram os efeitos dos tratamentos na evolução do 

crescimento do tumor de melanoma B16F10 em camundongos C57BL/6J.  

As curvas de crescimento do tumor indicam que não houve diferença entre o 

grupo Controle e os grupos Sinva e Nanoemulsão no último dia de observação 

(Figura 13B). O grupo Nano-paclitaxel + Sinva apresentou a maior inibição do 

crescimento tumoral em relação ao grupo Controle (p<0,001), seguido dos grupos 

Nano-paclitaxel (p<0,001) e Paclitaxel + Sinva (p<0,05) (Figura 13).  

Fotografias representativas dos tumores no 31° dia após o implante das 

células de melanoma nos animais são mostradas na Figura 14. 
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Figura 13. Massa tumoral em camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com solução salina (n = 

20), nanoemulsão lipídica (n = 14), sinvastatina 50 mg/kg/dia (n = 10), sinvastatina 50 mg/kg/dia e paclitaxel 
comercial 17,5 µmol/kg (n = 10), oleato de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica 17,5 µmol/kg (n = 13), e 
sinvastatina 50 mg/kg/dia e oleato de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica 17,5 µmol/kg (n = 10). Os 

resultados estão expressos em média  erro padrão. A) *** vs Nano-paclitaxel +Sinva (p<0,001);  * vs Nano-

paclitaxel + Sinva (p<0,05); # vs Paclitaxel +Sinva (p<0,05);  vs Nano-paclitaxel (p<0,05). B)  vs Nano-

paclitaxel (p<0,001);  vs Sinva (p<0,05); + vs Nanoemulsão (p<0,05). 
 

 

Tabela 4 - Atividade antitumoral em camundongos portadores de melanoma B16F10 

 

Grupos
 % T/C 

1
 

31 dia 

% ICT 
2
 

31 dia 

T-C 
3
 

(dias) 

Salina
 -- -- -- 

Nanoemulsão
 

85 15 0 

Sinva 
 

72 28 2 

Paclitaxel + Sinva  56 44 5 

Nano-paclitaxel 
 

39 61 5 

Nano-paclitaxel + Sinva  5 95 9 

Nos dias 11, 14 e 19 os animais receberam pela via intraperitoneal solução salina; nanoemulsão lipídica; 
paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg e oleato de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica 17,5 µmol/kg. A 
sinvastatina 50 mg/kg foi administrada por gavagem diariamente do 11° até 19° dia de experimento.  

(1) %T/C = (Média da massa tumoral dos animais tratados/Média da massa tumoral dos animais controles) x 

100. 

(2) % ICT (Inibição do crescimento tumoral) = 100 – (%T/C). 

(3) T – C (Índice de retardamento do crescimento do tumor) = tempo médio estimado para o grupo tratado (T) e o 
controle (C) alcançar um tamanho predeterminado (> 1g). 
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Figura 14. Representação da evolução da massa tumoral em camundongos C57BL/6J no 31° dia após a 

inoculação das células de melanoma B16F10. Os animais foram tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + 
sinvastatina 50 mg/kg (A); nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg (B); paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 
mg/kg (C); sinvastatina 50 mg/kg (D); nanoemulsão lipídica (E) e solução salina (F). Os animais receberam a 

quimioterapia pela via intraperitoneal nos dias 11, 14 e 19. A sinvastatina foi administrada por gavagem 
diariamente do 11° até o 19° dia de experimento.  

 

5.2.2 Variação de peso 

 

O peso corpóreo e a massa tumoral dos camundongos foram acompanhados 

a partir da data de início do tratamento dos tumores implantados (11o dia) até o 31° 

dia de experimento. Do peso corpóreo total no dia 31, subtraímos o valor estimado 

da massa tumoral, distinguindo-se, portanto, o peso final do animal nesta data. A 

Figura 15 mostra o porcentual de variação do peso dos animais dos diferentes 

grupos estimado através da relação entre o peso final e o peso do animal na data do 

início do experimento. Os grupos Nano-paclitaxel + Sinva e Nano-paclitaxel 

apresentaram uma pequena perda de peso de 6% e 2%, respectivamente. Estes 
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valores contrastam com a grande perda de peso dos grupos Paclitaxel + Sinva 

(27%), Sinva (29%), Nanoemulsão (28%) e Controle (32%). 
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Figura 15. Variação de peso em camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com soluções de 

nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50mg/kg; 
nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Peso inicial = peso 
no 11°dia () e peso final = peso no 31° dia - massa tumoral (). Resultados expressos em média ± erro padrão 
(n= 10). *** vs Salina (p< 0,001); ** vs Paclitaxel + Sinva, vs Sinva e vs Nanoemulsão (p< 0,01); +++ vs demais 

grupos (p< 0,001). 
 

 

5.2.3 Probabilidade de sobrevida 

 

A probabilidade de sobrevida dos camundongos com implante do melanoma 

B16F10 foi avalidada no período de 60 dias e as curvas de sobrevida de Kaplan-

Meier estão representadas na Figura 16.  

Somente os animais dos grupos Nano-paclitaxel e Nano-paclitaxel + Sinva 

apresentaram aumento na taxa de sobrevida em comparação ao grupo Controle 

(p<0,01). No 35° dia de experimento, a porcentagem de morte dos camundongos 

dos grupos Controle, Nanoemulsão, e Sinva atingiu 100%, enquanto que 44% dos 

animais do grupo Nano-paclitaxel, 40% dos animais do grupo Nano-paclitaxel + 

Sinva e apenas 10% dos animais do grupo Paclitaxel + Sinva permaneceram vivos. 

Na Tabela 5 são mostradas as taxas de mortalidade dos animais no 35º dia 

de experimento e o tempo necessário para a morte de 50% dos camundongos nos 

diferentes grupos de tratamentos.  
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Figura 16. Probabilidade de sobrevida de camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com solução 

salina; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 mg/kg/dia; oleato de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica 
17,5 µmol/kg; sinvastatina 50 mg/kg/dia e oleato de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica 17,5 µmol/kg;  e 
sinvastatina 50 mg/kg/dia e paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg.  Os animais foram observados diariamente por 60 
dias (n = 10 a 15, p<0,01). 
 

 

 

Tabela 5 – Mortalidade de camundongos C57BL/6J portadores de melanoma 

B16F10 

Grupos  
Mortalidade 35° 

dia (%) 
1
 

Tempo 
(dias) 

2
 

Salina 100% 22 

Nanoemulsão 100% 22 

Sinva  100% 26 

Paclitaxel + Sinva  90% 19 

Nano-paclitaxel  56% 34 

Nano-paclitaxel + Sinva  60% 31 

Nos dias 11, 14 e 19 os animais receberam pela via intraperitoneal solução salina; nanoemulsão lipídica; 
paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg; e oleato de paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica 17,5 µmol/kg. A 
sinvastatina 50 mg/kg foi administrada por gavagem diariamente do 11° até 19° dia de experimento. 
(1) Taxa de mortalidade dos animais no 35° dia após o implante do tumor. 

(2) Tempo estimado para morte de 50% dos animais. 
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5.2.4 Desenvolvimento de metástases 

 

As Figuras 17 a 22 ilustram as necropsias realizadas nos animais dos grupos 

Controle, Nanoemulsão, Sinva, Nano-paclitaxel, Paclitaxel + Sinva e Nano-paclitaxel 

+ Sinva.  

Os animais do grupo Controle apresentaram tumor em estágio avançado, 

sendo nítida a disseminação e agressividade do melanoma (Figura 17A). Nos 

animais deste grupo foram encontrados nódulos metastáticos distribuídos no pulmão 

(Figura 17B), fígado (Figura 17E), além de metástases ganglionares no mediastino, 

linfonodos axilares e inguinais superficiais (Figura 17A), para-aórticos (Figura 17F) e 

renais. A Figura 17 C e D mostra em detalhe a vascularização próxima ao linfonodo 

axilar.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Camundongos portadores de melanoma B16F10. A) Tumor em estágio avançado () e metástases 
nos linfonodos axilar () e inguinal superficial (). B) Metástase pulmonar (). C) e D) Tumor () com 
vascularização próxima aos linfonodos axilares e inguinais superficiais (). E) Metástase hepática (). F) 

Metástases nos linfonodos para-aórticos (). 
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Os tumores dos animais do grupo Nanoemulsão mostraram-se semelhantes 

aos tumores dos animais do grupo Controle (Figura 18). Foram encontradas 

metástases hepáticas (Figura 18B), pulmonares (Figura 18E), na região do 

retroperitônio (Figura 18C), além de nódulos metastáticos nos linfonodos inguinais 

superficiais (Figura 18D), axilares, para-aórticos (Figura 18F) e renais. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com a nanoemulsão lipídica. A) Tumor em 

estágio avançado () com intensa vascularização próxima aos linfonodos axilares e inguinais superficiais (). 
B) Metástase hepática (). C) Metástase retroperitoneal (). D) Inóculo do tumor () e tumor com metástase 
no linfonodo inguinal (). E) Metástases pulmonares (). F) Metástase em linfonodo para-aórtico (). 

 
 

 

No grupo tratado com a sinvastatina destacou-se a intensa vascularização 

próxima aos linfonodos axilares e inguinais (Figura 19B e C), além da presença de 

nódulos metastáticos nos mesmos órgãos descritos nos grupos Controle e 

Nanoemulsão (Figura 19). 

A necropsia dos animais do grupo Nano-paclitaxel revelou uma presença 

discreta de vasos próximos aos linfonodos axilares e inguinais (Figura 20A e B) e 

metástases distribuídas no pulmão e gânglios do mediastino, para-aórticos (Figura 

20C), renais, axilares e inguinais superficiais (Figura 20B).  
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Figura 19. Camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com sinvastatina (50 mg/kg) diariamente do 
11° até 19° dia após a inoculação do tumor. A) Tumor () e metástase no linfonodo inguinal superficial (). B) 
Metástase no linfonodo inguinal superficial () e vascularização próxima ao linfonodo (). C) Região dorsal 
altamente vascularizada (). D) Metástase pulmonar (). E) Metástase hepática (). F) Metástase em 

linfonodo renal (). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com paclitaxel associado à nanoemulsão 
lipídica (17,5 µmol/kg) nos dias 11, 14 e 19 após a inoculação do tumor.  A) Vascularização próxima aos 
linfonodos axilares e inguinais superficiais (). B) Metástase no linfonodo inguinal superficial () e região dorsal 
pouco vascularizada. C) Metástase em linfonodo para-aórtico (). 
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Nos camundongos do grupo Paclitaxel + Sinva foram encontrados nódulos 

metastáticos distribuídos no fígado (Figura 21B), pulmão (Figura 21E) e nos 

linfonodos axilares, inguinais superficiais (Figura 21D e F) e para-aórticos (Figura 

21C). Foi observada intensa vascularização próxima aos gânglios axilares e 

inguinais superficiais (Figura 21A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com sinvastatina (50 mg/kg) e a formulação 

comercial do paclitaxel (17,5 µmol/kg). Os animais receberam a quimioterapia pela via intraperitoneal nos dias 
11, 14 e 19 após a inoculação do tumor e a sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 11° até o 
19° dia de experimento.  A) Região dorsal altamente vascularizada (). B) Metástases hepáticas (). C) 
Metástases em linfonodos para-aórticos (). D) Tumor () e metástase no linfonodo inguinal superficial (). E) 
Metástases pulmonares (). F) Metástase no linfonodo inguinal superficial (). 

 

A Figura 22 ilustra a necropsia de animais do grupo Nano-paclitaxel + Sinva. 

A vascularização próxima aos linfonodos foi discreta (Figura 22A e B). A maioria dos 

animais apresentou sítios metastáticos apenas nos linfonodos inguinais superficiais 

(Figura 22B), porém, metástases em linfonodos axilares, para-aórticos (Figura 22C) 

e no pulmão (Figura 22D) também foram observadas.  
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Figura 22. Camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com sinvastatina (50 mg/kg) e paclitaxel 

associado à nanoemulsão lipídica (17,5 µmol/kg). Os animais receberam a quimioterapia pela via intraperitoneal 
nos dias 11, 14 e 19 após a inoculação do tumor e a sinvastatina foi administrada por gavagem diariamente do 
11° até o 19° dia de experimento.  A) Tumor localizado apenas na região do inoculo () e região dorsal pouco 
vascularizada. B) Metástase no linfonodo inguinal superficial () e região dorsal pouco vascularizada. C) 
Metástase em linfonodo para-aórtico (). D) Metástase pulmonar (). 

 

 

A Figura 23 representa o porcentual de camundongos que desenvolveram 

nódulos metastáticos em todos os grupos de tratamento. Os grupos Nano-paclitaxel 

+ Sinva e Nano-paclitaxel foram os únicos que inibiram o aparecimento de sítios 

metastáticos em comparação ao grupo Controle (p<0,01). Enquanto que 90% dos 

animais do grupo Paclitaxel + Sinva apresentaram nódulos metastáticos, apenas 

37% dos animais do grupo Nano-paclitaxel + Sinva desenvolveram metástases 

(p<0,05). Todos os animais dos grupos Controle e Sinva apresentaram nódulos 

metastáticos e 78% dos animais do grupo Nanoemulsão desenvolveram metástases. 
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Figura 23. Desenvolvimento de metástases em camundongos C57Bl/6J portadores de melanoma B16F10 

tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + 
sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 mg/kg; e solução 
salina. () Animais com metástases, () animais sem metástases (n = 8 a 10). ** vs Salina (P< 0,01); * vs 
Paclitaxel + Sinva (p< 0,05); # vs Salina (p< 0,05). 

 

 

5.2.5 Parâmetros hematológicos 

 

Para a avaliação do perfil hematológico dos animais portadores de melanoma 

B16F10 foram realizadas seis coletas de amostras de sangue periférico em um 

período de 34 dias: um dia antes da implantação do tumor (valor basal), nos dias 

posteriores à administração da quimioterapia (12, 15 e 20), e finalmente, nas duas 

semanas após o fim do tratamento para acompanhamento do perfil hematológico 

pós-quimioterapia (27° e 34° dia). 

 

5.2.5.1 Leucócitos 

 

A Figura 24 representa o número de leucócitos dos camundongos portadores 

de melanoma B16F10 em função do tempo.  Não houve toxicidade induzida pelos 

tratamentos nos grupos Sinva, Nano-paclitaxel e Nano-paclitaxel + Sinva quando 

comparados ao grupo Controle. Diferentemente dos demais tratamentos, o grupo 

Paclitaxel + Sinva apresentou redução no número de leucócitos em relação ao grupo 

Controle de 59% (p>0,001), 79% (p>0,001), 47% (p>0,05), 62% (p>0,001) e 49% 

(p>0,05) nos dias 12,15, 20, 27 e 34, respectivamente (Figura 24).  
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Figura 24. Leucócitos de camundongos C57Bl/6J portadores de melanoma B16F10 tratados com nano-paclitaxel 

17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + 
sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Basal = média dos valores 
obtidos em amostras de sangue coletadas antes do implante do tumor.  Resultados expressos em média ± erro 
padrão (n = 5). A) *** vs Salina e vs Sinva (p<0,001); * vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Nano-paclitaxel (p<0,05); 
# vs Salina e vs Sinva (p<0,05). B) *** vs demais grupos (p<0,001). C) ** vs Nano-paclitaxel (p<0,01); * vs Nano-
paclitaxel + Sinva e vs Salina (p<0,05); D) *** vs Nano-paclitaxel e vs Salina (p<0,001); ** vs Sinva e vs 
Nanoemulsão (p<0,01). E) ** vs Nano-paclitaxel (p<0,01); * vs Salina (p<0,05). 

 
 
 

A contagem diferencial de leucócitos dos animais portadores de tumor está 

representada na Tabela 6. Em comparação ao grupo Controle, o porcentual de 

células mononucleares foi menor nos grupos Paclitaxel + Sinva (dia 20, p<0,01) e 

Nano-paclitaxel (dia 34, p<0,05). Da mesma forma, estes grupos apresentaram 

porcentual de neutrófilos maiores do que o grupo Controle. O grupo Paclitaxel + 

Sinva teve seu maior aumento no dia 20 (p<0,001) e o Nano-paclitaxel no dia 34 

(p<0,05).  
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Tabela 6 - Diferencial de leucócitos do sangue periférico de camundongos C57Bl/6J 

portadores de melanoma B16F10  

Grupos  
Tempo 

(dias) 

Neutrófilos      

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

Bastonetes 

(%) 

Mononucleares  

(%) 

Basal
1
 0 13,1 ± 3,0 4,0 ± 1,0 0,3 ± 0,2 82,6 ± 3,1 

Nano-paclitaxel + 

Sinva 

12 12,0 ± 1,0 2,3 ± 0,5 0,5 ± 0,5 85,2 ± 1,0 

15 23,0 ± 10,5 2,7 ± 0,9 0 74,3 ± 10,8 

20 21,0 ± 7,0 1,0 ± 0,5 0 78,0 ± 6,6 

27 25,3 ± 3,3 0 0 74,7 ± 3,3 

34 26,5 ± 6,1 0,5 ± 0,4 0 73,0 ± 5,7 

Nano-paclitaxel 

12 17,0 ± 1,0 2,0 ± 0,5 0 79,0 ± 1,0 

15 10,7 ± 2,4 3,7 ± 0,7 0 85,7 ± 1,8 

20 28,7 ± 12,4 1,7 ± 1,2 0 69,7 ± 11,6 

27 14,7 ± 4,5 0,3 ± 0,3 0 85,0 ± 4,6 

34 45,0 ± 10,6   1,5 ± 1,2 0 53,5 ± 11,9     

Paclitaxel + Sinva 

12 32,0 ± 12 0,8 ± 0,48 0 67,2 ± 12,0 

15 6,0 ± 3,5 0,3 ± 0,3 0 93,7 ± 3,8 

20 46,5 ± 9,6 
     0 0 53,5 ± 11,6 *         

27 34,5 ± 9,4 1,5 ± 0,4 0 64,0 ± 9,0 

34 38,5 ± 4,5 1,5 ± 0,4 0 60,0 ± 4,1 

Sinva 

12 13,0 ± 2,0 2,5 ± 0,5 0 81,5 ± 1,0 

15 10,3 ± 1,3 4,7 ± 1,2 0 85,0 ± 2,5 

20 18,0 ± 1,6 2,5 ± 1,0 0 79,5 ± 1,2 

27 37,3 ± 14,9 1,7 ± 1,2 0 61,0 ± 13,9  # 

34 41,5 ± 12,7 0,5 ± 0,4 0 58,0 ± 4,1  

Nanoemulsão 

12 17,0 ± 5,0 1,5 ± 0,5 0 80,5 ± 4,0 

15 10,5 ± 3,5 6,0 ± 3,0 0 83,5 ± 0,5 

20 12,5 ± 2,9 2,5 ± 2,0 0 85,0 ± 5 

27 15,5 ± 1,2 2,0 ± 0,8 0 82,5 ± 2,0 

34 20,5 ± 6,1 2,5 ± 0,4 0 82,0 ± 1,6 

Salina 

12 17,0 ± 5,0 2,0 ± 0,5 0 79,0 ± 4,0 

15 12,7 ± 1,9 3,7 ± 0,7 0 83,7 ± 2,3 

20 9,0 ± 2,5 3,5 ± 1,2 0 87,5 ± 3,7 

27 20,0 ± 7,4 2,5 ± 0,4 0 77,5 ± 7,8 

34 16,0 ± 3,3 4,0 ± 1,6 0 80,0 ± 1,6 

Nos dias 11, 14 e 19 após a inoculação do tumor, os animais receberam pela via intraperitoneal soluções de nano-
paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. A sinvastatina 50 
mg/kg foi administrada por gavagem diariamente do 11° até 19° dia de experimento. Resultados expressos em média ± 
erro padrão (n = 5). 

(1) Média dos valores obtidos em amostras de sangue coletadas antes do implante do tumor.  

(*) p< 0,05 vs Nano-paclitaxel + Sinvastatina; () p< 0,05 vs Salina; (#) p< 0,05 vs Nano-paclitaxel; () p< 0,05 vs 
Nanoemulsão; () p< 0,05 vs Sinvastatina;  () p< 0,01 vs Nanoemulsão; () p< 0,01 vs Salina; () p< 0,001 vs 
Salina. 
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5.2.5.2 Plaquetas 

 

Na avaliação das plaquetas (Figura 25) ficou clara a relação existente entre o 

crescimento da massa tumoral e o aumento do número de plaquetas visto que o 

grupo Controle desenvolveu trombocitose com o passar do tempo. Os grupos Sinva, 

Nano-paclitaxel + Sinva e Nano-paclitaxel mantiveram valores semelhantes ao valor 

basal da contagem de plaquetas. Em contraste, no 34° dia de experimento, o 

aumento no número de plaquetas em relação à contagem basal alcançou 91% no 

grupo Controle (p<0,01), 76% no grupo Paclitaxel + Sinva (p<0,05) e 67% no grupo 

Nanoemulsão (p<0,05). 

 

 

Figura 25. Plaquetas de camundongos C57Bl/6J portadores de melanoma B16F10 tratados com nano-paclitaxel 

17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + 
sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Basal = média dos valores 
obtidos em amostras de sangue coletadas antes do implante do tumor. Resultados expressos em média ± erro 
padrão (n = 5). C) * vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Basal (p<0,05). D) * vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Basal 
(p<0,05). E) * vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Basal (p<0,05). ++ vs Nano-paclitaxel + Sinva (p<0,01); + vs Sinva 
(p<0,05); ## vs Salina (p<0,01); # vs Nanoemulsão e vs Paclitaxel + Sinva (p<0,05). 

 

12° dia
0

500

1000

1500

2000

2500

P
la

q
u

e
ta

s
 (

x
 1

0
3

c
e

ls
/m

m
3
)

15° dia
0

500

1000

1500

2000

2500

P
la

q
u

e
ta

s
 (

x
 1

0
3

c
e

ls
/m

m
3
)

20° dia
0

500

1000

1500

2000

2500

P
la

q
u

e
ta

s
 (

x
 1

0
3

c
e

ls
/m

m
3
)

27° dia
0

500

1000

1500

2000

2500

P
la

q
u

e
ta

s
 (

x
 1

0
3

c
e

ls
/m

m
3
)

34° dia
0

500

1000

1500

2000

2500

P
la

q
u

e
ta

s
 (

x
 1

0
3

c
e

ls
/m

m
3
)

Nano-paclitaxel + Sinva

Nano-paclitaxel

Paclitaxel + Sinva

Sinva

Nanoemulsão

Salina
Basal

A B

C D

E

* *

*
#

##

++
+



79 

 

 

5.2.5.3 Eritrograma 

 

As Figuras 26, 27 e 28 representam o eritrograma dos animais após os 

tratamentos com sinvastatina combinada com paclitaxel associado à nanoemulsão 

lipídica, paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica, sinvastatina combinada com o 

paclitaxel comercial, sinvastatina, nanoemulsão lipídica e solução salina. A 

contagem do número de hemácias (Figura 26), a concentração de hemoglobina 

(Figura 27) e a porcentagem do hematócrito (Figura 28), ilustram claramente o 

surgimento de anemia induzida pelo crescimento do tumor em todos os grupos de 

tratamento.  

 

 

Figura 26. Hemácias de camundongos C57Bl/6J portadores de melanoma B16F10 tratados com nano-paclitaxel 

17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + 
sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Basal = média dos valores 
obtidos em amostras de sangue coletadas antes do implante do tumor. Resultados expressos em média ± erro 
padrão (n = 5). D) ** vs Nano-paclitaxel e vs Salina (p<0,01). E) ** vs Paclitaxel + Sinva (p<0,01). * vs Nano-
paclitaxel, vs Sinva, vs Nanoemulsão e vs Salina (p<0,05).  
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Figura 27. Hemoglobina de camundongos C57Bl/6J portadores de melanoma B16F10 tratados com nano-

paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg 
+ sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Basal = média dos 
valores obtidos em amostras de sangue coletadas antes do implante do tumor. Resultados expressos em média 
± erro padrão (n = 5). C) * vs Basal (p<0,05). D) # vs Paclitaxel + Sinva e vs Nano-paclitaxel (p<0,05); * vs Nano-
paclitaxel + Sinva e vs Salina (p<0,05); ** vs Nano-paclitaxel e vs Paclitaxel + Sinva (p<0,01). E) *** vs Paclitaxel 
+ Sinva e vs Sinva (p<0,001); ** vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Nano-paclitaxel (p<0,01); * vs Nanoemulsão e vs 

Salina (p<0,05). 
 

 
Figura 28. Hematócrito de camundongos C57Bl/6J portadores de melanoma B16F10 tratados com nano-

paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg 
+ sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução salina. Basal = média dos valores 
obtidos em amostras de sangue coletadas antes do implante do tumor. Resultados expressos em média ± erro 
padrão (n = 5). 
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5.2.6 Potencial elétrico da membrana mitocondrial das células do tumor  

 

A viabilidade celular foi estimada a partir da determinação do potencial 

elétrico da membrana mitocondrial das células do melanoma B16F10 coletadas 48 

horas após o fim dos tratamentos dos animais. Esta análise foi realizada por 

citometria de fluxo utilizando como sonda fluorescente a rodamina 123 (Rod123).  

A Figura 29 mostra a porcentagem de células viáveis e não viáveis nas 

amostras de tumores dos animais dos diferentes grupos de tratamento. Os grupos 

Controle e Nanoemulsão apresentaram as maiores proporções de células viáveis 

com potencial elétrico, 87% e 94%, respectivamente (Figura 29). Em contraste, as 

proporções de células viáveis foram de 30% no grupo Sinva, 23% no grupo 

Paclitaxel + Sinva, 20% no grupo Nano-paclitaxel, e 14% no grupo Nano-paclitaxel + 

Sinva (p<0,001). 

 

 

 
Figura 29. Viabilidade celular determinada a partir do potencial elétrico mitocondrial de células obtidas do tumor 

melanoma B16F10 marcadas com Rodamina 123. O tumor foi implantado em camundongos C57BL/6J e os 
animais foram tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg; 
paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; sinvastatina 50 mg/kg; nanoemulsão lipídica e solução 
salina. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 3). *** vs Nano-paclitaxel + Sinva, vs Nano-paclitaxel, 
vs Paclitaxel + Sinva e vs Sinva (p<0,001). ### vs Nano-paclitaxel + Sinva, vs Nano-paclitaxel, vs Paclitaxel + 
Sinva e vs Sinva (p<0,001).  

 

 

A Figura 30 mostra os histogramas representativos do potencial elétrico 

mitocondrial das células tumorais. Nota-se a despolimerização da membrana interna 

das mitocôndrias caracterizada pela redução de fluorescência da Rod123 nos 
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grupos Sinva, Paclitaxel + Sinva, Nano-paclitaxel e finalmente, Nano-paclitaxel + 

Sinva. 

 

 

Figura 30. Histogramas representativos do potencial elétrico mitocondrial de células obtidas do tumor melanoma 

B16F10 marcadas com Rodamina 123. O tumor foi mplantado em camundongos C57BL/6J e os animais foram 
tratados com nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg (); nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg (); 
paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg (); sinvastatina 50mg/kg (); nanoemulsão lipídica 
() e solução salina ().  
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5.2.7 Expressão dos marcadores de checagem do ciclo celular p27, p21 e 

ciclina D1 nas células do tumor 

  

As Figuras 31 e 32 representam a expressão da proteína p27 nos tumores 48 

horas após o fim dos tratamentos dos animais com solução salina, nanoemulsão 

lipídica, sinvastatina, sinvastatina e paclitaxel comercial, paclitaxel associado à 

nanoemulsão lipídica, e sinvastatina e paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica. 

Não foi encontrada diferença estatística para a porcentagem de células com 

expressão de p27 entre os grupos de tratamento. 

 

 

 
Figura 31. Expressão da proteína p27 em amostras do tumor dorsal melanoma B16F10 implantado em 

camundongos C57BL/6J. Os animais foram tratados com solução salina; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 
mg/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg e nano-paclitaxel 
17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 3). 
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Figura 32. Dot-plot representativo da expressão de p27 em amostras do tumor dorsal melanoma B16F10 
implantado em camundongos C57BL/6J tratados com: solução salina (A); nanoemulsão lipídica (B); sinvastatina 
50 mg/kg (C); paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg (D); nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg (E) e 
nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg (F). Os animais receberam a quimioterapia pela via 

intraperitoneal nos dias 11, 14 e 19 após a inoculação do tumor e a sinvastatina foi administrada por gavagem 
diariamente do 11° até o 19° dia de experimento.   
 

 

 

A expressão da proteína p21 em amostras de tumores foi determinada por 

citometria de fluxo 48 horas após o fim dos diferentes tratamentos dos animais 

portadores de melanoma (Figuras 33 e 34). Foi observado aumento na porcentagem 

de células com expressão da p21 somente nos grupos Nano-paclitaxel + Sinva 

(32%, p<0,001), Sinva (30%, p<0,01) e Nano-paclitaxel (27%, p<0,05) em 

comparação ao grupo Controle (16%). Em comparação aos grupos Nano-paclitaxel 

+ Sinva e Sinva, o grupo Paclitaxel + Sinva apresentou menor porcentagem de 

células com expressão da p21 (20%, p<0,05). 
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Figura 33. Expressão da proteína p21 em amostras do tumor dorsal melanoma B16F10 implantado em 

camundongos C57BL/6J. Os animais foram tratados com solução salina; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 
mg/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg e nano-paclitaxel 
17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 3). *** vs Nano-
paclitaxel + Sinva (p<0,001); ** vs Sinva (p<0,01); * vs Nano-paclitaxel (p<0,05);  vs Sinva e vs Nano-paclitaxel + 

Sinva (p<0,05). 
 
 
 
 

Figura 34. Dot-plot representativo da expressão de p21 em amostras do tumor dorsal melanoma B16F10 
implantado em camundongos C57BL/6J tratados com: solução salina (A); nanoemulsão lipídica (B); sinvastatina 
50 mg/kg (C); paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg (D); nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg (E) e 
nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg (F). Os animais receberam a quimioterapia pela via 

intraperitoneal nos dias 11, 14 e 19 após a inoculação do tumor e a sinvastatina foi administrada por gavagem 
diariamente do 11° até o 19° dia de experimento.  
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A avaliação da expressão da proteína indutora do ciclo celular ciclina D1 está 

representada nas Figuras 35 e 36. A Figura 35 mostra que os grupos Nano-

paclitaxel + Sinva e Sinva apresentaram redução na porcentagem de células com 

expressão da ciclina D1 em comparação ao grupo Controle (p<0,01 e p<0,05, 

respectivamente). O grupo tratado apenas com o paclitaxel associado à 

nanoemulsão lipídica mostrou uma maior porcentagem de células com expressão da 

ciclina D1 (27%) do que os grupos Nano-paclitaxel + Sinva (16%) e Sinva (17%) 

(p<0,05), porém não diferiu do grupo Controle (28%). 

 

 

 
Figura 35. Expressão da proteína ciclina D1 em amostras do tumor dorsal melanoma B16F10 implantado em 

camundongos C57BL/6J. Os animais foram tratados com solução salina; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 
mg/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg e nano-paclitaxel 
17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 3). ** vs Nano-
paclitaxel + Sinva (p<0,01); * vs Sinva  (p<0,05); # vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Sinva (p<0,05). 
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Figura 36. Dot-plot representativo da expressão de ciclina D1 em amostras do tumor dorsal melanoma B16F10 
implantado em camundongos C57BL/6J tratados com: solução salina (A); nanoemulsão lipídica (B); sinvastatina 
50 mg/kg (C); paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg (D); nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg (E) e 
nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg (F). Os animais receberam a quimioterapia pela via 

intraperitoneal nos dias 11, 14 e 19 após a inoculação do tumor e a sinvastatina foi administrada por gavagem 
diariamente do 11° até o 19° dia de experimento.  

 

 

5.2.8 Análises histopatológicas dos tumores  

 

As análises histológicas do grupo Controle mostraram tumores com grande 

número de células neoplásicas e depósito de pigmento melanótico no interior das 

células e nos espaços intersticiais (Figura 38).  As fibras de colágeno tipo I e III dos 

tumores deste grupo mostraram-se fracamente coradas, demonstrando diminuição 

da arquitetura da rede fibrilar (Figuras 39 e 40).  

Os cortes histológicos dos tumores do grupo Nanoemulsão evidenciaram 

grande número de células neoplásicas (Figuras 37 e 38) com estroma semelhante 

ao do grupo Controle com poucas fibras de colágeno (Figuras 39 e 40). 

A Figura 38 mostra que os tumores dos grupos Sinva e Paclitaxel + Sinva 

apresentam áreas de necrose, fibrose e presença de células tumorais mortas. De 

fato, o tratamento dos animais apenas com sinvastatina, ou com a combinação de 

sinvastatina e a formulação comercial do paclitaxel levou à redução da densidade de 

células tumorais em relação aos grupos Controle (p<0,01 e p<0,001, 
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respectivamente) e Nanoemulsão (p<0,001). Entretanto, não houve diferença na 

presença de fibras de colágeno nos tumores destes grupos (Figuras 39 e 40). 

 A inibição do crescimento tumoral do grupo Nano-paclitaxel + Sinva foi 

evidenciada pela pequena densidade celular e presença de extensas áreas de 

necrose e fibrose observadas nos cortes histológicos (Figura 38). O tratamento dos 

animais com a combinação de sinvastatina e paclitaxel associado à nanoemulsão 

lipídica reduziu drasticamente a população de células tumorais e aumentou a 

presença de fibras de colágeno no tecido tumoral em comparação aos demais 

tratamentos (Figuras 37 e 39). A Figura 40 ilustra a intensa deposição de fibras de 

colágeno nas amostras de tumores deste grupo. 

O tratamento dos animais apenas com o paclitaxel associado à nanoemulsão 

lipídica levou à redução da população de células tumorais em comparação aos 

grupos Controle (p<0,001), Nanoemulsão (p<0,001), Sinva (p<0,01) e Paclitaxel + 

Sinva (p<0,05). Porém, neste caso, não houve aumento significativo na deposição 

de fibras de colágeno no tecido tumoral em comparação aos demais grupos (Figuras 

39 e 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Células tumorais no melanoma B16F10 implantado em camundongos C57BL/6J. Os animais foram 

tratados com solução salina; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 mg/kg; paclitaxel comercial 17,5 µmol/kg + 
sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg. 
Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 6). *** vs Nano-paclitaxel + Sinva, vs Paclitaxel + Sinva e vs  
Nano-paclitaxel (p<0,001); ** vs Sinva  (p<0,01); +++ vs Sinva, vs Nano-paclitaxel + Sinva, vs Paclitaxel + Sinva 
e vs Nano-paclitaxel (p<0,001); ## vs Sinva (p<0,01); # vs Paclitaxel + Sinva (p<0,05);  vs Sinva e vs Paclitaxel 
+ Sinva (p<0,001);  vs Nano-paclitaxel (p<0,05). 
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Figura 38. Fotomicrografias representativas do aspecto histológico do tumor melanoma B16F10 implantado em 

camundongos C57Bl/6J corados com hematoxilina-eosina (aumento de 200x). Nos dias 11, 14 e 19 após a 
inoculação do tumor, animais receberam pela via intraperitoneal solução salina; nanoemulsão lipídica; paclitaxel 
comercial 17,5 µmol/kg; e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg. A sinvastatina 50mg/kg foi administrada por gavagem 

diariamente do 11° até 19 dia após a inoculação do tumor em um dos grupos de animais tratados com oleato de 
paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica, no grupo tratado com o paclitaxel comercial e como monoterapia. 

 

Controle Nanoemulsão

Sinva Paclitaxel + Sinva

Nano-paclitaxel Nano-paclitaxel + Sinva



90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Presença de colágeno I e III no tumor dorsal melanoma B16F10 implantado em camundongos 

C57BL/6J. Os animais foram tratados com solução salina; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 mg/kg; paclitaxel 
comercial 17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + 
sinvastatina 50 mg/kg. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 6).  vs Salina e vs Nanoemulsão 
(p<0,001);  vs Sinva e vs Paclitaxel + Sinva (p<0,01);  vs Nano-paclitaxel (p<0,05). 
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Figura 40. Fotomicrografias representativas do aspecto histológico do tumor melanoma B16F10 implantado em 

camundongos C57Bl/6J corados com picrossirus red (aumento de 200x). Nos dias 11, 14 e 19 após a inoculação 
do tumor, animais receberam pela via intraperitoneal solução salina; nanoemulsão lipídica; paclitaxel comercial 
17,5 µmol/kg; e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg. A sinvastatina 50mg/kg foi administrada por gavagem diariamente 

do 11° até 19 dia após a inoculação do tumor em um dos grupos de animais tratados com oleato de paclitaxel 
associado à nanoemulsão lipídica, no grupo tratado com o paclitaxel comercial e como monoterapia. 
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5.2.8.1 Expressão de ICAM no tumor 

 

A expressão de ICAM no tumor foi estimada através de reações de imuno-

histoquímica e a Figura 41 representa os valores médios da porcentagem de área 

marcada positivamente para a proteína. Em comparação ao grupo Controle, os 

grupos Sinva (p<0,05), Paclitaxel + Sinva (p<0,001), Nano-paclitaxel (p<0,001) e 

Nano-paclitaxel + Sinva (p<0,001) apresentaram redução na expressão de ICAM. 

Entretanto, a redução na expressão de ICAM observada no grupo tratado apenas 

com a nanoemulsão lipídica não foi estatísticamente significativa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Expressão de ICAM no tumor dorsal melanoma B16F10 implantado em camundongos C57BL/6J. Os 

animais foram tratados com solução salina; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 mg/kg; paclitaxel comercial 
17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 
50 mg/kg. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 6). *** vs Nano-paclitaxel + Sinva, vs Paclitaxel + 
Sinva e vs Nano-paclitaxel (p<0,001); * vs Sinva (p<0,05); +++ vs Nano-paclitaxel + Sinva (p<0,001); ++ Nano-
paclitaxel (p<0,01);  vs Sinva (p<0,05). 

 

 

A Figura 42 mostra fotomicrografias representativas do aspecto histológico do 

tumor melanoma B16F10 marcado com anticorpo anti-ICAM nos diferentes grupos 

de tratamento. 
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Figura 42. Fotomicrografias representativas do aspecto histológico do tumor melanoma B16F10 implantado em 

camundongos C57Bl/6J marcados com anticorpo anti-ICAM (aumento de 200x). Nos dias 11, 14 e 19 após a 
inoculação do tumor, animais receberam pela via intraperitoneal solução salina; nanoemulsão lipídica; paclitaxel 
comercial 17,5 µmol/kg; e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg. A sinvastatina 50mg/kg foi administrada por gavagem 

diariamente do 11° até 19 dia após a inoculação do tumor em um dos grupos de animais tratados com oleato de 
paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica, no grupo tratado com o paclitaxel comercial e como monoterapia. 
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5.2.8.2 Expressão de MMP-9 no tumor 

 
 

Os valores médios da porcentagem de área marcada positivamente para a 

MMP-9 no melanoma B16F10 estão representados na Figura 43. Em comparação 

ao grupo Controle, foi observada redução na expressão da metaloproteinase nos 

grupos Nano-paclitaxel + Sinva, Nano-paclitaxel, Sinva, e Paclitaxel + Sinva 

(p<0,001). Em comparação aos grupos de tratamento Paclitaxel + Sinva (p<0,001), 

Nano-paclitaxel (p<0,05) e Sinva (p<0,05), o grupo Nano-paclitaxel + Sinva 

apresentou a menor porcentagem de área marcada positivamente para MMP-9. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Expressão de MMP-9 no tumor dorsal melanoma B16F10 implantado em camundongos C57BL/6J. 

Os animais foram tratados com solução salina; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 mg/kg; paclitaxel comercial 
17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 
50 mg/kg. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 6). *** vs Nano-paclitaxel + Sinva, vs Paclitaxel + 
Sinva, vs Sinva e vs Nano-paclitaxel (p<0,001); +++ vs Sinva, vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Nano-paclitaxel 
(p<0,001);  vs Paclitaxel + Sinva (p<0,001);  vs Sinva e vs Nano-paclitaxel (p<0,05). 
 

 

Fotomicrografias representativas do aspecto histológico do tumor melanoma 

B16F10 marcado com anticorpo anti-MMP-9 nos diferentes grupos de tratamento 

são mostradas na Figura 44. 

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

Salina Nanoemulsão Sinva Paclitaxel           
+ Sinva

Nano-paclitaxel Nano-paclitaxel 
+ Sinva

Á
re

a
 m

a
rc

a
d

a
  (

%
)

***

+++






95 

 

 

 

 
 
 

 
Figura 44. Fotomicrografias representativas do aspecto histológico do tumor melanoma B16F10 implantado em 

camundongos C57Bl/6J marcados com anticorpo  anti-MMP-9 (aumento de 200x). Nos dias 11, 14 e 19 após a 
inoculação do tumor, animais receberam pela via intraperitoneal solução salina; nanoemulsão lipídica; paclitaxel 
comercial 17,5 µmol/kg; e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg. A sinvastatina 50mg/kg foi administrada por gavagem 

diariamente do 11° até 19 dia após a inoculação do tumor em um dos grupos de animais tratados com oleato de 
paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica, no grupo tratado com o paclitaxel comercial e como monoterapia. 
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5.2.8.3 Expressão de MCP-1 no tumor 

 

A expressão da quimiocina MCP-1 no melanoma B16F10 está representada 

nas Figuras 45 e 46. A Figura 45 representa os valores médios da porcentagem de 

área marcada positivamente para a quimiocina e mostra que os grupos de 

tratamento Sinva, Paclitaxel + Sinva, Nano-paclitaxel e Nano-paclitaxel + Sinva 

apresentaram drástica redução na expressão de MCP-1 em comparação ao grupo 

controle (p<0,001). Este efeito não foi observado no grupo tratado apenas com a 

nanoemulsão lipídica. 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Expressão de MCP-1 no tumor dorsal melanoma B16F10 implantado em camundongos C57BL/6J. Os 

animais foram tratados com solução salina; nanoemulsão lipídica; sinvastatina 50 mg/kg; paclitaxel comercial 
17,5 µmol/kg + sinvastatina 50 mg/kg; nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg + sinvastatina 
50 mg/kg. Resultados expressos em média ± erro padrão (n = 6). *** vs Nano-paclitaxel + Sinva, vs Paclitaxel + 
Sinva, vs Sinva e vs Nano-paclitaxel (p<0,001); +++ vs Sinva, vs Nano-paclitaxel + Sinva e vs Nano-paclitaxel 
(p<0,001); ++ vs Paclitaxel + Sinva (p<0,01). 
 

 

A Figura 46 mostra fotomicrografias representativas do aspecto histológico do 

tumor melanoma B16F10 marcado com anticorpo anti-MCP-1 nos diferentes grupos 

de tratamento. 
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Figura 46. Fotomicrografias representativas do aspecto histológico do tumor melanoma B16F10 implantado em 

camundongos C57Bl/6J marcados com anticorpo anti-MCP-1 (aumento de 200x). Nos dias 11, 14 e 19 após a 
inoculação do tumor, animais receberam pela via intraperitoneal solução salina; nanoemulsão lipídica; paclitaxel 
comercial 17,5 µmol/kg; e nano-paclitaxel 17,5 µmol/kg. A sinvastatina 50mg/kg foi administrada por gavagem 

diariamente do 11° até 19 dia após a inoculação do tumor em um dos grupos de animais tratados com oleato de 
paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica lipídica, no grupo tratado com o paclitaxel comercial e como 
monoterapia. 
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6 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo o uso do sistema de nanopartículas lipídicas como 

transportadoras de quimioterápicos foi testado na terapia combinada do agente 

antineoplásico paclitaxel com a sinvastatina.  

Para elucidação dos possíveis efeitos tóxicos da terapia combinada com 

paclitaxel e sinvastatina realizou-se um estudo em camundongos sem tumor, e os 

fármacos foram administrados seguindo o mesmo esquema terapêutico do protocolo 

de avaliação de atividade antitumoral. Este estudo mostrou claramente que a 

combinação da sinvastatina com a formulação comercial do paclitaxel não foi 

tolerada, levando à acentuada perda de peso e morte da maioria dos animais antes 

do terceiro ciclo de tratamento. No entanto, verificou-se que os tratamentos com o 

paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica foram bem tolerados. Além disso, a 

eficácia do uso da nanoemulsão lipídica na redução dos efeitos adversos dos 

tratamentos foi evidenciada pela redução de mielotoxicidade observada nos grupos 

tratados com o paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica. 

A redução dos efeitos tóxicos do paclitaxel demonstrada em nosso estudo 

está de acordo com resultados encontrados por Rodrigues et al. (2005) ao testar em 

camundongos, os efeitos deste quimioterápico associado à nanoemulsão lipídica. A 

redução marcante de toxicidade observada pode ser explicada pela alteração da 

biodistribuição do fármaco promovida por sua associação à nanoemulsão lipídica 

(RODRIGUES et al., 2005). Cabe ainda destacar que o Cremophor EL®, veículo no 

qual o paclitaxel é solubilizado e administrado em sua forma comercial, apresenta 

toxicidade conhecida e sua substituição pela nanoemulsão lipídica é um fator 

importante na redução dos efeitos tóxicos do tratamento. A atenuação dos efeitos 

adversos do paclitaxel também foi descrita em estudos com outros sistemas 

transportadores de fármaco, tais como polímeros, proteínas e lipossomas (WALTER 

et al., 1994; SPARREBOOM; BAKER; VERWEIJ, 2005; VASSILEVA et al., 2007; 

ZHAO et al., 2009; KOUDELKA et al., 2010).  

Um resultado que merece atenção é o da concentração das enzimas 

hepáticas AST e ALT. Apesar do discreto aumento destas enzimas em todos os 

grupos que receberam quimioterapia, os valores de AST e ALT encontrados neste 

estudo estão de acordo com os valores de referência destas enzimas para 

camundongos (FOSTER; SMALL; FOX, 1982; JACOBY; FOX, 1984). Este dado é de 
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grande importância tendo em vista que em estudos anteriores foi evidenciado que o 

fígado é o principal órgão de captação da nanoemulsão lipídica em camundongos 

com e sem tumor (RODRIGUES et al., 2005; FAVERO, 2007). A redução de 

hepatotoxicidade foi demonstrada em outros estudos realizados com a nanoemulsão 

lipídica. Em 2007, Favero mostrou que uma variação da nanoemulsão lipídica 

contendo 7-cetocolesterol não alterou as concentrações plasmáticas de AST e ALT 

e não provocou alterações morfológicas no fígado de camundongos C57BL/6J. Além 

disso, Maranhão et al. (2002) demonstraram que pacientes tratados com a 

carmustina associada à nanoemulsão lipídica apresentaram toxicidade hepática 

negligível, mesmo com a administração de altas doses do quimioterápico.  

 O tumor melanoma B16F10 é um dos modelos utilizados pelo NCI, EUA na 

avaliação da atividade antitumoral de novos agentes antineoplásicos (PLOWMAN et 

al., 1997). Por se tratar de um tumor com rápida proliferação celular (GERAN et al., 

1972) e que apresenta expressão de rLDL (VERSLUIS et al., 1998; RODRIGUES et 

al., 2005), este modelo oncológico experimental foi escolhido para avaliação dos 

efeitos antitumorais de fármacos associados à nanoemulsão lipídica e tem sido 

amplamente utilizado em trabalhos realizados pelo grupo (RODRIGUES et al., 2005; 

LO PRETE et al., 2006; KRETZER, 2007; CONTENTE, 2011). 

Os resultados obtidos no protocolo de avaliação de atividade antitumoral 

mostram a superioridade do tratamento combinando a sinvastatina com o paclitaxel 

associado à nanoemulsão lipídica em inibir o crescimento do melanoma. De acordo 

com padrões estabelecidos pela divisão de tratamento do câncer do NCI, EUA, 

valores de T/C (relação entre a massa tumoral do grupo tratado e grupo controle), 

menores ou iguais a 42% são indicativos de atividade antitumoral significativa. 

Valores menores que 10%, indicam atividade antitumoral altamente significativa 

(PLOWMAN et al., 1997). Os resultados apresentados se enquadram nesses 

critérios, pois no 31° dia de experimento, o valor de T/C do grupo Nano-paclitaxel + 

Sinva foi de apenas 5%. 

Outro parâmetro importante na avaliação da atividade antitumoral de 

fármacos é a probabilidade de sobrevida dos animais portadores de tumor. Entin et 

al. (2003) reportaram que camundongos com melanoma B16 não tratados morrem 

em torno de 35 e 40 dias após a implantação do tumor. De fato, em nosso estudo 

100% dos animais dos grupos Controle e Nanoemulsão morreram até o 35o dia após 

a implantação do tumor. Na comparação da porcentagem de sobrevida entre 
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camungongos tratados com quimioterapia, houve melhora na taxa de sobrevivência 

dos animais dos grupos Nano-paclitaxel + Sinva e Nano-paclitaxel. É provável que o 

aumento na sobrevida seja resultado da melhora na ação farmacológica do 

paclitaxel quando associado à nanoemulsão lipídica, assim como da baixa 

toxicidade desta preparação.  

Um dado interessante deste trabalho provém dos resultados das necropsias 

dos animais. Nestes estudos, foi observado que o número de animais que 

apresentaram sítios metastáticos no grupo Nano-paclitaxel + Sinva foi muito menor 

do que no grupo Paclitaxel + Sinva. Da mesma forma, os animais tratados apenas 

com o nano-paclitaxel apresentaram redução no número de animais com nódulos 

metastáticos em comparação ao grupo Controle. Isto sugere que os tratamentos que 

utilizam a nanoemulsão lipídica como transportadora de quimioterápicos sejam mais 

efetivos na inibição do desenvolvimento ou na destruição de sítios metastáticos. De 

qualquer modo, este resultado é de extrema relevância e fundamenta a continuidade 

da pesquisa nesse campo.  

Estudo realizado por Norton (1988) sugere que a menos que ocorra uma 

erradicação total das micromestátases, volumes residuais variantes produziriam uma 

resposta similar na probabilidade de sobrevida de pacientes em cinco anos, 

tornando obscuras as principais diferenças na redução tumoral em programas 

terapêuticos diferentes. Esta informação reforça a idéia de que o menor número de 

animais com metástases no grupo Nano-paclitaxel + Sinva é um prognóstico 

favorável da eficácia terapêutica em longo prazo.  

A análise do perfil hematológico dos animais é uma ferramenta útil na 

avaliação da presença de toxicidade relacionada ao tratamento ou inerente ao 

próprio tumor. A redução no número de leucócitos observada nos testes em 

camundongos sem tumor tratados com a formulação comercial do paclitaxel também 

foi evidenciada nos camundongos portadores de tumor. Porém, neste caso, não 

houve retorno à normalidade do número de leucócitos nas semanas posteriores ao 

final do tratamento, possivelmente por infiltração medular pelo tumor.  

O aumento na porcentagem de neutrófilos observado no grupo Paclitaxel + 

Sinva pode ser explicado pela correlação entre o uso do paclitaxel comercial e a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias, como a interleucina-8 (IL-8) (LEE et al., 

1996; DUAN et al., 1999; COLLINS; LEE; TING, 2000; PENSON et al., 2000; 

PUSZTAI et al., 2004). É importante destacar que o melanoma também pode 
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secretar a IL-8 e que esta citocina pode modular a ligação entre as células tumorais 

e os neutrófilos. Desta forma, os neutrófilos podem servir de mediadores na ligação 

das células tumorais ao endotélio, favorecendo o processo de migração 

transendotelial e conseqüentemente, a metastatização do tumor (SLATTERY; 

DONG, 2003; DONG et al., 2005). 

A avaliação do número de plaquetas nos animais portadores de tumor 

demonstrou claramente a relação existente entre a trombocitose e a evolução do 

tumor. O aumento do número de plaquetas é comum no câncer e pode ser resultado 

do aumento da liberação de trombopoetina por plaquetas ativadas, o que estimula a 

trombocitopoese (FOLMAN et al., 2000). 

Existem evidências de que as plaquetas promovam a progressão tumoral e 

formação de metástases. Sabe-se que estas células protegem as células tumorais 

do sistema imune, facilitam a adesão de células tumorais ao endotélio vascular e 

liberam fatores de crescimento vascular, como fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e 

trombospondina (TAKEBAYASHI et al., 1996; QIAN; TUSZYNSKI, 1996; KIN et al., 

1998; NIESWANDT et al., 1999; NASH et al., 2002). De fato, a trombocitose é 

associada ao aumento da concentração de VEGF no sangue de pacientes com 

câncer (SALVEN; ORPANA; JOENSUU, 1999) e esta correlacionada com um pior 

prognóstico e com a redução na sobrevida de pacientes com câncer cervical 

(LOPES et al., 1994), de pulmão (PEDERSEN; MILMAN, 1996), vulvar (LAVIE et al., 

1999), hepático (HWANG et al., 2004), colorretal (KANDEMIR et al., 2005), renal 

(BENSALAH et al., 2006) e de ovários (LEE et al., 2011). Cabe salientar que no 

presente estudo não foi observada trombocitose nos animais dos grupos Nano-

paclitaxel + Sinva e Nano-paclitaxel, e que ambos os tratamentos resultaram em 

aumento na sobrevida dos animais e na redução na porcentagem de animais com 

metástases. Em contraste, foi observada grande porcentagem de animais com 

metástases nos grupos Controle, Nanoemulsão e Paclitaxel + Sinva, fato que pode 

estar relacionado com a trombocitose presente nos animais destes grupos.   

 O eritrograma dos animais com melanoma revelou o surgimento de anemia 

induzida pelo tumor.  De fato, a anemia é um quadro comum no câncer e sua 

etiologia é multifatorial, envolvendo mecanismos que podem estar relacionados com 

a perda de sangue, hemólise, infiltração medular, desnutrição, mielofibrose, infecção 

e inflamação (SPIVAK, 1994).  
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 Além da avaliação macroscópica do crescimento tumoral nos animais, foi 

estudada também a viabilidade das células de melanoma extraídas de amostras do 

tumor após o fim dos tratamentos. Esta análise foi realizada por citometria de fluxo 

utilizando como marcador a rodamina 123 (Rod123), uma sonda lipofílica catiônica 

fluorescente que se distribui no compartimento mitocondrial, emitindo fluorescência 

proporcional a quantidade absoluta de Rod123. A Rod123 permite a avaliação 

bioenergética da mitocôndria em células vivas, sendo assim, a redução de sua 

fluorescência é relacionada com a despolarização, ou seja, perda do potencial da 

membrana mitocondrial interna. A despolarização da membrana mitocondrial foi 

observada em todos os grupos de tratamento, em contraste com os grupos Controle 

e Nanoemulsão, demonstrando a indução de morte celular gerada pela 

quimioterapia combinada ou não à sinvastatina. Tendo em vista que o grupo Nano-

paclitaxel + Sinva apresentou a menor massa tumoral, é possível que este 

tratamento tenha resultado em uma população de células residuais vivas em menor 

proporção do que nos demais tratamentos. 

O efeito do uso da sinvastatina com a quimioterapia na expressão de 

proteínas reguladoras do ciclo celular também foi avaliado. A ciclina D1 é uma das 

proteínas envolvidas na transição da fase G1 (quiescente), para a fase S (síntese) do 

ciclo celular e a sua superexpressão está correlacionada com tumores mamários, 

linfomas, câncer colorrretal e melanomas (DONNELLAN; CHETTY, 1998; 

COUPLAND et al., 1998). Além de ser um promotor de proliferação, a ciclina D1 

pode também funcionar como fator de sobrevivência para as células tumorais 

(INOHARA; KITAGAWA; KITANO, 1996; SAUTER et al., 2002). Em nosso estudo foi 

demonstrado que os grupos Sinva e Nano-paclitaxel + Sinva apresentaram redução 

na porcentagem de células positivas para ciclina D1. Além disso, observou-se um 

aumento de células positivas para proteína inibidora de ciclina-quinases (CDKs) p21 

nos tumores destes grupos de tratamento. A relação entre os efeitos 

antiproliferativos das estatinas com o aumento da p21 e redução da ciclina D1 já 

foram descritos na literatura e estão relacionados ao bloqueio do ciclo celular na 

fase G1 promovido por estes fármacos (COLLISSON et al., 2003; UKOMADU; 

DUTTA, 2003; DENOYELLE et al., 2003; TAKEDA et al., 2007; SAITO et al., 2008). 

Neste contexto, cabe destacar que tratamento apenas com a sinvastatina não foi 

eficiente em reduzir o crescimento do melanoma, porém, seus efeitos antitumorais 
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podem ter se somado aos efeitos do paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica, 

aumentando assim, a eficácia da quimioterapia.  

Um resultado interessante foi a observação de que os grupos Sinva, Nano-

paclitaxel e Nano-paclitaxel + Sinva apresentaram aumento da expressão da 

proteína p21 e não da proteína p27.  É possível que o bloqueio do ciclo celular 

promovido por estes fármacos tenha envolvido a proteína p53, responsável pela 

regulação da p21. O estudo de Horiguchi et al. (2004) com a fluvastatina corrobora 

esta hipótese mostrando que o aumento da expressão de p21 foi acompanhado do 

aumento da p53 em células de câncer renal murino. No entanto, é importante 

lembrar que outros estudos afirmam que o aumento de p21 induzido pelas estatinas 

ocorre por vias independentes da p53 (LEE et al., 1998; RAO et al., 1998). 

O protocolo de avaliação de atividade antitumoral utilizado neste estudo 

permitiu a observação da inibição do crescimento do melanoma e a melhora no 

estado físico dos animais quando utilizamos a nanoemulsão lipídica como 

transportadora do paclitaxel. No entanto, o melanoma possui um microambiente 

bastante complexo e de grande importância para sua progressão ou regressão. 

Desta forma, optou-se também pela realização de uma avaliação histopatológica das 

amostras dos tumores obtidas nas necropsias dos animais. Assim, foi possível a 

observação das diferenças na composição do tecido tumoral nos diferentes grupos 

de tratamento. Em contraste com os demais grupos de tratamento, o grupo Nano-

paclitaxel + Sinva apresentou tumores com menor densidade de células tumorais e 

maior presença de fibras de colágeno I e III no estroma. Este é um dado importante 

visto que a degradação destas fibras pela ação de metaloproteinases é promovida 

pelo tumor e está relacionada com a progressão e invasão do câncer (AIROLA et al., 

1999; WANDEL et al., 2000; WANDEL et al., 2002; LABROUSSE et al., 2004; VAN 

KEMPEN et al., 2008). Além disso, os tumores dos animais do grupo Nano-paclitaxel 

+ Sinva também apresentaram a menor porcentagem de área positiva para MMP-9, 

enzima importante no processo de invasão do tumor e que degrada colágeno tipo I 

(LIABAKK et al., 1996; JOHNSEN et al., 1998; FROMIGUÉ; HAMIDOUCHE; MARIE, 

2008). 

Um aspecto importante observado nos tumores dos grupos de tratamento 

Nano-paclitaxel + Sinva, Nano-paclitaxel, Paclitaxel + Sinva e Sinva foi a redução da 

porcentagem de área positiva para a quimiocina MCP-1 em comparação ao grupo 

Controle. Koga et al. (2008) mostraram que a MCP-1 expressa no melanoma está 
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correlacionada com o crescimento e com a vascularização do tumor. Estes efeitos 

ocorrem indiretamente devido a produção de VEGF e citocinas inflamatórias, como a 

IL-8, pelos macrófagos recrutados pela MCP-1 (KURODA et al., 2005; GAZZANIGA 

et al., 2007; KOGA et al., 2008).  

A porcentagem de área positiva para a ICAM-1/CD54 nos tumores dos grupos 

de tratamento Nano-paclitaxel + Sinva, Nano-paclitaxel, Paclitaxel + Sinva e Sinva 

também foi menor do que nos tumores do grupo Controle. Moléculas de adesão, 

como a ICAM-1, são associadas à agressividade de tumores sólidos, como o 

melanoma. Adicionalmente, a presença de ICAM-1 no tumor está relacionada com a 

redução na sobrevida dos pacientes com melanoma (JOHNSON, 1999; LOCATELLI 

et al., 2011). Assim, tratamentos que promovem a redução na expressão de ICAM-1 

são importantes para reduzir o crescimento tumoral, bem como o potencial 

metastático do melanoma. Neste contexto, a inibição da formação de 

geranilpirofosfato promovida pela sinvastatina, com conseqüente inibição da 

ativação da proteína intracelular Rho, resulta na inibição da expressão de ICAM-1 e 

redução da liberação de MMP-9 e MCP-1 pelas células endoteliais e macrófagos 

(HAN et al., 2005; VEILLARD et al., 2006; MONTECUCCO et al., 2009). Desta 

forma, é provável que estes efeitos da sinvastatina tenham contribuído para inibição 

do crescimento tumoral promovida pelo paclitaxel associado à nanoemulsão. Tendo 

em vista que as estatinas aumentam a expressão celular de receptores de LDL 

(ENDO et al., 1977; CRESSMAN et al., 1988) e que a entrada do nano-paclitaxel 

nas células se dá através destes receptores (RODRIGUES et al., 2005), o uso 

combinado da sinvastatina com o nano-paclitaxel pode ter favorecido a 

concentração do quimioterápico nas células tumorais, aumentando assim, a eficácia 

do tratamento. 

Os resultados obtidos neste trabalho são promissores e demonstram que o 

direcionamento específico dos quimioterápicos às células tumorais promovido pela 

nanoemulsão lipídica viabiliza o uso da sinvastatina como coadjuvante na terapia 

combinada com o paclitaxel. 
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7 CONCLUSÕES  

 

 O uso combinado da sinvastatina com o paclitaxel associado à nanoemulsão 

lipídica reduz os efeitos adversos observados na terapia combinada com 

sinvastatina e a formulação comercial do paclitaxel; 

 

 O uso da sinvastatina combinada com o paclitaxel associado à nanoemulsão 

lipídica não aumenta os efeitos adversos da monoterapia com o paclitaxel 

associado à nanoemulsão lipídica; 

 

 A terapia combinada de sinvastatina e paclitaxel associado à nanoemulsão 

lipídica apresentou maior atividade antitumoral do que a terapia combinada de 

sinvastatina e a formulação comercial do paclitaxel; 

 

 O uso combinado da sinvastatina com o paclitaxel associado à nanoemulsão 

lipídica aumentou a inibição do crescimento do melanoma quando comparada 

à monoterapia com o paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica. 
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ANEXO A – Carta de aprovação da Comissão de Ética em Experimentação 

Animal da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo  
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