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RESUMO 

O melanoma é um tumor maligno que se desenvolve a partir de melanócitos, sendo responsável 

por mais de 80% das mortes associadas a doenças cutâneas. Apesar dos avanços recentes nos 

tratamentos clínicos, a resistência medicamentosa, recidivas e a alta toxicidade dos 

medicamentos justificam a busca por novas abordagens terapêuticas. O ibrutinibe, um inibidor 

a tirosina quinase de Bruton, tem sido estudado para tumores sólidos e não-sólidos, porém, seu 

uso oral está associado a baixa biodisponibilidade oral e reações adversas graves. Este estudo 

propõe o desenvolvimento de uma formulação dermatológica baseada em carreadores lipídicos 

nanoestruturados (CLN) para encapsular o ibrutinibe, como uma alternativa eficaz para o 

tratamento tópico do melanoma. Inicialmente, foi desenvolvido e validado um método analítico 

por cromatografia líquida de alta eficiência para detecção e quantificação do ibrutinibe na 

presença dos contaminantes da pele, demonstrando seletividade, sensibilidade, linearidade, 

precisão, exatidão e alta capacidade de recuperação do ibrutinibe das camadas cutâneas (>89%). 

Após ensaios de análise de calorimetria diferencial exploratória, análise termogravimétrica e 

ensaio de solubilidade do fármaco em diferentes óleos, dois nanocarreadores distintos foram 

propostos: CLN1, com óleo de semente de romã na composição (diâmetro médio de 382,2 ± 

25,3 nm, PDI de 0,35 ± 0,09 e eficiência de encapsulação de 91,5 ± 0,2%) e CLN2, com ácido 

oleico (diâmetro médio de 221,0 ± 2,6 nm, PDI de 0,16 ± 0,03 e eficiência de encapsulação de 

96,1 ± 0,7%). Ambos apresentaram pH entre 5,7 e 5,9, e não se mostrarem irritantes em ensaio 

HET-CAM. O perfil de liberação mostrou que o CLN2 retardou a liberação do fármaco, 

enquanto o CLN1 não diferiu do controle. Em estudo de permeação cutânea, CLN1 aumentou 

a penetração do ibrutinibe para a epiderme nas primeiras horas, enquanto o CLN2 aumentou 

significativamente (p<0,05) a penetração do fármaco após 12 e 24 h de exposição da pela às 

formulações. A análise espectroscópica de ressonância paramagnética indicou que o CLN2 

aumentou a fluidez dos lipídeos presentes no estrato córneo, justificando sua eficácia em tempos 

prolongados. Dado o seu melhor desempenho, CLN2 foi incorporada a géis de 

carboximetilcelulose (CMC) em diferentes concentrações, para melhorar as suas características 

reológicas e viabilizar a aplicação tópica. A formulação contendo 0,25% de CMC (CLN2-gel) 

apresentou boas características físicas, como diâmetro hidrodinâmico médio e PDI (324,1 ± 4,1 

nm, PDI de 0,14 ± 0,03), boas características reológicas, estabilidade e manutenção do perfil 

de permeação, mesmo com aplicação de massagem. Por fim, CLN2-gel foi avaliado em modelo 

in vivo de melanoma metastático (B16-F10) em camundongos C57BL/6. O tratamento tópico 

com CLN2-gel retardou o crescimento tumoral em comparação ao placebo. Quando combinado 

à dacarbazina intraperitoneal, observou-se uma tendência de redução adicional e estabilização 

do volume tumoral ajustado. Em resumo, o uso de carreadores lipídicos nanoestruturados, 

especialmente a formulação CLN2-gel, apresenta-se como uma alternativa promissora para o 

tratamento tópico do melanoma, principalmente como terapia adjuvante às terapias 

convencionais, sendo esses dados corroborados em modelo experimental de melanoma 

metastático.  

 

 

Palavras-chave: melanoma, ibrutinibe, carreadores lipídicos nanoestruturados, permeação 

cutânea, método bioanalítico.  



 
 

ABSTRACT 

Melanoma is a malignant tumor that develops from melanocytes and is responsible for more 

than 80% of deaths associated with skin diseases. Despite recent advances in available clinical 

treatments, drug resistance, relapses, and the high toxicity of drugs, as well as the scarcity of 

topical treatment options, justify the search for new therapeutic approaches. Ibrutinib, a 

Bruton's tyrosine kinase inhibitor, has been studied for solid and non-solid tumors. However, 

its oral use is associated with low oral bioavailability and severe adverse reactions. This study 

proposes the development of a dermatological formulation based on nanostructured lipid 

carriers to encapsulate ibrutinib as an effective alternative for the topical treatment of melanoma. 

Initially, an analytical method using high-performance liquid chromatography (HPLC) was 

developed and validated for detecting and quantifying ibrutinib in the presence of skin 

contaminants. The method proved to be selective, sensitive, linear, precise, accurate, and 

showed high recovery of ibrutinib from skin layers (>89%). After differential scanning 

calorimetry, thermogravimetric analysis, and solubility studies of the drug in various oils, two 

distinct nanocarriers were proposed: CLN1, containing pomegranate seed oil (mean diameter 

of 382.2 ± 25.3 nm, PDI of 0.35 ± 0.09, and encapsulation efficiency of 91.5 ± 0.2%) and CLN2, 

using oleic acid (mean diameter of 221.0 ± 2.6 nm, PDI of 0.16 ± 0.03, and encapsulation 

efficiency of 96.1 ± 0.7%). Both showed pH values between 5.7 and 5.9 and were non-irritant 

in the HET-CAM assay. The drug release profile indicated that CLN2 delayed drug release, 

whereas CLN1 did not differ from the control. In skin permeation studies, CLN1 increased 

ibrutinib penetration into the epidermis in the initial hours, whereas CLN2 significantly 

(p<0.05) enhanced drug penetration after 12 and 24 hours of exposure. Electron paramagnetic 

resonance spectroscopy indicated that CLN2 increased the fluidity of lipids in the stratum 

corneum, which explains its efficacy over prolonged exposure. Given its superior performance, 

CLN2 was incorporated into carboxymethylcellulose (CMC) gels at different concentrations to 

improve rheological properties and enable topical application. The formulation containing 

0.25% CMC (CLN2-gel) exhibited favorable physical characteristics, such as hydrodynamic 

diameter and PDI (324.1 ± 4.1 nm, PDI 0.14 ± 0.03), along with good rheological properties, 

stability, and maintenance of the permeation profile, even with massage application. Finally, 

CLN2-gel was evaluated in an in vivo metastatic melanoma model (B16-F10) in C57BL/6 mice. 

Topical treatment with CLN2-gel delayed tumor growth compared to placebo. When combined 

with intraperitoneal dacarbazine, an additional reduction and stabilization in adjusted tumor 

volume were observed. In summary, nanostructured lipid carriers, particularly the CLN2-gel 

formulation, represent a promising alternative for topical melanoma treatment, especially as an 

adjuvant therapy to conventional approaches, as demonstrated in a metastatic melanoma 

experimental model. 

 

Keywords: melanoma, ibrutinibe, nanostructured lipid carriers, skin permeation, bioanalytical 

method.  
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1. INTRODUÇÃO  
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O câncer de pele engloba uma ampla variedade de malignidades cutâneas que se 

originam de diferentes tipos celulares em várias camadas da pele1. O melanoma é um tipo 

específico de câncer de pele que se desenvolve a partir de melanócitos2, células localizadas na 

camada basal da epiderme responsáveis pela produção de melanina para os queratinócitos3,4. 

Embora o melanoma represente de 1% a 5% dos cânceres de pele, é responsável por mais de 

80% das mortes associadas a doenças cutâneas5, causando, apenas em 2020, mais de 57.000 

mortes em todo o mundo6. 

A introdução de estratégias baseadas em terapia direcionada, como o dabrafenib, 

representou um marco significativo no tratamento do melanoma. Essas estratégias buscam 

alvos moleculares envolvidos especificamente no crescimento tumoral, minimizando os danos 

às células saudáveis. No entanto, apesar de proporcionar melhora clínica, alguns pacientes 

desenvolvem resistência ao medicamento, recidiva e progressão da doença. Para enfrentar esse 

desafio, terapias combinadas com inibidores de checkpoint imunológico têm sido investigadas7–

9, mas ainda não oferecem cura para a maioria dos pacientes9 e podem levar a reações adversas 

graves em uma proporção significativa de pessoas em tratamento10–12. Por isso, apesar dos 

avanços, a ressecção local permanece como principal opção de tratamento clínico, viável apenas 

para pacientes nos estágios iniciais da doença, com prognóstico ruim e alta probabilidade de 

recorrência13. 

Toda essa situação observada no tratamento do melanoma se contrasta com os avanços 

terapêuticos em outros cânceres, como tumores sólidos e onco-hematológicos, com o uso do 

inibidor de tirosina quinase ibrutinibe14. O ibrutinibe é um inibidor que visa principalmente a 

tirosina quinase de Bruton (BTK), especificamente no aminoácido Cys 481 no domínio de 

ligação ao ATP15,16. No entanto, o ibrutinibe também pode se ligar a outras proteínas quinases 

que possuem o mesmo resíduo de cisteína, como aos receptores dos fatores de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGRF), crescimento epidérmico (EGRF) e crescimento de fibroblastos 

(FGFR), bem como quinase de linfócitos B (BLK) e quinase Janus 3 (JAK3) .17,18 Essa ampla 

gama de alvos do ibrutinibe motivou investigações sobre seu mecanismo de ação em diversos 

modelos, como no câncer esofágico, pulmonar, hepático7,19 e no câncer de mama18. 

Apesar da eficácia do ibrutinibe no tratamento do câncer, sua toxicidade pode levar à 

redução da dose ou à interrupção do uso20. Os principais efeitos adversos associados ao uso 

sistêmico do ibrutinibe incluem fibrilação atrial, hemorragias, hipertensão, mialgia, anemia, 

infecções e diarreia, alguns persistindo mesmo após a interrupção do tratamento21. Além das 

reações adversas, a administração do ibrutinibe enfrenta desafios devido à sua baixa 
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solubilidade e extenso efeito de primeira passagem22,23. Por isso, os medicamentos orais são 

formulados com altas doses, o que aumenta a ocorrência dos efeitos adversos mencionados24,25. 

Tendo em vista a localização do melanoma, a sua administração tópica poderia ser uma 

alternativa para reduzir ou eliminar as reações adversas associadas à administração oral. Essa 

abordagem tem se mostrado eficaz na liberação de certos agentes quimioterápicos a tumores 

cutâneos26. Entretanto, além da dificuldade em quantificar o ibrutinibe nos modelos de pele27, 

há o desafio de desenvolver uma formulação dermatológica que assegure a absorção percutânea 

do fármaco a níveis terapêuticos nos locais onde os tumores estão localizados28. Devido à 

lipofilicidade do ibrutinibe29, sua permeação através do estrato córneo, também muito lipofílico 

para a retenção de concentrações terapêuticas no melanoma, localizado nas camadas mais 

profundas da epiderme e derme superior, pode ser desafiadora30. 

Este trabalho propõe o uso de nanocarreadores lipídicos para encapsular o fármaco e 

tentar promover a sua liberação para a epiderme viável e derme superior. Dentre os tipos de 

carreadores nanoestruturados estudados para serem incorporados a formulações farmacêuticas, 

os sistemas à base de lipídeos destacam-se pela alta biocompatibilidade e adequação para 

aplicação tópica31,32. Os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) são particularmente 

relevantes nesse contexto, sendo compostos por uma mistura de lipídeos sólidos e líquidos 

dispersos em uma fase aquosa contendo tensoativos. Essa configuração permite uma suspensão 

coloidal de partículas sólidas com dimensões entre 10 a 1000 nm, possibilitando um melhor 

controle da liberação do fármaco, permeação aprimorada e estabilidade física da formulação32,33. 

Além disso, os lipídeos presentes nesses nanossistemas podem interagir com a combinação de 

ceramidas e ácidos graxos presentes no estrato córneo, gerando um efeito oclusivo e 

aumentando a fluidez dos lipídeos, o que, por sua vez, influencia a permeação do fármaco 

através do estrato córneo34. 

Com base no contexto apresentado, esse trabalho propôs o desenvolvimento, 

caracterização e avaliação de dispersões aquosas baseadas em carreadores lipídicos 

nanoestruturados encapsulando o ibrutinibe com o objetivo de obter uma alternativa promissora 

para o tratamento tópico dos melanomas.
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2.1. Objetivo geral 

O objetivo geral desse trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar dispersões 

aquosas a base de CLN contendo o ibrutinibe visando a uma abordagem terapêutica tópica 

eficiente e segura para o tratamento de melanomas. 

2.2. Objetivos específicos 

 Desenvolver e validar um método analítico rápido, sensível e confiável capaz de 

detectar e quantificar o ibrutinibe na presença de interferentes de pele suína para dar 

suporte a ensaios de permeação cutânea; 

 Analisar a compatibilidade físico-química entre o ibrutinibe e os componentes 

selecionados para o desenvolvimento das formulações; 

 Desenvolver dispersões aquosas a base de CLN para incorporar o ibrutinibe; 

 Caracterizar físico-quimicamente as nanodispersões; 

 Avaliar a estabilidade físico-química das nanodispersões contendo ibrutinibe; 

 Determinar in vitro o perfil de liberação do ibrutinibe a partir dos CLN; 

 Determinar in vitro a o perfil de permeação cutânea do ibrutinibe a partir dos CLN; 

 Determinar a interação entre os CLN e o estrato córneo; 

 Avaliar in vitro o perfil irritativo das nanoformulações; 

 Incorporar os melhores CLN em hidrogel; 

 Caracterizar físico-quimicamente as nanoformulações incorporadas no hidrogel; 

 Avaliar a estabilidade físico-química das nanoformulações incorporadas no hidrogel; 

 Determinar in vitro a permeação cutânea do ibrutinibe a partir do hidrogel; 

 Avaliar o impacto da massagem na permeação cutânea in vitro do ibrutinibe a partir das 

nanoformulações desenvolvidas; 

 Determinar o perfil reológico das nanoformulações; 

 Avaliar in vivo o efeito antitumoral da nanoformulação em modelo murino de melanoma 

metastático. 
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3.1. A pele e vias de permeação cutânea 

A pele, o maior órgão do corpo humano, representa aproximadamente 15% do peso 

corporal, cobrindo uma área de aproximadamente 2 m² em indivíduos adultos. Atuando como 

primeira linha de defesa contra micro-organismos, componentes químicos, traumas físicos e 

contra radiação UV, a pele desempenha um complexo e importante papel na manutenção da 

homeostase, no controle da temperatura corporal, regulação da perda de água e atividade 

sensorial 35–37.  

A pele é formada por três camadas principais: epiderme, derme e hipoderme (tecido 

subcutâneo), cada uma apresentando tipos celulares e características distintas (Figura 1)35. A 

hipoderme, camada mais profunda, é predominantemente composta pelos adipócitos, que 

armazenam gordura como reserva de energia e fornecem proteção ao organismo contra 

impactos. Por sua vez, a derme, localizada entre a hipoderme e a epiderme, é composta por uma 

matriz fibrosas, incluindo as fibras de colágeno, elastina, fibronectina e por proteoglicanas, 

produzidas pelos fibroblastos, células predominantes nessa camada. Com espessura de 1 a 4 

mm, desempenha um papel crucial na sustentação e nutrição da epiderme36,37. Além disso, a 

derme abriga os anexos cutâneos, como folículos pilosos, glândulas sebáceas e glândulas 

sudoríparas35. 

 

 

Figura 1: Representação das camadas da pele (epiderme, derme e hipoderme) e as estruturas que a compõe. Autoria própria. 

 

A epiderme (Figura 2), que constitui a camada mais externa da pele, é uma camada 

avascular, composta em sua maioria por queratinócitos, células responsáveis pela formação de 

queratina e pelo processo de descamação35. Ela é subdividida em cinco camadas principais: 
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camada córnea (ou estrato córneo), camada lúcida, camada granulosa, camada espinhosa e 

camada basal, sendo o estrato córneo a camada mais externa, e a camada basal, a mais interna. 

No entanto, a quantidade de camadas pode variar de acordo com a região anatômica38. Em cada 

estrato, os queratinócitos passam por um processo de queratinização e diferenciação celular35. 

A camada basal, localizada na parte mais profunda da epiderme, consiste em uma ou 

duas fileiras de células-tronco, conhecidas como células basais. Essas células apresentam 

intensa atividade mitótica, replicando-se e diferenciando-se em queratinócitos, o que inicia o 

processo de migração das células para a superfície da pele38.  

A próxima camada, a camada espinhosa, é onde os queratinócitos começam a formar 

conexões intercelulares, por meio de canais de proteínas chamados de desmossomos, 

conferindo às células uma aparência espinhosa quando analisadas por microscopia. Na camada 

granulosa, os queratinócitos apresentam diversos grânulos de queratina, enquanto começam a 

perder as suas organelas e sua morfologia se torna mais compactada38. 

Finalmente, a última camada é o estrato córneo, que tem espessura de 10 a 20 µm e 

representa a etapa final de diferenciação e queratinização dos queratinócitos. Essa camada é 

formada por células mortas e anucleadas, chamadas corneócitos, resultado do processo de 

apoptose dos queratinócitos. Essas células permanecem conectadas umas às outras pelos 

desmossomos e são revestidas por uma matriz lipídica composta principalmente por ceramidas, 

colesterol, ácidos graxos livres, triglicerídeos e ésteres35,38.  

Os queratinócitos são as células predominantes na epiderme, embora outras células 

também residam nessa camada, como os melanócitos, as células de Langerhans e as células de 

Merkel. Os melanócitos, localizados na camada basal, sintetizam melanina e a transferem para 

os queratinócitos adjacentes em vesículas chamadas de melanossomos, contribuindo para a 

proteção do núcleo das células contra os danos da radiação UV. As células de Langerhans, por 

sua vez, são encontradas geralmente nas camadas espinhosa e granulosa, e desempenham papel 

crucial na apresentação de antígenos, possuindo dendritos semelhantes aos dos melanócitos. As 

células de Merkel estão associadas às terminações nervosas e provavelmente desempenhem 

funções sensoriais na pele36,38. 
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Figura 2: Representação da estrutura e camadas da epiderme: estrato córneo, camada lúcida, camada granulosa, camada 

espinhosa e camada basal. Autoria própria. 

 

Essa estrutura complexa garante à pele a sua função de barreira, impedindo a entrada de 

agentes externos no organismo36. A função de barreira do estrato córneo é atribuída 

principalmente às proteínas hidrofílicas de queratina, compactadas em lamelas lipofílicas. No 

entanto, apesar dessa organização eficiente, existem mecanismos que permitem a passagem de 

moléculas através do estrato córneo. As principais vias de permeação são as vias transcelular, 

intercelular e transfolicular(Figura 3)39. 

 

 

Figura 3: Esquema representativo das vias de permeação cutânea: A) via transcelular; B) via intercelular; C) via 

transfolicular. Autoria própria. 
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A via transcelular é caracterizada pela capacidade de uma molécula atravessar 

completamente o estrato córneo, incluindo a passagem pelos queratinócitos e pela matriz 

lipídica intercelular, o que é facilitado principalmente pelas moléculas com características mais 

hidrofílicas. Por outro lado, na via intercelular, as moléculas passam entre as células do estrato 

córneo, percorrendo um caminho extenso e sinuoso pela matriz extracelular. Essa via favorece 

a permeação de fármacos mais lipossolúveis. Quanto à via transfolicular, ela é desempenhada 

quando os fármacos se difundem através dos anexos cutâneos, como folículos pilosos, 

glândulas sebáceas ou glândulas sudoríparas. Embora não seja a principal rota de permeação 

para formulações convencionais, estudos recentes indicam que o uso da nanotecnologia ou de 

métodos físicos como a iontoforese pode favorecer a passagem de fármaco por essa via de 

permeação35,40. 

 

3.2.Melanoma: epidemiologia e classificação 

O câncer de pele corresponde a um grande grupo de malignidades cutâneas que pode se 

originar a partir de diferentes células da pele, como queratinócitos e melanócitos, presentes na 

epiderme ou nos anexos cutâneos1. De maneira geral, eles são classificados em dois grupos: 

câncer de pele melanoma e o câncer de pele não-melanoma. Essa classificação deve-se à grande 

variedade de apresentações clínicas e diferença de prognóstico que essa doença apresenta1. 

Dentre os tumores, os cânceres de pele estão entre os tipos de câncer com maior frequência de 

malignidade no corpo. Isso se deve, em partes, pela alta taxa de mutação que esses tumores 

apresentam41, pela sua alta capacidade imunossupressora, angiogênica e pela capacidade 

infiltrativa que esses tumores adquirem no decurso do seu desenvolvimento42,43.  

O melanoma é um tumor maligno que se origina dos melanócitos2, células da camada 

basal da epiderme que têm como principal função prover melanina aos queratinócitos3,4. Além 

de colonizar a pele e os folículos pilosos, os melanócitos também podem ser encontrados em 

demais tecidos, como em superfícies da mucosa da cavidade oral, nasal, trato anogenital, na íris 

do trato uveal, nas meninges, entre outros44. Mesmo representando cerca de 1 a 5% dos cânceres 

de pele, o melanoma é responsável por mais de 80% dos óbitos por doenças cutâneas5,45. 

O melanoma é uma das doenças malignas que mais tem aumentado a sua incidência 

anualmente nas últimas cinco décadas2,5. Nos últimos anos, a incidência do melanoma tem 

crescido em torno de 3% por ano na população norte-americana8,46. Esse aumento pode ser 

observado comparando a população dos Estados Unidos entre 1975 e 2018, em que o aumento 

dos casos de foi de 320%. Em 1975, para cada 100 mil habitantes norte-americanos, 7,9 

desenvolviam melanoma. Já em 2018, a incidência foi de 25,3 para cada 100 mil habitantes6,47. 
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Apenas em 2020, 235 mil novos casos de melanoma foram registrados nos Estados Unidos, 

representando 1,7% dos cânceres diagnosticados neste ano, se tornando o sexto câncer mais 

comum entre mulheres e o quinto mais comum entre homens47,48. Na Austrália, país com maior 

incidência global47, o número de novos casos de melanoma subiu de 26,4 para 51,6 para cada 

100 mil habitantes entre 1982 e 20116,48. 

A grande variação de incidência entre diferentes países dá-se por padrões de risco 

associados à determinada população, como fototipo predominante na população e hábitos 

diferentes de exposição ao sol49. Populações que apresentam o predomínio de indivíduos 

caucasianos podem ter o aumento da incidência de melanoma cutâneo em 10 vezes quando 

comparado com populações predominantemente de fototipo IV ao VI9. Entretanto, o 

desenvolvimento de melanomas não-cutâneos, como os melanomas de mucosa, é mais comum 

em indivíduos não-caucasianos47.  

Sobre a letalidade, em 2020, aproximadamente 57 mil mortes por melanoma foram 

registradas no mundo. Já em 2021, foram registradas 7180 mortes por melanoma nos Estados 

Unidos, em indivíduos com idade média de 71 anos9,48. A sua letalidade está fortemente 

relacionada com o estágio em que o melanoma é diagnosticado. Quando diagnosticado nos 

estágios iniciais da doença (estágio I), o melanoma pode ser tratado com ressecção cirúrgica, 

promovendo um tempo de sobrevida livre da doença acima de cinco anos em 98% dos pacientes. 

Entretanto, essa porcentagem cai substancialmente em pacientes que estavam em estágios 

avançados da doença no momento do diagnóstico, com queda da sobrevida livre de cinco anos 

para cerca de 70% para os que apresentam acometimento dos linfonodos no momento do 

diagnóstico, e cerca de 5% para os pacientes com metástases para tecidos distantes9,47. 

O melanoma apresenta quatro classificações clínicas distintas: melanoma com 

espalhamento superficial, melanoma nodular, lentiginoso maligno e o melanoma acral. Cada 

classificações apresenta diferentes decursos clínicos e diferentes vias de formação do melanoma, 

mas todas apresentam em comum a alta capacidade de invasão profunda e metástase para 

tecidos distantes8. O melanoma de espalhamento superficial, subtipo mais comum, 

representando cerca de 60 a 70% dos casos, é caracterizado por um período inicial de 

crescimento horizontal, com pouca invasão tecidual, seguido por um período de crescimento 

vertical e invasão da derme8,47. Por outro lado, o melanoma nodular é caracterizado pelo 

crescimento vertical sem um período radial prévio, apresentando alta invasão dérmica e elevado 

risco de metástase, sendo responsável por mais de 40% das mortes relacionadas ao melanoma, 

apesar da sua baixa incidência(Figura 4)8,47.  
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Figura 4: Representação das classificações clínicas dos melanócitos. Na pele saudável, é possível observar a distribuição dos 

melanócitos pela camada basal da epiderme. O melanoma de espalhamento superficial é considerado o primeiro estágio do 

melanoma, com pouca invasão tecidual. Já o melanoma nodular é considerado de grande potencial metastático, com invasão 

dérmica e infiltração vascular e linfática de células malignas. Autoria própria. 

 

O estágio de desenvolvimento do melanoma é classificado em estágios de I a IV, 

variando de lesões pequenas sem invasão no tecido adjacente, até metástase para os tecidos 

mais distantes43. Quanto ao sítio anatômico, o melanoma pode ser classificado em cutâneo, 

acral, uveal e melanoma de mucosa, sendo o cutâneo o de maior prevalência entre eles, 

representando cerca de 90% dos casos de melanoma48. Os melanomas não-cutâneos, embora 

sejam menos comuns, tendem a ser diagnosticados mais tardiamente, por causa da sua 

dificuldade de visualização, resultando em um prognóstico menos favorável47. É importante 

ressaltar que os cânceres de pele podem afetar regiões como cabeça e pescoço. Como a 

intervenção cirúrgica é uma das principais condutas terapêuticas disponíveis atualmente, o 

melanoma, mesmo quando tratado nos estágios iniciais, pode afetar negativamente também a 

qualidade de vida da pessoa acometida, com marcas irreversíveis, mesmo após intervenções 

cirúrgicas plásticas13. 

A origem e o desenvolvimento do câncer de pele são multifatoriais, ocorrendo tanto por 

fatores ambientais, como a exposição à luz UV, quanto pela susceptibilidade genética, como 

histórico familiar e presença de nevos melanocíticos espalhados pelo corpo15. Assim como em 

outros tipos de câncer, várias alterações genéticas são observadas no decurso da doença. Essas 

alterações podem se acumular em etapas discretas, progredindo de um tumor benigno, com 

replicação limitada, até um tumor maligno, sem controle de replicação e com alta capacidade 

infiltrativa50. 
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Esse acúmulo de mutações ocorre, em partes, pela incidência de luz UV ao qual esses 

tumores são expostos, favorecendo o dano no DNA e desenvolvimento de novas mutações41,43. 

Nos melanomas também são observadas diversas mutações somáticas ocorrendo no decurso da 

doença, principalmente em genes envolvidos em processos de proliferação e crescimento 

celular3,16. Esses genes são conhecidos como “drivers” do melanoma, sendo as mutações em 

BRAF e a NRAS as com maior aparecimento no melanoma50. É estimado que 50 a 65% dos 

melanomas cutâneos apresentam a mutação em BRAF, enquanto outros 20% apresentam a 

mutação em NRAS, estas normalmente excludentes entre si49. 

Entretanto, essas mutações isoladamente não são capazes de formar um melanoma. Isso 

é observado em nevos melanocíticos, que são proliferações clonais de melanócitos que 

adquiriram mutações favoráveis para a sua replicação, mas sem mutações suficientes para 

superar os mecanismos de supressão tumoral, resultando em estabilidade das células49,50. É 

estimado que mais de 80% dos nevos melanocíticos benignos apresentam mutação em BRAF, 

resultando em uma proliferação melanocítica49,50. Porém, esse nevo pode permanecer 

quiescente por anos, devido a vigilância imunológica43, sem alteração na sua coloração ou 

tamanho49. 

De maneira geral, a maioria das alterações nesses genes “drivers” interferem em duas 

vias de sinalização principais: MAPK e PI3K/AKT. A via de sinalização MAPK está 

fisiologicamente envolvida com a transdução de sinais extracelulares, como fatores de 

crescimentos e hormônios, resultando na expressão de genes relacionados com a proliferação, 

diferenciação e sobrevivência celular41,49.  

 

3.3. Tratamentos e desafios terapêuticos para melanoma 

O tratamento do melanoma evoluiu nos últimos 10 anos com a aprovação de novos 

medicamentos pelo FDA. Cerca de 13 novos medicamentos foram aprovados, incluindo os 

fármacos de terapia alvo-dirigida, terapias imunológicas e fármacos utilizados na terapia 

fotodinâmica. Além disso, o uso de medicamentos tópicos também tem sido promissor na 

terapia8,9.  

De fato, a ressecção cirúrgica com borda de segurança de pelo menos 4 mm ainda é o 

principal meio de tratamento clínico dos tumores de pele13,51. Entretanto, para o melanoma, a 

ressecção cirúrgica costuma ser curativa apenas para os pacientes diagnosticados nos estágios 

iniciais da doença. Naqueles diagnosticados tardiamente ou com histórico de relapsos, pode 

haver o acometimento de linfonodos sentinelas ou regiões distantes ao tumor, sendo necessária 

a terapia sistêmica. Porém, dentre os tumores diagnosticados em estágio IV, aproximadamente 
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um terço apresenta metástase visceral ou cerebral. Nesses casos, a probabilidade de resposta ao 

tratamento medicamentoso é baixa, representando uma limitação dos tratamentos disponíveis 

atualmente49. 

Até 2011, o principal tratamento de escolha para os pacientes com melanoma 

metastásico era o uso de quimioterapia. Nesses pacientes, é necessário a utilização de terapia 

medicamentosa, pois apenas a ressecção cirúrgica não é curativa43,52. Depois de 2011, houve a 

aprovação do uso de inibidores da BRAF e inibidores da MEK, aprovados pelo FDA para o 

tratamento sistêmico do câncer de pele melanoma8,49, sendo o vemurafenib e o dabrafenib os 

primeiros fármacos aprovados para essa finalidade43. Depois desses, outros medicamentos 

foram desenvolvidos e aprovados, como o cobimetinib, um inibidor da MEK7.  

Inicialmente, o uso de inibidores da BRAF mostrou ser um tratamento promissor, com 

boa taxa de resposta inicial. Entretanto, com o tempo, foi observado que essa conduta 

terapêutica causava rápida resistência medicamentosa. Com isso, hoje é preconizado o uso de 

inibidores da BRAF apenas nos pacientes positivos para a mutação BRAFV600E e em 

combinação com outros medicamentos, como os inibidores da MEK ou com as terapias 

imunológicas7,9. Essas combinações têm apresentado uma boa taxa de resposta, com aumento 

da sobrevida livre de progressão tumoral e controle dos sintomas7,49. Entretanto, mesmo com 

esse progresso, essas condutas terapêuticas não resultaram em cura para a maioria dos pacientes 

com melanoma metastásico, com sobrevida de aproximadamente 10% em 5 anos de tratamento9. 

Outra classe de medicamentos sistêmicos aprovados pelo FDA que vêm sendo utilizados 

no tratamento de melanoma são os inibidores de checkpoint imunológico. Os primeiros 

aprovados foram os anti-CTLA4 e anti-PD1. Os anti-CTLA4 mais utilizados incluem o 

nivolumab, pembrolizumab e o ipilimumab. Já os anti-PD1, destacam-se o vemurafenib e 

dabrafenib53,54. Entretanto, esses medicamentos apresentam baixa taxa de resposta quando 

administrados isoladamente e são associados a reações adversas graves, levando a 

descontinuação do tratamento em mais de 50% dos pacientes53,54. Para melhorar a sua resposta, 

foi explorada também a administração desses medicamentos em combinação com inibidores da 

BRAF. Embora isso resulte em uma resposta mais duradoura ao tratamento, há um aumento na 

frequência de reações adversas, se tornando o principal fator limitante ao tratamento49. 

Recentemente, a terapia tópica também tem avançado no tratamento dos canceres de 

pele, principalmente nos superficiais. Nesses casos, por mais que a intervenção cirúrgica seja 

curativa para a maioria dos pacientes, o tratamento tópico pode ser levado em consideração em 

certos contextos clínicos, como nos casos em que o tumor está nos estágios iniciais, ou quando 

este se desenvolve em áreas expostas, como na face, e a ressecção deixará marcas55,56. 
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Entretanto, a escolha pelo tratamento tópico deve levar em consideração o tamanho e a 

localização do tumor, pois os tratamentos tópicos atualmente disponíveis ainda possuem taxa 

de cura abaixo da intervenção cirúrgica56,57, em partes limitada pela baixa capacidade de 

permeação de alguns fármacos55.  

Dentre os medicamentos utilizados na terapia tópica, destacam-se o 5-fluorouracil, 

imiquimod e o ingenol mebutate56. Entretanto, esses tratamentos são aprovados pelo FDA 

apenas para o tratamento de canceres de pele não-melanoma58, sendo o imiquimod o único 

usado atualmente na pratica clínica para o tratamento de melanoma lentiginoso, no uso off-label, 

como terapia adjuvante55,56. Além das suas limitações clínicas, os medicamentos tópicos 

disponíveis atualmente apresentam alta taxa de reações adversas, com aparecimento de dor, 

eritema, formação de crostas e prurido55, podendo aparecer em mais de 90% dos pacientes.59,60 

De maneira geral, por mais que o uso da terapia tópica para o tratamento de canceres de 

pele do tipo não-melanoma representem um avanço na terapia, as opções para o tratamento de 

melanoma permanecem limitadas. A facilidade de acesso aos tumores de pele é um fator 

facilitador do uso de medicamentos tópicos, e a possibilidade que o próprio paciente faça a 

aplicação do medicamento reduz o número de visitas ao ambiente hospitalar. Isso confere 

grande vantagem para a utilização dos medicamentos tópicos, tanto no tratamento principal, 

quanto na terapia adjuvante. No entanto, devido à baixa permeação e do grande número de 

reações adversas, as formulações convencionais são limitadas aos pacientes com tumores 

pequenos e superficiais. Portanto, é evidente a necessidade de mais estudos, tanto com 

formulações convencionais quanto com formulações nanoestruturadas. Apesar dessas 

limitações, os resultados da terapia tópica têm se mostrado animadoras, principalmente quando 

a única alternativa para alguns casos é a ressecção cirúrgica.  

 

3.4. Ibrutinibe 

Apesar dos marcos significativos no avanço do tratamento do melanoma, como o uso 

da terapia combinada, a resistência aos medicamentos e alta taxa de reações adversas ainda 

ocorre em uma proporção significativa dos pacientes em tratamento8,9. Além disso, essas opções 

não oferecem cura para a maioria dos pacientes, fazendo com que a ressecção local continue 

sendo a opção primária de tratamento clínico, viável apenas para os pacientes diagnosticados 

nos estágios iniciais da doença10,11. Entretanto, ao observarmos os avanços terapêuticos mais 

recentes obtidos em outros tipos de canceres, como canceres sólidos e onco-hematológicos, 
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vemos que toda essa situação enfrentada pelo melanoma se contrasta, principalmente com os 

avanços obtidos com o uso do inibidor de tirosina quinase ibrutinibe14.  

O ibrutinibe (Figura 5) é um dos poucos inibidores de tirosina quinase que têm sido 

investigados para o tratamento de cânceres sólidos e não-sólidos. As proteínas tirosina quinases 

são frequentemente alvo de mutações ou desregulações no câncer, tornando-as foco importante 

em estudos para o desenvolvimento de tratamentos para diversos tipos de câncer, desde o 

sucesso do Imatinibe no tratamento da Leucemia Mieloide Crônica em 200161. Posteriormente, 

as quinases de tirosina se tornaram os alvos terapêuticos mais extensivamente explorados nos 

últimos anos, com numerosos inibidores desenvolvidos e aprovados pela FDA para tratar vários 

tipos de câncer14,62. 

 

 

Figura 5: Estrutura química do ibrutinibe. Peso molecular: 440,507 g/mol; pKa: 3,74; logP: 3,97; fórmula molecular 

C25H24N6O2. 

 

Caracterizado como um pó branco inodoro, com peso molecular de 440,507 g/mol e 

fórmula molecular C25H24N6O2, o ibrutinibe é um inibidor que visa principalmente a tirosina 

quinase de Bruton, especificamente no aminoácido Cys 481 no domínio de ligação ao ATP. A 

BTK desempenha um papel crítico na via de sinalização do receptor de células B (BCR), 

influenciando a sobrevivência, proliferação e diferenciação celular15,16. No entanto, é 

importante observar que o ibrutinibe também pode se ligar a outras proteínas quinases que 

possuem o mesmo resíduo de cisteína, permitindo que o ibrutinibe atue em diversos alvos 

moleculares. Esses alvos incluem os receptores dos fatores de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGRF), crescimento epidérmico (EGRF) e crescimento de fibroblastos (FGFR), 

bem como quinase de linfócitos B (BLK) e quinase Janus 3 (JAK3). 17,18  
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Essa ampla gama de alvos do ibrutinibe motivou investigações sobre seu mecanismo de 

ação em diversos processos biológicos. Em modelos de câncer esofágico, pulmonar e hepático, 

foi observado o efeito antitumoral da inibição da via do EGFR7,19,63. Em um modelo de câncer 

de mama, o ibrutinibe mostrou-se capaz de induzir a morte celular, além de reduzir a massa 

tumoral e a metástase pulmonar18,24. A inibição da BTK pelo ibrutinibe em um modelo 

experimental de câncer gástrico também foi associada à redução do tumor, alcançada por meio 

do controle da proliferação celular e da indução da morte celular51. 

No entanto, apesar da eficácia do ibrutinibe no tratamento do câncer, sua toxicidade 

pode levar à redução da dose ou à interrupção do uso20. Os principais efeitos adversos 

associados ao uso sistêmico do ibrutinibe incluem fibrilação atrial, hemorragias, hipertensão, 

mialgia, anemia, infecções e diarreia, com algumas reações persistindo mesmo após a 

interrupção do tratamento21. No nível cutâneo, aproximadamente 30% dos pacientes que 

recebem medicação oral desenvolvem erupção cutânea e infecção de pele, bem como dermatose 

neutrofílica, edema periférico e fissuras64,65. 

Além das reações adversas, a administração do ibrutinibe enfrenta desafios relacionados 

à sua baixa solubilidade (log P = 3,97; solubilidade em água de aproximadamente 

0,002 mg/mL) e ao extenso efeito de primeira passagem. Isso leva a uma biodisponibilidade 

muito baixa, aproximadamente 2,9%, que pode ser ainda menor, dependendo do estado 

nutricional do paciente22,23,66. Consequentemente, os medicamentos orais estão disponíveis em 

formulações contendo altas doses do medicamento, variando de 420 a 840 mg por dia, 

dependendo do tipo de câncer em tratamento, o que aumenta a ocorrência dos efeitos adversos 

mencionados, particularmente as reações gastrointestinais25,67. 

Uma alternativa para reduzir ou eliminar as reações adversas associadas à administração 

oral é o uso da administração tópica. Essa abordagem tem se mostrado eficaz na liberação de 

certos agentes quimioterápicos diretamente em tumores cutâneos, considerando sua fácil 

acessibilidade26. Além disso, a administração tópica oferece a vantagem de minimizar as 

interações medicamentosas e a dosagem necessária, tornando os produtos mais 

economicamente acessíveis. Ademais, é uma via de administração de fácil aplicação e permite 

a interrupção em caso de reações indesejadas. Entretanto, o primeiro desafio encontrado durante 

o desenvolvimento de formulações dermatológicas é desenvolver e validar uma metodologia 

analítica confiável que permita identificar e quantificar o fármaco nos modelos experimentais 

de pele26, uma matriz biológica complexa com muitas substancias que podem interferir a 

análise27,68.  
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Na literatura, alguns métodos são descritos para a detecção e quantificação de ibrutinibe. 

Entretanto, esses métodos foram desenvolvidos especificamente para a quantificação de 

ibrutinibe na presença de outros contaminantes, como plasma humano ou de coelho66,69,70. 

Dentre os métodos descritos, foi documentado um método que detecta o ibrutinibe em meio aos 

contaminantes da pele. Contudo, esse método analítico utilizou o modelo de pele de 

camundongo, além do método não ter sido validado em termos de seletividade, precisão e 

exatidão71. Sendo assim, é vantajoso desenvolver um modelo analítico que permita a detecção 

e quantificação do ibrutinibe em modelos de pele suína, pois esse modelo é considerado padrão 

ouro para estudos cinéticos de permeação cutânea72. 

Além da dificuldade em quantificar o ibrutinibe nos modelos de pele, outra dificuldade 

relacionada com o desenvolvimento de uma formulação dermatológica é garantir que a 

absorção percutânea do fármaco atinja níveis terapêuticos nos locais onde os tumores invasivos 

estão localizados28. O estrato córneo, os queratinócitos presentes nas demais camadas da 

epiderme e a matriz extracelular, são responsáveis por impedir que substâncias externas ao 

corpo penetrem a pele73. Devido à lipofilicidade do ibrutinibe29, sua penetração passiva através 

do estrato córneo e a obtenção de concentrações terapêuticas em melanomas localizados nas 

camadas mais profundas da epiderme pode ser desafiadora30. 

 

3.5. Nanotecnologia 

Apesar das vantagens da aplicação tópica de medicamentos, como a redução das reações 

adversas sistêmicas, maior concentração do fármaco no sítio de ação e redução do metabolismo 

de primeira passagem, atravessar a barreira cutânea ainda é o maior desafio para esse tipo de 

administração. Para isso, duas estratégias principais são utilizadas pela indústria farmacêutica: 

o uso de promotores de permeação ou o uso de formulações nanotecnológicas. Dentre essas, a 

estratégia que vem apresentando a maior vantagem para a aplicação dermatológicas de 

medicamento com baixa biodisponibilidade tópica é a nanotecnologia74.  

A nanotecnologia é uma área da ciência multidisciplinar que nasceu nos anos 20 e que, 

nos últimos anos, vem sendo cada vez mais estudada pela indústria farmacêutica. Esse interesse 

ocorre principalmente no desenvolvimento de produtos de diagnósticos e sistemas inovadores 

de liberação de fármacos. Esses sistemas têm criado possibilidades para o uso de fármacos que 

anteriormente enfrentavam desafios para ser incorporados a formulações convencionais. Esses 

desafios podem ser atribuídos à capacidade limitada de incorporação dos fármacos nas 
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formulações convencionais, ou à instabilidade físico-química que os fármacos contidos nelas 

apresentavam75.  

A nanotecnologia tem assumido um papel cada vez mais significativo na pesquisa 

científica, especialmente no desenvolvimento de medicamentos de alto desempenho. 

Medicamentos nanoestruturados são projetados principalmente para transportar uma ampla 

variedade de fármacos e biofármacos, aprimorando sua funcionalidade, reduzindo as doses sem 

comprometer a eficácia, aumentando a segurança terapêutica e facilitando a liberação 

direcionada ao local de ação por meio de várias vias de administração33,76. Eles apresentam a 

qualidade de melhorar a capacidade de carga dos fármacos, melhorar a estabilidade e promover 

uma ação prolongada e sustentada77.  

A versatilidade na seleção de materiais na produção das nanopartículas, que engloba o 

uso de nanoemulsões, lipossomos, nanopartículas lipídicas, poliméricas, metálicas, entre outros, 

oferece um conjunto de opções na aplicação a nanotecnologia para o desenvolvimento de novas 

formulações. Essa diversidade permite a seleção adequada de um nanossistema específico, 

levando em consideração as características físico-químicas do fármaco em questão e aos 

objetivos desejados para o desenvolvimento da formulação78. 

Quanto ao uso de medicamentos dermatológicos, as formulações nanoestruturadas 

apresentam vantagem em relação aos sistemas semissólidos convencionais, por prolongar a 

ação terapêutica dos fármacos incorporados77. Em geral, as nanopartículas atuam como 

reservatórios de fármacos, mantendo altas concentrações dos fármacos em contato com a pele 

por períodos prolongados, o que além de aumentar a concentração do fármaco no sítio de ação, 

também promove a liberação controlada, reduzindo assim a frequência necessária de 

administrações do medicamento74. 

Entre os diversos tipos de carreadores nanoestruturados utilizados em formulações 

farmacêuticas, os sistemas baseados em lipídeos têm surgido como opções notáveis devido à 

sua alta biocompatibilidade e adequação para aplicação tópica30,32. Além disso, os sistemas 

baseados em lipídeos são considerados estáveis, facilmente obtidos e escalonáveis, permitindo 

a produção semi-industrial e industrial30. Ademais, estudos mostram que a interação dos 

lipídeos presentes nas partículas lipídicas com os lipídeos presentes na pele pode promover um 

rearranjo no estrato córneo, atuando como promotor de permeação. Adicionalmente, esses 

sistemas têm a vantagem de formar um fino filme lipídico sobre a pele, impedindo a evaporação 

de água e promovendo a hidratação por oclusão34,75,79. 
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Os sistemas baseados em lipídeos sólidos foram desenvolvidos nos anos 1990 como 

uma alternativa aos sistemas de liberação de fármacos como lipossomos e nanoemulsões. 

Devido à biocompatibilidade, versatilidade e menor curso dos lipídeos utilizados para o 

desenvolvimento das formulações, as nanopartículas lipídicas oferecem vantagens em relação 

aos sistemas poliméricos e inorgânicos74. 

As nanopartículas lipídicas sólidas (Figura 6A) representam a primeira geração de 

nanopartículas lipídicas, constituídas por partículas formadas por um núcleo lipídico sólido à 

temperatura ambiente, dispersa em um meio aquoso com o auxílio de tensoativos e outros 

estabilizantes. Esse avanço surgiu como uma melhoria das nanoemulsões, substituindo os 

lipídeos líquidos por sólidos. Com ponto de fusão acima de 40ºC, esses lipídeos asseguram que 

as partículas permaneçam sólidas durante o armazenamento e após a administração, conferindo 

maior resistência ao sistema e possibilitando um controle eficaz da liberação do fármaco74,75. 

Os lipídeos utilizados podem incluir ácidos graxos, ceras, triglicerídeos, entre outros, e essas 

nanopartículas têm ampla aplicação na indústria farmacêutica para melhoria da estabilidade 

físico-química dos fármacos, mantendo-os protegidos dentro do núcleo lipídico e sendo 

compatível com uma ampla variedade de fármacos77. 

No entanto, apesar das vantagens desse sistema, o polimorfismo dos lipídeos sólidos e 

a sua recristalização durante o processo de armazenamento promovem a expulsão do fármaco 

de dentro do núcleo lipídico das partículas75. Com isso, pesquisadores desenvolveram uma 

segunda geração de nanopartículas lipídicas: os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN). 

Os CLN (Figura B) constituem em partículas formadas por uma mistura de lipídeos sólidos e 

líquidos dispersos em uma fase aquosa contendo tensoativos. Essa configuração resulta em uma 

suspensão coloidal de partículas sólidas à temperatura ambiente, com dimensões variando de 

10 a 1000 nm, possibilitando um melhor controle da liberação do fármaco, permeação 

aprimorada e estabilidade física da formulação32–34. Além disso, os lipídeos presentes nesses 

nanossistemas podem interagir com a combinação de ceramidas e ácidos graxos presentes no 

estrato córneo, gerando um efeito oclusivo e aumentando a fluidez dos lipídeos, o que, por sua 

vez, influencia a permeação do fármaco através do estrato córneo34,80.  
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Figura 6: Comparação da estrutura básica de (A) nanopartículas lipídicas sólidas e (B) carreadores lipídicos 

nanoestruturados. Autoria própria. 

 

A presença de lipídeos líquidos na composição das partículas promove um melhor 

acomodamento dos lipídeos sólidos, que formam estruturas imperfeitas da mistura dos lipídeos, 

promovendo maior capacidade de carga de fármaco e menor expulsão do fármaco durante a 

estocagem do medicamento77. Adicionalmente, a presença do lipídeo líquido melhora o 

processo de recristalização dos lipídeos sólidos durante a estocagem74. 

Ao utilizar misturas de lipídeos sólidos e líquidos, surge uma grande variedade de 

combinações de lipídeos, proporcionando um amplo conjunto de opções em termos de 

composição. A proporção entre lipídeos sólidos para lipídeos líquidos pode variar 

consideravelmente, desde 70:30 até 99,9:0,1 (p/p). Além disso, o teor total de lipídeos nas 

formulações também pode variar de 5 a 40%, enquanto os tensoativos geralmente variam de 

0,5 a 5%. Frequentemente, são utilizadas misturas de tensoativos para reduzir a toxicidade 

potencial de alguns e, assim, aumentar ainda mais a biocompatibilidade da formulação. A gama 

de lipídeos disponíveis para a seleção é ampla, incluindo ácidos graxos, ceras, ésteres ou 

triglicerídeos, além da possibilidade de utilizar óleos complexos com propriedades 

terapêuticas74. 

As vantagens no uso de CLN no tratamento de câncer de pele têm sido evidenciadas nos 

estudos mais recentes. Formulações convencionais contendo 5-fluororacil demonstram baixa 

capacidade de permeação cutânea. Em contrapartida, estudos de permeação cumulativa do 

fármaco em pele de rato mostraram que o uso de formulações preparadas com CLN aumentaram 

a permeação do fármaco em duas vezes, quando comparadas com formulações convencionais81. 
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Da mesma forma, estudos comparando formulações contendo géis convencionais e CLN 

incorporado em géis contendo o mesmo fármaco demonstraram que a permeação do 5-

fluororacil foi aumentada em 7,4 vezes pela formulação contendo CLN, quando comparada 

com a formulação convencional em pele de rato82. Já estudos envolvendo a preparação de CLN 

para incorporação de imiquimod também demonstraram que o uso de CLN aumentou a 

permeação cutânea em 3,3 vezes quando comparado com formulações convencionais, em 

modelo de pele de porco83. 

Esses achados, em conjunto, sugerem que o desenvolvimento de formulações contendo 

CLN representa uma estratégia promissora para a criação de formulações inovadoras que 

incluem novos fármacos para o tratamento de câncer. Com base nessas informações, o presente 

estudo propôs-se a: (1) desenvolver um método analítico simples e rápido, capaz de detectar e 

quantificar de forma exata e precisa, o ibrutinibe presente em diferentes camadas de peles 

suínas; (2) desenvolver formulações dermatológicas baseadas em CLN para a administração 

tópica de ibrutinibe no tratamento de melanomas. Duas formulações de CLN foram preparadas, 

variando apenas a escolha do lipídeo líquido, para avaliar sua influência no perfil de liberação 

e permeação do fármaco.  
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4. DELINEAMENTO DO ESTUDO 
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O primeiro lipídeo líquido selecionado foi o óleo de semente de romã, um óleo 

complexo amplamente utilizado na produção de nanoformulações84. O óleo de semente de romã 

é conhecido por suas propriedades antioxidantes e alto teor de ácidos graxos poli-

insaturados85,86. Sua seleção foi baseada em relatos anteriores de sua eficácia no tratamento de 

tumores na literatura86,87, sua tolerância em culturas de queratinócitos e fibroblastos88 e seu uso 

anterior na preparação de nanopartículas lipídicas89,90. O segundo lipídeo líquido foi o ácido 

oleico, escolhido com base em sua compatibilidade química e solubilidade com o ibrutinibe, 

com o objetivo de utilizar um óleo com características distintas do óleo de semente de romã. 

Após a seleção dos óleos, duas nanoformulações foram preparadas e submetidas a uma 

caracterização abrangente. O processo de caracterização envolveu a análise do diâmetro 

hidrodinâmico, distribuição de tamanho, potencial zeta, pH, eficiência de encapsulação, carga 

do fármaco e teste da compatibilidade química entre o ibrutinibe e os componentes da 

formulação. Ambas as nanoformulações foram, então, submetidas à avaliação in vitro para 

determinar o perfil de liberação do ibrutinibe e avaliar a biodisponibilidade tópica usando 

modelos de pele in vitro e ex vivo. Além disso, foi investigada a interação entre os lipídeos da 

pele e os lipídeos da formulação, além da sua segurança tópica.  

Após a realização desses experimentos, a formulação contendo CLN2 foi selecionada 

para dar prosseguimento aos experimentos. Para isso, visando melhorar as características 

sensoriais e facilitar a aplicação tópica, com o foco em iniciar uma etapa in vivo de experimentos, 

a formulação contendo CLN2 foi incorporada em um sistema de gel fluido a base de 

carboximetilcelulose (CMC). Esses sistemas são interessantes para a incorporação de 

carreadores lipídicos nanoestruturados devido às suas vantagens como facilidade na aplicação, 

ausência de oleosidade e facilidade de remoção com lavagem, caso seja necessário. Além disso, 

a incorporação em hidrogel envolve técnicas simples, facilmente escalonáveis para produções 

industriais. Um agente gelificante comumente usado para a incorporação de carreadores 

lipídicos é o Carbopol. Entretanto, devido a necessidade de neutralização deste polímero por 

um agente alcalino, pode alterar as características das partículas, como diâmetro hidrodinâmico 

das partículas e potencial zeta 91. Por isso, uma alternativa para a incorporação em sistemas de 

gel fluido é o uso de derivados da celulose, como a CMC, escolhida para prosseguir com os 

estudos. 

Para isso, foram avaliadas a incorporação de diferentes concentrações de CMC à 

formulação contendo CLN2, levando em consideração o diâmetro hidrodinâmico das partículas 

e o índice de polidispersividade, além de parâmetros reológicos e a estabilidade das formulações. 
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Uma formulação foi escolhida e avaliado o impacto da incorporação dos carreadores lipídicos 

no sistema de gel fluido na permeação cutânea. Além disso, também foi avaliada a influência 

da massagem no momento da aplicação cutânea. 

Ao final, a formulação selecionada foi utilizada nos experimentos in vivo em 

camundongos C57BL/6. Nesta etapa, células de melanoma metastático B16-F10 foram 

transplantadas em camundongos de 5 a 8 semanas de idade e, então, avaliado o perfil de 

segurança da formulação desenvolvida e a sua ação terapêutica sobre o desenvolvimento do 

tumor.   



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 
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5.1. Material 

Ibrutinibe (1-[(3R)-3-[4-amino-3-(4-phenoxyphenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-

yl]-1-piperidinyl]-2-propen-1-one, >99.9%) foi obtido da Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, 

USA). O ácido esteárico, ácido oleico e o óleo mineral foram comprados da Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemanha). Lecidina de soja S100 e o polissorbato 80 foram comprados da Lipoid 

(Ludwigshafen, Alemanha) e Merk (Darmstadt, Alemanha), respectivamente. Óleo de semente 

de romã foi adquirido da Distrol (São Paulo, Brasil). Fosfato de sódio dibásico e o fosfato de 

sódio monohidratado foram comprados da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), e a 

carboximetilcelulose foi obtida da Labsynth (Campinas, Brasil).  

A membrana sintética de celulose utilizada nos ensaios de liberação foi comprada da 

Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A fita Scotch n. 845 Book Tape utilizada na técnica de 

tape-tripping foi obtida da 3M (St. Paul, MN, USA). Os marcadores 5-doxyl-stearic acid (5-

DSA) e 3-DOXYL-17β-hydroxy-5α-androstane (ASL) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA) e 1-palmitoyl-2-stearoyl-(5-DOXYL)-sn-glycero-3-phosphocholine (5- PC) 

da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL, USA). 

As peles de orelha suína foram obtidas em abatedouro local (Via Carnes, Formosa, Brasil) 

antes que passagem pelo processo de escalda, enquanto os ovos embrionados foram fornecidos 

pela Avifran Agroavícola (Planatilna, Brasília) no décimo dia de fertilização. Os ratos Wistar 

utilizados nos ensaios in vitro foram obtidos no biotério da Universidade Federal de Goiás, 

provenientes de ratos com menos de 24 h de vida. Os camundongos C57BL/6 foram obtidos da 

Rede de Biotérios de Roedores (REBIR – Minas Gerais, Brasil). Os anestésicos quetamina e 

xilazina foram obtidos, respectivamente, da Veteca Laboratórios (São Paulo, Brasil) e da Sespo 

Indústria e Comércio (São Paulo, Brasil). Dacarbazina foi obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA). 

 

5.2. Preparo das soluções estoques de ibrutinibe 

As soluções estoques de ibrutinibe foram preparadas na concentração de 1 mg/mL, 

dissolvendo-se 10 mg do fármaco em 10 mL de metanol. Elas foram mantidas a -4ºC até o seu 

uso. 

 



28 

5.3. Obtenção da pele suína 

Os fragmentos de pele de orelhas suínas utilizados nos experimentos de permeação 

cutânea foram obtidos em abatedouro local, retirados dos animais antes do processo de escalda 

e transportados ao laboratório sob refrigeração. No laboratório, a pele foi removida da região 

externa da orelha com o auxílio de um bisturi e separada do tecido adiposo, muscular e vasos 

sanguíneos com o auxílio de uma tesoura. Então, a pele foi cortada em círculos de 

aproximadamente 2 cm² e armazenadas a -4ºC por um período máximo de 30 dias antes do seu 

uso. 

 

5.4. Tape stripping 

Tanto para os ensaios de validação do método analítico, quanto após o tratamento da 

pele com as formulações durante os ensaios de permeação cutânea, estrato córneo das peles 

suínas foram separadas da pele remanescente, que compreende epiderme viável e derme 

superior, pela técnica de tape stripping. Nessa técnica, fragmentos de pele de orelhas suínas são 

fixadas em suporte com o estrato córneo voltado para cima. O estrato córneo é removido 

utilizando fitas adesivas, onde cada fita é fixada sobre o estrato córneo e removida com 

movimento único, repetindo-se o procedimento 15 vezes para cada fragmento de pele. Em 

seguida, a pele remanescente foi cortada em pequenos fragmentos.  

 

 

Figura 7: Esquema representativo da técnica de tape-stripping diferencial. Autoria própria. 
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Para as extrações de fármaco, cada camada da pele foi colocada, individualmente, em 

frascos-âmbar com 5 mL de metanol e mantidas sob agitação (300 RPM) por 24 h. Os extratos 

foram filtrados em membrana de 0,45 µm e analisados em cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE). 

 

 

Figura 8: Esquema representativo do método de extração utilizado para recuperação do ibrutinibe das camadas da pele. 

Autoria prórpia. 

 

5.5. Método analítico 

O ibrutinibe foi analisado quantitativamente por CLAE. O método foi desenvolvido e 

validado avaliando-se a sua linearidade, precisão, exatidão, limites de detecção e quantificação, 

bem como seletividade considerando a presença de interferentes da pele, de acordo com as 

orientações da ICH Q2B (1996) e Guia nº 10, versão 1, da ANVISA (BRASIL, 2017). 

 

5.5.1. Condições cromatográficas 

As análises cromatográficas foram realizadas utilizando um método de CLAE de fase 

reversa (modelo LC-20AD, Shimadzu, Kyoto). A obtenção dos dados, análise e relatórios foram 

realizados utilizando o software Shimadzu LC. Como fase estacionária, utilizou-se uma coluna 
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de fase reversa C18 (150 mm x 4,5 mm, 5 µm). A fase móvel foi constituída por acetonitrila e 

ácido fosfórico (0,01 mol/L). Diferentes gradientes, vazão da fase móvel e temperatura foram 

testadas, para obtenção da melhor resolução de pico. O ibrutinibe foi detectado por absorção no 

UV em 359 nm, e o volume de injeção de cada amostra foi de 20 µL. 

 

5.5.2. Seletividade 

Soluções contendo 7,5 µg/mL de ibrutinibe foram avaliadas em CLAE na ausência e na 

presença dos contaminantes de cada camada da pele, para avaliar a capacidade de método em 

quantificar e distinguir o fármaco dos possíveis interferentes. Os contaminantes da pele foram 

extraídos de cada camada da pele a partir da técnica de tape stripping, conforme descrito 

anteriormente. O ensaio foi repetido seis vezes independentes para cada matriz biológica 

analisada. Os resultados foram obtidos e analisados considerando as áreas dos picos e o tempo 

de retenção do fármaco. 

 

5.5.3. Linearidade 

Três curvas de calibração foram preparadas a partir de três soluções-estoque distintas. 

Todas as alíquotas foram diluídas em metanol, obtendo uma curva de calibração em 

concentrações de 0,2 a 15,0 µg/mL de ibrutinibe. As curvas foram plotadas para concentração 

do fármaco versus área do pico, e ajustadas usando regressão linear de mínimos quadrados. 

 

5.5.4.  Limite de detecção e limite de quantificação 

A concentração mínima de ibrutinibe a ser detectada pelo método analítico proposto, 

mesmo que não quantificado com valor exato, é chamado de limite de detecção (LD). Já o limite 

de quantificação (LQ) é a menor quantidade do fármaco a ser quantificado com precisão e 

exatidão. LD e LQ foram determinados com base no desvio padrão e no coeficiente angular da 

curva de calibração, de acordo com as equações: 

𝐿𝐷 =  
3,3 𝑥 𝐷𝑃

𝐼𝐶
(1) 
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𝐿𝑄 =
10 𝑥 𝐷𝑃

𝐼𝐶
(2) 

Sendo: DP = desvio padrão; e IC = coeficiente angular da curva de calibração. 

 

5.5.5.  Precisão 

A precisão foi avaliada em termos de repetibilidade e precisão intermediária. A 

repetibilidade foi verificada com três concentrações do ibrutinibe (1,0, 7,5 e 15,0 µg/mL), 

usando três replicatas de cada concentração. A precisão intermediária foi avaliada com as 

mesmas concentrações do ibrutinibe, analisando as amostras em dois dias, preparados por dois 

analistas diferentes. Os resultados foram expressos pelo coeficiente de variação (CV), calculado 

pela equação: 

𝐶𝑉 (%) = (
σ

𝑚é𝑑𝑖𝑎
) 𝑥100 (3) 

onde: CV = coeficiente de variação; 𝜎 = desvio padrão da média dos resultados obtidos; e média 

= média dos resultados obtidos em triplicata para cada amostra analisada. 

 

5.5.6.  Exatidão 

A exatidão foi avaliada pela porcentagem de recuperação de uma concentração 

conhecida do ibrutinibe nas duas diferentes camadas da pele. Para isso, utilizando a técnica de 

tape stripping, o estrato córneo foi separado da pele remanescente suína e cada camada da pele 

foi colocada em diferentes frascos-âmbar. A solução de ibrutinibe em metanol foi aplicada em 

cada camada da pele, com volumes equivalentes a 5,0; 37,5 e 75,0 µg de ibrutinibe. O solvente 

foi completamente evaporado e 5 mL de metanol foram adicionados em cada frasco, resultando 

nas concentrações de 1,0, 7,5 e 15,0 µg/mL de ibrutinibe, mantidos sob agitação (300 RPM) 

por 24 h. Após esse período, os estratos foram filtrados em membrana de 0,45 µm para análise 

em CLAE. O ibrutinibe recuperado foi determinado pela razão da quantidade de fármaco 

detectado das diferentes camadas da pele, comparando com o total de fármaco adicionado. 

Foram realizadas três replicatas para cada concentração e cada camada da pele, e o valor da 

exatidão foi calculado pela equação: 



32 

𝐸𝑥𝑎𝑡𝑖𝑑ã𝑜 (%) = (
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚𝑒𝑛𝑠𝑢𝑟𝑎𝑑𝑎

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
) 𝑥100 (4) 

 

Figura 9: Esquema representativo do processo de contaminação das diferentes camadas da pele com o ibrutinibe e sua 

extração. Autoria própria. 

 

5.6. Análise térmica e teste de solubilidade 

Para esse trabalho, foram desenvolvidos dois nanossistemas lipídicos, utilizando óleos 

que apresentem diferentes interações físico-químicas com o ibrutinibe, a fim de comparar o 

impacto das interações com o perfil de liberação e permeação cutânea do fármaco. Com esse 

propósito, foi avaliada a compatibilidade farmacêutica entre o ibrutinibe e diferentes lipídeos 

selecionados (ácido oleico, óleo mineral e óleo de semente de romã) por meio da análise térmica 

e a avaliação da solubilidade de ibrutinibe nos lipídeos. A compatibilidade térmica entre o 

fármaco e os óleos foi realizado utilizando as técnicas de calorimetria diferencial de varredura 

(DSC) e termogravimetria diferencial (TGA). Posteriormente, foram realizadas as análises DSC 

e TGA com os demais excipientes individualmente e em misturas físicas binárias com cada 

excipiente e o ibrutinibe, preparados com razão de massa iguais às composições descritas na 

Tabela 1. 
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Tabela 1: Resumo da composição das misturas físicas do ibrutinibe e dos excipientes para avaliação da compatibilidade 

térmica das formulações. 

Mistura 

Composição (% m/m) 

Ibrutinibe 
Óleo de 

romã 

Ácido 

oleico 

Óleo 

mineral 

Ácido 

esteárico 

Lecitina de 

soja 

Polissorbato 

80 

M1 50 50 - - - - - 

M2 50 - 50 - - - - 

M3 50 - - 50 - - - 

M4 50 - - - 50 - - 

M5 50 - - - - 50 - 

M6 50 - - - - - 50 

M7 50 12,5 - - 12,5 12,5 12,5 

M8 50 - 12,5 - 12,5 12,5 12,5 

 

As análises de DSC foram realizadas em equipamento DSC-60 (Shimadzu®, Tokyo, 

Japan), com atmosfera controlada de nitrogênio com vazão de 50 mL/min. Primeiro, 

aproximadamente 3 mg de ibrutinibe e de cada óleo foi analisado isoladamente, com faixa de 

temperatura de 25 a 250ºC, sob uma taxa de aquecimento de 10ºC/min, em panelas de alumínio. 

Em seguida, foram analisadas misturas físicas contendo 50% de ibrutinibe e 50% de cada um 

dos óleos e cada um dos excipientes selecionados, sob as mesmas condições de análise. As 

análises TGA foram realizadas em equipamento DTG-60 (Shimadzu®, Tokyo, Japan), operado 

sob atmosfera de nitrogênio com vazão de 50 mL/min. Também foram analisados o fármaco, 

os óleos, os demais excipientes, e misturas físicas contendo ambos, com faixa de temperatura 

de 25 a 500 ºC, sob taxa de aquecimento de 10ºC/min em panela de platina.  

Já o teste de solubilidade foi realizado pela quantificação do fármaco solúvel presente 

nos óleos saturados com o ibrutinibe. Nesse ensaio, alíquotas de 100 µL de cada óleo foram 

adicionados em diferentes tubos eppendorf, seguido da adição do fármaco até que se formasse 

corpo de fundo. Os tubos foram mantidos sob agitação (300 RPM) à temperatura ambiente por 

24 h. Caso o fármaco estivesse totalmente solubilizado ao final desse tempo, uma nova 

quantidade de ibrutinibe era adicionada ao óleo. A mistura de óleo e ibrutinibe era novamente 

mantida sob agitação novamente por 24 h, e o processo repetido até que houvesse ibrutinibe 

não-solubilizado na mistura ao final desse tempo, indicando a saturação do óleo. Nesse 

momento, os tubos eram centrifugados a 2000 G por 10 min, para separar o ibrutinibe excedente 
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do óleo. Então, uma alíquota de cada óleo era diluída em metanol e mantida sob agitação por 

24 h, seguido de filtragem em membrana de 0,45 µm e quantificação do ibrutinibe em CLAE. 

O estudo foi realizado em triplicata para cada óleo. 

Os resultados da compatibilidade térmica e da solubilidade do ibrutinibe nos óleos 

avaliados foram utilizados como parâmetros para seleção dos óleos utilizados para o 

desenvolvimento dos dois CLN, sendo escolhidos o óleo de semente de romã e o ácido oleico. 

 

5.7.  Desenvolvimento das nanoformulações 

Os dois CLN foram preparados pela técnica de dispersão de microemulsão. Para a 

produção do primeiro CLN (CLN1), uma mistura contendo a fase oleosa (óleo de semente de 

romã e ácido esteárico) e tensoativos (Tween 80 e lecitina de soja) foram aquecidos a 80ºC sob 

agitação (300 RPM), para garantir completa fusão dos componentes da formulação. Em seguida, 

foram adicionados 500 µL de água aquecida a 80ºC, e o sistema mantido sob constante agitação 

(500 RPM) por 10 min para formação da microemulsão. Passado esse tempo, a microemulsão 

foi dispersa na fase aquosa (tampão fosfato, pH 5,5) sob agitação vigorosa em ultra-turrax 

(13,000 RPM por 15 min), mantido em banho de gelo (5ºC). Para redução do tamanho de 

partículas, a dispersão foi levada à sonicação, em banho de gelo, operado com amplitude de 

20%, com pulso contínuo por 15 min.  
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Figura 10: Representação da técnica de preparo dos carreadores lipídicos nanoestruturados. Autoria própria. 

 

Para obter o nanossistema com menor diâmetro de partícula e menor polidispersividade, 

diferentes proporções dos componentes da formulação foram testadas, seguindo o delineamento 

experimental previamente planejado utilizando o Software Design-expert versão 12, resultando 

em 15 corridas independentes. Nesse delineamento, quatro variáveis foram selecionadas: 

quantidade de óleo de semente de romã, de ácido esteárico, de lecitina de soja e de Tween 80, 

todas variando entre 50 e 500 mg, conforme descrito na Tabela 2. Já o volume final foi sempre 

ajustado para 15 mL de formulação com a fase aquosa. Por fim, o sistema com menor diâmetro 

de partícula e menor polidispersividade foi selecionado e, a partir dele, um novo delineamento 

experimental foi realizado, com novas 12 corridas, com as variáveis: tempo de ultra-turrax (de 

5 a 15 min) e tempo de ultrassonicação (de 5 a 15 min). 
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Tabela 2: Resumo da quantidade dos excipientes selecionados para desenvolvimento do CLN1. 

Corrida 
Composição (mg) 

Óleo de romã Ácido esteárico Lecitina de soja Polissorbato 80 

1 50 500 500 500 

2 275 275 275 275 

3 50 500 50 500 

4 500 500 50 50 

5 50 500 500 50 

6 275 653 275 275 

7 275 275 275 275 

8 50 50 50 50 

9 275 275 275 275 

10 500 500 500 50 

11 500 500 500 50 

12 275 275 653 275 

13 275 275 275 653 

14 275 275 275 275 

15 275 275 275 275 

 

O segundo CLN (CLN2) foi obtido pelo aquecimento da mistura contando a fase oleosa 

(ácido oleico e ácido esteárico) e tensoativos (Tween 80 e lecitina de soja) a 80ºC sob agitação 

constante (300 RPM) até completa fusão dos componentes da formulação, seguido da adição 

de água (500 µL) a 80ºC, sob agitação constante, para formação da microemulsão. A 

microemulsão foi, então, dispersa na fase aquosa (tampão pH 5,5) sob agitação vigorosa 

(13.000 RPM) por 5 min em UltraTurrax, mantido em banho de gelo. Em seguida, a dispersão 

foi levada à sonicação, operado em amplitude de 20%, com pulso contínuo por 5 min. Para a 

obtenção do nanossistema com menor diâmetro de partícula e menor polidispersividade, 

diferentes proporções dos componentes da formulação foram testadas, seguindo o delineamento 

experimental previamente planejado utilizando o Software Design-expert versão 12, resultando 

em 15 corridas independentes, conforme descrito na Tabela 3. Nesse delineamento, quatro 

variáveis foram selecionadas: quantidade de ácido oleico, de ácido esteárico, de lecitina de soja 

e de Tween 80, todas variando entre 50 e 500 mg. Já o volume final foi sempre ajustado para 

15 mL de formulação com a fase aquosa. 
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Tabela 3: Resumo da quantidade dos excipientes em mg selecionados para desenvolvimento do CLN2. 

Corrida 
Composição (mg) 

Ácido oleico Ácido esteárico Lecitina de soja Polissorbato 80 

1 50 500 500 500 

2 275 275 275 275 

3 50 500 50 500 

4 500 500 50 50 

5 50 500 500 50 

6 275 653 275 275 

7 275 275 275 275 

8 50 50 50 50 

9 275 275 275 275 

10 500 500 500 50 

11 500 500 500 50 

12 275 275 653 275 

13 275 275 275 653 

14 275 275 275 275 

15 275 275 275 275 

 

Os sistemas com menores tamanhos médios de partícula e menor índice de 

polidispersividade foram selecionados para incorporação do ibrutinibe. Para cada CLN 

contendo o fármaco, a mistura de lipídeos e tensoativos foi aquecida a 80ºC sob agitação 

constante (300 RPM), até completa fusão com componentes da formulação. Após, foram 

adicionados ao sistema 15 mg de ibrutinibe, mantendo a mistura sob aquecimento e agitação, 

por cerca de 10 min, até completa dissolução do fármaco. Em seguida, foi adicionado 500 µL 

de água aquecida a 80ºC, e o sistema mantido sob constante agitação (500 RPM) por 10 min 

para formação da microemulsão. A microemulsão foi então dispersa na fase aquosa sob agitação 

vigorosa em ultra-turrax e submetida à ação do ultrassonicador de ponta, assim como descrito 

anteriormente.  
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5.8.  Caracterização das nanoformulações 

Os CLN desenvolvidos foram caracterizados considerando o diâmetro médio de 

partícula e índice de polidispersividade por espalhamento de luz dinâmica em equipamento 

ZetaSizer Nano (NANO ZS90, Malvern, Worcestershire, Reino Unido).  

O teor de fármaco total na formulação foi analisado quantitativamente por CLAE. Para 

isso, uma amostra de cada formulação foi solubilizada em metanol (1:10 v/v) e mantida sob 

agitação por 24 h, para completa desestabilização dos carreadores lipídicos nanoestruturados. 

Em seguida, as amostras foram novamente diluídas em metanol (75:1000 v/v), filtradas e 

quantificadas em CLAE. 

 

Figura 11: Representação do protocolo de quantificação do Ibrutinibe total na formulação. Autoria própria. 

 

Já a eficiência de encapsulação do fármaco nos CLN foi determinada pela análise de 

ibrutinibe recuperado do meio aquoso externo por ultrafiltração em relação ao teor total de 

fármaco. Para isso, uma alíquota de 1 mL da formulação foi transferida para um dispositivo 

com tamanho de poro definido em 10 kDa (Vivaspin 2, 100000, MWCO HY, Sartorio, 

Goettingen, Alemanha). As amostras foram centrifugadas por 30 min a 2700 G. Ao final, o 

filtrado foi analisado quantitativamente por CLAE. A quantidade de ibrutinibe encapsulado no 

CLN foi determinado pela diferença entre o teor total de fármaco na formulação e a 

concentração de fármaco livre no filtrado, seguindo a equação: 

𝐸𝐸 =
𝐼𝑇 − 𝐼𝐿

𝐼𝑇
 𝑥 100 (5) 

Sendo EE = eficiência de encapsulação; IT = ibrutinibe total quantificado nas formulações; e 

IL = ibrutinibe livre no meio aquoso, recuperado por ultracentrifugação. 
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Figura 12: Representação do protocolo de quantificação do Ibrutinibe livre com dispositivo com tamanho de poro definido. 

Autoria própria. 

 

 A caracterização morfológica dos CLN desenvolvidos foi realizada por Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (MET) em microscópio JEM-1011 (JEOL, Japão), no Laboratório 

de Microscopia e Microanálise (LMM) do Instituto de Biologia (IB) – UnB. O preparo das 

amostras deu-se pela diluição prévia dos CLN em água destilada, na proporção de 1:1000 (v/v). 

Depois, 20 µL das amostras foram depositadas sobre grades de cobre revestidas com resina 

“formvar" e mantidas em temperatura ambiente por 10 min. O excesso de amostra foi removido 

com papel filtro. Após, foram adicionados 20 µL de acetato de uranila (3%) para coloração das 

amostras. O corante foi mantido nas amostras por 10 min, em temperatura ambiente, ao abrigo 

da luz e, em seguida, removido o excesso com papel filme. As amostras foram levadas ao 

equipamento e analisadas em aumentos de até 20.000 vezes.  

 

5.9. Estudos in vitro de liberação 

Os ensaios de liberação foram realizados in vitro com ambos os nanossistemas 

desenvolvidos e comparados à difusão do ibrutinibe livre em gel. Células de difusão verticais 

do tipo Franz foram montadas com membrana de acetato de celulose previamente lavadas entre 

o compartimento doador e o receptor. O compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de 

solução de 30% de etanol em tampão fosfato (pH 7,4), para assegurar que as condições skin 

fossem mantidas. No compartimento doador, foi colocado sobre a membrana de acetato de 

celulose, uma alíquota de 500 µL dos nanossistemas ou 500 µg do gel, usado como controle. 
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O experimento foi mantido em banho aquecido a 32 ± 2ºC, e o meio receptor mantido 

sob agitação constante (500 RPM) por um período de 24 h. Nos tempos 1, 2, 4, 6, 8, 18, 20, 22 

e 24 h, alíquotas de 1 mL do meio receptor eram removidas, e um volume igual da solução de 

30% de etanol em tampão fosfato (pH 7,4) era imediatamente reposta. Cada alíquota do meio 

receptor era filtrada em membrana de 0,45 µm e o ibrutinibe quantificado em CLAE. Para 

avaliação, a porcentagem de fármaco liberado foi calculada em relação ao total de fármaco 

depositado no compartimento doador para cada amostra em função do tempo. 

 

 

Figura 13: Célula de Franz. Autoria própria. 

 

5.10.  Estudo in vitro de permeação em pele suína 

Os estudos de permeação cutânea foram realizados in vitro com ambos os nanossistemas 

desenvolvidos e com gel contendo ibrutinibe livre como controle. As células de Franz foram 

montadas com fragmentos de pele suína entre o compartimento doador e o receptor, com o 

estrato córneo voltado para cima, em contato com o meio doador. O compartimento receptor 

foi preenchido com 15 mL de solução de 30% de etanol em tampão fosfato (pH 7,4). O 

experimento foi mantido em aquecimento com malha térmica, de forma que a temperatura da 

superfície da pele permanecesse estável em 32 ± 2ºC, e o meio receptor foi mantido sob agitação 

constante (500 RPM). Sobre a superfície da pele, foram adicionados 500 µL das 

nanoformulações ou 500 µg do gel, e o experimento foi realizado por 12 e 24 h.  



41 

Ao final do experimento, a pele suína foi retirada das células de difusão, lavadas com 

água destilada para remoção de toda a formulação, secas, esticadas e presas sobre um suporte 

para separação das camadas da pele pela técnica de tape stripping, como descrito anteriormente. 

As diferentes camadas da pele foram colocadas em frascos-âmbar com 5 mL de metanol, que 

foram mantidos sob agitação (300 RPM) por 24 h, em temperatura ambiente, para extração do 

ibrutinibe. Ao final, o extrato foi filtrado em membrana de 0,45 µm e o ibrutinibe quantificado 

por CLAE, seguindo a metodologia analítica validada. 

 

5.11.  Determinação das interações entre os CLN e o estrato córneo 

Fragmentos de estrato córneo obtidos de ratos Wistar neonatos com menos de 24 h de 

idade foram preparados conforme descrito anteriormente 92–95. O procedimento experimental 

foi aprovado pelo Comitê de Ética para o uso de animais em pesquisa da Universidade Federal 

de Goiás - UFG (Número de protocolo: 022/16) e foi conduzido com a colaboração do grupo 

de pesquisa do Prof. Antônio Alonso. Resumidamente, após a eutanásia dos animais, suas peles 

foram removidas e colocadas em um recipiente contendo água destilada. Para isolar o estrato 

córneo, os fragmentos de pele foram inicialmente colocados por 5 min em um dessecador 

contendo 0,5 L de hidróxido de amônio. Somente vapor d'água saturado com hidróxido de 

amônio entrou em contato com a pele. Logo em seguida, os pedaços de pele foram colocados 

flutuando em água destilada com o lado do estrato córneo voltado para cima (em contato com 

o ar ambiente) e mantidos assim por 2 h. Após esse período, foram colocados sobre papel de 

filtro com o lado do estrato córneo em contato com o papel. Usando as pontas dos dedos para 

aplicar pressão sobre a pele, o estrato córneo foi separado do restante da pele. Os fragmentos 

de estrato córneo foram lavados em água destilada e colocados sobre uma tela de teflon. As 

telas foram então colocadas em um dessecador contendo gel de sílica e sob vácuo. Após 24 h, 

os pedaços de estrato córneo desidratados foram retirados das telas e colocados entre folhas de 

papel de filtro, mantidas no dessecador com vácuo e gel de sílica até o uso. 

O estrato córneo de pele de orelha de porco também foi separado da pele usando o 

mesmo método. Após a remoção dos pelos e a dermatomização para uma espessura de cerca de 

~7 mm, os fragmentos de pele de porco seguiram o mesmo procedimento utilizado para os ratos 

com uma única alteração no tempo de exposição ao vapor de hidróxido de amônio, que foi 

aumentado de 5 para 50 min. 

Antes do tratamento com as formulações, o estrato córneo foi marcado com os 

marcadores 5-DSA (5-doxyl-stearic acid), ASL (3-DOXYL-17β-hydroxy-5α-androstane) e 5-

PC (1-palmitoyl-2-stearoyl-(5-DOXYL)-sn-glycero-3-phosphocholine), conforme 
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metodologia já descrita 92,96. Resumidamente, uma alíquota contendo 1 μL de 5-DSA foi 

dissolvido em etanol (3 mg/mL) em uma placa de vidro. Após a evaporação do solvente, a 

amostra de estrato córneo (~2 mg de peso seco), previamente hidratada em água destilada por 

20 min, foi colocada sobre a placa contendo 5-DSA, juntamente com 50 μL de água. Em seguida, 

foi esfregado suavemente com o auxílio de um bastão de vidro em um suporte, de forma que o 

estrato córneo fosse passado continuamente sobre o filme de 5-DSA por 5 min.  

Após a marcação, o estrato córneo foi tratado com as formulações. Para isso, ele foi 

introduzido em um tubo de eppendorf contendo 10 ou 20 μL de cada formulação. Usando uma 

pequena haste metálica, o estrato córneo foi manipulado para ser impregnado pela formulação 

em ambos os lados. Após um período de incubação de 30 min ou 2 h em um tubo fechado a 

25°C, o estrato córneo foi colocado sobre a placa de vidro para ser introduzido em um capilar 

de vidro com diâmetro interno de 1 mm com o auxílio de uma haste metálica, e o capilar foi 

selado com chama em um dos lados. Por fim, a ressonância paramagnética eletrônica (EPR) de 

cada amostra foi avaliada em espectrofotômetro EPR EMX-Plus da Bruker (Rheinstetten, 

Alemanha). Os espectros foram registrados com as seguintes configurações do instrumento: 

potência de micro-ondas, 10 mW; frequência de modulação, 100 kHz; amplitude de modulação, 

1,0 G; varredura de campo magnético, 100 G; tempo de varredura, 168 s; e temperatura da 

amostra, 25°C. Os espectros de EPR foram simulados usando o programa de ajuste por mínimos 

quadrados não lineares (NLLS) 97. 

 

5.12.  Ensaio in vitro em membrana cório-alantoide de ovos de galinhas embrionados 

(HET-CAM) 

O grau irritativo das nanoformulações foi avaliado pelo ensaio em membrana cório-

alantoide em ovos de galinhas embrionados98, conforme sugestão da legislação europeia e da 

Agencia de Vigilância Sanitária brasileira (ANVISA) como método para avaliar a segurança de 

diferentes produtos cosméticos e dermatológicos. 

Nesse estudo, foram utilizados ovos embrionados fornecidos pela Pluma Agroavícola 

(Planaltina, Brasil) no seu décimo dia de incubação. Todo o experimento foi conduzido na data 

da coleta dos ovos. Primeiro, a casca ao redor da câmara de ar do ovo foi retirada, revelando a 

membrana da casca. Posteriormente, uma pequena porção da membrana da casca foi 

cuidadosamente removida, expondo a membrana cório-alantoide. Em seguida, foram 

adicionados 300 µL das formulações contendo os nanocarreadores, assim como dos controles 

positivo (NaOH 1mol/L) e negativo (NaCl 0,9%). Os ensaios foram realizados em triplicata 

para cada amostra. 
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Figura 14: Exposição da membrana cório-alantoide por meio da remoção de uma pequena porção da casca e da membrana 

da casca do ovo. 

 

A membrana permaneceu em contato com cada uma das formulações por um período 

de 20 seg. Após esse intervalo, procedeu-se a uma delicada lavagem da membrana com solução 

salina, seguida de uma análise de 5 min para observar possíveis alterações fisiológicas, tais 

como hiperemia, hemorragia e coagulação. Todas essas mudanças foram examinadas em 

microscópio acoplado a uma lupa, sendo a análise realizada nos tempos de 30 seg, 2 e 5 min.  

 

 

Figura 15: Representação da avaliação in-vitro do potencial irritativo da formulação pela técnica HET-CAM. Autoria 

própria. 

O tempo necessário para ocorrência de qualquer um desses eventos (em segundos) foi 

anotado e o índice de irritabilidade foi calculado de acordo com a equação: 

 

𝐼𝐼 =
(301 − 𝐻𝐸) 𝑥 5

300
 +  

(301 − 𝐻𝑃) 𝑥 7 

300
+ 

(301 − 𝐶𝑂) 𝑥 9

300
(6) 



44 

 

onde: II = índice de irritabilidade; HE = tempo de ocorrência de hemorragia; HP = tempo de 

ocorrência de hiperemia; e CO = tempo de ocorrência de coagulação. 

Após calculado o índice de irritabilidade, cada formulação foi classificada de acordo 

com a Tabela 4. 

 

Tabela 4: Classificação do grau de irritabilidade das formulações no ensaio de HET-CAM. 

Índice de irritabilidade Classificação 

0 – 0,9 Não irritante (NI) 

1 – 4,9 Irritante leve (IL) 

5 – 8,9 Irritante moderado (IM) 

9 – 21 Irritante severo (IS) 

 

 

5.13. Incorporação do CLN2 em géis fluidos e caracterização 

Após a realização dos ensaios descritos anteriormente, a formulação contendo CLN2 foi 

selecionada para dar prosseguimento ao estudo. Como a etapa final envolve a avaliação in vivo 

da aplicação tópica da formulação desenvolvida em modelo de melanoma metastático em 

camundongos, a incorporação das partículas em um sistema de gel-fluido garantiria as 

características necessárias para a aplicação da formulação. 

Para isso, formulações contendo CLN2 foram, primeiramente, preparadas conforme 

descritas anteriormente (Seção 4.7). Em seguida, foram adicionadas 0,25%, 0,5%, 0,75% ou 

1% de carboximetilcelulose (CMC) do volume final das formulações e mantidas sob agitação, 

em temperatura ambiente, por 12 h, até completa solubilização do CMC.  

Os géis fluidos desenvolvidos foram caracterizados considerando o diâmetro médio de 

partícula e polidispersividade por espalhamento de luz dinâmica em equipamento ZetaSizer 

Nano (NANO ZS90, Malvern, Worcestershire, Reino Unido), conforme metodologia descrita 

anteriormente (Secção 4.8). 

 

5.14. Estudo de estabilidade dos géis fluidos 
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A estabilidade física dos hidrogéis contendo CLN2 (CLN2-gel) foram avaliadas seguindo 

as normas descritas pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária na RDC 318/2019 (BRASIL, 

2019). Para isso, alíquotas contendo os sistemas de hidrogéis foram armazenados em tubos 

cônicos fechados, protegidos da luz com papel alumínio, mantidos em duas condições 

diferentes de temperatura, de 5 ± 3ºC e 30 ± 2ºC. Ao experimento, foi adicionado um controle, 

composto pela formulação CLN2 em dispesão aquosa. Durante os intervalos pré-determinados 

(0, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias), essas alíquotas foram analisadas quanto às suas características 

físicas e químicas, como o diâmetro hidrodinâmico médio das partículas e índice de 

polidispersividade. Além disso, foram registradas fotografias das formulações em cada análise. 

O experimento foi realizado em triplicata para cada formulação e cada condição de estudo. 

 

5.15. Análise reológica de cisalhamento contínuo dos géis fluidos 

As análises reológicas foram realizadas em reômetro Discovery HR-2 (TA Instruments, 

Delaware, EUA) com gradiente de tensão e de cisalhamento controlado, em modo de fluxo e 

equipado com geometria de placa de aço de 40 mm com angulação de 1 grau, com espaço de 

50 µm entre os dois. Os reogramas foram obtidos nas temperaturas 25 e 32ºC, para simular as 

condições de armazenamento de aplicação na superfície da pele, respectivamente. 

Aproximadamente 1 mL de cada amostra das formulações foram cuidadosamente aplicadas 

sobre a placa inferior, de forma a evitar o cisalhamento das amostras, e mantidas sob repouso 

por 5 min. As curvas de fluxo ascendente foram obtidas com gradiente de cisalhamento de 0 a 

500 s-1, no período de 60 s. Após este período, iniciou-se a curva descendente em condições 

inversa à ascendente.  

 

5.16. Estudo in vitro de permeação cutânea de gel fluido contendo CLN2, com e sem 

massagem 

A formulação selecionada em gel (CLN2-gel) foi avaliada quanto ao perfil de 

permeação cutânea in vitro, utilizando a formulação CLN2 (nanodispesão aquosa das CLN2) 

como controle. Para os testes, células de Franz foram montadas com fragmentos de pele suína 

entre o compartimento doador e o receptor, com o estrato córneo voltado para cima, e os 

experimentos conduzidos pelos tempos de 6, 12 e 24 h, seguindo a metodologia descrita na 

Seção 4.11. Ensaios adicionais incluíram a aplicação de massagem sobre a pele, simulando as 
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condições de administração das formulações. Este método mecânico é conhecido por estimular 

a permeação dos fármacos através do estrato córneo 99. 

No ensaio com massagem, 50 µL de CLN2-gel ou de CLN2 (controle) foram aplicados 

sobre o estrato córneo de fragmentos de peles suínas de aproximadamente 2 cm2 e realizados 

movimentos circulares no sentido horário, com o dedo indicador, por 3 min. Após o tempo de 

massagem, os volumes das formulações foram completados para 500 µL e conduzido o estudo 

de permeação in vitro pelos tempos de 6, 12 e 24 h.  

 

 

Figura 16: Representação da avaliação in-vitro do perfil de permeação cutânea com aplicação de massagem. Autoria 

própria. 

 

Ao térmico do experimento, as peles suínas foram retiradas das células de difusão, 

lavadas com água destilada para remoção de toda a formulação, secas com papel de filtro, 

esticadas e presas sobre um suporte para separação das camadas da pele pela técnica de tape 

stripping, como descrito anteriormente. As diferentes camadas da pele foram colocadas em 

frascos-âmbar com 5 mL de metanol, que foram mantidos sob agitação (300 RPM) por 24 h, 

em temperatura ambiente, para extração do ibrutinibe. Ao final, o extrato foi filtrado em 

membrana de 0,45 µm e o ibrutinibe quantificado por CLAE, seguindo a metodologia analítica 

validada. 

 

5.17. Estudo in vivo do efeito de CLN2-gel no tratamento de melanoma em 

camundongos C57BL/6 

Foi conduzido um estudo in vivo para avaliar o melhor regime de aplicação e efeito 

terapêutico da aplicação tópica de CLN2-gel em camundongos com melanoma. Inicialmente, 

um estudo piloto foi realizado para definir o esquema terapêutico inicial da aplicação tópica de 
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CLN2-gel e estabelecer as condições com outros grupos experimentais submetidos a diferentes 

esquemas terapêutico. O número de células transplantadas por camundongo, o momento do 

início do tratamento e a frequência das análises da evolução tumoral foram verificados nessa 

etapa piloto. Com base nos resultados, foi conduzido o estudo definitivo, no qual os 

camundongos tratados com CLN2-gel foram comparados a outros controles. 

 

5.17.1. Cultura celular e camundongos 

Células de melanoma metastático B16-F10 (ATCC® CCL-6475™), modificadas para a 

expressão de luciferase, foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium, Gibco® Life Technologies, Ltd., USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(FBS, Gibco® Invitrogen™, USA), 100 UI/mL de penicilina e 100 UI/mL de estreptomicina 

(Sigma – Aldrich). As células foram mantidas em incubação em câmara úmida com 5% de CO2 

a 37ºC. 

Camundongos machos da linhagem C57BL/6, com idade entre 14 e 15 semanas e peso 

médio de 25,5 g, foram obtidos na Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de 

Uberlândia, Minas Gerais (REBIR-UFU). Os animais foram mantidos em condições 

controladas de temperatura ambiente e ciclo de luz/escuro de 12 h, com dieta balanceada, acesso 

livre à água. Foram alojados em gaiolas com três animais em cada, equipado com sistema de 

ventilação adequado. Todos os procedimentos experimentais foram realizados após um período 

de aclimatação dos animais às condições de laboratório por uma semana, em conformidade com 

as diretrizes do Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Universidade de Brasília, Brasil 

(CEUA: 23106.053905/2024-85; ANEXO 1) 

 

5.17.2. Transplante das células B16-F10 e avaliação do efeito terapêutico de 

CLN2-gel em camundongos com melanoma 

Inicialmente, foi realizado um estudo piloto, com o objetivo de determinar o número de 

células transplantadas para indução do melanoma em camundongos, bem como determinar o 

regime terapêutico. Essa etapa foi essencial, pois esse trabalho investiga uma abordagem 

terapêutica inovadora para a administração tópica de ibrutinibe em modelos de melanoma. 

Além disso, a realização do estudo piloto foi necessária devido à ausência de consenso na 
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literatura sobre o número de células B16-F10 a serem transplantadas e ao padrão de crescimento 

do tumor durante a indução do melanoma metastático em camundongos C57BL/6 100–103.  

Portanto, após a observação dos padrões de crescimento tumoral, estabeleceu-se que o 

número de células transplantadas seria de 2,5 × 104 células/camundongo. Definiu-se também 

que a avalição do crescimento tumoral, tanto por meio do sistema de imagem in vivo (IVIS-

Lumina) quanto pela medição do tamanho do tumor com o auxílio de um paquímetro, seria 

realizada em dias alternados, a partir do terceiro dia após o transplante das células. Além disso, 

o início do tratamento foi determinado para ocorrer após o diagnóstico clínico ou laboratorial 

do melanoma no primeiro camundongo, independente do grupo experimental. Essa estratégia 

foi adotada para simular um cenário clínico em que o tratamento é iniciado nos estágios iniciais 

do desenvolvimento do melanoma. 

Para este fim, os camundongos foram submetidos à tricotomização local 24 h antes do 

transplante das células. Para isso, os camundongos foram anestesiados com injeção 

intraperitoneal de 80 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg de xilazina. Após a confirmação do estado 

anestésico, a tricotomia deu-se inicialmente por máquina de corte, seguido da aplicação do 

creme depilatório DepiRoll®. Após a tricotomia, os camundongos permaneceram sob 

observação até o retorno do estado anestésico. 

Um dia após tricotomização local, 2,5 × 104 células B16-F10 foram ressuspendidas em 

50 µL de tampão fosfato de sódio (PBS) e transplantadas no tecido subcutâneo da região dorsal 

dos camundongos (n=5), área selecionada devido à dificuldade de os camundongos removerem 

as formulações tópicas após a aplicação. Para isso, os camundongos foram anestesiados com 

isoflurano 2% em câmara anestésica. Após o transplante, os camundongos foram divididos em 

oito grupos, conforme descrito na Tabela 5. 

Tabela 5: Grupos experimentais para avaliação do efeito terapêutico de CLN2-gel em camundongos com melanoma 

Grupo Identificação Tamanho 

amostral 

G1 Sem tumor 5 

G2 Tumor tratado com CLN2-gel 5 

G3 Tumor tratado com CLN sem ibrutinibe (placebo) 5 

G4 Tumor tratado com gel contendo ibrutinibe livre 5 

G5 Tumor tratado com dacarbazina 5 

G6 Tumor tratado com ibrutinibe por via oral 5 

G7 Tumor tratado com terapia combinada (dacarbazina + CLN2-gel) 5 
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A partir do terceiro dia após o transplante, o desenvolvimento tumoral foi analisado em 

dias alternados com o sistema de imagem in vivo IVIS Lumina® XR Série III (PerkinElmer, 

EUA), utilizando o software Living Image®, versão 4.5.4, seguindo as instruções do fabricante. 

Para aquisição das imagens, 100 µL de solução contendo liciferina 1 mM (Promega, WI, EUA) 

foram injetados intraperitonealmente nos camundongos, que permaneceram sob monitoramento 

por 20 min no sistema IVIS Lumina®, sob anestesia com isofurano a 2,5% (Instituto 

BioChimico, Brasil). Os sinais de imagem de bioluminescência, proporcionais ao número de 

células B16-F10, foram registrados a cada minuto como unidade de luminescência 

(fótons/s/cm2). 

Após a análise por IVIS Lumina, cada camundongo era fotografado para registro visual 

da evolução do tumor. Nas avaliações iniciais, após o transplante, também era realizado a 

palpação do local do transplante, para detecção clínica do tumor. Quando diagnosticado, era 

realizada a medição de cada tumor com o auxílio de um paquímetro, processo repetido a cada 

dois dias, junto com a análise por IVIS Lumina. O tratamento foi iniciado assim que o tumor 

se tornasse clinicamente detectável, de acordo com o protocolo terapêutico estabelecido para 

cada grupo experimental. Com base nas medições, foi calculado o volume tumoral estimado, 

utilizando a fórmula: 

𝑉 =  
𝐶 𝑥 𝐿²

2
      (7) 

Onde: V = volume tumoral estimado; C = comprimento (maior medida aferida); L = largura 

(menor medida aferida). 

Para a análise dos dados, foi realizada a normalização dos volumes tumorais estimados. 

Para isso, calculou-se a razão entre o volume tumoral medido em cada análise e o volume 

tumoral do mesmo camundongo no dia do diagnóstico. Exemplificando: se o tumor de um 

determinado camundongo apresentava volume de 10 mm³ no dia do diagnóstico e 250 mm³ no 

13º dia após o transplante celular, então o valor normalizado representado graficamente para 

esse dia seria 25 (250/10). O objetivo dessa normalização é evitar variações absolutas de 

tamanho entre os animais e focar no crescimento relativo dos tumores ao longo do experimento.  
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Figura 17: Representação do transplante celular e diagnóstico clínico do melanoma em camundongos. Autoria própria. 

 

Ao experimento, foi adicionado um grupo sem tumor, utilizado para obtenção de dados 

basais dos camundongos. Além disso, foi incorporado um grupo tratado com dacarbazina, 

considerada tratamento de referência para melanoma, administrada por via intraperitoneal em 

dias alternados na dose de 80 mg/kg, conforme descrito na literatura104,105. Os grupos 

submetidos ao tratamento tópico incluíram camundongos recebendo CLN2-gel, CLN2-gel sem 

ibrutinibe (placebo) e gel contendo ibrutinibe livre, com administração diária de 200 µL de 

formulação. Adicionalmente, foi acrescentado um grupo tratado com ibrutinibe por via oral, 

seguindo dose de 25 mg/kg, em veículo formado por 0,5% de metilcelulose, 1% de lauril sulfato 

de sódio e 10% de sorbitol, conforme descrição na literatura para outros modelos de tumores 

sólidos106,107. Por fim, um grupo submetido à terapia combinada recebeu a administração tópica 

diária de CLN2-gel associada à administração intraperitoneal de dacarbazina (80 mg/kg) em 

dias alternados. 
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Figura 18: Representação do tratamento tópico, análise por IVIS-Lumina e monitoramento da progressão do melanoma em 

camundongos. Autoria própria. 

 

Todos os camundongos foram eutanasiados com sobredose de anestésico intraperitoneal 

seguido de punção cardíaca (exsanguinação) quando pelo menos um tumor, em qualquer grupo, 

atingiu o tamanho máximo de 1000 mm3, aproximadamente108. Também foi estabelecido um 

ponto final humanitário, prevendo a euntanásia dos camundongos caso apresentassem uma 

redução de 20% da massa corporal; escore de condição corporal inferior a 2, em uma escala de 

5; carga tumoral acima de 10% do peso corporal; tumor com dimensão superior a 2 cm em 

qualquer direção; se o tumor interferir na capacidade acessar ou ingerir alimento, beber água 

ou deambular; se o tumor estivesse causando dor significativa que não pudesse ser aliviada por 

analgésico; ou caso o tumor apresentasse sinais de necrose, úlcera ou infecção, avaliado por 

médico veterinário. 

Após a eutanásia, foi realizado o registro fotográfico dos tumores, bem como realizada 

a medição dos tumores para comparação da evolução do melanoma nos diferentes grupos. O 

volume dos melanomas após a excisão dos tumores foi realizado utilizando a fórmula: 

𝑉 =  
𝜋

6
 𝑥 𝐶 𝑥 𝐿 𝑥 𝐴     (8) 

Onde V = volume tumoral; C = comprimento (maior medida aferida); L = largura (menor 

medida aferida); e A = altura. 

 

5.18. Análise estatística 

A construção dos reogramas foi realizada com o software Trios 5.5. A representação 

gráfica dos ensaios de liberação, permeação e estabilidade foram elaborados no Microsoft Excel 

2016, enquanto a representação da superfície de resposta foi gerada utilizando o software 

DesignExpert 11. Cromatrogramas, termogramas e demais representações gráficas foram 
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obtidas com o GraphPad Prism 8.0.1, o qual também foi empregado para a análise estatística e 

tratamento dos dados. As análises comparativas foram realizadas por ANOVA, e o Teste t de 

Student foi utilizado para comparação de amostras dependentes e independentes. O nível de 

significância estatística foi aceito como p<0,05.



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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6.1. Estabelecimento das condições cromatográficas 

Embora seja reportado na literatura diferentes métodos para detecção e quantificação do 

ibrutinibe por CLAE-MS/MS, poucos trabalhos propõem a sua quantificação por CLAE-UV. 

Além disso, não está descrito na literatura científica um método para detecção e quantificação 

do ibrutinibe nas diferentes camadas da pele, que fosse validado em termos da seletividade, 

linearidade, precisão e exatidão. Com isso, o primeiro passo deste estudo foi desenvolver um 

método analítico simples e seletivo para a detecção do ibrutinibe, com uma metodologia que 

fosse capaz de dar suporte para o desenvolvimento de uma formulação dermatológica contendo 

esse fármaco, levando em consideração tanto os testes realizados em pele suína. 

Devido à baixa polaridade do ibrutinibe (log P = 3,97) 25, foi selecionada uma coluna de 

fase reversa C18. Cada condição cromatográfica testada está resumida na Tabela 6. Os 

cromatogramas e o tempo de retenção do ibrutinibe foi analisado em cada condição testada. 

Como o método proposto foi utilizado para testes de permeação em pele suína, era necessário 

que o pico do ibrutinibe não possuísse interferência dos picos dos constituintes endógenos das 

peles.   

 

Tabela 6: Condições cromatográficas avaliadas durante o desenvolvimento do método CLAE-UV para detecção e 

quantificação do ibrutinibe. 

Ensaio Fase móvel (v/v) 
Vazão 

(mL/min) 

Volume de 

injeção (µL) 

Temperatura 

(°C) 

Tempo de 

retenção (min) 
Resultado 

1 

Acetonitrila: Ácido 

fosfórico 0,01 mol/L 

40:60 

1,0 20 30 5,260 Picos sobrepostos 

2 

Acetonitrila: Ácido 

fosfórico 0,01 mol/L 

35:65 

1,0 20 30 8,716 Picos sobrepostos 

3 

Acetonitrila: Ácido 

fosfórico 0,01 mol/L 

35:65 

1,0 10 30 8,921 Picos sobrepostos 

4 

Acetonitrila: Ácido 

fosfórico 0,01 mol/L 

35:65 

1,0 20 35 8,881 Pico adequado 

 

Inicialmente, uma fase móvel composta por 40% de acetonitrila e 60% de ácido 

fosfórico foi testada. No primeiro teste, uma alíquota de 20 µL da solução estoque de ibrutinibe 

foi injetada na coluna e o forno foi mantido a 30 ºC. Sob essas condições, o ibrutinibe eluiu 
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precocemente (5,3 min), o que não garantiu sua separação total dos agentes interferentes da 

pele, que eluíram entre 3,6 min e 4,7 min. A proporção de acetonitrila da fase móvel foi então 

reduzida para 35% para diminuir a força da fase móvel, o que aumentou o tempo de eluição do 

ibrutinibe para 8,7 min. No entanto, a separação ainda não se mostrou eficiente, pois alguns 

picos sobrepostos ainda foram observados. Assim, uma redução no volume de injeção da 

amostra (de 20 para 10 µL) foi testada inicialmente, mas não gerou resultados significativos. 

Consequentemente, foi decidido não manter essa redução, dada a ausência de melhorias 

perceptíveis. 

Em seguida, a temperatura do forno foi aumentada em 5ºC para reduzir a viscosidade 

da fase móvel. Essa última medida obteve eficientemente um pico de ibrutinibe bem resolvido, 

que eluiu em 8,9 min. O número de pratos teóricos obtidos foi de 8.906 e o fator de cauda foi 

de 1,2, o que indica um método cromatográfico adequado 69. Essa variação no tempo de 

retenção é esperada, uma vez que mudanças na polaridade da fase móvel podem aumentar ou 

diminuir a interação entre o analito e a fase estacionária. No caso do ibrutinibe, suas 

características hidrofóbicas levam a uma redução no tempo de retenção ao utilizar solventes 

orgânicos com menor polaridade, como a acetonitrila109–111. Além disso, espera-se que o 

aumento da temperatura melhore a fluidez da fase móvel, o que pode resultar em melhor 

separação dos picos109–112. 

Portanto, foi proposto um método utilizando coluna de fase reversa C18 (150 mm x 4,5 

mm, 5 µm), com uma fase móvel composta por acetonitrila e água acidificada (ácido fosfórico 

0,01M) na proporção de 35:65 (v/v). A vazão foi de 1,0 mL/min, o volume de injeção das 

amostras foi de 20 µL, o forno mantido na temperatura de 35ºC e a detecção do fármaco 

realizada em 359 nm, apresentando tempo médio de retenção do ibrutinibe em 8,9 min. 

Procedeu-se então à validação deste método. 

 

6.1.1. Seletividade 

A seletividade é a capacidade de um método analítico em distinguir o fármaco dos 

possíveis contaminantes presentes na amostra. É essencial enfatizar a complexidade dessas 

matrizes biológicas, pois cada camada da pele possui uma composição distinta. Os extratos 

obtidos do estrato córneo contêm ceramidas, ácidos graxos e colesterol, enquanto a pele 

remanescente exibe diversos contaminantes da matriz extracelular68. Consequentemente, um 

método versátil que possa detectar de forma confiável o ibrutinibe em diferentes matrizes 

biológicas é indispensável para experimentos de permeação. 
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Para avaliar esse parâmetro, amostras contendo uma concentração conhecida de 

ibrutinibe foram contaminadas com as soluções metanólicas obtidas das diferentes camadas da 

pele, de forma que a concentração teórica de ibrutinibe nas amostras fosse de 7,5 µg/mL. 

 Nos cromatogramas, é possível observar que não há presença dos contaminantes de cada 

camada da pele no tempo de retenção do ibrutinibe (Figura 19).  

0 2 4 6 8 10

Tempo (min)

IBR

EC

PR

IBR + matriz biológica

Matriz biológica

 

Figura 19: Representação cromatográfica das análises em CLAE do ibrutinibe (7,5 µg/mL) na presença dos contaminantes 

da pele. IBR: ibrutinibe; EC: estrato córneo; PR: pele remanescente. 

 

Além disso, a Figura 20A mostra que os contaminantes da pele não causaram alterações 

significativas na área do pico do ibrutinibe (p=0,2730, ANOVA). Igualmente, na Figura 20B, 

é observado que os contaminantes não causaram diferenças marcante no tempo de retenção do 

fármaco (p=0,1410, ANOVA), o que garante a seletividade do método analítico. Todos os 

coeficientes de variação do analito na presença dos contaminantes foram inferiores ao limite de 

15% estabelecido pelos órgãos internacionais de validação para métodos bioanalíticos. 
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Figura 20: Seletividade do método para a quantificação do ibrutinibe. Não houve diferença estatística entre o ibrutinibe 

isolado (7,5 µg/mL) e adicionado dos extratos da pele em relação à (A) área do pico (p=0,2370, ANOVA) e (B) tempo de 

retenção (p=0,1410, ANOVA). IBR = ibrutinibe; EC = estrato córneo; PR: pele remanescente. 

 

6.1.2. Linearidade 

Linearidade é a capacidade de um método analítico de obter respostas diretamente 

proporcionais à concentração de um analito em meio a uma amostra. As curvas analíticas para 

o ibrutinibe estão representadas na Figura 21. As áreas dos picos plotadas em relação à 

concentração de ibrutinibe foram consideradas lineares na faixa de concentração de 0,2 a 15,0 

µg/mL, mostrando a proporcionalidade entre a área do pico e a concentração de cada amostra 

analisada70. O cálculo da regressão linear resultou na equação: y = 50579x – 347,13, com 

coeficiente linear de 0,9996, que é superior ao valor mínimo recomendado. O valor alto de 

inclinação da curva (50579) indica que o método apresenta boa sensibilidade27,109,113. 

 

 

Figura 21: Representação gráfica da curva analítica do ibrutinibe, na faixa de concentração de 0,2 e 15 µg/mL. Equação da 

reta: y = 51226x + 434,65, r² = 0,9995. 
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6.1.3. LQ e LD 

O limite de quantificação (LQ) foi calculado como sendo 0,021 µg/mL, e o limite de 

detecção (LD) foi de 0,007 µg/mL. Notavelmente, esses limites foram inferiores ao ponto mais 

baixo da curva analítica (0,2 µg/mL). Esses valores são desejáveis, pois refletem a sensibilidade 

do método analítico desenvolvido para quantificar o ibrutinibe em estudos de permeação 

cutânea. O método demonstra a capacidade de quantificar precisamente o fármaco, mesmo em 

concentrações baixas de ibrutinibe distribuídas na pele, uma vez que a menor porcentagem de 

ibrutinibe liberada da formulação que pode ser quantificada corresponde a 0,017% do ibrutinibe 

incorporado às formulações. 

 

6.1.4. Precisão 

A precisão de um método analítico é a avaliação da proximidade entre o resultado obtido 

em análises repetidas e independentes, a partir de um mesmo método. A precisão foi expressa 

pela repetibilidade e pela precisão intermediária. A repetibilidade é a avaliação das amostras 

produzidas sob as mesmas condições e mesmo analista, avaliadas em uma corrida analítica 

única. Já a precisão intermediária é a proximidade dos dados obtidos através de uma mesma 

amostra preparada por analistas distintos em dois dias diferentes. 

Os resultados foram expressos em função do coeficiente de variação e estão 

representados na Tabela 7. Os coeficientes de variação nas suas diferentes concentrações foram 

menores que 5%, limite estabelecido pelos órgãos internacionais de validação 113–115, mostrando 

que o método é preciso. 

 

6.1.5. Exatidão 

A exatidão do método analítico foi avaliada em termos da recuperação do fármaco nas 

diferentes matrizes biológicas (estrato córneo e pele remanescente). Os valores de recuperação 

variaram de 89,49 a 102,67%, dependendo da camada da pele avaliada. Todos os resultados 

apresentaram desempenho de recuperação adequados para determinação em matrizes 

biológicas69,70,114, e estão representados na Tabela 8. 
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Tabela 7: Precisão do ibrutinibe, mensurada pela repetibilidade e precisão intermediária. CV – coeficiente de variação. 

Dia Analista 
Concentração teórica 

(μg/mL) 

Concentração experimental 

(μg/mL) 
CV (%) 

1 

1 

1,00 1,01 ± 0,0 0,06 

7,50 7,79 ± 0,17 2,26 

15,00 15,47 ± 0,20 1,32 

2 

1,00 0,96 ± 0,03 1,35 

7,50 7,27 ± 0,17 1,70 

15,00 14,86 ± 0,02 1,5 

2 

1 

1,00 1,03 ± 0,01 2,59 

7,50 7,9 ± 0,12 2,21 

15,00 15,8 ± 0,22 0,12 

2 

1,00 1 ± 0,03 3,06 

7,50 6,94 ± 0,10 1,48 

15,00 14,75 ± 0,22 1,53 

 

 

Tabela 8: Valores de recuperação do ibrutinibe do estrato córneo e da pele remanescente por extração etanólica após 24 h 

em agitação. CV – coeficiente de variação. 

Amostra 
Concentração teórica 

(μg/mL) 

Concentração 

experimental (μg/mL) 
CV (%) Exatidão (%) 

Estrato córneo 

1,00 1,03 ± 0,01 1,05 102,67 

7,50 7,49 ± 0,15 2,16 99,91 

15,00 15,34 ± 0,08 0,52 102,27 

Pele remanescente 

1,00 1,00 ± 0,11 12,12 100,08 

7,50 7,03 ± 0,09 1,34 93,72 

15,00 13,42 ± 0,89 6,64 89,49 

 

Esses resultados comprovam a exatidão do método e, em conjunto com os resultados 

demonstrados anteriormente, demonstram a habilidade do método analítico em determinar o 

ibrutinibe no modelo de pele mais utilizado para os experimentos de permeação cutânea, usados 

no desenvolvimento de formulações dermatológicas. 

 

6.2. Análise térmica 

 Com a análise de DSC, é possível observar que na faixa de temperatura em que acontece 

o processo de produção das CLN, não ocorre nenhum evento térmico significativo de 
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importância para o ibrutinibe. Os eventos térmicos que ocorreram no fármaco individualmente 

e nas misturas físicas não interferiram na estabilidade do fármaco. Um evento térmico principal 

foi observado no ibrutinibe, em torno de 151,41ºC, sendo o primeiro endotérmico, indicando 

um processo de fusão do fármaco66. 

Ao analisar as misturas físicas de ibrutinibe com os óleos selecionados, foi observado 

que o óleo mineral apresentou a menor interação com o ibrutinibe, resultando em nenhuma 

alteração na temperatura de fusão do fármaco, o que indica baixa solubilidade do fármaco nesse 

óleo. Em contraste, o óleo de semente de romã causou uma redução na transição térmica para 

141,7°C. Notavelmente, o ácido oleico demonstrou a maior interação com o ibrutinibe, levando 

a uma redução do ponto de fusão do fármaco para 105,72°C (Figura 22). Esses achados foram 

ainda confirmados pelo teste de solubilidade do ibrutinibe nos óleos selecionados, em que o 

ácido oleico apresentou a capacidade de solubilizar 130,00 ± 6,77 mg/mL de ibrutinibe, 

enquanto o óleo de semente de romã e o óleo mineral solubilizaram 2,49 ± 0,09 mg/mL e 0,427 

± 0,05 mg/mL de ibrutinibe, respectivamente. 

Em relação às misturas físicas de ibrutinibe com os outros excipientes, é importante 

destacar que o fármaco exibiu dissolução total no ácido esteárico (M4) e parcial nas demais 

misturas contendo os excipientes da formulação (M5 e M6, Figura 22). Isso pode ser 

comprovado pela diminuição na entalpia observada no pico de fusão do fármaco, indicando sua 

dissolução no meio. Curiosamente, os picos térmicos observados no ibrutinibe ainda estão 

presentes na mistura física M7, que compreende todos os excipientes usados na preparação do 

primeiro NLC. No entanto, na mistura de excipientes M8, composta pelos excipientes utilizados 

na preparação do segundo NLC, os picos de fusão e recristalização do fármaco não são 

observados. Esses resultados sugerem que a mistura física M8 teve uma maior capacidade de 

solubilizar o ibrutinibe32,116. Esses resultados implicam uma interação térmica entre o ibrutinibe 

e os excipientes, exigindo testes complementares adicionais para elucidar o impacto dessas 

interações.  
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Figura 22: Análise DSC do ibrutinibe, excipientes e das suas respectivas misturas físicas. O pico de fusão e do ibrutinibe está 

destacado com sombreado cinza. A análise compreende o DSC do ibrutinibe e das misturas físicas do ibrutinibe com os 

excipientes (linha contínua), comparado com o DSC teórico (linha pontilhada), calculado com base no perfil obtido por cada 

excipiente individualmente. 

 

A análise TGA (Figura 23) mostrou que o ibrutinibe apresenta alta estabilidade térmica, 

com decomposição a partir de 331,35ºC, com uma perda inicial de massa de aproximadamente 

23%, seguida de uma perda subsequente de aproximadamente 64%. Nas misturas binárias (M1 

a M6), observou-se a manutenção dos perfis teóricos de decomposição com variações mínimas, 
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sem antecipação do evento inicial de decomposição esperado para as amostras. Esse resultado 

sugere compatibilidade térmica entre os excipientes avaliados e o ibrutinibe.  

Já nas misturas complexas (M7 e M8), enquanto a mistura M8 apresentou um perfil de 

decomposição semelhante ao teórico, a amostra M7 apresentou uma antecipação dos eventos 

de decomposição, sugerindo um sinergismo que poderia comprometer a estabilidade da amostra 

em altas temperaturas. No entanto, considerando que a amostra permaneceu estável até cerca 

de 200ºC, há uma margem de segurança adequada em relação ao processo de obtenção dos 

CLN, que envolve aquecimento a 80ºC.  
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Figura 23: Primeira derivada de TGA do ibrutinibe isolado e das misturas físicas contendo o fármaco e os excipientes 

selecionados para produção dos nanossistemas. Cada evento de perda de massa está indicado na figura como porcentagem 

(%) e o TGA obtido por cada mistura física (linhas contínuas) são comparados com o TGA teóricos (linhas pontilhadas), 

calculados com base no perfil obtido por cada excipiente individualmente. 
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6.3. Obtenção e caracterização dos CLN 

6.3.1. CLN obtido com óleo de semente de romã 

Para a obtenção do CLN preparado com óleo de semente de romã (CLN1), foram 

realizados dois delineamentos experimentais previamente planejados pelo Software Design-

expert versão 12, que geraram modelos gráficos de superfície de resposta, permitindo observar 

as mudanças no diâmetro médio e da polidispersividade das partículas em função dos fatores 

selecionados. Para o primeiro delineamento, os fatores selecionados foram: quantidade de óleo 

de semente de romã (mg), quantidade de ácido esteárico (mg), de lecitina de soja (mg) e de 

Tween 80 (mg). Já para o segundo planejamento, os fatores selecionados foram: tempo de 

agitação em ultra-turrax (min) e tempo de ultrassonicação (min).  

Na configuração inicial, conduzimos experimentos com várias combinações, resultando 

em NLCs com diâmetros médios variando de 177,3 a 1305,7 nm (Figura 24A) e um índice de 

polidispersividade variando de 0,16 a 0,89 (Figura 24B). Segundo os dados obtidos, as 

quantidades de lecitina de soja (p<0,0001, ANOVA) e polissorbato 80 (p=0,0006, ANOVA) na 

formulação surgiram como os principais fatores que influenciam tanto o diâmetro das partículas 

quanto no PDI. Observamos que um aumento na quantidade de lecitina de soja levou a uma 

redução no diâmetro das partículas, enquanto quantidades maiores de polissorbato 80 

resultaram em diâmetros de partículas maiores. Além disso, aumentar a quantidade de lecitina 

de soja aumentou o PDI, enquanto um aumento no teor de polissorbato diminuiu o PDI. Após 

avaliar várias combinações, selecionamos uma formulação que exibia um diâmetro médio de 

partícula reduzido, mantendo uma baixa polidispersividade. Essa formulação específica de 

NLC consistiu em 500 mg de óleo de semente de romã, 500 mg de ácido esteárico, 500 mg de 

lecitina de soja e 50 mg de Tween 80, com um volume final de 15 mL. O pH do tampão fosfato 

foi ajustado para 5,5. A formulação apresentou um diâmetro médio de partícula de 273,1 ± 3,0 

nm e um PDI de 0,50 ± 0,04. Consequentemente, essa composição específica foi escolhida para 

investigações posteriores. 

Com base no nanossistema selecionado, realizamos um segundo experimento para 

investigar a influência do tempo de agitação usando um ultra-turrax e do tempo de sonicação. 

Nessa segunda configuração, os NLCs resultantes apresentaram diâmetros médios de partículas 

variando de 176,3 a 573,9 nm (Figura 24C) e PDI de 0,15 a 0,41 (Figura 24D). Foi observado 

que o tempo de agitação usando um ultra-turrax apresentou efeito significativo no diâmetro das 

partículas apenas quando associado a um período prolongado de sonicação (p=0,0237, 

ANOVA). No entanto, um tempo de sonicação mais curto resultou em diâmetros de partículas 

menores (p=0,0007, ANOVA). Em relação ao PDI, tanto o tempo de agitação usando um ultra-
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turrax quanto o tempo de sonicação foram observados como fatores que aumentam os valores 

de PDI (p=0,0063, ANOVA). Consequentemente, a formulação do NLC selecionada nesta 

configuração envolveu um tempo de agitação de 5 min usando um ultra-turrax e um tempo de 

sonicação de 5 min. Essa formulação específica resultou em um diâmetro médio de partícula 

de 176,3 ± 1,0 nm e um PDI de 0,18 ± 0,02. Esse nanossistema foi considerado adequado para 

a incorporação do fármaco ibrutinibe. Após a adição de 1 mg/mL de ibrutinibe, o diâmetro 

médio das partículas aumentou para 382,2 ± 25,3 nm, enquanto o PDI aumentou para 0,35 ± 

0,09. A eficiência de encapsulação foi de 91,5 ± 0,2%. 

 

 

Figura 24: Representação da superfície de resposta dos CLN obtidos por diferentes composições e por diferentes métodos de 

preparo. Dois delineamentos experimentais foram previamente planejados pelo Software Design-Expert versão 12. O primeiro 

delineamento foi planejado em função da quantidade de cada excipiente na formulação, gerando a superfície de resposta em 

função do diâmetro médio de partícula em nm (A) e PDI (B). O segundo planejamento foi delineado em função do tempo de 

agitação em ultra-turrax (min) e tempo de sonicação (min), também gerando superfícies de resposta em função do diâmetro 

médio de partículas (C) e PDI (D). 

 

6.3.2. CLN obtido com ácido oleico 
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Para obtenção do CLN preparado com ácido oleico (CLN2), também foi realizado um 

delineamento experimental previamente planejado pelo Software Design-expert versão 12, que 

gerou modelos gráficos de superfície de resposta, permitindo observar as mudanças no diâmetro 

médio e índice de polidispersividade das nanopartículas em função dos fatores selecionados. 

Para o delineamento, os fatores selecionados foram: quantidade de ácido oleico (mg), 

quantidade de ácido esteárico (mg), de lecitina de soja (mg) e de Tween 80 (mg).  

Os CLN obtidos apresentaram diâmetros médios de partícula variando de 205,2 a 2945,0 

nm, juntamente com um índice de polidispersividade variando de 0,07 a 1,00. Nesse caso, a 

quantidade de ácido oleico nas formulações destacou-se como o fator que mais influenciou o 

diâmetro das partículas (p=0,0046, ANOVA), sendo que, quanto maior a quantidade de ácido 

oleico, maior o diâmetro médio das partículas (Figura 25A). Por outro lado, em relação ao PDI, 

maiores quantidades de Tween 80 corresponderam a valores menores de PDI (p=0,0126, 

ANOVA; Figura 25B). 

Embora o objetivo deste planejamento experimental fosse identificar o nanossistema 

com o menor diâmetro de partícula e a menor polidispersividade, a formulação de CLN que 

demonstrou essas características, consistindo em 500 mg de ácido esteárico, 500 mg de ácido 

oleico, 50 mg de lecitina de soja e 50 mg de Tween 80, não formou uma suspensão estável e 

exibiu separação de fases entre as fases aquosa e oleosa. Assim, a formulação selecionada a 

partir deste planejamento experimental consistiu em 500 mg de ácido esteárico, 50 mg de ácido 

oleico, 500 mg de lecitina de soja e 500 mg de Tween 80. Essa formulação apresentou um 

nanopartículas com diâmetro médio de 271,9 ± 3,2 nm e um PDI de 0,23 ± 0,04. Após a 

incorporação de 1 mg/mL de ibrutinibe, o diâmetro médio das partículas diminuiu para 221,0 

± 2,6 nm, e o PDI diminuiu para 0,16 ± 0,03. A eficiência de encapsulação foi de 96,1 ± 0,7%. 
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Figura 25: Representação da superfície de resposta dos CLN obtidos por diferentes composições. O delineamento 

experimental foi previamente planejado pelo Software Design-Expert versão 12, em função da quantidade de cada excipiente 

na formulação, gerando a superfície de resposta em função do diâmetro médio de partícula em nm (A) e PDI (B). 

 

6.4. Análise morfológica 

A morfologia de ambos os nanocarreadores lipídicos desenvolvidos foi analisada por 

Microscopia Eletrônica de Transmissão da amostras (Figura 26). Com as imagens, é possível 

observar que os carreadores desenvolvidos apresentam formato majoritariamente esférico, o 

que está de acordo com o descrito na literatura para outros nanocarreadores lipídicos68,117. 

Embora a morfologia apresente algumas diferenças no diâmetro hidrodinâmico observado pela 

metodologia de espalhamento de luz dinâmica, o processo ao qual as amostras são submetidas, 

incluindo secagem e coloração, podem ter alterado sutilmente a dimensão de nanocarreadores 

lipídicos68. 
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Figura 26: Imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão (MET) das formulações contendo (A) CLN1 e (B) 

CLN2. 

 

6.5. Avaliação in vitro da liberação do ibrutinibe 

O estudo de liberação in vitro foi realizado com o objetivo de avaliar a velocidade com 

que o fármaco foi liberado dos nanossistemas. O perfil de liberação do ibrutinibe a partir dos 

CLN foi comparado ao de um gel de carbopol contendo o ibrutinibe livre na sua formulação, 

na mesma concentração que nos nanossistemas. Os resultados obtidos estão representados na 

Figura 27. 

B) A) 
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Figura 27: Representação gráfica do perfil de liberação do ibrutinibe a partir dos carreadores lipídicos nanoestruturados em 

comparação ao controle com a mesma concentração de fármaco livre em gel (n=5). CLN – carreador lipídico 

nanoestruturado. 

 

Após 24 h de experimento, 88,5 ± 7,7% do ibrutinibe presente no controle atravessou a 

membrana de celulose e ficou disponível no compartimento receptor. De forma semelhante, o 

fármaco presente no CLN1 foi liberado na mesma velocidade que o fármaco livre presente no 

controle, com liberação de 78,4 ± 7,0% do ibrutinib em 24 h. Esse perfil de liberação do controle 

já era esperado, por causa das características lipofílicas do ibrutinibe32,116. Entretanto, era 

esperado que o fármaco permanecesse fortemente ligado ao CLN1, reduzindo a sua velocidade 

de liberação. É provável que o CLN1 não tenha conseguido controlar efetivamente a liberação 

de ibrutinibe devido à baixa solubilidade do fármaco no lipídeo líquido, resultando em uma 

liberação rápida de dentro das partículas118, ou ainda que o ibrutinibe tenha permanecido 

depositado na superfície das nanopartículas devido à sua baixa solubilidade, reduzindo assim 

sua capacidade de controlar a liberação do fármaco. Esse fenômeno que pode ocorrer mesmo 

na presença dos demais excipientes, que apresentaram boa capacidade de solubilização, uma 

vez que, durante o processo de produção do CLN1, a redução da temperatura em banho de gelo 

diminui a solubilidade do fármaco também no lipídeo sólido e nos tensoativos119. 

Por outro lado, a liberação do ibrutinibe foi controlada pelo CLN2. Segundo os nossos 

dados, apenas 27,3 ± 7,9% do ibrutinibe presente no CLN2 atravessou a membrana após 24 h 

de experimento. A liberação do ibrutinibe presente no CLN2 foi estatisticamente menor do que 
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a liberação do fármaco livre presente no controle a partir das 4 h de experimento (controle: 21,0 

± 3,2%; CLN2: 4,9 ± 1,4%; p=0,0011, ANOVA), mantendo a liberação controlada até o final 

do experimento, como esperado devido à interação entre o ibrutinibe e a mistura de lipídios e 

sua boa solubilidade no lipídeo líquido32.  

 

6.6. Avaliação in vitro da permeação cutânea 

O perfil de penetração cutânea do ibrutinibe foi avaliado por 6, 12 e 24 h, com a 

aplicação dos CLN contendo ibrutinibe sobre a pele suína, comparando com a aplicação do gel 

contendo ibrutinibe livre. Os resultados obtidos estão representados na Figura 28, em 

quantidade de ibrutinibe recuperado nas diferentes camadas da pele.  

 

 

Figura 28: Representação gráfica da quantificação do ibrutinibe no estrato córneo (A) e na pele remanescente (B) após ensaio 

de permeação cutânea por 6, 12 e 24 h. CLN – carreador lipídico nanoestruturado. 

 

Com relação à quantidade de ibrutinibe retido no estrato córneo, ambos os 

nanossistemas restringiram a penetração do fármaco nessa camada da pele em relação ao 

controle a partir de 12 h de exposição à pele (p<0,0001, ANOVA; controle: 1,3 ± 0,3 µg/cm²; 

CLN1: 0,3 ± 0,01 µg/cm²; CLN2: 0,6 ± 0,1 µg/cm²). Essa redução é mais evidente quando o 

tempo de exposição da pele às formulações aumenta. Após 24 h de experimento, ambos os 

nanossistemas restringiram a penetração do ibrutinibe no estrato córneo (p<0,0001, ANOVA), 

quando comparado com o controle (controle: 1,8 ± 0,3 µg/cm²; CLN1: 0,03 ± 0,06 µg/cm²; 

CLN2: 1,2 ± 0,2 µg/cm²). Considerando que o estrato córneo não é o alvo do tratamento do 

melanoma, idealmente, o fármaco não deve ser retido nessa camada em quantidades elevadas. 

Um tratamento tópico do melanoma visa, em vez disso, camadas mais profundas da epiderme 

e da derme superior.  
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Ao comparar a quantidade de ibrutinibe presente nas camadas mais profundas da pele 

(pele remanescente), foram observadas diferenças significativas já nas primeiras 6 h de 

experimento. Nesse momento, o perfil de deposição do ibrutinibe pelo CLN1 excedeu a 

penetração do fármaco em 3 vezes em comparação ao grupo controle e o CLN2 (6,1 ± 1,1 

µg/cm² versus 1,8 ± 0,5 µg/cm² e 2,0 ± 0,4 µg/cm², respectivamente). Considerando que o 

CLN1 não controlou efetivamente a liberação do ibrutinibe (Figura 27), pode-se supor que as 

nanopartículas lipídicas desempenharam um papel fundamental ne permeabilização do estrato 

córneo, permitindo rápida difusão do medicamento para as camadas mais profundas da pele 

logo após a sua aplicação tópica81,119. 

Entretanto, esse cenário mudou drasticamente quando a pele foi exposta às formulações 

por 12 e 24 h, com aumento significativo na permeação do ibrutinibe na pele viável do grupo 

tratado com o CLN2 em comparação com os grupos tratados com CLN1 e controle (p=0,0015, 

ANOVA). Enquanto o controle e o CLN1 mantinham uma penetração praticamente constante 

de 2,3 a 3,4 µg/cm² de ibrutinibe na pele remanescente entre 12 e 24 h de exposição às 

formulações, o CLN liberou respectivamente 6,1 ± 1,2 µg/cm² e 11,7 ± 1,5 µg/cm² de ibrutinibe 

para a pele viável. 

As propriedades dos CLN em potencializar a permeação de fármacos proveniente do 

seu tamanho reduzido, tensoativos em sua composição e propriedades oclusiva, já são bem 

conhecidas118,120. No entanto, nossas descobertas indicam que, além desses fatores, a interação 

entre o lipídeo líquido, o fármaco e os lipídeos presentes no estrato córneo são cruciais para que 

o CLN aprimore efetivamente a penetração cutânea do ibrutinibe. Essas interações são 

necessárias para aumentar a fluidez dos lipídeos presentes no estrato córneo120, o que facilita a 

deposição do ibrutinibe em concentrações mais altas ao seu tecido alvo, o que é necessário para 

a sua atividade antitumoral.  
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Figura 29: Representação gráfica do ibrutinibe depositado na pele em comparação com o ibrutinibe permeado através da 

pele após 24 h de tratamento com CLN1, CLN2 e formulação controle (n=5). 

 

Após 6 h de ensaio, não foi detectada a presença de ibrutinibe no meio receptor dos 

grupos CLN1, CLN2 e grupo controle. Esse cenário manteve-se inalterado após 12 h de ensaio 

para os grupos CLN1 e CLN2. Embora tenha sido detectada uma concentração de 0,08 ± 0,18 

µg/mL de ibrutinibe no meio receptor do grupo controle, não houve diferença estatística entre 

os CLN e o controle (p=0,9984, ANOVA). Entretanto, ao final de 24 h de permeação, o CLN2 

aumentou significativamente a presença de ibrutinibe no meio receptor (p<0,0001, ANOVA), 

quando comparado com o controle (controle: 0,6 ± 0,2 µg/mL; CLN2: 2,9 ± 0,2 µg/mL). Por 

sua vez, o CLN1 manteve a quantidade de ibrutinibe presente no meio receptor próxima à 

quantidade do controle (p=0,2210, ANOVA; CLN1: 0,15 ± 0,29 µg/mL). 

A Figura 29 representa o depósito acumulado de ibrutinibe na pele total e a permeação 

do fármaco através da pele após 24 h de tratamento com as formulações controle, CLN1 e CLN2. 

Os dados evidenciam que a tendência observada em relação ao depósito de ibrutinibe na pele 

também foi válida em relação à permeação do fármaco através da pele a partir das formulações 

avaliadas, mas em uma magnitude pelo menos 4 vezes menor. Idealmente, o fármaco deve ser 

mantido no tecido alvo para um efeito local, permeando o mínimo possível através da pele. No 

entanto, em um estudo in vitro, a permeação do fármaco através da pele não necessariamente 

reflete em um efeito sistêmico do fármaco, uma vez que o modelo in vitro carece de mecanismos 

de depuração, e não é possível extrapolar os resultados para a dose específica do medicamento 

permeada após os experimentos in vitro. No entanto, os nanossistemas parecem ser mais 

eficazes em concentrar a liberação do ibrutinibe no tecido-alvo. 
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6.7. Dinâmica molecular dos carreadores lipídicos 

Para analisar como as formulações interagem com o estrato córneo, primeiramente 

realizou-se uma análise da dinâmica das sondas de spin 5-DSA e ASL nas formulações (Figura 

30B). Para a sonda de spin análogo ao ácido esteárico, 5-DSA, o valor do parâmetro 2A//, 

indicou que a formulação CLN2 era mais fluida que CLN1. Apenas a formulação CLN1 

contendo ibrutinibe mostrou uma redução aparente na fluidez. Já para a sonda de spin análogo 

ao colesterol, ASL, os espectros de RPE indicaram alta dinâmica molecular da sonda, não 

permitindo a medição de 2A//. 
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Figura 30: Espectros experimentais (linha preta) e de melhor ajuste (linha vermelha) de sondas de spin 5-DSA, ASL e 5-PC 

mostradas na figura (A), as quais foram inseridas nas membranas intercelulares do estrato córneo de porcos e ratos neonatos 

sem e com tratamentos usando quatro formulações. (B) 5-DSA e ASL nas formulações. (C) 5-DSA no estrato córneo de porcos 

para uma amostra não tratada (controle) e amostras após 30 min de tratamento com as formulações. (D) similar ao mostrado 

no painel c, mas para a sonda de spin ASL. (e) Espectros experimentais representativos da sonda de spin 5-PC para o estrato 

córneo hidratado de porcos e ratos antes e depois de 2 h de tratamento com as formulações. (F) similar ao mostrado no painel 

c, mas para a sonda de spin ASL no estrato córneo de ratos. 
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Quando o estrato córneo de porco hidratado marcado com 5-DSA foi colocado em 

contato com as formulações por 30 min, foram observadas reduções consideráveis nos valores 

de 2A// (Figura 30C). As amostras tratadas com CLN2 reduziram o parâmetro em cerca de ~8 

G, enquanto aquelas contendo CLN1 reduziram em cerca de ~6 G. A presença do ibrutinibe 

não causou alterações significativas. Os resultados sugerem que, com o tratamento, apenas 

~40% das sondas de spin permaneceram no estrato córneo (linhas azuis) para CLN2 e ~46% 

para CLN1. Isso indica que houve um aumento na fluidez para as sondas no estrato córneo e 

uma diminuição na fluidez para as sondas na formulação, devido à troca de lipídios entre o 

estrato córneo e a nanoformulação. 

Para examinar mais precisamente a capacidade dos CLN em alterar a dinâmica dos 

lipídeos do estrato córneo, utilizou-se a sonda de spin 5-PC, que é difícil de ser removida 

daquela camada. Após 2 h de tratamento com as formulações, esta sonda de spin indicou 

aumentos significativos na fluidez do estrato córneo de porcos e ratos (Figura 30E). A análise 

dos dados de 2A// para três experimentos independentes utilizando o estrato córneo de porcos 

e ratos mostrou que CLN2, com e sem ibrutinibe, foi mais fluidificante do que CLN1. Os 

experimentos realizados com o estrato córneo de ratos, em vez de porcos, e cujos espectros de 

RPE estão mostrados na Figura 30F, apresentaram comportamento similar para a sonda ASL, 

tanto nas amostras tratadas quanto nas não tratadas com as nanoformulações. 

Este estudo demonstrou, através da espectroscopia de RPE, que as formulações 

estudadas interagem fortemente com os domínios lipídicos do estrato córneo, afetando sua 

dinâmica molecular. Foi observada uma troca entre os lipídios da formulação e o estrato córneo. 

Como os lipídios do estrato córneo geralmente possuem baixa fluidez e a formulação alta 

fluidez, após o tratamento do estrato córneo com as formulações, as sondas de spin detectaram 

um aumento significativo na fluidez do estrato córneo e uma diminuição na formulação. Além 

disso, as formulações extraíram rapidamente as sondas de spin análogas ao ácido esteárico e ao 

colesterol incorporadas no estrato córneo, sugerindo que as formulações também podem 

aumentar a permeabilidade do estrato córneo através da extração de lipídios95. 

Portanto, esse estudo corroborou o papel dos CLN na permeabilização do estrato córneo, 

favorecendo a permeação do ibrutinibe para as camadas mais profundas da pele. Além disso, 

foi demonstrado que o CLN2, no qual o ibrutinibe está bem solubilizado, pode fluidificar 

melhor o estrato córneo, promovendo a absorção do ibrutinibe, condizendo com os resultados 

observados nos ensaios de permeação cutânea anteriormente apresentados.  
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6.8. Ensaio in vitro em membrana cório-alantoide de ovos de galinhas embrionados 

(HET-CAM) 

 

O ensaio in vitro HET-CAM é uma ferramenta utilizada para avaliar a irritabilidade de 

formulações por meio da sua aplicação direta na membrana cório-alantoide de ovos fecundados, 

oferecendo uma alternativa aos testes em animais. Embora não seja particularmente sensível 

para produtos moderadamente irritantes, o HET-CAM é eficaz na detecção de formulações 

irritantes severas. Os resultados obtidos estão apresentados na sequência de imagens na Figura 

31, com as imagens capturadas nos tempos de 30 s, 2 min e 5 min após a exposição da 

membrana cório-alantoide às formulações. 

 

 Tempo 0 30 s 2 min 5 min 
Índice de 

irritabilidade 

Controle 

positivo 

    

16,3 

Controle 

negativo 

    

0,0 

CLN1 

    

0,0 

CLN2 

    

0,0 

Figura 31: Imagens que demonstram os efeitos observados na membrana cório-alantoide após a aplicação do controle 

positivo (NaOH 1 mol/L), controle negativo (NaCl 0,9%) e formulações contendo CLN1 e CLN2 após 30 s, 2 min e 5 min de 

ensaio HET-CAM. 

 

É evidente que o controle positivo, composto por uma solução de NaOH, provocou 

diversas alterações na memebrana, incluindo mudanças na cor e no calibre dos vasos sanguíneos, 

assim como hiperemia e coagulação nos primeiros 30 s. No entanto, não foi observado 

hemorragia ao longo dos 5 min subsequentes. Por outro lado, a exposição da membrana à 
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solução de NaCl 0,9% (controle negativo) não gerou alterações visíveis na membrana durante 

o período de observação de 5 min. Portanto, o índice de irritabilidade do controle positivo foi 

calculado em 16,3, indicando irritação severa, enquanto o controle negativo, com um índice de 

irritabilidade 0, demonstrou não causar irritação. 

Assim como o controle negativo, a exposição da membrana cório-alantoide às 

formulações CLN1 e CLN2 não resultou em alterações nas características da membrana, 

classificando as duas formulações como não irritantes. Esses dados estão em acordo com os 

achados na literatura sobre CLN, que geralmente apresentam boa biocompatibilidade e baixa 

irritabilidade68,117. Quanto ao ibrutinibe, a literatura não fornece dados sobre a sua irritabilidade. 

Portanto, esses dados sugerem que o uso do ibturinib na concentração de 1 mg/mL, incorporado 

nos carreadores lipídicos avaliados, é seguro e não causa irritação. 

 

6.9.  Incorporação do CLN2 em gel fluido 

 

Embora formulações tópicas à base de CLN apresentem vantagens significativas, como 

o aumento da permeação cutânea e melhor capacidade de controlar a liberação do fármaco, seu 

uso isolado apresenta limitações para a aplicação tópica. Uma dessas limitações é a sua baixa 

viscosidade, que pode difucultar a permanência da formulação na pele pelo tempo necessário 

para assegurar uma ação terapêutica121. Nessas situações, o uso de sistemas tópicos na forma 

de cremes ou géis torna-se recomendado. 

Com base nos resultados obtidos anteriormente, a formulação contendo CLN2 foi 

selecionada para os experimentos subsequentes. Essa escolha foi fundamentada na sua 

capacidade de promover a permeação do ibrutinibe, controlar sua liberação de forma 

prolongada e apresentar baixa irritabilidade cutânea. Nesta etapa, a formulação selecionada foi 

incorporada em um gel fluido, conferindo as características essenciais para uma formulação 

tópica, como conforto e facilidade de aplicação122. Nesse contexto, os géis fluidos representam 

uma alternativa promissora, combinando viscoelasticidade, flexibilidade e facilidade de 

espalhamento adequado123.  

Para o desenvolvimento do gel fluido, optou-se pelo uso da carboximetilcelulose (CMC) 

como agente gelificante, devido à sua capacidade de formar géis sem a necessidade de ajustes 

no pH da formulação124. Essa escolha visou evitar possíveis alterações nas características físico-

químicas dos CLN, como aquelas associadas ao uso de polímeros como o Carbopol, por 

exemplo. Para isso, diferentes concentrações de CMC, variando de 0,25% a 1%, foram testadas. 
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Após a incorporação do CMC, as formulações foram avaliadas quanto ao diâmetro 

hidrodinâmico médio (nm) e ao índice de polidispersividade (PDI) dos CLN, e os resultados 

estão apresentados na Figura 32. 
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Figura 32: Dados da caracterização das formulações contendo CLN2 após a incorporação de diferentes concentrações de 

CMC (0 a 1%) em função do (A) diâmetro hidrodinâmico médio (nm) e (B) índice de polidispersividade (PDI). 

 

Os resultados obtidos demonstraram uma diferença estatisticamente significativa no 

diâmetro hidrodinâmico entre a formulação controle (sem CMC) e as formulações contendo 

diferentes concentrações de CMC (p=0,0001, ANOVA). A formulação controle apresentou um 

diâmetro hidrodinâmico dos CLN de 294,4 ± 13,6 nm, enquanto as formulações contendo CMC 

exibiram valores de tamanho de nanopartículas entre 324,2 ± 4,1 nm e 358,8 ± 11,8 nm, que 

corresponde a um aumento máximo de 20% em seu diâmetro médio. Por outro lado, não foi 

observada diferença estatística no índice de polidispersividade (PDI) entre as amostras, mesmo 

após a incorporação de CMC (p=0,1419, ANOVA). 

 

6.10. Estudo de estabilidade dos géis fluidos 

O estudo de estabilidade das formulações contendo CLN2 após a incorporação de CMC 

foi realizado pela análise da nanoformulação no dia 0 (logo após o preparo das formulações), 

7, 15, 30, 45, 60 e 90, em triplicata para cada temperatura selecionada (5 ± 2ºC e 30 ± 2ºC). As 

alterações no diâmetro hidrodinâmico médio e índice de polidispersividade estão representados 

na Figura 33. 
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Figura 33: Representação do diâmetro hidrodinâmico médio dos CLN2 em formulações contendo diferentes concentrações 

de CMC quando armazenados em temperatura ambiente (A) e temperatura de geladeira (B), durante 90 dias. Representação 

dos índices de polidispersividade das mesmas formulações armazenadas em temperatura ambiente (C) ou armazenadas sob 

refrigeração (D). 

 

Os resultados mostraram que a formulação controle armazenada em temperatura 

ambiente apresentou aumento significativo no diâmetro hidrodinâmico médio dos CLN já na 

primeira semana, aumentando de 295,4 ± 13,6 nm para 460,4 ± 3,6 nm (p=0,0034, ANOVA). 

Esse aumento continuou até o 45º dia de armazenamento, quando o diâmetro médio estabilizou 

em 670,1 ± 55,3 nm. De maneira semelhante à formulação controle, as formulações contendo 

diferentes concentrações de CMC também apresentaram aumento no diâmetro hidrodinâmico 

médio das nanopartículas ao longo do período de armazenamento em temperatura ambiente. 

Esse comportamento foi consistente entre as formulações, conforme os dados obtidos. A 

formulação contendo 0,25% de CMC apresentou um aumento significativo no diâmetro médio 

dos CLN, de 324,2 ± 4,1 nm para 659,8 ± 73,3 nm (p<0,0001, ANOVA). Para a formulação 

contendo 0,5% de CMC, o diâmetro médio aumentou de 343,1 ± 5,8 nm para 742,3 ± 27,7 nm 

(p<0,0001, ANOVA). A formulação com 0,75% de CMC exibiu um aumento do tamanho dos 

CLN de 337,2 ± 8,0 nm para 712,3 ± 27,7 nm (p<0,0001, ANOVA), enquanto a formulação 
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com 1% de CMC apresentou um aumento de 358,8 ± 11,8 nm para 753,8 ± 25,1 nm (p<0,0001, 

ANOVA) entre seus CLN.  

As formulações que foram armazenadas em temperatura ambiente também foram as que 

apresentaram maior variação na polidispersividade das partículas, junto ao aumento no 

diâmetro hidrodinâmico dos CLN. Isso pode ser explicado pelo fenômeno chamado de 

amadurecimento de Ostwald, em que partículas com diferença na polidispersividade 

significativas tendem a ter partículas menores sendo absorvidas pela superfície dos carreadores 

lipídicos maiores, lenvando ao aumento do tamanho das partículas, resultando em problemas 

com a estabilidade125,126. 

Em contrapartida, a formulação controle armazenada em temperatura de refrigeração 

apresentou boa estabilidade ao longo do período avaliado, sem alterações estatisticamente 

significativas no diâmetro hidrodinâmico médio, que foi de 389,6 ± 2,2 nm no final do estudo 

(p=0,2977, ANOVA). Esses resultados indicam que a refrigeração é um fator importante para 

preservar a estabilidade da formulação. As formulações contendo CMC armazenadas sob 

refrigeração não apresentaram diferenças estatisticamente significativas no diâmetro 

hidrodinâmico médio entre o dia 0 e o dia 90 de análise. Ao final do período, a formulação com 

0,25% de CMC apresentou o diâmetro médio de nanopartículas de 389,0 ± 7,2 nm (p=0,2117, 

ANOVA); a formulação contendo 0,5% de CMC atingiu 376,7 ± 41,0 nm (p=0,5654, ANOVA); 

a formulação com 0,75% de CMC apresentou diâmetro médio de CLN de 406,6 ± 4,7 nm 

(p=0,6061, ANOVA); e a formulação com 1% de CMC alcançou 409,7 ± 3,76 nm (p=0,0818, 

ANOVA). 

 

6.11. Análise reológica de cisalhamento contínuo dos sistemas de géis fluidos 

Como a espalhabilidade e a viscosidade são fatores essenciais para preparações 

farmacêuticas de uso tópico, foi realizada a análise reológica das formulações desenvolvidas, 

com o objetivo de selecionar a mais adequada para os estudos in vivo. Essa análise foi conduzida 

em duas temperaturas: 25ºC, representando a temperatura ambiente, e 32ºC, simulando a 

temperatura da superfície da pele. O experimento foi realizado sob gradiente de tensão e de 

cisalhamento controlado, em modo de fluxo contínuo. As curvas de fluxo e viscosidade dos 

sistemas estão representadas nas Figura 34.  
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Figura 34: Reogramas das curvas ascendentes e descendentes da tensão de cisalhamento (stress)em função do gradiente de 

cisalhamento (shear rate) das formulações a 25ºC (A) e 32ºC (C). Reogramas das curvas ascendentes e descendentes da 

viscosidade aparente (viscosity) em função do gradiente de cisalhamento das formulações a 25ºC (B) e 32ºC (D). As curvas 

ascendentes são representadas pelos símbolos fechados e as curvas descendentes pelos símbolos abertos.  

 

Os resultados indicaram que todas as formulações apresentaram uma relação não-linear 

entre a tensão e a taxa de cisalhamento, caracterizando-as como líquidos não-Newtonianos. Isso 

significa que a viscosidade das formulações variou de acordo com a intensidade da força 

exercida sobre elas123,127. Além disso, observou-se que as viscosidades das formulações 

reduziram à medida que a taxa de cisalhamento aumentava, um comportamento característico 

de fluidos tixotrópico. Esse comportamento é benéfico para formulações tópicas, pois facilita a 

aplicação do produto sobre a pele ao reduzir a viscosidade sob tensão, retornando a um estado 

mais viscoso em repouso, evitando o escorrimento123. Esse efeito ocorre devido à reorganização 

das redes poliméricas formadas pelo CMC na direção do cisalhamento128. 

A) B) 

C) D) 
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Os valores de viscosidade das formulações foram determinados tanto na curva 

ascendente, quando a força de cisalhamento aumenta, quanto na curva descendente, quando a 

força de cisalhamento diminui. Os resultados estão representados na Tabela 9. 

 

Tabela 9: Resultados de viscosidade das formulações a base de CLN2 contendo carboximetilcelulose nas concentrações de 

0%, 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1%, nas temperaturas de 25ºC e 32ºC, durante as curvas ascendente e descendente. 

Formulação 

Viscosidade (Pa • s) 

25ºC 32ºC 

Curva 

ascendente 

Curva 

descendente 

Curva 

ascendente 

Curva 

descendente 

CLN2 0,1141 1,8427x10-5 0,0342 1,4470 ×10-5 

CLN2-gel 0,25% 0,0572 6,3305x10-3 0,0591 8,6271×10-3 

CLN2-gel 0,5% 0,2385 0,1034 0,2120 0,0903 

CLN2-gel 0,75% 1,1676 0,6103 1,0176 0,5657 

CLN2-gel 1% 7,7947 2,2251 7,0407 2,5912 

 

A formulação controle apresentou baixa viscosidade, confirmando a sua fluidez e pouca 

resistência ao espalhamento, características indesejadas para formulações tópicas. Com a 

incorporação da CMC, houve um aumento progressivo da viscosidade conforme a concentração 

de CMC aumentava. Em todas as formulações contendo CMC, a viscosidade da curva 

descendente foi menor que a curva ascendente, evidenciando o comportamento tixotrópico das 

formulações. Isso significa que a viscosidade diminui após a aplicação de força e leva um tempo 

para retornar ao estado original. Esse comportamento é explicado pela quebra e recomposição 

das interações moleculares dentro do sistema, especialmente em interações fracas, como as 

forças de Van de Waals91.  

Entretanto, observou-se que as formulações não retornaram completamente ao seu 

estado inicial após a interrupção do cisalhamento, o que resulta em diferença entre curva 

ascendente e descendente. Esse comportamento foi mais evidente na formulação controle e nas 

formulações contendo 0,25% e 0,5% de CMC. Por outro lado, as formulações contendo 0,75% 

e 1% de CMC apresentaram uma boa recuperação ao seu estado inicial, indicando que são 

sistemas com boa espalhabilidade e baixo escoamento, o que resulta em boa adesão 

cutânea91,123,129. 
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A temperatura influenciou diretamente a viscosidade das formulações, reduzindo a 

resistência ao fluxo. Entretanto, essa redução foi mais acentuada nas formulações com menores 

concentrações de CMC (0,25% e 0,5%), sugerindo que essas formulações poderiam se tornar 

excessivamente fluidas na pele. Em contrapartida, as formulações contendo 0,75% e 1% de 

CMC mantiveram a viscosidade mais elevada, mesmo a 32ºC, demonstrando melhor adequação 

para a aplicação tópica. Entretanto, a formulação contendo 1% de CMC apresentou viscosidade 

excessivamente elevada, o que pode dificultar a sua aplicação na pele. 

Com base nesses resultados, a formulação contendo 0,75% de CMC (denominada 

CLN2-gel) foi selecionada para dar prosseguimento aos estudos, pois apresentou um bom 

equilíbrio entre boa espalhabilidade, boa adesão e estabilidade reológica. 

 

6.12. Estudo in vitro de permeação cutânea de gel fluido contendo CLN2, com e 

sem massagem 

O perfil de permeação in vitro da formulação CLN2-gel foi avaliado nos tempos de 6, 

12 e 24 h, utilizando a formulação contendo CLN2 como controle. Nesta etapa do estudo, 

também foram realizados testes com massagemento das formulações sobre a pele na tentativa 

de estimular a permeação cutânea do ibrutinibe, e os resultados obtidos estão representados nas 

Figuras 35 a 40, em quantidade de ibrutinibe recuperado nas diferentes camadas da pele.  

 

Figura 35: Representação gráfica da quantificação do ibrutinibe no estrato córneo (A) e na pele remanescente (B) após 

exposição da pele às formulações contendo CLN2 ou CLN2-gel por 6, 12 e 24 h. CLN – carreador lipídico nanoestruturado. 

 

Em relação à quantidade de ibrutinibe retido no estrato córneo durante a permeação sem 

a aplicação de massagem, ambos os nanossistemas restringiram a penetração do ibrutinibe nessa 
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camada da pele para os períodos de 6 h (p=0,0631, ANOVA), 12 h (p=0,9331, ANOVA) e 24 

h (p=0,3513, ANOVA). Enquanto a formulação CLN2 apresentou a penetração de 0,5 ± 0,2 

µg/cm² para as 6 h de permeação, 0,6 ± 0,1 µg/cm² para 12 h e 1,1 ± 0,1 µg/cm² de ibrutinibe 

para 24 h, a formulação contendo CLN2-gel apresentou penetração de 1,3 ± 0,8 µg/cm² para 6 

h, 0,3 ± 0,1 µg/cm² para 12 h e 1,7 ± 0,6 µg/cm² para 24 h. 

Ao comparar a pele remanescente, que corresponde ao alvo terapêutico, foram 

observadas diferenças estatísticas entre os grupos apenas nas primeiras 6 h de experimento. 

Nesse caso, o perfil de deposição do ibrutinibe pelo CLN2-gel excedeu a penetração do fármaco 

em 3 vezes em comparação ao grupo CLN2 (6,7 ± 1,9 µg/cm² versus 2,0 ± 0,4 µg/cm², 

respectivamente; p=0,0044, ANOVA). Entretanto, quando a pele foi exposta às formulações 

CLN2-gel e CLN2 por 12 e 24 h, não houve diferença entre os grupos tratadas com ambas as 

formulações em termos de penetração de ibrutinib (CLN2: 6,0 ± 1,2 µg/cm² em 12 h e 11,7 ± 

1,4 µg/cm² em 24 h; CLN2-gel: 8,0 ± 2,7 µg/cm² às 12 h e 14,8 ± 2,8 µg/cm² às 24 h). 

Esses resultados podem ser explicados pelas características físicas do hidrogel 

selecionado para os experimentos. Embora a presença de CMC aumente a viscosidade da 

formulação, optou-se por uma concentração que não resultasse em viscosidade excessiva à 

formulação, como o observado na formulação contendo 1% de CMC. Além disso, o estudo de 

permeação cutânea foi realizado à 32ºC, o que reduz a viscosidade da formulação, favorecendo 

a formação de uma rede polimérica mais frouxa. Esse efeito pode facilitar a difusão das 

nanopartículas lipídicas para fora do hidrogel124, explicando a maior deposição inicial do 

ibrutinibe com CLN2-gel, mas sem alteração significativa após períodos mais longos. Portanto, 

apesar da formulação selecionada apresentar uma viscosidade que favorecesse a adesão da 

formulação à pele, essa viscosidade não impediu a difusão das nanopartículas lipídicas pelo 

hidrogel. 
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Figura 36: Representação gráfica do ibrutinibe depositado na pele em comparação com o ibrutinibe permeado através da 

pele após 24 h de tratamento com CLN2 e CLN2-gel (n=5). 

 

Não foi detectado ibrutinibe no meio receptor do grupo CLN2 após 6 h de experimento. 

Embora tenha sido detectado uma concentração de 0,3 ± 0,5 µg/cm² de ibrutinibe após 6 h de 

experimento no grupo CLN2-gel, não houve diferença estatística entre os dois grupos 

(p=0,7514, ANOVA). Esse cenário se repetiu após 12 h de experimento (p<0,9999, ANOVA). 

Entretanto, ao final das 24h de permeação, o grupo CLN2 aumentou significativamente a 

presença de ibrutinibe no meio receptor (p<0,0001, ANOVA) quando comparado com o grupo 

CLN2-gel (CLN2: 2,9 ± 0,7 µg/cm²; CLN2-gel: 0,3 ± 0,3 µg/cm²). 

 

Figura 37: Representação gráfica da quantificação do ibrutinibe no estrato córneo (A) e na pele remanescente (B) após 

exposição da pele às formulações contendo CLN2 por 6, 12 e 24 h, com ou sem a aplicação de massagem no início do 

experimento. CLN – carreador lipídico nanoestruturado. 
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No perfil de permeação do ibrutinib com massagem, comparando apenas formulações 

contendo CLN2, observa-se que não houve diferença estatisticamente significativa na 

quantidade de fármaco retido no estrato córneo entre os ensaios com e sem massagem ao longo 

das 24 h de experimento. No experimento sem massagem, a quantidade de ibrutinibe retido no 

estrato córneo foi de 0,5 ± 0,2 µg/cm² após 6 h, 0,6 ± 0,1 µg/cm² após 12 h e 1,1 ± 0,2 µg/cm² 

de ibrutinibe após 24 h de exposição da pele à formulação contendo CLN2. Com a aplicação 

de massagem, os valores foram de 0,7 ± 0,1 µg/cm² de ibrutinibe após 6 h (p=0,9619, ANOVA), 

0,5 ± 0,1 µg/cm² após 12 h (p=0,9901, ANOVA) e 0,9 ± 0,4 µg/cm² após 24 h (p=0,7030, 

ANOVA), sem diferenças estatisticamente significativas em relação ao grupo sem o 

massageamento. 

Em contrapartida, ao compararmos a quantidade de ibrutinibe recuperada na pele 

remanescente, observamos que a aplicação de massagem aumentou a quantidade de fármaco 

nessa camada da pele após 12 h de experimento. Durante as primeiras 6 h de experimento, 

apesar da quantidade de ibrutinibe na pele remanescente ter aumentado de 2,0 ± 1,1 µg/cm² 

para 3,5 ± 0,4 µg/cm² de ibrutinibe, esse aumento não foi estatisticamente significativo 

(p=0,6564, ANOVA). No entanto, após 12 h, a aplicação de massagem aumentou a quantidade 

de ibrutinibe em 3,2 vezes em relação à condição sem massagem (sem massagem: 6,0 ± 0,4 

µg/cm²; com massagem: 19,2 ± 3,2 µg/cm²; p<0,0001, ANOVA). De forma semelhante, após 

24 h, a massagem aumentou a quantidade de ibrutinibe na pele remanescente em 1,9 vezes (sem 

massagem: 11,7 ± 1,2 µg/cm²; com massagem: 22,7 ± 1,2 µg/cm²; p<0,0001, ANOVA). 

É de amplo conhecimento que a aplicação de massagem sobre a pele é um método 

mecânico utilizado para induzir a permeação cutânea. Esse efeito é atribuído ao melhor 

espalhamento da formulação sobre a pele, à reorganização da matriz lipídica da pele, o que 

favorece a interação entre os lipídeos da pele e os lipídeos presentes nos CLN, ou ainda a 

redução da resistência cutânea. Fricções suaves e de curta duração podem não ter impacto 

significativo na permeação cutânea130. A literatura sugere que diferentes métodos de fricção 

podem melhorar a permeação cutânea, independentemente do tipo de fricção utilizado. 

Entretanto, o fator crucial é a aplicação de uma força adequada por um tempo adequado de 

fricção130,131. Quando a massagem possui intensidade e duração suficientes, pode reduzir a 

resistência cutânea, facilitando a absorção de fármacos pela pele131. Como demonstrado 

anteriormente, nossos dados indicam que a interação entre os lipídeos da pele e os lipídeos 

presentes na formulação é essencial para que o CLN efetivamente melhore a permeação cutânea 

do ibrutinibe. Esses achados corroboram os resultados anteriores, sugerindo que a fricção da 
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formulação com a pele pode aumentar a fluidez dos lipídeos presentes no estrato córneo, um 

fator necessário para a permeação cutânea do ibrutinibe.  

 

 

Figura 38: Representação gráfica do ibrutinibe depositado na pele em comparação com o ibrutinibe permeado através da 

pele após 24 h de tratamento com CLN2, com ou sem aplicação de massagem no início do experimento (n=5). 

Não foi detectado ibrutinibe no meio receptor no grupo sem massagem nas primeiras 

12 h de experimento. Embora uma pequena quantidade de ibrutinibe tenha sido detectada no 

meio receptor nas primeiras 6 h após a aplicação de massagem (0,7 ± 1,5 µg/cm²), não houve 

diferença estatística entre os grupos analisados (p=0,5539, ANOVA). O mesmo ocorreu após 

as 12 h de experimento, em que não foi detectado ibrutinibe em ambos os grupos (p>0,9999, 

ANOVA). Entretanto, após 24 h de ensaio, observou-se um aumento de 3,8 vezes na quantidade 

de ibrutinibe no meio receptor no grupo sem massagem, com uma concentração de 

2,9 ± 0,7 µg/cm², em comparação com 0,7 ± 0,1 µg/cm² no grupo com massagem (p=0,0003, 

ANOVA). Esses resultados, em conjunto, sugerem que a aplicação de massagem sobre a 

formulação contendo CLN2 favoreceu uma maior deposição de ibrutinibe na pele remanescente, 

que é o alvo terapêutico, sem necessariamente aumentar a quantidade de fármaco que atravessa 

a pele ou que fica retira no estrato córneo. 
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Figura 39: Representação gráfica da quantificação do ibrutinibe no estrato córneo (A) e na pele remanescente (B) após 

exposição da pele às formulações contendo CLN2-gel por 6, 12 e 24 h, com ou sem a aplicação de massagem no início do 

experimento. CLN – carreador lipídico nanoestruturado. 

Essa mesma comparação foi realizada no grupo tratado com a formulação contendo 

CLN2-gel, a fim de avaliar o impacto da massagem no perfil de penetração do ibrutinibe. Os 

resultados indicam que a aplicação de massagem não levou a diferenças estatisticamente 

significativas na quantidade de ibrutinibe recuperado tanto no estrato córneo quanto na pele 

remanescente ao longo do experimento. 

No estrato córneo, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre 

os grupos com e sem massagem após 6 h (p=0,1819, ANOVA), 12 h (p=0,9991, ANOVA) e 

24 h (0,9729, ANOVA) de experimento. A quantidade de ibrutinibe recuperado no grupo sem 

massagem foi de 1,3 ± 0,8 µg/cm² após 6 h, 0,3 ± 0,1 µg/cm² após 12 h e de 1,7 ± 0,6 µg/cm² 

após 24 h, enquanto no grupo que recebeu massagem os valores foram de 0,6 ± 0,3 µg/cm², 0,5 

± 0,1 µg/cm² e 1,5 ± 0,2 µg/cm², respectivamente.  

De maneira semelhante, a aplicação de massagem também não resultou em diferença na 

quantidade de ibrutinibe penetrado para a pele remanescente, sem diferença estatística entre os 

grupos após 6 h (p=0,9118, ANOVA), 12 h (0,8757, ANOVA) e 24 h (p>0,9999, ANOVA). 

No grupo sem massagem, as quantidades de ibrutinibe recuperados da pele foram de 6,7 ± 1,9 

µg/cm² após 6 h, 8,0 ± 2,7 µg/cm² após 12 h e 14,8 ± 2,9 µg/cm² após 24 h. Já no grupo com 

aplicação de massagem, os valores foram de 5,4 ± 1,4 µg/cm², 6,5 ± 2,3 µg/cm² e 14,6 ± 1,7 

µg/cm², respectivamente.  

Os hidrogeis são redes poliméricas tridimensionais que se expandem em água. A CMC 

forma estruturas fisicamente entrecruzadas, mantidas juntas por forças moleculares, como 

interações iônicas ou ligações de hidrogênio91,124. Embora essas características ofereçam 
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vantagens para a formulação, como encapsulação e proteção dos CLN, a estrutura polimérica 

pode reduzir a interação dos CLN com o estrato córneo durante a fricção provocada pela 

massagem. Além disso, a rede polimérica pode ajudar a preservar a integridade física da barreira 

cutânea, atenuando o efeito promotor de permeação da massagem.  

Portanto, os resultados, em conjunto, sugerem que, apesar da permeação passiva ser 

similar entre as formulações contendo CLN2 e CLN2-gel, a rede polimérica presente na 

formulação CLN2-gel pode ter restringido a mobilidade dos carreadores lipídicos durante a 

massagem. Como demonstrado anteriormente, a interação entre os lipídeos da pele e os 

presentes na formulação é um passo essencial para a permeação cutânea. A presença da rede 

polimérica em CLN2-gel pode ter limitado essa interação, comprometendo a ação indutora de 

permeação da massagem.   

 

 

Figura 40: Representação gráfica do ibrutinibe depositado na pele em comparação com o ibrutinibe permeado através da 

pele após 24 h de tratamento com CLN2-gel, com ou sem aplicação de massagem no início do experimento (n=5). 

Também não foram observadas diferenças significativas na quantidade de ibrutinibe 

detectado no meio receptor após 6 h (p=0,898, ANOVA) e 12 h (p>0,9999, ANOVA) de 

experimento. Para o grupo sem massagem, as quantidades de ibrutinibe detectadas no meio 

receptor foram de 0,3 ± 0,5 µg/cm² após 6 h, 0,0 ± 0,0 µg/cm² após 12 h e 0,3 ± 0,4 µg/cm² 

após 24 h de experimento. No grupo com massagem, os valores foram de 0,0 ± 0,0 µg/cm² após 

6 h, 0,0 ± 0,0 µg/cm² após 12 h e 2,7 ± 0,9 µg/cm² após 24 h. Esses resultados indicam que, 

após 24 h, a quantidade de ibrutinibe detectado no meio receptor foi 9 vezes maior no grupo 

que recebeu a aplicação de massagem, quando comparado com o grupo sem massagem 
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(p<0,0001, ANOVA). Portanto, considerando as características reológicas da formulação 

CLN2-gel e o fato de que a presença do agente gelificante não interferiu na permeação cutânea 

passiva do ibrutinibe, optou-se por dar continuidado aos estudos in vivo utilizando essa 

formulação como objeto de estudo. No entanto, como a aplicação de massagem não se mostrou 

eficaz como método de indução de permeação para a formulação estudada, padronizou-se a 

aplicação tópica nos camundongos sem a realização de massagem vigorosa por 3 minutos, 

conforme testado nos estudos in vitro de permeação cutânea. Em substituição, a aplicação foi 

realizada com o auxílio de háste estéril com ponta de algodão, realizando movimento circular 

por 30 segundos, de forma padronizada, com o objetivo de garantir a uniformidade na 

administração da formulação entre os camundongos. 

 

6.13. Avaliação in vivo do efeito terapêutico de CLN2-gel em camundongos com 

melanoma B16-F10 

 

Para avaliar o efeito terapêutico da aplicação tópica da formulação CLN2-gel, foi 

realizado um estudo in vivo em camundongos C57BL/6 com melanoma. A formulação foi 

administrada por via tópica diariamente sobre o dorso dos camundongos, local previamente 

selecionado para o transplante das células B16-F10. A administração das formulações e início 

dos tratamentos comparativos ocorreram no dia do diagnóstico do melanoma (Figura 41), 

simulando um cenário em que o tratamento seria iniciado precocemente, ainda nos estágios 

iniciais da doença. 
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Figura 41: Representação do diagnóstico clínico do melanoma B16-F10 em camundongos da linhagem C57BL/6. 

 

A partir do terceiro dia após o transplante celular, todos os camundongos foram 

submetidos à análise em dias alternados pelo sistema IVIS-Lumina. O tratamento foi iniciado 

com base no diagnóstico por imagem, realizado pelo IVIS-Lumina, ou no diagnóstico clínico, 

caracterizado pela presença de um pequeno volume no local transplantado, com ou sem o 

surgimento de mancha. Os primeiros sinais clínicos foram observados entre os dias 3 e 5 após 

o transplante celular. No entanto, até a conclusão do experimento, não houve a detecção de sinal 

de bioluminescência pelo IVIS-Lumina, e a avaliação da evolução dos tumores foi conduzida 

exclusivamente por meio dos parâmetros clínicos dos camundongos e medições dos tumores 

em dias alternados.  

A ausência de luminescência pode estar relacionada a diversos fatores, incluindo a falta 

de vascularização tumoral nos estágios iniciais do desenvolvimento do tumor, a presença de 

áreas necróticas nas fases mais avançadas, além de interferências na leitura, como pelo 

aparecimento de manchas na pele, hiperpigmentação produzida pelo tumor ou a própria 

coloração da pelagem dos camundongos132. 

Os resultados obtidos para o volume tumoral normalizado, calculado com base na 

medição dos tumores, estão representados na Figura 42, representado em volume tumoral 
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normalizado calculado ao longo do tempo (dias), e na Figura 43, representado o volume tumoral 

normalizado de todos os grupos no 13º dia após o transplante celular. Para o ajuste dos valores, 

cada volume tumoral calculado foi dividido individualmente pelo volume do tumor do 

respectivo camundongo no dia do diagnóstico do melanoma. 

Placebo tópico Gel com ibrutinibe livre tópicoIbrutinibe oralDacarbazina intraperitoneal

CLN2-gel tópico CLN2-gel tópico e dacarbazina intraperitoneal
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Figura 42: Representação gráfica da evolução tumoral, expressa pelos volumes tumorais normalizados dos grupos: A) tratado 

com placebo por via tópica (vermelho), tratados com dacarbazina intraperitoneal (roxo) e tratados com ibrutinibe por via oral 

(preto); B) placebo tópico (vermelho), tratados com gel contendo ibrutinibe livre por via tópica (verde) e tratados com CLN2-

gel tópico (azul); C) tratados com CLN2-gel tópico (azul) e ibrutinibe oral (preto); D) tratados com dacarbazina 

intreperitoneal (roxo) e tratados com terapia combinada, composta de CLN2-gel tópico e dacarbazina intraperitoneal (azul 

claro).  Os volumes tumorais foram calculados ao longo do tempo (dias) e normalizados pelo volume tumoral no dia do 

diagnóstico clínico do melanoma, para cada camundongo. 

 

Em todos os animais, o volume tumoral aumentou ao longo do tempo. Entretanto, as 

diferenças entre os grupos só foram estatisticamente significativas no 13º dia após o transplante 

celular.  

No grupo placebo, ao final do 13º dia (Figuras 42A e 44A), o volume tumoral normalizado 

apresentou uma média de 325,9 ± 32,8. Vale destacar que, no 11º dia após o transplante, esse 
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valor foi de 80,7 ± 45,1, representando um aumento de aproximadamente 4 vezes em relação 

ao volume tumoral entre os dias 11 e 13. Esse crescimento acelerado destaca a rápida progressão 

tumoral nesse modelo experimental.  
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Figura 43: Representação gráfica do volume tumoral normalizado ao final do 13º após o transplante celular.  

 

Já no grupo controle positivo, tratado com a terapia convencional (dacarbazina 80 mg/kg, 

via intraperitoneal, em dias alternados; Figuras 42A e 44B), o desenvolvimento tumoral foi 

mais lento, conforme esperado104,105. Nesse grupo, o volume tumoral ajustado no dia final do 

experimento foi de 53,8 ± 42,6, representando uma redução estatisticamente significativa no 

desenvolvimento do tumor em relação ao grupo placebo (p=0,0003, Test T de Student). Essa 

progressão mais lenta do volume tumoral também pode ser observada na comparação entre os 

dias 11 e 13. No 11º dia após o transplante, o volume tumoral era de 28,6 ± 20,1, representando 

um aumento de aproximadamente 1,9 vezes até o dia 13. 

Semelhante ao grupo tratado com dacarbazina, o ibrutinibe por via oral (Figuras 42A e 44C) 

também teve um impacto significativo no desenvolvimento tumoral quando comparado com o 

grupo placebo. Ao final do experimento, a média do volume tumoral normalizado foi de 82,8 

± 72,6 (p=0,0032, Test T de Student, comparação com o grupo placebo). Quando comparado 

com o grupo tratado com dacarbazina, não houve diferença estatística entre os dois grupos 
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(p=0,5173, Test T de Student), sugerindo que o ibrutinibe apresenta uma eficácia terapêutica 

relevante dentro do modelo experimental avaliado. 

Esses achados eram esperados, uma vez que estudos recentes têm reforçado o potencial 

terapêutico do ibrutinibe no tratamento de tumores sólidos. Especificamente no caso de 

melanoma, estudos in vitro demonstraram que o ibrutinibe pode reduzir a viabilidade celular, 

possivelmente induzir a apoptose, alterar o potencial de membrana mitocondrial, ativar vias 

apoptóticas, como a via da caspase-3, inibir a replicação celular e reduzir a migração de células 

de melanoma133. Entretanto, em modelos in vivo, como no melanoma induzido com células 

B16-F1, a administração isolada de ibrutinibe não foi suficiente para gerar uma diferença 

estatística no crescimento tumoral106.  

A diferença entre esses resultados e os obtidos no presente estudo pode estar relacionada à 

diferença na linhagem celular utilizada. É fundamental investigar detalhadamente os 

mecanismos de morte celular envolvidos em cada linhagem para compreender melhor em quais 

condições o ibrutinibe pode ser eficaz. Embora seu principal mecanismo de ação seja a inibição 

da BTK, outros mecanismos também foram descritos, como inibição da HER2134 ou da 

EGFR107. Este último mecanismo, por exemplo, tem sido descrito como determinante para a 

inibição de outros modelos tumorais, como os induzidos por células H1975, modelo de câncer 

de pulmão107 e em modelos de câncer de mama murino 18. 

Além disso, também é relatada a ação do ibrutinibe em modular a ação do sistema imune, 

aumentando a produção de citocinas como IL-2 e citocinas do tipo Th1. Isso estimula a 

proliferação de linfócitos T e aumentam a produção de INF-γ, TNF-α, IL-17 e IL-6, o que 

contribui para a sua ação antitumoral 18,135. 

Por outro lado, no grupo tratado com gel simples contendo o ibrutinibe disperso para 

aplicação tópica (Figuras 42B e 44D), não foi observada diferença estatística significativa em 

comparação com o grupo placebo (353,8 ± 148,3 versus. 325,9 ± 32,8, respectivamente; 

p=0,7678, Test T de Student). Isso indica que a via de administração influencia a eficácia do 

ibrutinibe, sendo a formulação oral mais eficaz que a aplicação tópica em gel simples.  

Entretanto, ao analisarmos o grupo tratado com CLN2-gel (Figuras 42B e 44E), observamos 

que o volume tumoral normalizado (240,3 ± 39,07) foi estatisticamente menor que no grupo 

placebo (325,9 ± 32,8, p=0,0282, Test T de Student), apesar de se tratar de uma formulação 

tópica. Esses resultados reforçam a importância do uso de carreadores lipídicos 

nanoestruturados para incorporação do ibrutinibe como estratégia para favorecer a penetração 
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cutânea do fármaco. Assim, esse resultado corroboram os dados de penetração cutânea obtidos 

nesse estudo (Seção 5.12), destacando o potencial do CLN2-gel como estratégia para 

administração tópica do ibrutinibe. 

O uso da nanotecnologia como indutor de permeação cutânea já é amplamente descrito na 

literatura. Estudos prévios demonstram essa abordagem com fármacos utilizados na terapia 

tópica, como o 5-fluororacil, aprovado para o tratamento tópico de cânceres de pele do tipo não 

melanoma. Modelos in vivo mostram que formulações nanoestruturadas, como em 

nanocápsulas, aumentam o acúmulo do fármaco no estrato córneo e nos anexos cutâneos de 

cmundongos, além de serem capturados por células Langerhans136. Da mesma forma, 

nanopartículas lipídicas demonstraram o seu potencial para melhorar a ação do imiquimod13. 

Além disso, o uso dos CLN mostrou-se efetivo na promoção da permeação cutânea de 

fármacos que, originalmente, não são administrados por via tópica. Esse efeito foi observado, 

por exemplo, com o paclitaxel, que apresentou atividade antitumoral em modelos in vivo de 

câncer de pele não melanoma13.  

Ao comparamos o grupo tratado com ibrutinibe por via oral com o grupo tratado com 

CLN2-gel (Figura 42C), observamos que o desenvolvimento tumoral foi estatisticamente 

menor no grupo tratado por via oral (p=0,0088, Test T de Student). Esse resultado indica que, 

apesar dos achados desse experimento indicarem que o ibrutinibe por via tópica possa ser uma 

abordagem terapêutica promissora, a formulação não atingiu a eficácia máxima que o ibrutinibe 

poderia apresentar nesse modelo experimental. 

A comparação entre uma via de administração sistêmica (oral) e a via tópica (CLN2-gel) 

fornece informações sobre possíveis melhorias na formulação, como o aumento da 

concentração de ibrutinibe como estratégia para ampliar a sua biodisponibilidade. Estudos que 

compararam a aplicação tópica de agentes antineoplásicos em diferentes concentrações 

demostraram que a eficácia terapêutica pode ser dose-dependente137. No entanto, outros estudos 

indicaram que o aumento da concentração do fármaco na formulação nem sempre resulta em 

um benefício terapêutico adicional138. Vale ressaltar que o aumento da dose aplicada pode 

elevar o risco de reações adversas, tornando essencial uma avaliação criteriosa desse ajuste.  

Outro aspecto a ser analisado são os desafios relacionados ao modelo experimental avaliado. 

Como as células tumorais são transplantadas no subcutâneo dos camundongos, uma parcela 

significativa de ibrutinibe biodisponível na derme e epiderme, locais onde o melanoma se inicia, 
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pode ter sido rapidamente removida pela circulação sistêmica antes de atingir o tumor, 

reduzindo a sua concentração no sítio de ação139. 

Portanto, apesar dos resultados promissores, esses dados também evidenciam a necessidade 

de novos estudos, avaliando diferentes concentrações de ibrutinibe na formulação para otimizar 

sua eficácia para a aplicação tópica. 

Ao analisarmos o último grupo estudado, que avaliou o impacto da formulação contendo 

CLN2-gel como terapia adjuvante (Figuras 42D e 44F), observamos que não houve diferença 

estatística significativa em relação ao grupo tratado apenas com dacarbazina (p=0,5173, Test T 

de Student). No entanto, apesar da ausência de diferença estatística entre os grupos, o volume 

tumoral ajustado no grupo que recebeu a terapia combinada apresentou uma tendência a ser 

menor (volume no 13º dia: 44,0 ± 24,9) quando comparado ao grupo tratado apenas com 

dacarbazina (volume no 13º dia: 53,8 ± 42,6). Esses dados indicam que a formulação CLN2-

gel pode potencializar os efeitos quimioterápicos, embora mais estudos sejam necessários para 

confirmar a hipótese. 

Ao analisarmos a progressão do tumor ao longo do tempo, observamos que, para o grupo 

tratado apenas com dacarbazina intraperitoneal, houve um crescimento estatisticamente 

significativo entre os dias 9 (28,6 ± 20,1) e 13 (53,8 ± 42,6; p=0,0104, ANOVA), indicando 

uma tendência de crescimento tumoral nesse período. Além disso, no mesmo grupo, o volume 

tumoral aumentou de aproximadamente 1,9 vezes entre os dias 11 e 13. 
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Figura 44: Registro fotográfico dos tumores nos diferentes momentos do experimento: no dia do diagnóstico clínico (coluna 

esquerda), no dia da eutanásia (coluna central) e após a excisão do tumor (coluna direita). As imagens correspondem aos 

grupos: não-tratados (A), tratados com dacarbazina (B), tratados com ibrutinibe por via oral (C), tratados com CLN2-gel 

tópico (D), tratados com gel simples contendo ibrutinibe disperso para aplicação tópica (E) e tratados com terapia combinada 

de dacarbazina e CLN2-gel (F). 
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Por outro lado, no grupo tratado com a terapia combinada, não houve diferença entre os 

dias 9 (37,9 ± 38,3) e 13 (44,0 ± 24,9; p=0,2085, ANOVA), sugerindo uma tendência em 

estabilizar o volume tumoral. Além disso, o aumento no volume tumoral entre os dias 11 e dia 

13 foi de aproximadamente 1,1, reforçando a hipótese de que a associação de CLN2-gel com a 

dacarbazina pode ajudar a conter a progressão do melanoma. 

Resultados semelhantes já foram descritos na literatura com a associação do ibrutinibe 

com outras classes de quimioterápicos. Por exemplo, a associação do ibrutinibe com anti-PD-

L1 resultou em uma redução significativa no desenvolvimento de melanoma B16-F1 em 

camundongos, quando comparado com o uso isolado dos fármacos 106. Esse efeito também foi 

observado em modelos tumorais induzidos com células de linfoma18.  

Apesar dessas observações, como os volumes tumorais nesses grupos estavam 

relativamente pequenos, enquanto em outros grupos os tumores já se aproximavam do ponto 

final humanitário estabelecido para o estudo, não foi possível detectar uma diferença clara entre 

os dois grupos no período avaliado. No entanto, nossos dados sugerem que a terapia combinada 

pode influenciar na progressão tumoral a longo prazo, abrindo caminho para futuros estudos 

com um período experimental prolongado, a fim de avaliar com maior precisão os benefícios 

da formulação CLN2-gel como terapia adjuvante. 
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7. CONCLUSÕES 
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Incialmente, o estudo obteve sucesso no desenvolvimento e na validação de um método 

analítico para detecção e quantificação do ibrutinib em amostras de pele. O método possibilitou 

uma quantificação simples e rápida do ibrutinibe na presença dos contaminantes de pele, sendo, 

portanto, útil para utilização em ensaios de permeação cutânea no desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas para o tratamento de doenças cutâneas com o fármaco. 

Os estudos de compatibilidade entre o ibrutinibe e os excipientes selecionados para 

produção dos CLN demonstraram a viabilidade de utilização desses excipientes em preparações 

farmacêuticas. O estudo também obteve sucesso na produção de duas composições distintas de 

CLN, utilizando óleos com características distintas, destacando a importante da solubilização 

do ibrutinibe para uma permeação aprimorada e liberação controlada do fármaco. De fato, a 

formulação CLN2 promoveu efetivamente a permeação do ibrutinibe em camadas mais 

profundas da pele ao longo de um período prolongado em comparação com o CLN1, no qual o 

ibrutinibe não é completamente solúvel. Além disso, a melhoria da fluidez dos lipídeos no 

estrato córneo enfatizou o impacto da formulação na permeação e hidratação da pele. Os CLN 

demonstraram alguma segurança para aplicação tópica demonstrada pelo ensaio HET-CAM. 

Assim, o estudo até este ponto revela a importância do produto tópico desenvolvido, abrindo 

novos caminhos para avanços na terapia do melanoma. 

O estudo obteve sucesso na incorporação da formulação CLN2 em um hidrogel à base 

de CMC, como forma de viabilizar a aplicação tópica em uma situação in vivo. Diferentes 

concentrações de CMC foram avaliadas quanto às características físicas da formulação, 

avaliadas por ensaios reológicos. Os resultados indicaram que a formulação selecionada deverá 

apresentar boa adesão à pele e facilidade de espalhamento quando da aplicação. Além disso, os 

estudos preliminares de estabilidade física demonstraram que todas as formulações contendo 

CMC mantiveram boa estabilidade quando armazenadas sob refrigeração.  

O presente estudo também demonstrou a eficácia da formulação desenvolvida 

(CLN2-gel) no tratamento de melanoma em modelo in vivo. Tumores foram induzidos em 

camundongos C57BL/6 por meio do transplante subcutâneo de células B16F10, e o tratamento 

consistiu na aplicação diária da formulação desenvolvida. Os resultados foram comparados com 

diferentes grupos experimentais, incluindo camundongos que receberam a administração de 

uma formulação placebo, formulação tópica sem tecnologia para incorporação do ibrutinibe, 

ibrutinibe administrado por via oral, dacarbazina (medicamento de referência para o tratamento 

de melanoma) e a combinação de dacarbazina com CLN2-gel.  

O estudo demonstrou o efeito da administração tópica de CLN2-gel em camundongos, 

com resultados promissores. Os resultados obtidos demonstraram a capacidade do ibrutinibe 
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em diminuir a progressão tumoral. Além disso, foi evidenciado que a formulação tópica 

desenvolvida no presente estudo foi essencial para viabilizar a permeação cutânea do ibrutinibe. 

Ainda, o estudo demonstrou o efeito benéfico da administração de CLN2-gel como terapia 

adjuvante ao tratamento do melanoma. 

Diante dos resultados, este trabalho ressalta a necessidade de estudos adicionais para 

elucidar melhor os mecanismos de ação envolvidos na inibição da progressão tumoral e 

compreender melhor o papel da administração tópica do ibrutinibe na terapia adjuvante.  

Por fim, vale ressaltar que esse estudo explorou uma abordagem terapêutica inédita, 

uma vez que não há registro na literatura científica sobre a aplicação tópica do ibrutinibe para 

qualquer doença, especialmente para o tratamento de melanoma. Assim, além de contribuir 

significativamente para o avanço do conhecimento científico, este trabalho abre caminho para 

o desenvolvimento de uma terapia eficaz, segura e de fácil aplicação para o tratamento de 

melanoma.
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