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RESUMO

A despeito da alta incidéncia do cancer de mama, ha escassas estratégias
farmacoldgicas quimiopreventivas que, em funcdo dos graves efeitos adversos
sistémicos, implicam em baixa adesdo. Retinoides sdo capazes de inibir o
desenvolvimento tumoral por regularem o crescimento e diferenciacdo celular, e
dentre eles, a fenretinida € considerada promissora para a prevencao de cancer de
mama por acumular-se no tecido mamario. Entretanto, além dos efeitos adversos
graves, sua elevada lipofilicidade resulta em baixa biodisponibilidade oral. Para
contornar essas limitacbes e possibilitar seu uso na quimioprevencédo, o presente
estudo objetivou o desenvolvimento de microemulsées que, por meio da
administracdo subcutédnea e absorcdo de agua tecidual, transformam-se em fase
liquido-cristalina capaz de prolongar a liberacdo local do farmaco. Diversas
microemulsdes foram preparadas, sendo selecionadas as compostas por
[fosfatidilcolina]:[monoleina:tricaprilina]-propilenoglicol nas proporgées 1:1-30% e 9:1-
50%. Ambas apresentaram diametro inferior a 230 nm, originaram fase liquido-
cristalina quando adicionadas de 1% ou mais de agua e prolongaram a liberacéo de
Alexa Fluor 647 in vivo por mais de 30 dias, mas a microemulsédo 1:1-30% causou
irritacdo local e formac@o de uma cépsula fibrosa. A fenretinida foi incorporada na
concentracdo de 1% (m/m), e, sua liberacdo seguiu cinética de pseudo-primeira
ordem, sendo aproximadamente 30% liberado apds 9 dias. O tratamento de células
MCF-7 e T47D com a formulacdo 9:1-50% contendo fenretinida mostrou-se mais
citotéxico comparado a 1:1-30%, levando a sua escolha para estudos subsequentes.
Esta formulacdo também reduziu a migracdo celular em 65,2 e 75,9%, quando
utilizada em concentracdes equivalentes a ICs e IC15 (concentracdes necessarias para
reduzir a viabilidade em 5 ou 15%) comparado a células nédo tratadas. Em modelos
3D, o tratamento com 9:1-50% na concentracdo equivalente a ICszo reduziu a
viabilidade dos esferoides em 28,8%. No modelo animal de carcinogénese induzida
guimicamente, a formulagdo mostrou-se segura e efetiva, sendo capaz de inibir o
desenvolvimento de tumores de mama. Os promissores resultados apontam para o

potencial desta nova plataforma na quimioprevencao do cancer de mama.

Palavras chave: Céancer de Mama, Fenretinida, Liberacdo Sustentada,
Microemulséo, Cristais Liquidos.



ABSTRACT

Despite the high incidence of breast cancer, there are few pharmacological
strategies for chemoprevention, and their serious adverse effects, result in low
adherence. Retinoids are capable of inhibiting mammary tumors development due to
regulation of cell growth and differentiation, and, among them, fenretinide is considered
promising for breast cancer chemoprevention for its ability to accumulate in breast
tissue. However, the drug presents serious adverse effects, and its high lipophilicity
results in low oral bioavailability. To overcome these limitations and enable its use in
chemoprevention, the present study aimed at developing bioresponsive
microemulsions capable of uptaking in situ fluids after subcutaneous administration
and transforming into a liquid crystalline phase that provides prolonged and local
fenretinide release. Several microemulsions were prepared, and those composed of
[phosphatidylcholine]:[monoolein:tricaprylin]-propylene glycol in the proportions 1:1-
30% and 9:1-50% were selected. They presented diameters below 230 nm, originated
liquid-crystalline phase when added 1% or more of water, and prolonged Alexa Fluor
647 release in vivo for more than 30 days; however, the microemulsion 1:1-30%
caused local irritation and the formation of a fibrous capsule. Fenretinide was
incorporated at a concentration of 1% (m/m), and its release followed pseudo-first order
kinetics, Treatment of MCF-7 and T47D cells with the formulation 9:1-50% loaded with
fenretinide was more cytotoxic compared to 1:1-30%, leading to its the selection for
subsequent studies. Treatment with the fenretinide-loaded 9:1-50% formulation
reduced cell migration by 65.2 and 75.9% when used in concentrations equivalent to
ICs and IC1s (concentrations required to reduce viability by 5 or 15%) compared to
untreated cells, respectively. In 3D models, treatment with 9:1-50% at a concentration
equivalent to ICs reduced the viability of spheroids by 28.8% compared to the
untreated control. In the animal model of chemically induced carcinogenesis, the 9:1-
50% formulation was safe and effective, inhibiting the development of breast tumors.
The promising results point to the potential of this formulation as new platform for

chemoprevention of breast cancer.

Key Words: Breast Cancer, Fenretinide, Sustained Release, Microemulsion, Liquid

Crystal.



1. INTRODUCAO

Neoplasias sdo um importante problema de salde publica, especialmente em
paises em desenvolvimento, onde estima-se que 80% dos 20 milhdes de novos casos
esperados até 2025 ocorram (1, 2). Segundo dados fornecidos pelo INCA (Instituto
Nacional de Cancer), o cancer de mama é o segundo tipo de tumor mais incidente no
mundo, totalizando 1.7 milhdo de pessoas acometidas pela doenca em 2012, sendo
o de maior frequéncia entre as mulheres: 25,2% (2). A neoplasia mamaria apresenta
também a maior taxa de mortalidade, onde 12,9 a cada 100.000 casos levam os
acometidos a morte (1). A maior parte deste tipo de cancer acomete as células dos
ductos das mamas e por isso, o tumor mais comum denomina-se carcinoma ductal
gue pode ser in situ — se acomete as primeiras camadas de célula destes ductos — ou
invasivo/infiltrante, quando invade os tecidos adjacentes (3, 4). Atualmente o
carcinoma intraductal in situ (DCIS), que corresponde a cerca de 20-25% dos tumores
de mama diagnosticados, tem tratamento representado por remocao cirdrgica seguida
de radiacdo e tamoxifeno oral em alguns casos (5, 6). No entanto, diversos grupos
vém questionando esse padrao, considerando-o excessivo para DCIS de baixo grau,
visto que seu diagndstico e tratamento para evitar recorréncias ndo parecem alterar a
taxa de mortalidade como demonstrado recentemente em um estudo com mais de
100.000 mulheres (7, 8). Nesse contexto, pesquisas envolvendo a identificacdo de
novos marcadores para diagnéstico de lesbes de menor risco, abordagens menos
agressivas para seu tratamento e novas estratégias de quimioprevencdo para
mulheres em risco de desenvolvimento da doenca tém sido amplamente discutidas e
incentivadas (4, 6, 9-11).

Os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama apontam para (i) a
idade da paciente, menarca e menopausa; (ii) histérico familiar e predisposi¢éo
genética; (iii) doenca mamaria benigna prévia; (iv) radiacdo; (v) estilo de vida,
incluindo dieta, peso, ingestao de alcool e fumo; (vi) densidade mamaria e (vii) uso de
contraceptivos orais e reposicdo hormonal. (12-14). Outro fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de mama € a baixa taxa de retinoides no plasma, ja que
estes séo cruciais para a manutencao do sistema imune, crescimento e diferenciacao

celular (15). Com o desenvolvimento de hovos marcadores genéticos (como mutacdes



BRCA) e fenotipicos (como densidade maméria), a quimioprevencao destes tumores

passou a ser melhor discutida e a busca por novas estratégias, incentivada (10).

Atualmente, como medidas de prevencédo, o controle dos fatores de risco,
especialmente os relacionados ao estilo de vida como a obesidade e o diagndstico
precoce da doenca através principalmente de técnicas de rastreamento mamogréficas
— mamografia, ultrassonografia, exame clinico, autoexame e screening para mulheres
de alto risco — sdo bem aceitos (14, 16). No entanto, existem poucas estratégias
farmacoldgicas disponiveis para a quimioprevencdo e aquelas existentes tém baixa
adesao, principalmente pelos graves efeitos adversos (10). Isso se contrapde ao que
ocorre com outros tipos de tumores, como 0 cutaneo, nos quais 0 conceito de

prevencao através do uso de filtros solares é bem aceito pela populacao.

Os farmacos mais comumente utilizados na quimioprevencao do cancer de mama
sdo os moduladores seletivos do receptor de estrégeno (SERMS) e inibidores de
aromatase (IA). Embora tenham o potencial preventivo demonstrado, a adesdo ao
tratamento com esses farmacos é baixa em mulheres com alto risco de
desenvolvimento da doenca principalmente pela temeridade dos efeitos adversos
sistémicos desses farmacos, (11) que incluem fadiga, perda de cabelo, falta de apetite,
mudancas de paladar e risco de outros tumores (17, 18). Nos Estados Unidos foi
reportada uma drastica diminuicAo de mulheres dispostas a fazer uma
quimioprevencao com tamoxifeno, mesmo no grupo de alto risco para a doenca (19,
20). Outro estudo, feito por Roche e colaboradores, mostrou que, mesmo apoés
sessfes de aconselhamento e educacdo individualizados, 48% das mulheres em
grupo de risco ndo aceitou uma quimioprevencdao via oral em funcdo de seus efeitos
adversos. Dentre as que se elegeram para a terapia, 55% conseguiu termina-la (21).
Se considerarmos a mastectomia como forma de prevencao, suas consequéncias e
impactos psicolégico e fisico, a adesdo fica ainda mais limitada. Assim, novas
estratégias farmacologicas voltadas para a prevencéo localizada deste tipo de cancer
poderiam vencer essas barreiras e beneficiar um grande numero de mulheres,

associando eficicia e seguranca.

Dado a necessidade de quantidades suficientes de farmaco apenas na mama para
um efeito protetor, propusemos a utilizagdo de sistemas nanoestruturados

biorresponsivos — ou seja, a partir de estimulos do ambiente, os sistemas gerardo uma



resposta — formadores de depdsito subcutaneo para liberacéo localizada do agente
guimiopreventivo fenretinida nas mamas. Considerando a inerente capacidade deste
farmaco de se acumular no tecido mamario — em grande parte pelas suas
caracteristicas fisico-quimicas (22) — sua liberacdo local sustentada representa uma
plataforma promissora para garantir efichcia enquanto reduzindo a exposi¢do

sistémica e consequentemente, os efeitos adversos do farmaco.

1.1. Anatomia da Mama

O entendimento da anatomia da mama é fundamental para o estudo do cancer de
mama, por descrever parametros de componentes normais e patolégicos e possiveis
alvos terapéuticos. Glandulas mamarias sao derivacdes de glandulas sudoriparas,
sendo um tipo especializado destas (23). A mama possui trés componentes principais
a serem observados anatomicamente: pele, estrutura glandular e anexos — tecido

subcuténeo, vasos sanguineos, enervacao e vasos linfaticos (24).
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Figura 1. Representacdo esquematica da mama. Comparacao entre os alvéolos da mama nao
lactante e durante a lactagdo, tecido adiposo e aréola. Imagem adaptada do livro Gray’s
Anatomia, 2010 [24].



O seio € recoberto por pele em sua grande maioria, com excecdo dos mamilos,
formados por ductos circundados por musculo liso. A pele é composta pela epiderme,
camada mais superficial, cuja composicdo consiste em queratina e células em
constante renovagdo provindas da camada germinativa. Esta segunda camada esta
associada com uma camada subcutanea composta por tecido adiposo, que pode
variar de individuo para individuo (Figura 1) (25). Essa associacéo € dada de forma
colunar, onde cavernas na derme sdo preenchidas por projecbes subcutaneas,

descritas por Kopans e colaboradores (26).

O cancer de mama é uma doenca heterogénea tanto clinicamente quanto
morfologicamente. As estratégias de prevencdo atuais focam em reduzir o
desenvolvimento do tumor para mulheres com alta susceptibilidade de mutac&o no
gene BRCAL e BRCAZ2, por meio de intervencdo hormonal e uso de quimioterapicos
gue geram os efeitos adversos ja citados, além de mastectomia profilatica. No entanto,
as estratégias disponiveis apresentam baixa adesdo, o que cria a necessidade de
desenvolvimento de novas estratégias de quimioprevencdo para aumentar a adesao
de mulheres ao tratamento. Para isso, propomos uma terapia subcutanea de facil
administracdo, de forma a evitar efeitos de primeira passagem, promover

direcionamento ao alvo e aumentar a eficacia e tolerabilidade do tratamento.

1.2. Fenretinida e cancer de mama

A fenretinida (N-4-Hidroxifenilretinamida ou 4-HPR) é um analogo sintético,
derivado do &cido retinoico em sua forma all-trans (ATRA) e foi desenvolvida nos anos
de 1960, nos Estados Unidos (Figura 2). Retinoides sdo analogos sintéticos ou
naturais da vitamina A, lipofilicos, (27) e estdo sendo estudados como potenciais
guimiopreventivos bem como agentes terapéuticos, pelo seu importante papel na
regulacéo do crescimento e diferenciacao celular (28-30). Os retinoides, por meio da
dimerizacdo de receptores de &acido retinoico (RARS), induzem resposta de
transativacdo de genes alvo (31). Sabe-se que receptores para retinoides sao
expressos tanto em células normais quanto tumorais e tém papel critico para o

desenvolvimento celular (32).
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Figura 2. Configurag@o molecular dafenretinida. Sendo um derivado do &cido retinoico, a fenretinida

é formada pela condensacéo do grupo carboxila do acido retinoico em sua forma all-trans com o grupo
anilina do 4-aminofenol.

um dos retinoides mais promissores para uso terapéutico, sendo melhor tolerada
guando comparada a outros retinoides (33, 34), além de possuir capacidade de iniciar
uma resposta apoptética mesmo em células ATRA resistentes (35). Os primeiros
relatos da capacidade da fenretinida de inibir o desenvolvimento de tumores induzidos
por agentes quimicos foram demonstrados na década de 70 (36). Outros estudos
confirmaram o potencial quimioprotetor deste farmaco em modelos in vitro e in vivo.
O farmaco se mostrou superior ao ATRA na inibicdo da carcinogénese mamaria em
modelos animais (35) e reducéo da recorréncia do cancer de mama em mulheres na
pré-menopausa em ensaios clinicos de fase Ill, enquanto exibindo menor
hepatotoxicidade (37). Outra propriedade da fenretinida a torna especialmente atrativa
para a quimioprevencdo do cancer de mama: seu acumulo preferencial no tecido
mamario, especialmente por ser uma molécula lipofilica, cujo logP € de
aproximadamente 6,31 (22) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas da fenretinida.

Caracteristicas Fisico-Quimicas Fenretinida

Férmula Quimica CosHa3NO,
Peso 391.54 g/mol
Metabolismo CYP3A4
Acumulo no figado 0,8%
LogP 6,31
pKa 9,45
Solubilidade em Agua 0.00119 mg/mL |
Substrato de Pgp Nao |
Estudos T 25-27 horas _
DL50 2.1836 mol/kg

demonstraram que a fenretinida, cuja concentracdo necesséaria para reduzir o



crescimento populacional de células de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231, por
exemplo) € de 3 a 7,45 uM (35, 38, 39), tem sua acdo apoptoética resultante de
multiplos mecanismos, incluindo: (i) desregulacéo do ciclo celular, inibindo a fase G1
da célula tumoral (40); (ii) ligacdo, embora fraca, aos receptores RARs e RXRs
(Receptores de Retinoides X), de forma a ser um ligante regulador de transcrigao de
genes especificos para esses receptores, que medeiam processos de proliferacéo,
diferenciacdo e apoptose (41, 42); (iii) ativacdo de Caspase-3 e sua via (38); (iv)
supressdo da expressao de fator nuclear-kB (NF-kB), uma familia de proteinas
envolvida no desenvolvimento de tumores, e (v) inibicdo da expressao de IKK (IkBa
kinase), proteina essencial para a ativacdo de NF-kB — que regula a expressao de
genes cruciais para a proliferacdo e apoptose de células cancerigenas (43) —, sendo
demonstrado que a importancia de cada um desses mecanismos é tecido-especifica
(44). O farmaco também induz apoptose por elevar o nivel de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) (45), como por exemplo o perdxido de hidrogénio e superoxido e
gerar a ativacdo de vias da Caspase 3 (46, 47). A Figura 3 representa

esquematicamente alguns desses mecanismos.
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Figura 3. Vias de acdo da Fenretinida, esquematizando parte da via de apoptose induzida pelo
farmaco. Imagem de autoria prépria.

Atualmente, a fenretinida encontra-se em fase 3 de estudos clinicos para a
prevencédo do cancer de mama, tendo diminuido o risco de recorréncia tumoral, tanto
contralateral quanto ipsilateral (na mesma mama). A dose oral proposta pelos estudos

€ de 200 mg por dia, durante 5 anos, sendo reportados efeitos adversos severos como



a dificuldade de adaptacdo no escuro, pele seca, urticaria, nauseas, vomito, dermatite
e conjuntivite (34, 37, 48, 49).

Muito embora a fenretinida apresente um perfil de toxicidade menos severo
comparado ao ATRA, ela ainda causa varios efeitos adversos, que incluem uma
adaptacdo ao escuro diminuida (44), pele e mucosa secas, prurido, desconforto
gastrointestinal e alteracdo da superficie ocular (50). Alguns desses efeitos podem ser
atribuidos a sua conversdo em acido retinoico in vivo. Além disso, sua elevada
lipofilicidade resulta em baixa solubilidade em fluidos biologicos e baixa
biodisponibilidade, limitando assim, sua aplicacao principalmente por via oral (51).
Considerando a capacidade da fenretinida de se acumular no tecido mamario e a
necessidade de quantidades suficientes de farmaco apenas na mama para um efeito
quimioprotetor, propusemos uma administragéo sustentada e localizada de fenretinida
na mama através de sistemas biorresponsivos nanoestruturados formadores de
depdsito, de modo a favorecer ainda mais a eficacia local e reducdo de efeitos

adversos sistémicos.

Mais especificamente, 0 estudo objetiva o uso de formulac¢des precursoras fluidas,
formadoras de sistemas liquido-cristalinos nanoestruturados por meio de
administracdo subcutanea e absorcdo de agua tecidual, cuja obtencdo
economicamente viavel seja capaz de sustentar a liberacdo local da fenretinida,
eliminando efeitos adversos sistémicos a fim de aumentar a adeséo de pacientes a

prevencao dos tumores de mama.

1.3. Liberaciao sustentada e sistemas de liberacido liquido-
cristalino

Vem crescendo o interesse por formulagdes e vias de administracao que promovam
a localizacao/direcionamento de farmacos ao sitio alvo e contornem seus efeitos
adversos sistémicos, 0 que, na maioria das vezes, esta associado a baixa adeséo ao
tratamento (52-55). Além disso, a possibilidade de reducéo da frequéncia de dosagem
€ geralmente associada a melhoria da adesdo aos tratamentos, principalmente

cronicos.



Sistemas nanoestruturados estudados para promoc¢ao da liberacdo modificada
de fenretinida incluem microesferas, nanoparticulas, sistemas implantaveis e patches
para administracdo por via intramuscular, topica, oral e subcutanea (51, 56-61).
Apesar de seus beneficios, os sistemas particulados e os patches oferecem algumas
desvantagens, principalmente no que tange a sua obten¢do, uma vez que envolve
processos mais complexos em comparacao a sistemas convencionais, e multiplos
passos, 0 que geralmente acarreta aumento de custo e exige o emprego de
tecnologias especificas. Por outro lado, sistemas poliméricos implantaveis, também
Uteis para promocao da liberacdo sustentada de farmacos, geralmente requerem
procedimentos cirdrgicos para sua colocacao e, com frequéncia, para sua retirada (62,
63). Com base nesses fatos, faz-se necessario o desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas que permitam liberacao sustentada do farmaco por algumas semanas
enquanto permitindo uma facil administracdo, preferencialmente, auto-administracao.
Além disso, formulacdes capazes de oferecer mdltiplas taxas de liberacao frente a
pequenas modificagcdes na sua composicdo podem ser Uteis para a personalizacao
do tratamento de acordo com necessidades individuais, a0 mesmo tempo que
permitem ampliar a utilizacdo terapéutica do farmaco. Nenhuma das formulagdes de
liberacdo modificada estudadas previamente para a fenretinida permite estas

possibilidades.

Propomos aqui o desenvolvimento de formulac8es biorresponsivas para a liberacao
sustentada de fenretinida na mama, como esquematizado na Figura 4. Mais
especificamente, propomos o uso de formula¢gBes precursoras fluidas e isotrépicas
(microemulsdes) que, mediante administracdo subcutanea nas mamas e absorcao de
fluidos do tecido, sofram transformacédo in vivo em sistemas liquido-cristalinos
nanoestruturados do tipo lamelar. A via subcutanea é vantajosa por nao requerer
treinamento extensivo para administracdo, permitindo auto-administragdo ou

administragéao por familiares, de maneira similar ao que ocorre com a insulina (64).

Cristais liquidos séo caracterizados como estruturas intermediarias entre solidos e

liquidos, que possuem uma estrutura condensada e formam mesofases. Sistemas



termotropicos se formam de maneira dependente da temperatura, enquanto 0s

liotrépicos dependem da adi¢cédo de solventes (65).
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Figura 4. Esquema da formulac&o proposta paraliberac&o sustentada, formando fase hexagonal
in situ apés administragdo subcutanea. Fonte: imagem criada pela autora.

Dependendo do tipo de composto estrutural que origina o sistema, geralmente um
lipidio polar ou tensoativo, seu fator de empacotamento (P) — razdo entre volume da
cauda hidrofébica e area da cabeca polar multiplicada pelo tamanho da cauda —,
temperatura e teor de agua, diversos tipos de fases podem ser formados. Os tipos
mais comumente observados que se formam de acordo com a concentracdo de
tensoativo sao: lamelares, hexagonais e cubicas (66-68). Os lipidios mais comuns que
formam tais sistemas sdo: monoleato de glicerila (monoleina), o monolineato de

glicerila, fitantriol e fosfatidilcolinas (69, 70).

A B C

Figura 5. Representacédo esquemaética das fases liquido-cristalinas, sendo (A) fase lamelar, (B)
fase hexagonal, (C) fase cubica na visdo geométrica Pn3m. Fonte: imagem criada pela autora.

Fases lamelares sdo compostas por bicamadas paralelas e planas, formando uma

rede unidimensional, enquanto fases cubicas séo estruturas tridimensionais, com

simetria, e possuem uma dificil visualizagédo, conforme ilustrado na Figura 5 (71).

A fase hexagonal consiste em cilindros de micelas resultantes da auto-agregacao

de um composto estrutural, organizadas como um hexagono (72, 73). Dois tipos de



fases hexagonais podem ser observados: a fase reversa, na qual a 4gua e farmacos
hidrofilicos sdo encapsulados no interior dos cilindros da estrutura hexagonal, e a

normal, na qual a agua constitui a fase externa.

As vias de administracdo das mesofases liquido-cristalinas sao diversas;
entretanto, existem alguns pré-requisitos. Considerando que esses sistemas sdo
viscosos, sua administracéo parenteral pela via subcutanea, a via-foco desse projeto,
nao é viavel. Para isso, é necessario recorrer a precursores fluidos, que possuam
baixa viscosidade para ser injetado e, se transformem em fase liquido cristalina in situ

(69, 74). Para isso, propomos as microemulsoes.

Microemulsbes séo dispersdes isotropicas de dois liquidos ndo-misciveis usados
como como fase oleosa e polar, em combinagdo com um tensoativo. O diametro da
goticula normalmente varia até 150 nm (75, 76). Esse sistema é capaz de
compartimentalizar farmacos em seu interior, o qual possui caracteristicas fisico-
guimicas diferentes das do meio dispersante, melhorando a solubilizacéo de farmacos
(77). Isso € importante principalmente se considerada a elevada lipofilicidade da
fenretinida e a dificuldade de se encontrar solventes apolares considerados seguros
para aplicacdo farmacéutica (78). Além disso, 0 uso da microemulsdo como
formulacdo precursora oferece outras vantagens, entre elas podemos citar: baixo
custo e variedade de componentes disponiveis para preparacdo, facilidade de
obtencdo, viscosidade ajustavel, o que facilita sua administracdo parenteral, e

estabilidade termodinamica (79).

1.4. Formulac¢ao proposta e seu design

Aqui propomos o desenvolvimento de microemulsfes fluidas, passiveis de
administracdo subcutanea e capazes de transformarem-se em fase lamelar mediante
absorcdo de agua in vivo, de forma que (i) seja formado rapidamente, mediante
absorcdo de pequenas quantidades de agua, (i) permita formacédo de um depdsito
localizado que resista por semanas, possibilitando reduzir a frequéncia de
administracao, (iii) seja formado a partir de componentes seguros e biocompativeis,
de modo a nao causar irritacdo local e (iv) seja capaz de tratar, in vivo, eventuais

células tumorais e também de impedir o desenvolvimento do tumor.



Com base nesses requisitos, avaliamos a monoleina e fosfatidilcolina como lipidios
estruturais visando a formacgéo do sistema (80). Quanto a microemulséo precursora,
foi proposto um sistema ndo aquoso, no qual o propilenoglicol seja incorporado como
modulador de viscosidade e fase polar em substituicdo a 4gua (81). Sabendo que a
adgua desencadeia a transicdo de fases das microemulsdes para géis, algumas vezes
em baixas concentracdes, a possibilidade de obtencéo de sistemas sem agua permite
explorar melhor varia¢cdes na concentracdo dos componentes estruturais. Em estudos
prévios, demonstramos que a liberacdo de farmacos a partir de sistemas liquido-
cristalinos pode ser alterada de acordo com a concentracéo de propilenoglicol (81) o
gue pode ser util considerando que formulacfes capazes de oferecer multiplas taxas
de liberacdo frente a pequenas modificacbes na sua composicdo permitem a
personalizacéo do tratamento de acordo com necessidades individuais. Além disso,
devido a sua miscibilidade com &gua, o propilenoglicol permite a incorporacéo de agua
e transformacéo de fases como almejado neste trabalho (81).

Como fase oleosa, foi proposto o uso de tricaprilina ja que ela é capaz de dissolver
maiores quantidades de farmacos em comparagdo a monocaprilina por exemplo, é
imiscivel com propilenoglicol e também foi mostrado seu perfil de seguranca por seu
uso em cosméticos, e como veiculo de farmacos como cetoprofeno e benzopireno em

formulacdes farmacolégicas (82).



2. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram tecer as conclusdes especificadas abaixo:

- As formulagbes selecionadas (compostas por tricaprilina, fosfatidilcolina e
propilenoglicol com ou sem monoleina) 1:1-20%, 1:1-30% e 9:1-50% apresentaram

diametro compativel com microemulséo.

- As microemulsdes precursoras apresentaram comportamento reoldgico
Newtoniano, enquanto 0s géis apresentaram comportamento pseudo-plastico. Houve
formacdo de fase liquido cristalina para todos os sistemas adicionando-se a partir de
1% de &gua livre, sendo que a cinética de intumescimento seguiu a cinética de
segunda ordem para os sistemas 1:1 e Higuchi para o sistema 9:1. A liberacdo do
farmaco se deu de forma sustentada, tendo sido liberada 30% de fenretinida em 9 dias

a partir da formulacéo 9:1-50%.

- Embora as formulacdes 1:1-30% e 9:1-50% tenham sido capazes de modificar a
liberacdo do marcador fluorescente Alexa Fluor 647, a primeira causou a formacao de

uma capsula fiborosa com contetdo de células inflamatérias no animal.

- Nos estudos de citotoxicidade em modelo 2D, a formulagdo 9:1-50% foi mais
eficaz em reduzir a viabilidade celular das linhagens MCF-7 e T47D, e por isso foi
selecionada para os estudos subsequentes. Em modelo 3D, a formulacéo também se
mostrou eficaz ao reduzir a viabilidade de esferoides quando utilizada na
concentracéo equivalente ao ICso do farmaco na formulacao (determinada em cultura

de células em monocamada).

- O sistema também mostrou seu potencial ao ser capaz de reduzir o numero de
tumores formados em modelo animal de carcinogénese induzida quimicamente, além
de ter sido demonstrado seu potencial de depdsito na mama modificando a liberacéo

de fenretinida.

Por fim, estes resultados demonstram que esta nova formulacdo apresenta
potencial como uma possivel estratégia para a quimioprevencao e tratamento de

lesBes iniciais/precursoras do cancer de mama.
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