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RESUMO

Nunes, JR. Avaliacdo de nanoemulsdes para administracdo topico-transdérmica de
fenretinida como estratégia para prevencao farmacolégica e tratamento adjuvante do
cancer de mama [Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)] — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

A fim de contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias farmacoldgicas
localizadas para prevengao do desenvolvimento e recorréncia e tratamento adjuvante
do cancer de mama, foi proposto neste trabalho o desenvolvimento e avaliagao de
nanoemulsdes (NE) topicas para veiculacdo do retindide fenretinida na pele das
mamas. O monoterpeno limoneno foi incorporado a nanoemulsdo com o duplo
objetivo de atuar como promotor de absorgdo e potencializador da citotoxicidade.
Avaliou-se a influéncia do tipo de lipideo liquido usado como fase oleosa (miristato de
isopropila ou tricaprilina) e a concentracdo de terpeno (1-5% m/m) sobre as
caracteristicas fisico-quimicas do sistema. De maneira geral, todas as NE
apresentaram goticulas com didametro inferior a 200 nm, PDI abaixo de 0,2 e potencial
zeta anidnico (aproximadamente -10 mV). Os diametros das goticulas foram
semelhantes independentemente do lipideo utilizado como fase oleosa. Com o
aumento da concentracdo de limoneno, houve uma tendéncia de redugéo de didmetro
com ambas as fases oleosas. As NEs se mostraram nao irritantes no modelo HET-
CAM, independentemente da concentragcdo de limoneno, entretanto, apenas os
sistemas contendo miristato de isopropila e limoneno a 1 e 2,5% se mostraram
estaveis por 6 meses, além de permitirem incorporagcdo da fenretinida a 1%. A
penetracao da fenretinida na pele aumentou em fungao do tempo de tratamento e da
concentragéo de limoneno, sendo que a 2,5% do terpeno, maiores quantidades do
farmaco foram observadas nas camadas viaveis da pele (5,8 vezes comparado a
solugéo controle apds 12 h). A combinacgao de fenretinida com limoneno aumentou a
citotoxicidade do farmaco comparado a nanoemulsdo sem limoneno (reduzindo
valores de ICso em 2 a 4 vezes), contudo houve pouca diferenga comparado a solugao
do farmaco. Além disso, a NE com limoneno e fenretinida foi capaz de diminuir
significantemente (2 vezes, comparado a formulagdo sem farmaco) a migracao de

células tumorais, demonstrando seu potencial para os objetivos propostos.

Palavras chaves: cancer de mama, quimioprevencao, nanoemulsio, fenretinida,

tépico, transdérmico.



ABSTRACT

Nunes, JR - Evaluation of nanoemulsions for local topical-transdermal administration
of fenretinide for pharmacological prevention and adjuvant therapy for breast cancer
[Dissertation (Master’s thesis in Pharmacology)] — Institute of Biomedical Sciences,
University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

To contribute to the development of new local pharmacological strategies for
prevention and adjuvant treatment of breast cancer, nanoemulsions (NE) were studied
for topical-transdermal delivery of the retinoid fenretinide to the breast skin. The
monoterpene limonene was incorporated with the dual role of enhancing penetration
and cytotoxicity. The influence of the type of liquid lipid used as oil phase and
concentration of limonene on the physicochemical properties of the nanoemulsion
were studied. All nanoemulsions displayed a diameter bellow 200 nm, low
polidispersity (PDI<0.2) and anionic zeta potential (approximately -10 mV). Higher
terpene concentrations showed a tendency to reduce diameter. The nanoemulsions
did not show signs of local irritation in the HET-CAM model, regardless of limonene
concentration. However, only the systems containing isopropyl myristate with limonene
at 1 and 2.5% remained stable for 6 months, and enabled fenretinide incorporation at
1%. The skin penetration of fenretinide, assessed in Franz diffusion cells and porcine
ear skin, increased with time and limonene concentration, with 2.5% of limonene
providing higher quantities of the drug in viable layers of the skin (5.8-fold compared
to the control solution at 12 h). Additionally, the combination of limonene and fenretinide
resulted in an increased drug cytotoxicity compared with the nanoemulsion without
limonene (a decrease in 2 to 4-fold ICs0 values). However, few differences are shown
compared to the drug solution. The NE with limonene and fenretinide was also capable
of significantly reduce breast cancer cells migration (in 2-fold compare with the NE with

limonene without drug), confirming its potential applicability for the proposed aims.

Key words: breast cancer, chemoprevention, nanoemulsion, fenretinide, topical

administration, skin penetration.



1 INTRODUGAO

O cancer de mama ¢é o tipo de cancer mais incidente entre as mulheres ',
dispondo de demasiada importancia clinica. De acordo com o GLOBOCAN, no ano
de 2020 foram 2,2 milhdes de mulheres diagnosticadas, sendo que 684.996 vieram a
obito, e considerando os diagndsticos realizados no periodo de 2015 a 2020, estimou-
se que 7,8 milhdes de mulheres viviam com esta neoplasia em todo o mundo 2. Para
o ano de 2040 estima-se que havera 3 milhdes de novos diagndsticos por ano e 1
milhdo de dbitos em todo o mundo em decorréncia da doenga 23. Esta neoplasia
corresponde a principal causa de morte por cancer em mulheres . No Brasil, o
Instituto Nacional de Cancer (INCA), estimou que no ano de 2020 ocorreram 66.280
novos casos, representando 43,74 casos por 100.000 mulheres °; em homens, a
incidéncia de cancer de mama € considerada rara, abrangendo <1% dos casos de

canceres diagnosticados em homens em todo o mundo &-7.

O cancer de mama possui alta heterogeneidade & e alguns fatores podem ser
considerados de risco por aumentarem as chances para o desenvolvimento desta
neoplasia. Esses fatores podem ser divididos em intrinsecos e extrinsecos.
Compreendem fatores intrinsecos: fatores genéticos (historico familiar), lesdes pré-
tumorais na mama, idade e fatores reprodutivos (menarca de inicio antecipado,
menopausa de inicio tardio, nuliparidade ou concepgao do primeiro filho apds os 30
anos) %101 Os fatores extrinsecos estdo relacionados ao estilo de vida, tais como o
alto consumo de alcool, baixa pratica de exercicios fisicos, obesidade e a utilizacéo
de terapia hormonal com progesterona e estrogénio °. De acordo com a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), o controle dos fatores extrinsecos reduz em cerca de 30%

a chance do desenvolvimento da doencga 2.

Além de apresentar alta incidéncia, a doenca €& bastante heterogénea,
apresentando diversas formas e subtipos. Na classificacdo do cancer de mama sao
considerados diversos fatores, tais como: caracteristicas histolégicas, grau de
diferenciagao celular, proliferagédo, caracteristicas morfolégicas relacionadas com sua
origem e o tipo de células afetadas '%'314. Sdo comumente categorizados em
carcinoma in situ e carcinoma invasivo ou infiltrado '4; entretanto ha diversos
subgrupos e a OMS reconhece a existéncia de pelo menos 18 tipos de cancer de

mama invasivo 3.



Clinicamente, o cancer de mama pode ser caracterizado de acordo com
propriedades imuno-histoquimicas, ou seja, a partir da identificacdo da expressao de
receptores de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e o fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER2) 516, No geral, os tumores RE positivos sdo mais
comuns, apresentam menor tamanho, sem acometimento dos linfonodos quando
comparados aos tumores RE negativos 7, além de possuirem a expressédo de RP

dependente da expressdo de RE 819,

Mutacgdes no oncogene ERBB2 (Erythroblastosis oncogene B), responsavel por
codificar o receptor de tirosina quinase HER2, resulta em amplificacdo do oncogene e
expressao exacerbada desses receptores na superficie celular, o que acarreta a
ativacdo das vias de sinalizagdo envolvidas e aumento da proliferagdo celular,
angiogénese e invasividade tumoral ?°. Sendo a expressio exacerbada de HER2

presente em 15-20% dos casos de cancer de mama -2,

A auséncia de receptores hormonais (RP e RE) e do oncogene HER2
caracteriza um tipo de tumor mais agressivo: o cancer de mama triplo negativo 23. Este
tipo de neoplasia acomete principalmente mulheres na pré-menopausa, com até 40
anos %4, sendo frequentemente associado a mutagédo ou deplegdo dos genes TP53,
RB1, BRCA1 e PIK3CA 2. Estima-se que 15-20% dos casos de cénceres invasivos
de mama correspondem ao tipo triplo negativo 26, o qual geralmente se qualifica com
um pior progndéstico, comportamento clinicamente agressivo, com alto risco de
metastases em sitios proximos e/ou distantes e maior chance de 6bito em 5 anos apds

o diagndstico inicial 2°.

A despeito da sua alta incidéncia, ha poucas estratégias com o intuito de
prevenir o desenvolvimento de cancer de mama em pacientes considerados de alto
risco, além de prevenir sua reincidéncia. Geralmente, pacientes com risco aumentado
de desenvolverem esta neoplasia apresentam os seguintes fatores de risco: (i)
histérico familiar, que pode dobrar as chances de uma mulher desenvolver cancer de
mama caso haja um histérico familiar de primeiro grau (mae, irma e/ou filha) 0, (ii)
mutacdes no gene BRCA1 e BRCA2, que aumentam as chances em 55-65% de
desenvolvimento da doenga ao longo de sua vida #/, (iii) elevada densidade do tecido
mamario, evidenciada nos exames de mamografia '°, e (iv) histérico de hiperplasias

atipicas, hiperplasia ductal ou o carcinoma lobular in situ 2.



Considerando as abordagens disponiveis, pacientes com alto risco de
desenvolvimento/reincidéncia do cancer de mama possuem algumas opg¢dées com o
intuito de prevenir o desenvolvimento e evolugdo da doenga, como cirurgia, tratamento
farmacoldgico e mudangas no estilo de vida 2. Dentre as opgdes ndo farmacoldgicas
utilizadas para a prevengao do cancer de mama destaca-se a mastectomia profilatica
bilateral. No entanto, esta abordagem é considerada muito invasiva, além de uma
alternativa drastica com implicagbes na autoestima e saldde mental da paciente 2°.
Alguns estudos ainda sugerem que a cirurgia pode diminuir, mas ndo eliminar o risco
do desenvolvimento do tumor; sendo assim, alguns pacientes podem nao

experimentar beneficios a longo prazo 3°-31.

Abordado pela primeira vez por Sporn et al. 32, o tratamento farmacoldgico com
o intuito de prevenir/reverter o desenvolvimento do cancer de mama e/ou reduzir o
risco de recorréncias da doenga € conhecido como quimioprevencado. Contudo, a
aplicacado da quimioprevengao ainda se trata de um desafio, possuindo barreiras de
aceitagdo com médicos, pacientes e o sistema de salde 3. As classes farmacoldgicas
mais empregadas para a prevencado do desenvolvimento do cancer de mama em
pacientes de alto risco, além de reduzir o risco de recorréncias (quando ndo ha o
acometimento de linfonodos 24), sdo os moduladores seletivos de estrogénio, como o
tamoxifeno, e inibidores da aromatase, como anastrozol 3°. Estes sdo administrados
por via oral e aplicaveis a pacientes cujo tumor apresenta expressao de receptor de
estrégeno. Ambas as classes de farmacos sdo mais conhecidas pelo uso como terapia
adjuvante (auxiliando na prevencao de recorréncias), apds remogao cirurgica e
radioterapia, devendo ser administrados por periodo de 5 a 10 anos 36. E descrito que
0 uso adjuvante de tamoxifeno por via oral por 5-10 anos reduz em 50% o risco de

cancer de mama contralateral 7.

Moduladores do receptor de estrdgeno, como o tamoxifeno, constituem a
primeira escolha de farmaco em mulheres em fase pré-menopausa, e atuam inibindo
competitivamente a ligacdo do estrogénio em seus receptores 3 gerando um bloqueio
da atividade transcricional dos RE 3°. Como consequéncia, modulam a expresséo de
genes controlados por estrogénio, como fatores de crescimento (incluindo o fator de
crescimento transformador, TGF-a) %° e fatores angiogénicos secretados pelo tumor
para estimulagdo de seu crescimento autocrino ou paracrino 4!, o que promove uma

desaceleracao na proliferagcao celular. Além disso, sdo descritos mecanismos nao



dependentes dos receptores de estrégeno como a modulagdo de TGF-B, proteina
quinase C e a via da MAP quinase %°. Por 50 anos, o tamoxifeno foi considerado
padrdo ouro para o tratamento adjuvante de cancer de mama RE positivo %, e a
escolha desta classe farmacolégica advém da literatura bem estabelecida que
evidencia beneficios do bloqueio da sinalizagédo de estrégeno na incidéncia do cancer

de mama 4344,

Os inibidores da aromatase sao utilizados em mulheres pdés menopausa, uma
vez que a enzima aromatase é a principal produtora de estrégeno %°, esta enzima esta
presente no tecido do ovario, adiposo, mamario e no musculo 4546, Em mulheres pés
menopausa, a produgdo de estrégeno ocorrera principalmente pelas enzimas
presentes no tecido periférico, como o tecido adiposo #°. Os inibidores da aromatase
podem ser antagonistas competitivos #¢ ou atuarem como inibidores irreversiveis da
enzima 4’ e tais interagdes variam de acordo com a estrutura quimica dos compostos
46-47 Ao interagirem com a aromatase, esta classe farmacologica atua inibindo a

conversdo de andrégeno a estrogeno 48,

Porém, o uso oral dessas moléculas é associado a graves efeitos adversos
sistémicos, que incluem o risco do desenvolvimento do cancer endometrial, derrame,
embolia pulmonar e trombose 4°-%°. Esses efeitos, associados as dificuldades de
estimar o risco de desenvolvimento da doenga com precisdo e a auséncia de
aconselhamento individualizado para estimular pacientes a aderirem a estratégias de

quimioprevencgao, limitam a aceitagdo e adesdo a essa estratégia 5'.

Um estudo realizado utilizando tamoxifeno e raloxifeno por Roche et al.%’!
evidencia a problematica pela aceitagdo da quimioprevengdo. Em um grupo de 387
mulheres elegiveis para a quimioprevengao, 187 (48%) nao aceitaram fazer parte do
estudo, relatando baixo interesse em usar a medicacdo ou medo dos efeitos adversos
associados. Similar a esses achados, Roetzheim et al. %2, iniciaram um estudo com
219 pacientes elegiveis a quimioprevengao, mas 45,6% (101 mulheres) nao aceitaram
participar do estudo, enquanto 49% (58 mulheres) que incialmente aceitaram
participar, ndo deram continuidade ou interromperam o tratamento devido aos efeitos
adversos. Juntamente, a idade esta relacionada a aceitagao da terapéutica, uma vez
que mulheres mais velhas parecem estar mais suscetiveis a tratamentos com terapia

enddcrina 3.



Assim, fica claro que a decisdo de aderir a quimioprevengao € complexa,
depende de multiplos fatores demograficos e do entendimento de pacientes sobre a
gravidade da doenga 3'. Além disso, moduladores de estrégeno s6 podem ser
utilizados em pacientes com RE positivo, e tumores com este fenétipo usualmente nao
apresentam um mau prognostico ou elevada taxa de mortalidade prematura. Assim,
embora tal abordagem apresente objetivo valido em termos de redug¢ao de sobrecarga
para o sistema de saude, mulheres e suas familias 28, ndo contempla outros pacientes

cujos tumores nao expressem RE.

Esse cenario demonstra a caréncia e a necessidade de desenvolvimento de
novas estratégias farmacoldgicas eficazes, seguras e bem aceitas que possam ser
utilizadas para prevencéo farmacolégica do cancer de mama na populagédo de alto
risco independente da expressdo de receptores hormonais, como tratamento
adjuvante pds-cirurgia e reducdo do risco de recorréncia em mulheres que ja
apresentaram a doencga. Este trabalho tem por objetivo contribuir com o

desenvolvimento destas estratégias.

Considerando que quantidades suficientes de farmacos seriam necessarias
apenas na mama para reverter o processo de carcinogénese mamaria, que o tecido
mamario € localizado logo abaixo da pele e, portanto, tem acesso mais facil
comparado a outros tecidos, a administracao de farmacos na pele das mamas pode
representar uma estratégia de boa aceitacao, eficacia e seguranca para pacientes de
alto risco que sejam elegiveis para a quimioprevengao e como tratamento adjuvante
pos-cirurgico para evitar a reincidéncia do cancer de mama. Com base nesse
contexto, o presente trabalho propde o desenvolvimento de nanoemulsbes para

administragao topico-transdérmica na pele das mamas do retinoide fenretinida.

1.1 Fenretinida e cadncer de mama

Dentre as opg¢des farmacoldgicas para prevenir o desenvolvimento do cancer
estdo os retinoides naturais e sintéticos, derivados da vitamina A, que demonstram
um papel crucial na diferenciagédo celular e tecidual 5. Sua capacidade de inibir a
carcinogénese tém os tornado agentes quimiopreventivos de interesse em diversos

estudos clinicos e pré-clinicos 95-56-57-58



Entre os retinoides, destaca-se a fenretinida ou N-(4-Hidroxifenil) retinamida/4-
HPR %° um retinoide sintético analogo do acido retinoico, que desde seu
desenvolvimento em 1960 pela R. W. Johnson Pharmaceuticals nao foi aprovado para
uso em decorréncia principalmente da baixa biodisponibilidade devido a alta

lipofilicidade. A tabela 1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas da molécula.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da fenretinida .

Estrutura Quimica

Fenretinida (N-(4-Hidroxifenil) \/ L Wi f\”f“”
retinamida/4-HPR) [/jﬁ“‘” i
Peso Molecular 391,3
LogP 5,8
Solubilidade em Agua (25° C) (2,71 x10* g/L)

Os retinoides desempenham um papel essencial na diferenciagao celular e
tecidual devido a sua capacidade de ativar ou reprimir genes especificos através da
dimerizagao induzida por ligantes de seus receptores nucleares (RARs e RXRs) e,
consequentemente, suprimir o desenvolvimento tumoral 8'. Entretanto, apesar de ser
descrita uma agao da fenretinida em induzir apoptose, seu efeito parece ndao depender
exclusivamente de sua interacdo com RARs. A fenretinida induz a geragdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e produgdo de oxido nitrico ¢!, o aumento do
nivel de ceramidas % e a ativagdo da via das caspases ©3, eventos associados a
apoptose 264 Também s&o descritos outros mecanismos promovidos pela fenretinida
ligados ao aumento da expresséo da fragdo RAR- e capacidade de afetar diversas
vias de transdugédo, como as vias do TGF—B % e IGF %4, contudo o mecanismo de agéo

ainda nao parece ter sido completamente elucidado.

A fenretinida se mostra relevante como uma nova opg¢ao para os objetivos aqui
propostos por duas razdes. A primeira é o fato de seus efeitos ndo envolverem a
interacéo com receptores hormonais, ou seja, seu uso para prevencao da doenga nao

estaria limitado a tumores que expressam ER ou PR. A segunda razao é que ela e seu



principal metabolito o N-(4-methoxifenil)retinamida (4-MPR) mostraram seletividade
em se acumular no tecido mamario humano %4. Isso é evidenciado em estudos, no
qual a concentragéo de 4-MPR foi 5 vezes maior no tecido mamario do que no plasma
em doses de 200 mg/dia %566, Esse acumulo pode ser justificado pela lipofilicidade
ainda maior do metabdlito quando comparado a fenretinida ¢, o que propicia seu
depdsito em tecidos ricos em gordura, como a mama. Contudo, o mecanismo

envolvido no acumulo ainda ndo esta totalmente elucidado °.

Diversos estudos clinicos foram conduzidos com a fenretinida para
quimioprevengao, nos quais ela foi administrada por via oral em concentragdes de
100-300 mg diarias °*. Porém, por esta via, a fenretinida possui baixa absorgdo e
biodisponilidade e, para aumentar sua concentragao plasmatica, foram necessarias
varias administragdes ao dia ou a utilizagdo de capsulas muito grandes 7. A despeito
desses problemas, a molécula demonstrou eficacia em estudos em mulheres. Um
estudo clinico conduzido por Veronesi et al.?® mostrou que a administracdo oral de
200 mg diarias de fenretinida em mulheres por 5 anos reduziu em 17% a reincidéncia
do tumor. Quando esses dados foram analisados de acordo com a idade, em mulheres
na pré-menopausa, foi observada uma redugao de 38% da incidéncia tumoral 15 anos
apods o tratamento. Aidade de inicio do tratamento parece relevante, sendo observada
reducdo em 50% do risco de desenvolvimento da neoplasia em mulheres com 40 anos
ou menos %°. Além disso, a fenretinida foi descrita como um agente protetor também
contra o desenvolvimento do cancer de ovario e a reincidéncia de tumor mamario em

mulheres que foram tratadas para prevengéo ou no inicio de lesdes tumorais °.

Apesar da administragdo oral ser considerada uma via de administragao
confortavel e conveniente para a administragdo de farmacos 7', em diversos estudos,
a baixa eficacia de agentes quimiopreventivos em modelos pré-clinicos e clinicos é
resultado de baixa biodisponibilidade, o que acarreta em aumento das doses para
promover o efeito terapéutico 72. Ainda que a administragdo por via intravenosa da
fenretinida culmine em um aumento de sua concentragdo plasmatica 73, esta via
apresenta baixa aceitacdo em geral e requer profissionais treinados, tornando-a
menos atrativa como uma alternativa para a quimioprevencao. Além disso, a
administracao intravenosa, assim como a oral, resulta em exposi¢ao sistémica, ou
seja, todo o organismo é exposto a efeitos desejados e indesejados dos farmacos,
resultando no aparecimento de efeitos adversos, como a diminuicao da adaptabilidade



ao escuro %', pele e mucosa secas, pruridos, urticaria, desconforto gastrointestinal e

alteragéo na superficie ocular 7.

Assim, tornam-se evidente as vantagens da utilizagdo de vias alternativas que
permitam a localizagao de fenretinida no tecido mamario. Considerando que a pele é
de facil acesso e que o tecido mamario é localizado logo abaixo do cuténeo, a
administracdo da fenretinida na pele por meio da terapia topico-transdérmica se

apresenta como uma estratégia promissora.

1.2 Terapia topico-transdérmica

Com a terapia topico-transdérmica (TTT), € almejado o aumento da penetragao
cutanea profunda do farmaco de modo que ele seja capaz de se difundir até o tecido
mamario, a fim de maximizar as quantidades de farmacos no seu alvo. Porém, é
impossivel prevenir totalmente a permeacgao e absorcao transdérmica de uma fragao
da dose administrada na pele. Estima-se que parte da dose absorvida consiga
alcangar/retornar ao tecido mamario por meio da circulagdo, contribuindo para

aumentar a quantidade de farmaco que chega ao tecido mamario.

Essa abordagem torna-se mais interessante se considerarmos algumas
caracteristicas do tecido mamario que parecem favorecer que compostos aplicados
na pele das mamas permanegam no tecido mamario, especialmente aqueles de baixa
hidrofilicidade. Essas caracteristicas incluem a origem embrionaria da mama como
apéndice da pele "°, presenca de circulagao linfatica interna bem desenvolvida, de
tecido subcutaneo e envelope adiposo 7®. Considerando a vasta area de superficie, a
pele é acessivel, sendo uma excelente candidata a eleicdo para administracdo de
farmacos 7. Além destas propriedades, essa via torna-se especialmente interessante
para a fenretinida que, como descrito anteriormente, apresenta retengcao no tecido

mamario favorecida 4.

Estudos anteriores mostram que farmacos aplicado na pele das mamas
apresentaram concentragcdes plasmaticas inferiores comparadas as obtidas apods
administragao oral 78,0 que nos permite inferir um menor nimero de efeitos adversos
devido a uma menor exposicao sistémica de farmacos. Para exemplificar, um estudo

randomizado, duplo-cego, no qual foi comparado tamoxifeno oral com gel



transdérmico de 4-hidroxitamoxifeno (um metabdlito ativo do tamoxifeno) em mulheres
com carcinoma ductal in situ, demonstrou que o efeito antiproliferativo do gel aplicado
na pele da mama foi semelhante ao do tamoxifeno oral, mas os efeitos indesejados
nos parametros enddcrinos e de coagulagéo foram reduzidos 7°. Concentragdes mais
elevadas de diclofenaco também foram observadas no tecido mamario quando
aplicado topicamente na pele da mama em comparagado com sua administragcéo na
pele abdominal, enquanto as concentragdes plasmaticas do farmaco foram menores

quando comparado a via oral .

Um outro estudo pré-clinico conduzidos por Lee et al. 8 demonstrou vantagens
da aplicagado transdérmica de compostos quando comparado a outras vias de
administracao locais, como a administragdo subcutanea. Com a administragcédo de géis
transdérmicos foi possivel alcancar concentragdes 3-26 vezes maiores no tecido
mamario de acordo com sua regiao de aplicagdo comparado a administragcéo pela via
subcuténea, além de obter concentragdes plasmaticas similares entre os grupos.
Farmacos como diclofenaco &°, acetato de telapristona 8', bexaroteno 82 e paclitaxel
83 ja foram estudados para sua administragdo topica e transdérmica em estudos

clinicos e preé-clinicos.

Com o emprego da TTT, evita-se ainda o rapido metabolismo hepatico (efeito
de primeira passagem) ao qual alguns compostos estdo sujeitos. Esta abordagem
consiste em uma via nao invasiva, autoadministravel e sem dispositivos caros para
aplicagao, tornando-a amplamente aplicavel e podendo aumentar a aceitagao para

promogé&o da quimioprevengao por mulheres 80,

Contudo, a principal dificuldade de aplicagdo da TTT se da pela fungao barreira
da pele. A pele humana é composta por 2 camadas distintas: a epiderme e a derme,
sendo que cada camada possui diferentes propriedades, adicionando funcionalidade
geral ao orgéo 8. A epiderme é avascular, possuindo uma estrutura multilamelar que
representa diferentes niveis de diferenciacao celular. Sua camada mais superficial &
conhecida como estrato cérneo, sendo composto por cornedcitos (células
queratinizadas densas e funcionalmente sem viabilidade) rodeados por bicamadas

lipidicas multilamelares, correspondendo de 10-20 um da epiderme 85,
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Figura 1 - Esquematizacao da estrutura da pele com énfase a epiderme e estrato cérneo.

Fonte: Figura criada com elementos disponibilizado em “dermatology” de Servier Medical Art by Servier,

licenga Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. (Feito pela autora)

O estrato cérneo possui como principal propriedade a fungcéo barreira, e essa
propriedade se deve a composicado e arranjo estrutural formado pela matriz lipidica
intercelular e o envelope lipidico que envolve as células, formando um modelo de tijolo
(cornedcitos) e argamassa (matriz lipidica) 8%-%. A epiderme viavel apresenta um teor
de agua mais elevado que o estrato corneo, sendo responsavel pela geracdo das

células que constituirdo o estrato cérneo &7.

Substancias absorvidas por meio da pele atingem a corrente sanguinea por
meio de capilares localizados na derme e a penetracao através da epiderme pode se
dar por 3 vias principais: transcelular, intercelular ou através de apéndices cutaneos,
na qual o composto se difunde por foliculos e glandulas sudoriparas que cruzam toda
a epiderme 889, Na via transcelular, o farmaco atravessa os cornedcitos e a matriz
lipidica, alternando ambientes polares e apolares, enquanto na via intercelular, ha o
transporte dos compostos entre os cornedcitos, isto é, pela matriz lipidica apenas.
Assim, em ambas as vias, a substancia permeante devera difundir-se, em algum
momento, através da matriz intercelular lipidica, que hoje é reconhecida como o
principal determinante na taxa de transporte cutaneo 5. Assim, a principal barreira a
ser superada por farmacos para atingir camadas viaveis da pele € a camada mais
externa, o estrato cérneo, embora toda a epiderme tenha papel importante como

barreira 8.



Se considerarmos as caracteristicas fisico-quimicas da molécula de fenretinida
apresentadas na Tabela 1, é possivel verificar que embora ela ndo tenha elevado peso
molecular, apresenta alta lipofilicidade, o que dificulta sua penetragédo cutanea °0-91,
Assim, para vencer a barreira imposta pelo estrato cérneo e garantir que ela se difunda
pela pele, é importante utilizar-se de estratégias de promogao da penetragéo, dentre

as quais os sistemas nanoestruturados apresentam-se como uma alternativa viavel.

1.3 Nanoemulsoées

Para veiculacédo do farmaco e promocao da TTT, visamos ao desenvolvimento
de nanoemulsdes, um sistema de goticulas coloidais dispersas, com tamanho até
cerca de 500 nm 2, em que dois liquidos imisciveis sdo misturados formando um
sistema de unica fase por meio de um agente emulsificante. Atuam como carreadores
de farmacos, mas nao possuem estabilidade termodinamica e, por isso, podem sofrer
separagcdo de fases ao longo do tempo, embora, em geral, apresentem boa
estabilidade cinética %3. Para sua produgao, geralmente s&o utilizados métodos de alta
energia, promovendo a emulsificagao entre as fases e formando goticulas na faixa

nanomeétrica 9.

Os principais atrativos da nanoemulsdo sao sua facilidade de producao, alta
capacidade de encapsulagao de farmacos lipofilicos, aumento da biodisponibilidade
(principalmente quando consideradas outras vias de administragdo sistémicas) e
protecdo do farmaco de fatores que possam induzir sua degradacao, além de ser
passivel de administragdo por multiplas vias como oral, intravenosa, ocular, nasal, e
no caso deste trabalho, tdpica 9997 Além disso, a nanoemulsdo pode auxiliar na
solubilizagéo e veiculagdo de farmacos com baixa solubilidade em agua em sistemas
aquosos . Como a fenretinida é um farmaco extremamente lipofilico (com log P
superior a 5), o emprego de nanoemulsdes pode permitir a dispersdo do farmaco em
um ambiente aquoso e a incorporagao de maiores quantidades comparado a outras
formulagdes ricas em agua (como géis), uma vez que nanoemulsdes sao conhecidas
por sua capacidade de solubilizar farmacos lipofilicos 893, O sistema de
nanoemulsdes possui goticulas de pequeno tamanho com maior area de superficie,
proporcionando maior superficie de transferéncia de farmacos, o que geralmente é

associado com maior transporte através de barreiras biolégicas. Além disso,



nanoemulsées podem ser formuladas para compor diferentes tipos de formas

farmacéuticas finais como espumas, liquidos, sprays e géis .

Para exempilificar, a incorporagao e veiculagcado cutanea de farmacos lipofilicos,
estudos conduzidos por Shakeel et al. ®® demonstraram que nanoemulsdes sio
capazes de incorporar o celecoxibe (farmaco lipofilico com baixa solubilidade %) e
promover aumento na sua penetracdo na pele de murinos. Nanoemulsdes foram
recentemente desenvolvidas para administracado intraductal de ceramidas, com boa
biocompatibilidade e capacidade de prolongar a retengdo do farmaco no tecido
mamario %', Quimioterapicos como tamoxifeno, paclitaxel e dacarbazina vém sendo
encapsulados em nanoemulsdes para aumentar sua citotoxicidade, diminuir efeitos

adversos e a resisténcia a multiplos farmacos %.

Na constituicdo da nanoemulsao incluimos o monoterpeno limoneno, que além
de ser um conhecido promotor de penetracdo 92, teve sua agédo quimioterapica e
quimiopreventiva demonstrada em estudos anteriores '°-1%, Em modelos animais, o
limoneno mostrou-se capaz de inibir ou diminuir a taxa de crescimento de tumores do

tipo linfoma, mamario, gastrico, hepatico, pulmonar e de prdstata 1%,

Tabela 2 - Caracteristicas da estrutura do monoterpeno limoneno 201,

Limoneno

Estrutura quimica

Caracteristicas estruturais do limoneno

Monoterpeno monociclico encontrado em abundancia na casca de frutas
citricas, em sua estrutura possui um centro quiral, sendo um ativo 6tico com

dois existentes enantidbmeros, (R)/(S) — limoneno.

O limoneno e seus metabdlitos, como o alcool perilico, demonstram notaveis
efeitos bioquimicos como agentes antitumorais. Esses compostos sdo capazes de
induzir apoptose por meio do aumento da expressio de fatores pré-apoptéticos 1.

Estudos demonstram que o limoneno, administrado localmente em modelo murino de



cancer de pele, foi capaz de inibir a via de sinalizagdo Ras-ERK, a inflamagao e o
estresse oxidativo celular '°. Em modelos de carcinogénese mamaria em ratos, o
limoneno demonstrou efeito de regressédo tumoral associado ao aumento do receptor
de fator de crescimento de insulina Il (IGF-2) e TGF-B '°7. Tais mudangas levaram a
parada de ciclo celular na fase G1, o que acarreta a apoptose e supressido tumoral
108 O papel de TGF-B na regulagéo tumoral € ambiguo, e evidéncias sugerem que em
estagios iniciais, o TGF- atua de maneira predominante como um agente supressor
tumoral. Contudo em estagios tumorais mais avangados, ocorre uma mudanga no
contexto genético e epigenético no ambiente tumoral e a resposta ao TGF-3 passa a

ser alterada, acarretando uma atividade promotora 1%,

Um estudo conduzido por Miller et al.’°, no qual a administragdo de 1 g de
limoneno foi realizada oralmente em mulheres antes da resseccao cirurgica de
tumores na mama, mostra um acumulo preferencial do terpeno no tecido mamario,
quando comparado ao plasma. O composto produziu uma diminuigao pronunciada de
ciclina D1, uma proteina importante na progressao do ciclo celular, e que pode levar
a parada do ciclo celular e, consequentemente, diminuicdo da proliferacdo celular.
Vigushin et al. ", ao administrar oralmente capsulas contendo limoneno, em um
estudo clinico fase 1 com pacientes com carcinomas refratarios ou metastaticos,
observou a redugao em 50% do tamanho do tumor em pacientes com cancer de

mama.

O limoneno também apresenta efeito promotor de penetragdo cutdnea, uma
caracteristica frequente em 6leos essenciais. Esse efeito decorre de trés mecanismos:
ruptura da estrutura lipidica altamente ordenada do estrato cérneo, aumento da
difusdo do farmaco e/ou aumento da particdo do farmaco no tecido 2. O limoneno
mostrou-se capaz de aumentar a penetracdo de compostos lipofilicos e anfifilicos na

pele 3, como a imipramina "' e tamoxifeno 5.

De maneira geral, o limoneno é caracterizado como um composto seguro como
aromatizante sintético; contudo, em altas concentragdes pode promover irritagao e
erupcao cutanea 6. Em murinos, a administracdo cutanea de limoneno com doses
de 0,5 g culminou em eventos irritativos leves, mostrando baixo potencial de irritagao

7. em mulheres a administragdo de 0,14 g de limoneno diluido em oleos para



aplicacao topica por 4 semanas diariamente apresentou um perfil seguro para

aplicagéo 8,

Porém, o limoneno é um composto volatil na presenca de ar, umidade e altas
temperaturas '°, e pode sofrer oxidagdo em armazenamento '?°, por isso a sua
incorporagao em sistemas coloidais, inclusive nanoemulsées '1°12' pode ser vantajosa

a fim de preservar sua integridade e concentragcdo em compostos.

*

Tensoativos Lipideo liquido Limoneno o etinida

Figura 2- Representacdo esquematica da estrutura da NE e sua composigéo.

Fonte: Elaborado pela autora.

Com base nestas evidéncias, o limoneno foi incorporado a nanoemulsao com
o duplo objetivo de melhorar a penetragao cutanea da fenretinida e potencializar seu
efeito citotdxico. Associando-se a nanoemulsao com uma via de administragao nao
invasiva, visamos contribuir para vencer as problematicas existentes na utilizagdo da
fenretinida para a prevengao farmacoldgica local do desenvolvimento, recorréncias e

tratamento adjuvante do cancer de mama.



2 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel desenvolver e caracterizar sistemas nanodispersos
ricos em agua para a incorporacdo de um farmaco altamente lipofilico. Foi
demonstrado que o tipo de lipideo liquido utilizado como fase oleosa influéncia as
caracteristicas fisico-quimicas do sistema, culminando em alteragbes no diametro,
viscosidade e a estabilidade cinética. Obtivemos um sistema estavel por 180 dias
quando composto por miristato de isopropila, com baixa variagdo de diametro e PDI
no sistema. De maneira semelhante, a concentracdo de limoneno foi relevante:
embora quando incorporado até 5% nao promova eventos irritativos em ensaio HET-
CAM, NE estaveis foram obtidas apenas com concentragdes de até 2,5% do terpeno

na presenga de fenretinida.

Aincorporacao de 2,5% de limoneno nas NE foi capaz de aumentarem 9 e 3,4
vezes a permeacao e penetracdo cutdnea da fenretinida, respectivamente,
demonstrando a vantagem da incorporagdo do monoterpeno enquanto promotor de
permeacao. Nesta concentracao de terpeno na NE, o limoneno mostrou-se capaz de
potencializar a citotoxicidade da fenretinida dependendo do tempo de tratamento e da
linhagem: redugdes de até 4 vezes no ICso do farmaco em linhagens de céancer de
mama puderam ser observadas comparado a nanoemulsao sem limoneno. Mesmo
gque a magnitude deste efeito seja inferior ao esperado quando comparado ao farmaco
livre, € importante ressaltar que maiores quantidades de fenretinida poderdo chegar
ao tecido devido ao efeito promotor de penetragdao da NE com limoneno. Um efeito
interessante foi a redugédo da migragéao celular, que foi mais pronunciada na presenga
do terpeno em células MDA-MB-231. Assim, esses resultados sugerem beneficios da
combinagao entre fenretinida e limoneno em nanoemulsdes para veiculagao cutanea
desses ativos, principalmente quanto ao aumento da penetragdo cutanea, mas os
efeitos de potencializagdo da citotoxicidade e migragdo mostraram-se variar com o

tipo celular e tempo de tratamento.
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