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RESUMO  

Nunes, JR. Avaliação de nanoemulsões para administração tópico-transdérmica de 
fenretinida como estratégia para prevenção farmacológica e tratamento adjuvante do 
câncer de mama [Dissertação (Mestrado em Farmacologia)] – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023.  

A fim de contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias farmacológicas 

localizadas para prevenção do desenvolvimento e recorrência e tratamento adjuvante 

do câncer de mama, foi proposto neste trabalho o desenvolvimento e avaliação de 

nanoemulsões (NE) tópicas para veiculação do retinóide fenretinida na pele das 

mamas. O monoterpeno limoneno foi incorporado à nanoemulsão com o duplo 

objetivo de atuar como promotor de absorção e potencializador da citotoxicidade. 

Avaliou-se a influência do tipo de lipídeo líquido usado como fase oleosa (miristato de 

isopropila ou tricaprilina) e a concentração de terpeno (1-5% m/m) sobre as 

características físico-químicas do sistema. De maneira geral, todas as NE 

apresentaram gotículas com diâmetro inferior a 200 nm, PDI abaixo de 0,2 e potencial 

zeta aniônico (aproximadamente -10 mV). Os diâmetros das gotículas foram 

semelhantes independentemente do lipídeo utilizado como fase oleosa. Com o 

aumento da concentração de limoneno, houve uma tendência de redução de diâmetro 

com ambas as fases oleosas.  As NEs se mostraram não irritantes no modelo HET-

CAM, independentemente da concentração de limoneno, entretanto, apenas os 

sistemas contendo miristato de isopropila e limoneno a 1 e 2,5% se mostraram 

estáveis por 6 meses, além de permitirem incorporação da fenretinida a 1%. A 

penetração da fenretinida na pele aumentou em função do tempo de tratamento e da 

concentração de limoneno, sendo que a 2,5% do terpeno, maiores quantidades do 

fármaco foram observadas nas camadas viáveis da pele (5,8 vezes comparado à 

solução controle após 12 h). A combinação de fenretinida com limoneno aumentou a 

citotoxicidade do fármaco comparado a nanoemulsão sem limoneno (reduzindo 

valores de IC50 em 2 a 4 vezes), contudo houve pouca diferença comparado a solução 

do fármaco. Além disso, a NE com limoneno e fenretinida foi capaz de diminuir 

significantemente (2 vezes, comparado à formulação sem fármaco) a migração de 

células tumorais, demonstrando seu potencial para os objetivos propostos. 

Palavras chaves: câncer de mama, quimioprevenção, nanoemulsão, fenretinida, 

tópico, 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 São Paulo, São 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 IC50 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 INTRODUÇÃO  

O câncer de mama é o tipo de câncer mais incidente entre as mulheres 1, 

dispondo de demasiada importância clínica. De acordo com o GLOBOCAN, no ano 

de 2020 foram 2,2 milhões de mulheres diagnosticadas, sendo que 684.996 vieram a 

óbito, e considerando os diagnósticos realizados no período de 2015 a 2020, estimou-

se que 7,8 milhões de mulheres viviam com esta neoplasia em todo o mundo 2. Para 

o ano de 2040 estima-se que haverá 3 milhões de novos diagnósticos por ano e 1 

milhão de óbitos em todo o mundo em decorrência da doença 2-3. Esta neoplasia 

corresponde à principal causa de morte por câncer em mulheres 4.  No Brasil, o 

Instituto Nacional de Câncer (INCA), estimou que no ano de 2020 ocorreram 66.280 

novos casos, representando 43,74 casos por 100.000 mulheres 5; em homens, a 

incidência de câncer de mama é considerada rara, abrangendo <1% dos casos de 

cânceres diagnosticados em homens em todo o mundo 6-7. 

O câncer de mama possui alta heterogeneidade 8 e alguns fatores podem ser 

considerados de risco por aumentarem as chances para o desenvolvimento desta 

neoplasia. Esses fatores podem ser divididos em intrínsecos e extrínsecos. 

Compreendem fatores intrínsecos: fatores genéticos (histórico familiar), lesões pré-

tumorais na mama, idade e fatores reprodutivos (menarca de início antecipado, 

menopausa de início tardio, nuliparidade ou concepção do primeiro filho após os 30 

anos) 9-10-11. Os fatores extrínsecos estão relacionados ao estilo de vida, tais como o 

alto consumo de álcool, baixa prática de exercícios físicos, obesidade e a utilização 

de terapia hormonal com progesterona e estrogênio 9. De acordo com a Organização 

Mundial da Saúde (OMS), o controle dos fatores extrínsecos reduz em cerca de 30% 

a chance do desenvolvimento da doença 2.  

Além de apresentar alta incidência, a doença é bastante heterogênea, 

apresentando diversas formas e subtipos. Na classificação do câncer de mama são 

considerados diversos fatores, tais como: características histológicas, grau de 

diferenciação celular, proliferação, características morfológicas relacionadas com sua 

origem e o tipo de células afetadas 12-13-14. São comumente categorizados em 

carcinoma in situ e carcinoma invasivo ou infiltrado 14; entretanto há diversos 

subgrupos e a OMS reconhece a existência de pelo menos 18 tipos de câncer de 

mama invasivo 13. 



 
 
 

 Clinicamente, o câncer de mama pode ser caracterizado de acordo com 

propriedades imuno-histoquímicas, ou seja, a partir da identificação da expressão de 

receptores de estrogênio (RE), receptor de progesterona (RP) e o fator de crescimento 

epidérmico humano 2 (HER2) 15-16. No geral, os tumores RE positivos são mais 

comuns, apresentam menor tamanho, sem acometimento dos linfonodos quando 

comparados aos tumores RE negativos 17, além de possuírem a expressão de RP 

dependente da expressão de RE 18-19.  

Mutações no oncogene ERBB2 (Erythroblastosis oncogene B), responsável por 

codificar o receptor de tirosina quinase HER2, resulta em amplificação do oncogene e 

expressão exacerbada desses receptores na superfície celular, o que acarreta a 

ativação das vias de sinalização envolvidas e aumento da proliferação celular, 

angiogênese e invasividade tumoral 20. Sendo a expressão exacerbada de HER2 

presente em 15-20% dos casos de câncer de mama 21-22.  

A ausência de receptores hormonais (RP e RE) e do oncogene HER2 

caracteriza um tipo de tumor mais agressivo: o câncer de mama triplo negativo 23. Este 

tipo de neoplasia acomete principalmente mulheres na pré-menopausa, com até 40 

anos 24, sendo frequentemente associado à mutação ou depleção dos genes TP53, 

RB1, BRCA1 e PIK3CA 25. Estima-se que 15-20% dos casos de cânceres invasivos 

de mama correspondem ao tipo triplo negativo 26, o qual geralmente se qualifica com 

um pior prognóstico, comportamento clinicamente agressivo, com alto risco de 

metástases em sítios próximos e/ou distantes e maior chance de óbito em 5 anos após 

o diagnóstico inicial 25. 

A despeito da sua alta incidência, há poucas estratégias com o intuito de 

prevenir o desenvolvimento de câncer de mama em pacientes considerados de alto 

risco, além de prevenir sua reincidência. Geralmente, pacientes com risco aumentado 

de desenvolverem esta neoplasia apresentam os seguintes fatores de risco: (i) 

histórico familiar, que pode dobrar as chances de uma mulher desenvolver câncer de 

mama caso haja um histórico familiar de primeiro grau (mãe, irmã e/ou filha) 10, (ii) 

mutações no gene BRCA1 e BRCA2, que aumentam as chances em 55-65% de 

desenvolvimento da doença ao longo de sua vida 27, (iii) elevada densidade do tecido 

mamário, evidenciada nos exames de mamografia 10, e (iv) histórico de hiperplasias 

atípicas, hiperplasia ductal ou o carcinoma lobular in situ 27. 



 
 
 

Considerando as abordagens disponíveis, pacientes com alto risco de 

desenvolvimento/reincidência do câncer de mama possuem algumas opções com o 

intuito de prevenir o desenvolvimento e evolução da doença, como cirurgia, tratamento 

farmacológico e mudanças no estilo de vida 28.  Dentre as opções não farmacológicas 

utilizadas para a prevenção do câncer de mama destaca-se a mastectomia profilática 

bilateral. No entanto, esta abordagem é considerada muito invasiva, além de uma 

alternativa drástica com implicações na autoestima e saúde mental da paciente 29. 

Alguns estudos ainda sugerem que a cirurgia pode diminuir, mas não eliminar o risco 

do desenvolvimento do tumor; sendo assim, alguns pacientes podem não 

experimentar benefícios a longo prazo 30-31. 

Abordado pela primeira vez por Sporn et al. 32, o tratamento farmacológico com 

o intuito de prevenir/reverter o desenvolvimento do câncer de mama e/ou reduzir o 

risco de recorrências da doença é conhecido como quimioprevenção. Contudo, a 

aplicação da quimioprevenção ainda se trata de um desafio, possuindo barreiras de 

aceitação com médicos, pacientes e o sistema de saúde 33. As classes farmacológicas 

mais empregadas para a prevenção do desenvolvimento do câncer de mama em 

pacientes de alto risco, além de reduzir o risco de recorrências (quando não há o 

acometimento de linfonodos 34), são os moduladores seletivos de estrogênio, como o 

tamoxifeno, e inibidores da aromatase, como anastrozol 35.  Estes são administrados 

por via oral e aplicáveis a pacientes cujo tumor apresenta expressão de receptor de 

estrógeno. Ambas as classes de fármacos são mais conhecidas pelo uso como terapia 

adjuvante (auxiliando na prevenção de recorrências), após remoção cirúrgica e 

radioterapia, devendo ser administrados por período de 5 a 10 anos 36. É descrito que 

o uso adjuvante de tamoxifeno por via oral por 5-10 anos reduz em 50% o risco de 

câncer de mama contralateral 37. 

Moduladores do receptor de estrógeno, como o tamoxifeno, constituem a 

primeira escolha de fármaco em mulheres em fase pré-menopausa, e atuam inibindo 

competitivamente a ligação do estrogênio em seus receptores 38 gerando um bloqueio 

da atividade transcricional dos RE 39. Como consequência, modulam a expressão de 

genes controlados por estrogênio, como fatores de crescimento (incluindo o fator de 

crescimento transformador, TGF-α) 40 e fatores angiogênicos secretados pelo tumor 

para estimulação de seu crescimento autócrino ou parácrino 41, o que promove uma 

desaceleração na proliferação celular. Além disso, são descritos mecanismos não 



 
 
 

dependentes dos receptores de estrógeno como a modulação de TGF-β, proteína 

quinase C e a via da MAP quinase 40. Por 50 anos, o tamoxifeno foi considerado 

padrão ouro para o tratamento adjuvante de câncer de mama RE positivo 42, e a 

escolha desta classe farmacológica advêm da literatura bem estabelecida que 

evidencia benefícios do bloqueio da sinalização de estrógeno na incidência do câncer 

de mama 43-44. 

Os inibidores da aromatase são utilizados em mulheres pós menopausa, uma 

vez que a enzima aromatase é a principal produtora de estrógeno 45, esta enzima está 

presente no tecido do ovário, adiposo, mamário e no músculo 45-46. Em mulheres pós 

menopausa, a produção de estrógeno ocorrerá principalmente pelas enzimas 

presentes no tecido periférico, como o tecido adiposo 45. Os inibidores da aromatase 

podem ser antagonistas competitivos 46 ou atuarem como inibidores irreversíveis da 

enzima 47 e tais interações variam de acordo com a estrutura química dos compostos 

46-47. Ao interagirem com a aromatase, esta classe farmacológica atua inibindo a 

conversão de andrógeno a estrógeno 48. 

Porém, o uso oral dessas moléculas é associado a graves efeitos adversos 

sistêmicos, que incluem o risco do desenvolvimento do câncer endometrial, derrame, 

embolia pulmonar e trombose 49-50. Esses efeitos, associados às dificuldades de 

estimar o risco de desenvolvimento da doença com precisão e a ausência de 

aconselhamento individualizado para estimular pacientes a aderirem a estratégias de 

quimioprevenção, limitam a aceitação e adesão a essa estratégia 51.  

Um estudo realizado utilizando tamoxifeno e raloxifeno por Roche et al.51 

evidencia a problemática pela aceitação da quimioprevenção. Em um grupo de 387 

mulheres elegíveis para a quimioprevenção, 187 (48%) não aceitaram fazer parte do 

estudo, relatando baixo interesse em usar a medicação ou medo dos efeitos adversos 

associados. Similar a esses achados, Roetzheim et al. 52, iniciaram um estudo com 

219 pacientes elegíveis à quimioprevenção, mas 45,6% (101 mulheres) não aceitaram 

participar do estudo, enquanto 49% (58 mulheres) que incialmente aceitaram 

participar, não deram continuidade ou interromperam o tratamento devido aos efeitos 

adversos. Juntamente, a idade está relacionada à aceitação da terapêutica, uma vez 

que mulheres mais velhas parecem estar mais suscetíveis a tratamentos com terapia 

endócrina 53. 



 
 
 

 Assim, fica claro que a decisão de aderir à quimioprevenção é complexa, 

depende de múltiplos fatores demográficos e do entendimento de pacientes sobre a 

gravidade da doença 31. Além disso, moduladores de estrógeno só podem ser 

utilizados em pacientes com RE positivo, e tumores com este fenótipo usualmente não 

apresentam um mau prognóstico ou elevada taxa de mortalidade prematura. Assim, 

embora tal abordagem apresente objetivo válido em termos de redução de sobrecarga 

para o sistema de saúde, mulheres e suas famílias 28, não contempla outros pacientes 

cujos tumores não expressem RE. 

Esse cenário demonstra a carência e a necessidade de desenvolvimento de 

novas estratégias farmacológicas eficazes, seguras e bem aceitas que possam ser 

utilizadas para prevenção farmacológica do câncer de mama na população de alto 

risco independente da expressão de receptores hormonais, como tratamento 

adjuvante pós-cirurgia e redução do risco de recorrência em mulheres que já 

apresentaram a doença. Este trabalho tem por objetivo contribuir com o 

desenvolvimento destas estratégias. 

Considerando que quantidades suficientes de fármacos seriam necessárias 

apenas na mama para reverter o processo de carcinogênese mamária, que o tecido 

mamário é localizado logo abaixo da pele e, portanto, tem acesso mais fácil 

comparado a outros tecidos, a administração de fármacos na pele das mamas pode 

representar uma estratégia de boa aceitação, eficácia e segurança para pacientes de 

alto risco que sejam elegíveis para a quimioprevenção e como tratamento adjuvante 

pós-cirúrgico para evitar a reincidência do câncer de mama. Com base nesse 

contexto, o presente trabalho propõe o desenvolvimento de nanoemulsões para 

administração tópico-transdérmica na pele das mamas do retinoide fenretinida. 

 

1.1 Fenretinida e câncer de mama 

Dentre as opções farmacológicas para prevenir o desenvolvimento do câncer 

estão os retinoides naturais e sintéticos, derivados da vitamina A, que demonstram 

um papel crucial na diferenciação celular e tecidual 54. Sua capacidade de inibir a 

carcinogênese têm os tornado agentes quimiopreventivos de interesse em diversos 

estudos clínicos e pré-clínicos 55-56-57-58. 



 
 
 

Entre os retinoides, destaca-se a fenretinida ou N-(4-Hidroxifenil) retinamida/4-

HPR 59, um retinoide sintético análogo do ácido retinoico, que desde seu 

desenvolvimento em 1960 pela R. W. Johnson Pharmaceuticals não foi aprovado para 

uso em decorrência principalmente da baixa biodisponibilidade devido à alta 

lipofilicidade. A tabela 1 apresenta as características físico-químicas da molécula. 

Tabela 1 - Características físico-químicas da fenretinida 60. 

 

Os retinoides desempenham um papel essencial na diferenciação celular e 

tecidual devido à sua capacidade de ativar ou reprimir genes específicos através da 

dimerização induzida por ligantes de seus receptores nucleares (RARs e RXRs) e, 

consequentemente, suprimir o desenvolvimento tumoral 61. Entretanto, apesar de ser 

descrita uma ação da fenretinida em induzir apoptose, seu efeito parece não depender 

exclusivamente de sua interação com RARs. A fenretinida induz a geração de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e produção de óxido nítrico 61, o aumento do 

nível de ceramidas 62 e a ativação da via das caspases 63, eventos associados à 

apoptose 62,64. Também são descritos outros mecanismos promovidos pela fenretinida 

ligados ao aumento da expressão da fração RAR-β e capacidade de afetar diversas 

vias de transdução, como as vias do TGF–β 65 e IGF 54, contudo o mecanismo de ação 

ainda não parece ter sido completamente elucidado.  

A fenretinida se mostra relevante como uma nova opção para os objetivos aqui 

propostos por duas razões. A primeira é o fato de seus efeitos não envolverem a 

interação com receptores hormonais, ou seja, seu uso para prevenção da doença não 

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

                                                                                     Estrutura Química 

 
Fenretinida (N-(4-Hidroxifenil)               

retinamida/4-HPR) 

Peso Molecular        391,3 

LogP 5,8 

Solubilidade em Água (25° C)               (2,71 ×10-4 g/L) 



 
 
 

principal metabolito o N-(4-methoxifenil)retinamida (4-MPR) mostraram seletividade 

em se acumular no tecido mamário humano 54. Isso é evidenciado em estudos, no 

qual a concentração de 4-MPR foi 5 vezes maior no tecido mamário do que no plasma 

em doses de 200 mg/dia 55,66. Esse acúmulo pode ser justificado pela lipofilicidade 

ainda maior do metabólito quando comparado à fenretinida 66, o que propicia seu 

depósito em tecidos ricos em gordura, como a mama. Contudo, o mecanismo 

envolvido no acúmulo ainda não está totalmente elucidado 55.  

Diversos estudos clínicos foram conduzidos com a fenretinida para 

quimioprevenção, nos quais ela foi administrada por via oral em concentrações de 

100-300 mg diárias 54. Porém, por esta via, a fenretinida possui baixa absorção e 

biodisponilidade e, para aumentar sua concentração plasmática, foram necessárias 

várias administrações ao dia ou a utilização de cápsulas muito grandes 67. A despeito 

desses problemas, a molécula demonstrou eficácia em estudos em mulheres. Um 

estudo clínico conduzido por Veronesi et al.68 mostrou que a administração oral de 

200 mg diárias de fenretinida em mulheres por 5 anos reduziu em 17% a reincidência 

do tumor. Quando esses dados foram analisados de acordo com a idade, em mulheres 

na pré-menopausa, foi observada uma redução de 38% da incidência tumoral 15 anos 

após o tratamento. A idade de início do tratamento parece relevante, sendo observada 

redução em 50% do risco de desenvolvimento da neoplasia em mulheres com 40 anos 

ou menos 69. Além disso, a fenretinida foi descrita como um agente protetor também 

contra o desenvolvimento do câncer de ovário e a reincidência de tumor mamário em 

mulheres que foram tratadas para prevenção ou no início de lesões tumorais 70. 

Apesar da administração oral ser considerada uma via de administração 

confortável e conveniente para a administração de fármacos 71, em diversos estudos, 

a baixa eficácia de agentes quimiopreventivos em modelos pré-clínicos e clínicos é 

resultado de baixa biodisponibilidade, o que acarreta em aumento das doses para 

promover o efeito terapêutico 72. Ainda que a administração por via intravenosa da 

fenretinida culmine em um aumento de sua concentração plasmática 73, esta via 

apresenta baixa aceitação em geral e requer profissionais treinados, tornando-a 

menos atrativa como uma alternativa para a quimioprevenção. Além disso, a 

administração intravenosa, assim como a oral, resulta em exposição sistêmica, ou 

seja, todo o organismo é exposto a efeitos desejados e indesejados dos fármacos, 

resultando no aparecimento de efeitos adversos, como a diminuição da adaptabilidade 



 
 
 

ao escuro 61, pele e mucosa secas, pruridos, urticária, desconforto gastrointestinal e 

alteração na superfície ocular 74.  

Assim, tornam-se evidente as vantagens da utilização de vias alternativas que 

permitam a localização de fenretinida no tecido mamário. Considerando que a pele é 

de fácil acesso e que o tecido mamário é localizado logo abaixo do cutâneo, a 

administração da fenretinida na pele por meio da terapia tópico-transdérmica se 

apresenta como uma estratégia promissora. 

 

1.2 Terapia tópico-transdérmica 

Com a terapia tópico-transdérmica (TTT), é almejado o aumento da penetração 

cutânea profunda do fármaco de modo que ele seja capaz de se difundir até o tecido 

mamário, a fim de maximizar as quantidades de fármacos no seu alvo. Porém, é 

impossível prevenir totalmente a permeação e absorção transdérmica de uma fração 

da dose administrada na pele. Estima-se que parte da dose absorvida consiga 

alcançar/retornar ao tecido mamário por meio da circulação, contribuindo para 

aumentar a quantidade de fármaco que chega ao tecido mamário.  

Essa abordagem torna-se mais interessante se considerarmos algumas 

características do tecido mamário que parecem favorecer que compostos aplicados 

na pele das mamas permaneçam no tecido mamário, especialmente aqueles de baixa 

hidrofilicidade. Essas características incluem a origem embrionária da mama como 

apêndice da pele 75, presença de circulação linfática interna bem desenvolvida, de 

tecido subcutâneo e envelope adiposo 76.  Considerando a vasta área de superfície, a 

pele é acessível, sendo uma excelente candidata a eleição para administração de 

fármacos 77. Além destas propriedades, essa via torna-se especialmente interessante 

para a fenretinida que, como descrito anteriormente, apresenta retenção no tecido 

mamário favorecida 54. 

Estudos anteriores mostram que fármacos aplicado na pele das mamas 

apresentaram concentrações plasmáticas inferiores comparadas às obtidas após 

administração oral 78,o que nos permite inferir um menor número de efeitos adversos 

devido a uma menor exposição sistêmica de fármacos. Para exemplificar, um estudo 

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



 
 
 

transdérmico de 4-hidroxitamoxifeno (um metabólito 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 parâmetros endócrinos e de coagulação foram reduzidos 79. Concentrações mais 

elevadas de diclofenaco também foram observadas no tecido mamário quando 

aplicado topicamente na pele da mama em comparação com sua administração na 

pele abdominal, enquanto as concentrações plasmáticas do fármaco foram menores 

quando comparado à via oral 80.  

Um outro estudo pré-clínico conduzidos por Lee et al. 80 demonstrou vantagens 

da aplicação transdérmica de compostos quando comparado a outras vias de 

administração locais, como a administração subcutânea. Com a administração de géis 

transdérmicos foi possível alcançar concentrações 3-26 vezes maiores no tecido 

mamário de acordo com sua região de aplicação comparado à administração pela via 

subcutânea, além de obter concentrações plasmáticas similares entre os grupos. 

Fármacos como diclofenaco 80, acetato de telapristona 81, bexaroteno 82 e paclitaxel 

83, já foram estudados para sua administração tópica e transdérmica em estudos 

clínicos e pré-clínicos. 

Com o emprego da TTT, evita-se ainda o rápido metabolismo hepático (efeito 

de primeira passagem) ao qual alguns compostos estão sujeitos. Esta abordagem 

consiste em uma via não invasiva, autoadministrável e sem dispositivos caros para 

aplicação, tornando-a amplamente aplicável e podendo aumentar a aceitação para 

promoção da quimioprevenção por mulheres 80. 

Contudo, a principal dificuldade de aplicação da TTT se dá pela função 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 órgão 84. A epiderme é avascular, possuindo uma estrutura multilamelar que 

representa diferentes níveis de diferenciação celular. Sua camada mais superficial é 

conhecida como estrato córneo, sendo composto por corneócitos (células 

queratinizadas densas e funcionalmente sem viabilidade) rodeados por bicamadas 

lipídicas multilamelares, correspondendo de 10-20 µm da epiderme 85.  



 
 
 

 

O estrato córneo possui como principal propriedade a função barreira, e essa 

propriedade se deve à composição e arranjo estrutural formado pela matriz lipídica 

intercelular e o envelope lipídico que envolve as células, formando um modelo de tijolo 

(corneócitos) e argamassa (matriz lipídica) 85-86. A epiderme viável apresenta um teor 

de água mais elevado que o estrato córneo, sendo responsável pela geração das 

células que constituirão o estrato córneo 87. 

Substâncias absorvidas por meio da pele atingem a corrente sanguínea por 

meio de capilares localizados na derme e a penetração através da epiderme pode se 

dar por 3 vias principais: transcelular, intercelular ou através de apêndices cutâneos, 

na qual o composto se difunde por folículos e glândulas sudoríparas que cruzam toda 

a epiderme 88-89. Na via transcelular, o fármaco atravessa os corneócitos e a matriz 

lipídica, alternando ambientes polares e apolares, enquanto na via intercelular, há o 

transporte dos compostos entre os corneócitos, isto é, pela matriz lipídica apenas. 

Assim, em ambas as vias, a substância permeante deverá difundir-se, em algum 

momento, através da matriz intercelular lipídica, que hoje é reconhecida como o 

principal determinante na taxa de transporte cutâneo 85. Assim, a principal barreira a 

ser superada por fármacos para atingir camadas viáveis da pele é a camada mais 

externa, o estrato córneo, embora toda a epiderme tenha papel importante como 

barreira 87.  

Figura 1 - Esquematização da estrutura da pele com ênfase a epiderme e estrato córneo. 

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

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



 
 
 

Se considerarmos as características físico-químicas da molécula de fenretinida 

apresentadas na Tabela 1, é possível verificar que embora ela não tenha elevado peso 

molecular, apresenta alta lipofilicidade, o que dificulta sua penetração cutânea 90-91. 

Assim, para vencer a barreira imposta pelo estrato córneo e garantir que ela se difunda 

pela pele, é importante utilizar-se de estratégias de promoção da penetração, dentre 

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

 

1.3 Nanoemulsões 

Para veiculação do fármaco e promoção da TTT, visamos ao desenvolvimento 

de nanoemulsões, um sistema de gotículas coloidais dispersas, com tamanho até 

cerca de 500 nm 92, em que dois líquidos imiscíveis são misturados formando um 

sistema de única fase por meio de um agente emulsificante. Atuam como carreadores 

de fármacos, mas não possuem estabilidade termodinâmica e, por isso, podem sofrer 

separação de fases ao longo do tempo, embora, em geral, apresentem boa 

estabilidade cinética 93. Para sua produção, geralmente são utilizados métodos de alta 

energia, promovendo a emulsificação entre as fases e formando gotículas na faixa 

nanométrica 94. 

Os principais atrativos da nanoemulsão são sua facilidade de produção, alta 

capacidade de encapsulação de fármacos lipofílicos, aumento da biodisponibilidade 

(principalmente quando consideradas outras vias de administração sistêmicas) e 

proteção do fármaco de fatores que possam induzir sua degradação, além de ser 

passível de administração por múltiplas vias como oral, intravenosa, ocular, nasal, e 

no caso deste trabalho, tópica 95-96-97. Além disso, a nanoemulsão pode auxiliar na 

solubilização e veiculação de fármacos com baixa solubilidade em água em sistemas 

aquosos 98. Como a fenretinida é um fármaco extremamente lipofílico (com log P 

superior a 5), o emprego de nanoemulsões pode permitir a dispersão do fármaco em 

um ambiente aquoso e a incorporação de maiores quantidades comparado a outras 

formulações ricas em água (como géis), uma vez que nanoemulsões são conhecidas 

por sua capacidade de solubilizar fármacos lipofílicos 87,93. O sistema de 

nanoemulsões possui gotículas de pequeno tamanho com maior área de superfície, 

proporcionando maior superfície de transferência de fármacos, o que geralmente é 

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



 
 
 

nanoemulsões podem ser formuladas para compor diferentes tipos de formas 

farmacêuticas finais como espumas, líquidos, sprays e géis 93. 

Para exemplificar, a incorporação e veiculação cutânea de fármacos lipofílicos, 

estudos conduzidos por Shakeel et al. 99 demonstraram que nanoemulsões são 

capazes de incorporar o celecoxibe (fármaco lipofílico com baixa solubilidade 100) e 

promover aumento na sua penetração na pele de murinos. Nanoemulsões foram 

recentemente desenvolvidas para administração intraductal de ceramidas, com boa 

biocompatibilidade e capacidade de prolongar a retenção do fármaco no tecido 

mamário 101. Quimioterápicos como tamoxifeno, paclitaxel e dacarbazina vêm sendo 

encapsulados em nanoemulsões para aumentar sua citotoxicidade, diminuir efeitos 

adversos e a resistência a múltiplos fármacos 98. 

Na constituição da nanoemulsão incluímos o monoterpeno limoneno, que além 

de ser um conhecido promotor de penetração 102, teve sua ação quimioterápica e 

quimiopreventiva demonstrada em estudos anteriores 103-104. Em modelos animais, o 

limoneno mostrou-se capaz de inibir ou diminuir a taxa de crescimento de tumores do 

tipo linfoma, mamário, gástrico, hepático, pulmonar e de próstata 103.   

 

 

O limoneno e seus metabólitos, como o álcool perilíco, demonstram notáveis 

efeitos bioquímicos como agentes antitumorais. Esses compostos são capazes de 

induzir apoptose por meio do aumento da expressão de fatores pró-apoptóticos 105. 

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

 

 

 Limoneno 

Estrutura química 

 

Características estruturais do limoneno 

Monoterpeno monocíclico encontrado em abundância na casca de frutas 

cítricas, em sua estrutura possui um centro quiral, sendo um ativo ótico com 

dois existentes enantiômeros, (R)/(S) – limoneno. 

Tabela 2 - Características da estrutura do monoterpeno limoneno 201.  



 
 
 

câncer de pele, foi capaz de inibir a via de sinalização Ras-ERK, a inflamação e o 

estresse oxidativo celular 106. Em modelos de carcinogênese mamária em ratos, o 

limoneno demonstrou efeito de regressão tumoral associado ao aumento do receptor 

de fator de crescimento de insulina II (IGF-2) e TGF-β 107. Tais mudanças levaram à 

parada de ciclo celular na fase G1, o que acarreta a apoptose e supressão tumoral 

108. O papel de TGF-β na regulação tumoral é ambíguo, e evidências sugerem que em 

estágios iniciais, o TGF-β atua de maneira predominante como um agente supressor 

tumoral. Contudo em estágios tumorais mais avançados, ocorre uma mudança no 

contexto genético e epigenético no ambiente tumoral e a resposta ao TGF-β passa a 

ser alterada, acarretando uma atividade promotora 109.   

Um estudo conduzido por Miller et al.110, no qual a administração de 1 g de 

limoneno foi realizada oralmente em mulheres antes da ressecção cirúrgica de 

tumores na mama, mostra um acúmulo preferencial do terpeno no tecido mamário, 

quando comparado ao plasma. O composto produziu uma diminuição pronunciada de 

ciclina D1, uma proteína importante na progressão do ciclo celular, e que pode levar 

à parada do ciclo celular e, consequentemente, diminuição da proliferação celular. 

Vigushin et al. 111, ao administrar oralmente cápsulas contendo limoneno, em um 

estudo clínico fase 1 com pacientes com carcinomas refratários ou metastáticos, 

observou a redução em 50% do tamanho do tumor em pacientes com câncer de 

mama. 

O limoneno também apresenta efeito promotor de penetração cutânea, uma 

característica frequente em óleos essenciais. Esse efeito decorre de três mecanismos: 

ruptura da estrutura lipídica altamente ordenada do estrato córneo, aumento da 

difusão do fármaco e/ou aumento da partição do fármaco no tecido 112. O limoneno 

mostrou-se capaz de aumentar a penetração de compostos lipofílicos e anfifílicos na 

pele 113, como a imipramina 114 e tamoxifeno 115.  

De maneira geral, o limoneno é caracterizado como um composto seguro como 

aromatizante sintético; contudo, em altas concentrações pode promover irritação e 

erupção cutânea 116. Em murinos, a administração cutânea de limoneno com doses 

de 0,5 g culminou em eventos irritativos leves, mostrando baixo potencial de irritação 

117; em mulheres a administração de 0,14 g de limoneno diluído em óleos para 



 
 
 

aplicação tópica por 4 semanas diariamente apresentou um perfil seguro para 

aplicação 118.  

Porém, o limoneno é um composto volátil na presença de ar, umidade e altas 

temperaturas 119, e pode sofrer oxidação em armazenamento 120, por isso a sua 

incorporação em sistemas coloidais, inclusive nanoemulsões 119,121 pode ser vantajosa 

a fim de preservar sua integridade e concentração em compostos. 

 

Com base nestas evidências, o limoneno foi incorporado à nanoemulsão com 

o duplo objetivo de melhorar a penetração cutânea da fenretinida e potencializar seu 

efeito citotóxico. Associando-se a nanoemulsão com uma via de administração não 

invasiva, visamos contribuir para vencer as problemáticas existentes na utilização da 

fenretinida para a prevenção farmacológica local do desenvolvimento, recorrências e 

tratamento adjuvante do câncer de mama. 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Figura 2- Representação esquemática da estrutura da NE e sua composição. 



 
 
 

2 CONCLUSÃO 

Neste estudo, foi possível desenvolver e caracterizar sistemas nanodispersos 

ricos em água para a incorporação de um fármaco altamente lipofílico. Foi 

demonstrado que o tipo de lipídeo líquido utilizado como fase oleosa influência as 

características físico-químicas do sistema, culminando em alterações no diâmetro, 

viscosidade e a estabilidade cinética. Obtivemos um sistema estável por 180 dias 

quando composto por miristato de isopropila, com baixa variação de diâmetro e PDI 

no sistema. De maneira semelhante, a concentração de limoneno foi relevante: 

embora quando incorporado até 5% não promova eventos irritativos em ensaio HET-

CAM, NE estáveis foram obtidas apenas com concentrações de até 2,5% do terpeno 

na presença de fenretinida.  

 A incorporação de 2,5% de limoneno nas NE foi capaz de aumentar em 9 e 3,4 

vezes a permeação e penetração cutânea da fenretinida, respectivamente, 

demonstrando a vantagem da incorporação do monoterpeno enquanto promotor de 

permeação. Nesta concentração de terpeno na NE, o limoneno mostrou-se capaz de 

potencializar a citotoxicidade da fenretinida dependendo do tempo de tratamento e da 

linhagem: reduções de até 4 vezes no IC50 do fármaco em linhagens de câncer de 

mama puderam ser observadas comparado à nanoemulsão sem limoneno. Mesmo 

que a magnitude deste efeito seja inferior ao esperado quando comparado ao fármaco 

livre, é importante ressaltar que maiores quantidades de fenretinida poderão chegar 

ao tecido devido ao efeito promotor de penetração da NE com limoneno. Um efeito 

interessante foi a redução da migração celular, que foi mais pronunciada na presença 

do terpeno em células MDA-MB-231. Assim, esses resultados sugerem benefícios da 

combinação entre fenretinida e limoneno em nanoemulsões para veiculação cutânea 

desses ativos, principalmente quanto ao aumento da penetração cutânea, mas os 

efeitos de potencialização da citotoxicidade e migração mostraram-se variar com o 

tipo celular e tempo de tratamento. 
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