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Resumo
Introdução: O câncer de mama tem alta incidência e mortalidade dentre todos os tipos de câncer e, apesar de todos os avanços tecnológicos recentes, 
mantém-se ainda como um problema mundial de saúde pública. Novas estratégias terapêuticas, como a Terapia Fotodinâmica, têm sido usadas para tratar 
vários tipos de tumores de tecidos moles e hiperplasia. Objetivo: Caracterizar o efeito citotóxico da microemulsão contendo zinco ftalocianina tetrasulfonada 
(ZnPcSO4). Material e Método: A microemulsão (ME) foi preparada por adição da fase aquosa (15%) composta de propilenoglicol e água (3:1), em uma 
mistura de fase oleosa composta pelos surfactantes monooleato de sorbitanol e polissorbato 80 (47%) e óleo de canola (38%). Para o teste de citotoxicidade 
foi realizado o ensaio de MTT com as células MCF-7 de adenocarcinoma de mama humana. Resultados: Os baixos valores de condutividade obtidos (0,63 
e 0,53 para ME com e sem ZnPcSO4, respectivamente) indicaram que a ME era de tipo água/óleo. O diâmetro interno das partículas foi na ordem de 60nm 
na presença e ausência do ZnPcSO4 sugerindo que a presença do fotossensibilizante não alterou as propriedades do sistema nanoestruturado. O índice 
de polidispersividade foi menor do que 0,10, enquanto que a carga superfi cial da nanopartícula foi negativa, em concordância com as características 
dos compostos utilizados para o preparo da ME. A atividade metabólica das células não sofreu interferências com as MEs não demonstrando toxicidade 
signifi cativa; a viabilidade das células tratadas com a ME na presença e ausência do fotossensibilizador foi de 99 e 98% após 1 hora de incubação, e 99 e 
93% após 24 horas de incubação, respectivamente, não demostrando toxicidade intrínseca da formulação. Conclusão: A caracterização da ME desenvolvida 
mostrou que o sistema nanoestruturado contendo ZnPcSO4 foi em escala nanométrica e com características físicas favoráveis para entrega do ativo, além 
de demonstrar uma baixa citotoxicidade nas células MCF-7, na ausência da irradiação, para futuros trabalhos. Novos estudos para avaliar a citotoxicidade da 
formulação na presença da irradiação durante a terapia fotodinâmica serão desenvolvidos.
Palavras-chave: Microemulsão. Terapia fotodinâmica. Câncer de mama. Citotoxicidade. 

Abstract
Introduction: Breast cancer has a high incidence and mortality among all types of cancer and, despite all the recent technological advances, still remains a 
worldwide public health problem. New therapeutic strategies, such as Photodynamic Therapy, have been used to treat various types of soft tissue tumors 
and hyperplasia. Objective: To characterize the cytotoxic effect of the zinc-containing microemulsion containing tetrasulfonated phthalocyanine (ZnPcSO4. 
Material and Method: The microemulsion (ME) was prepared by addition of the aqueous phase (15%) composed of propylene glycol and water (3: 1), in an 
oil phase mixture composed by surfactants sorbitanolmonooleate and polysorbate 80 (47%) and canola oil (38%). For the cytotoxicity test, we performed 
the MTT assay with human breast adenocarcinoma MCF-7 cells. Results: The low conductivity values obtained (0.63 and 0.53 for ME, respectively with and 
without ZnPcS4) indicated that ME was water / oil type. The internal diameter of the particles was in the order of 60 nm in the presence and absence of 
ZnPcSO4, suggesting that the presence of the photosensitizer did not alter the properties of the nanostructured system. The polydispersity index was lower 
than 0.10, while the surface charge of the nanoparticle was negative, in agreement with the characteristics of the compounds used to prepare the ME. 
The metabolic activity of the cells did not interfere with the MEs, showing no signifi cant toxicity, the viability of the cells treated with ME in the presence 
and absence of the photosensitizer was 99 and 98%, after 1 hour of incubation and 99 and 93%, after 24 hours of incubation, respectively, showing no 
intrinsic toxicity of the formulation. Conclusion: The characterization of the developed ME showed that the nanostructured system containing ZnPcSO4 was 
at nanometric scale and with favorable physical characteristics for the delivery of the active, besides of demonstrating a low cytotoxicity in the MCF-7 cells, 
in the absence of irradiation, for future works. Further studies will be performed to assess the cytotoxicity of the formulation in the presence of irradiation 
during Photodynamic Therapy.
Keywords: Microemulsion. Photodynamic therapy. Breast neoplasms. Cytotoxicity.

Resumen
Introducción: El cáncer de mama tiene alta incidencia y mortalidad entre todos los tipos de cáncer y, a pesar de todos los avances tecnológicos recientes, 
sigue siendo un problema mundial de salud pública. Nuevas estrategias terapéuticas, como la Terapia Fotodinámica, se han utilizado para tratar varios tipos 
de tumores de tejidos blandos e hiperplasia. Objetivo: Caracterizar el efecto citotóxico de la microemulsión que contiene el cinc ftalocianina tetrasulfonada 
(ZnPcSO4). Material y método: La microemulsión (ME) fue preparada por adición de la fase acuosa (15%) compuesta de propilenglicol y agua (3: 1), en 
una mezcla de fase oleosa compuesta por los surfactantes monooleato de sorbitanol y polisorbato 80 (47%), Y el aceite de canola (38%). Para la prueba 
de citotoxicidad se realizó el ensayo de MTT con las células MCF-7 de adenocarcinoma de mama humana. Resultados: Los bajos valores de conductividad 
obtenidos (0,63 y 0,53 para ME con y sin ZnPcSO4, respectivamente) indicaron que la ME era de tipo agua / aceite. El diámetro interno de las partículas 
fue en el orden de 60 nm en la presencia y ausencia del ZnPcSO4 sugiriendo que la presencia del fotosensibilizante no alteró las propiedades del sistema 
nanoestructurado. El índice de polidispersividad fue menor de 0,10, mientras que la carga superfi cial de la nanopartícula fue negativa, en concordancia con 
las características de los compuestos utilizados para la preparación de la ME. La actividad metabólica de las células no ha sufrido interferencias con las ME no 
demostrando toxicidad signifi cativa; La viabilidad de las células tratadas con la ME en presencia y ausencia del fotosensibilizador fue de 99 y 98% después 
de 1 hora de incubación, y 99 y 93% después de 24 horas de incubación, respectivamente, no demostró toxicidad intrínseca de la formulación. Conclusión: 
La caracterización de la ME desarrollada mostró que el sistema nanoestructurado que contenía ZnPcSO4 fue a escala nanométrica y con características físicas 
favorables para la entrega del activo, además de demostrar una baja citotoxicidad en las células MCF-7, en ausencia de la irradiación, para futuros trabajos. 
Se desarrollarán nuevos estudios para evaluar la citotoxicidad de la formulación en presencia de la irradiación durante la terapia fotodinámica.
Palabras clave: Microemulsión. Terapia fotodinámica. Neoplasias de la mama. Citotoxicidad.
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INTRODUÇÃO

O câncer de mama é um problema mundial de 

saúde para as mulheres, é o primeiro na incidência e o 

segundo na mortalidade entre todos os tipos de câncer, 

mesmo com todos os avanços tecnológicos recentes1. 

Realizar uma intervenção precoce é importante, pois um 

grande número de pacientes ainda apresenta recidiva, 

mesmo após anos de cura aparente. Os desafi os no 

combate à doença dependem das propriedades intrínsecas 

de resistência tumoral, heterogeneidade molecular e 

metástase1-3. 

Os subtipos moleculares dos cânceres da mama 

são defi nidos com base na presença de receptores de 

estrogênio (RE), receptores de progesterona (RP) e 

receptor-2 do fator de crescimento epidérmico humano 

(REH2). Cerca de 20% dos cânceres de mama são 

negativos para a expressão de RE, RP e REH2 (câncer 

de mama triplo-negativo, CMTN), exibindo características 

patológicas agressivas e altas taxas de metástases e 

recorrência4-6. Para os pacientes com CMTN, a única 

opção atual é uma quimioterapia não-direcionada e/ou 

radioterapia para estender a sobrevida dos pacientes, mas 

não previne com segurança uma doença secundária7.

A terapia fotodinâmica (TFD) é um tratamento 

alternativo promissor para o controle de doenças 

malignas8-10. TFD é baseada na fotooxidação da matéria 

biológica; o tratamento envolve a captação de um 

fotossensibilizador (Fs) seguido de iluminação com luz de 

um comprimento de onda apropriado, capaz de excitar os 

Fs e desencadear reações fotoquímicas que geram espécies 

reativas de oxigênio, tais como oxigênio singleto (102) e 

radicais que conduzem à morte celular11. As vantagens 

da TFD em comparação com cirurgia, quimioterapia ou 

radioterapia são a redução da morbidade em longo prazo 

e o fato de que a TFD não compromete outras opções de 

tratamento11. Esta terapia tem sido utilizada como uma 

modalidade de tratamento experimental em muitos países 

para diversos tipos de cânceres12,13.

Em particular para os tumores não superfi ciais, 

a TFD parece promissora no tratamento de tipos de 

cânceres de elevada recorrência. Recentemente foi 

demonstrado que a TFD em combinação com a cirurgia em 

câncer do pâncreas humano implantado ortotopicamente 

num modelo de rato (sem pelo) era altamente efi caz na 

eliminação de doenças microscópicas no leito tumoral pós-

cirúrgico, bem como na prevenção de recorrência local e 

metastática14,15. 

Por uma variedade de razões, dentre elas a falta 

de estudos sobre sua efi cácia e segurança, bem como de 

informações mecanísticas detalhadas, a TFD não é um tipo 

comum de tratamento12,16,17. Para superar este cenário, 

muitos estudos usando TFD como foco no aumento da 

efi ciência Fs ou no desenvolvimento de TFD baseado em 

marcadores estão sendo desenvolvidos18,19. No entanto, 

devido à complexidade dos sistemas biológicos e possíveis 

alvos biológicos desconhecidos, os detalhes de como a 

TFD opera ainda são indescritíveis13,20. Várias abordagens 

também têm sido desenvolvidas usando derivados de 

fenotiazinio, como o azul de metileno (AM), como uma 

nova estratégia de tratamento, levando a um como o 

protocolo com TFD que é efi ciente e também barato21-25. 

Além do baixo custo e disponibilidade comercial, o uso 

de AM também é interessante porque tem sido usado 

com segurança por décadas em outras aplicações 

clínicas21,22,26,27.

As ftalocianinas fazem parte de outra classe de Fs 

que têm atraído muito interesse em função das vantagens 

em comparação com 5-ALA28, que incluem: i) a retenção 

seletiva em tecido de tumor; ii) facilidade de síntese; iii) 

resistência à degradação química e fotoquímica; iv) a 

vida longa no estado tripletefotoexcitados (fundamental 

para a produção de oxigênio reativo); e v) baixa 

toxicidade no escuro29-31. Dentro desta classe, temos a 

zincoftalocianinatetrasulfonada (ZnPcSO4), que é um Fs 

efi caz, uma vez que tem seu pico de absorção dentro de 

um comprimento de onda de ótima penetração tecidual, 

em 670nm32,33. 

A ZnPcSO4, um derivado de ftalocianinas, 

solúvel em água, apresenta características adequadas 

para tratamentos fotobiológicos34; possui um fator 

limitante quanto à penetração celular, pois o seu peso 

molecular é elevado (898,15)35. Outro fator limitante é a 

autoagregação, resultante da grande estrutura hidrofóbica 

da ZnPcSO4, por uma forte tendência do composto para 

formar dímeros, especialmente em meios aquosos. A 

autoagregação de ftalocianinas reduz sua efi ciência para a 

produção de espécies reativas de oxigênio32,33.

A fi m de ser empregado com sucesso na FDT, o 

Fs deve combinar baixa toxicidade intrínseca (escuro) com 

alta fototoxicidade33,36. Sendo assim, foram caracterizadas 
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as microemulsões carreadoras de ZnPcSO4, sabendo que 

a efetividade da TFD depende de, entre outros fatores, da 

entrega e acúmulo de fotossensibilizadores nas células-

alvo.

MATERIAL E MÉTODO

Aspectos químicos

A ZnPcSO4 de alta pureza foi comprada da Frontier 

Scientifi c. Polissorbato 80, HLB = 15,0; monooleato de 

sorbitano, HLB = 4,3; propilenoglicol (PG) e polietileno 

glicol (PEG; grau técnico) foram adquiridos da Sigma - 

Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O óleo de canola de grau 

alimentício (Cargill, São Paulo-SP, Brasil) foi adquirido de 

um supermercado local. Dimetil sulfóxido (DMSO; grau 

analítico) foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha). 

Água foi purifi cada por destilação dupla e desionizada 

utilizando o sistema Millipore Milli-Q® água (Millipore 

Corporation, Bedford, EUA). Todas as substâncias foram 

utilizadas sem purifi cação adicional.

Preparação e caracterização da formulação

Preparação da ME

A ME foi preparada pela adição de fase aquosa 

(15%), que foi composta por PG/água (3:1, A/A), a uma 

mistura de monooleato desorbitano e polissorbato 80 

(47%) a 3:1 (a/a) e óleo de canola (38%). A formulação 

foi submetida à vortex a 2500 rpm por 3 min à 25°C. Para 

preparar a microemulsão carreadora da droga, 27 µL/mL de 

uma solução de reserva contendo 500 µg/mL de ZnPcSO4 

em DMSO foi adicionada à fase oleosa (surfactantes + óleo 

de canola), antes da adição da fase aquosa. A concentração 

fi nal de ZnPcSO4 na ME foi de 6,7 µg/mL37.

Caracterização físico-química da ME

Condutividade elétrica

A condutividade elétrica da ME livre e da ME 

contendo ZnPcSO4 a 6,7 µcg/mL foi medida utilizando-se 

um medidor de condutividade, modelo CD-20 (Digimed, 

São Paulo-SP, Brasil). Para as medições de condutividade, 

as MEs foram preparadas usando-se 0,01M de cloreto de 

sódio aquoso em vez de água destilada.

Espalhamento dinâmico de luz e potencial Zeta

As soluções de ME livre e da ME contendo ZnPcSO4 

a 6,7 µg/mL foram submetidas a medições de dispersão 

de luz a 25°C utilizando-se um sistema Zetasizer Nano 

ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido), 

contendo um sistema de laser de 4mW He-Ne operando 

a um comprimento de onda de 633nm e incorporando 

retroespalhamento óptico não-invasivo (NIBS). As 

medições foram feitas em um ângulo de detecção de 173°; 

a posição de medição no interior do cuvete foi determinada 

automaticamente pelo software. Doze medidas foram 

realizadas para cada amostra. O índice de refração para 

a ME livre e contendo ZnPcSO4 foi fi xado em 1.464. As 

medições da mobilidade eletroforética das partículas foram 

realizadas usando o mesmo instrumento. O Zetasizer Nano 

Series utiliza uma combinação de velocimetria de laser 

Doppler e espalhamento de luz análise de fase (PALS) em 

uma técnica patenteada chamada M3 PALS. As amostras 

foram diluídas em 10 mM de NaCl. Vinte e duas medições 

foram realizadas com cada amostra.

Cultura de células

A linhagem de células de adenocarcinoma de 

mama humana MCF-7 (ATCC HTB-22 ™) foi mantida em 

meio de Dulbecco Modifi ed Eagle / F-12 Ham (DMEM-F12; 

Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino termicamente inativado (FBS) (Vitrocell Embriolife). 

As culturas foram mantidas a 37°C sob a atmosfera 

saturada de água contendo 5% de CO2. 

Avaliação da citotoxicidade

Para os ensaios nas culturas de células foram 

semeadas células (2x105/cm2) nas placas com 24 poços 

em meio DMEM e o ensaio MTT foi realizado de acordo 

com Maysinger et al. e mantido durante 24 horas38. Após 

os tratamentos, todos os ensaios foram também realizados 

em meio suplementado com soro a 2,5%. Em seguida, 

cada meio foi aspirado e adicionaram-se 500 μl de novo 

meio a 6 poços (controle) e adicionaram-se 450 μl de novo 

meio mais 50 μl de amostra da ME na ausência do Fs e 

ME, contendo ZnPcSO4 (diluída 1:10) aos outros poços. As 

placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO2 durante 1 h e 

24 h. Adicionou-se solução mãe de MTT (5 mg/mL) a cada 

poço e incubou-se a 37°C e 5% de CO2 durante 2-5 h 

(sob inspeção até a alteração da cor). O meio foi removido 

suavemente e o DMSO foi adicionado a cada poço e 

pipetado para cima e para baixo para dissolver cristais. 
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As placas foram incubadas durante 5-30 minutos a 37°C e 

lidas a λ = 550nm utilizando um leitor de microplacas de 

referência Dynex MRX Revelation Plate Reader, Chantilly, 

VA, EUA.

Análise estatística

Os resultados são apresentados como médias ± 

DP. Os dados foram analisados estatisticamente por meio 

de testes não paramétricos. Foi utilizado o teste Mann-

Whitney para comparar dois grupos experimentais. O nível 

de signifi cância foi estabelecido em pb 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Em estudos anteriores, Peixoto et al.39 realizaram 

a caracterização de microemulsões carreadores de 

ZnPcSO4 e conforme as avaliações anteriores de nosso 

grupo, escolheu-se a melhor formulação. A ZnPcSO4 foi 

incorporada em DMSO de modo que se obtivesse uma 

concentração fi nal de 6,7 µg/ml. A microemulsão composta 

por 38% de óleo de canola, 47% de surfactantes mistos 

e 15% PG/água manteve sua estabilidade física após a 

incorporação da ZnPcSO4. A adição de ZnPcSO4 não alterou 

a estabilidade física da microemulsão após a centrifugação 

ou após três meses de armazenamento à temperatura 

ambiente. A visualização microscópica durante esse 

período demonstrou a permanência da fase isotrópica. 

A Tabela 1 mostra os resultados da caracterização físico-

química da microemulsão na ausência e na presença 

do fotossensibilizador ZnPcSO4. Não houve diferença 

estatística (pb 0,05) entre as microemulsões na ausência e 

contendo ZnPcSO4 em todos os parâmetros físico-químicos 

analisados.

Tabela 1 - Propriedades físico-químicas de microemulsão livres e carregadas, compostas de 38% óleo de canola, 47% de surfactantes mistos monooleato 
de sorbitano/polissorbato 80 (3:1) e 15% de PG/água (3:1)

Em virtude da natureza dinâmica e ao pequeno 

tamanho de agregados tensoativos nas microemulsões 

(tipicamente menores do que 100 nm de diâmetro), o exame 

direto da estrutura das microemulsões é difícil, e técnicas 

de medição indireta, tais como a condutividade elétrica e 

os estudos reológicos, são usualmente empregadas para 

obter informações básicas sobre sua estrutura interna39,40. 

Foram obtidos resultados que indicam que a microemulsão 

era de tipo A/O, os baixos valores de condutividade, na 

série de 10-5S/m, e baixa concentração da fase dispersa; 

microemulsão de água contínua têm condutividade 

relativamente elevada, em comparação com sistemas 

óleo-contínuos (A/O)41, entretanto a adição de ZnPcSO4 

não alterou signifi cativamente (pb 0,05) a condutividade 

de nossa ME. 

Sabe-se que a condutividade de microemulsão 

A/O podem ser relativamente elevada (na série de 10-

6-10-5S/m), quando comparada com a condutividade 

típica de solventes apolares (10-16-10-12S/m).  Os 

diâmetros de tamanho de partículas em microemulsão 

livres e carregadas com fármaco foram caracterizados 

como pequenos (18,5nm e de 20,7nm, respectivamente) 

e sua distribuição de tamanho muito estreito, tal como 

determinado por análise de dispersão de luz cumulativa. 
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As microemulsões também constituíram populações 

homogêneas em relação à superfície de propriedades 

de carga. Observou-se que as MEs são constituídas 

por partículas homogêneas (monodispersos), em 

consequência da baixa polidispersidade; após a adição de 

ZnPcSO4 não sendo observadas alterações signifi cativas 

(pb 0,05) na polidispersidade. Após a adição de ZnPcSO4 

verifi cou-se que a média Z (nm) foi ligeiramente, mas 

não signifi cativamente (pb 0,05), aumentada para 20nm, 

indicando que o fármaco, em razão de sua natureza 

hidrofílica, foi incorporado na fase dispersa. O potencial de 

análise Zeta produziu um valor negativo e a adição de Fs 

não alterou signifi cativamente (pb 0,05) as propriedades 

de superfície elétrica das gotículas de ME.

Com a caracterização da formulação, a 

microemulsão pode ser sugerida como um potencial 

sistema de entrega no tratamento fotodinâmico para o 

câncer de mama, sendo assim, foi feita a avaliação da 

citotoxicidade da ME na presença e ausência da ZnPcSO4, 

sendo observado que a citotoxicidade intrínseca da 

formulação é muito baixa, na ausência ou presença do Fs 

(Tabela 2).

Desenvolveu-se a ME utilizando materiais 

biocompatíveis, pois demonstra inércia biológica através 

de métodos in vitro e in vivo42,43. O uso de ME lipídico 

para aumentar o efeito anticancerígeno dos inúmeros 

ingredientes farmacêuticos ativos tem sido bem 

documentado44,45. A efi cácia de transfecção da ME como 

uma composição anticancerígena pode ser atribuída à 

presença da fase oleosa para a captação celular melhorada 

da ME carregadora da ZnPcSO4. Estas propriedades 

também podem perturbar a integridade da membrana 

celular e promover a acumulação dos Fs na célula. Assim, 

a presença da fase oleosa na formulação ajuda ainda mais 

na captação das ME.

Os resultados deste estudo indicam que a 

atividade metabólica das células não sofreu interferências 

com as MEs, não demonstrando toxicidade signifi cativa. 

A viabilidade das células tratadas com a ME na ausência 

e presença do fotossensibilizador foi de 99 e 98%, após 

1 hora de incubação e 99 e 93%, após 24 horas de 

incubação, respectivamente, não demostrando toxicidade 

intrínseca da formulação. 

CONCLUSÃO

A caracterização da ME desenvolvida mostrou 

que o sistema nanoestruturado contendo ZnPcSO4 foi em 

escala nanométrica e com características físicas favoráveis 

para entrega do ativo, além de demonstrar uma baixa 

citotoxicidade nas células MCF-7, na ausência da irradiação. 

Futuramente será avaliada a citotoxicidade da formulação 

na presença da irradiação, durante a terapia fotodinâmica.

Tabela 2 – Avaliação da citotoxicidade das microemulsões na ausência e 
presença da ZnPcSO4, compostas de 38% óleo de canola, 47% de surfac-
tantes mistos monooleato de sorbitano/polissorbato 80 (3:1) e 15% de 
PG /água (3:1) após 1 e 24 horas de incubação e 50uL de cada amostra 
diluída 1:10 com água

* Cada valor é a média de três experiências diferentes.
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