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Resumo

Introdugdo: O cancer de mama tem alta incidéncia e mortalidade dentre todos os tipos de céncer e, apesar de todos os avangos tecnoldgicos recentes,
mantém-se ainda como um problema mundial de saiide publica. Novas estratégias terapéuticas, como a Terapia Fotodinamica, tém sido usadas para tratar
varios tipos de tumores de tecidos moles e hiperplasia. Objetivo: Caracterizar o efeito citotoxico da microemulsdo contendo zinco ftalocianina tetrasulfonada
(ZnPcS0,). Material e Método: A microemulséo (ME) foi preparada por adicéo da fase aquosa (15%) composta de propilenoglicol e dgua (3:1), em uma
mistura de fase oleosa composta pelos surfactantes monooleato de sorbitanol e polissorbato 80 (47%) e 6leo 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 ZnPcSO,, respectivamente) indicaram que a ME era de tipo dgua/dleo. O didmetro interno das particulas foi na ordem de 60nm
na presenga e auséncia do ZnPcSO, sugerindo que a presenca do fotossensibilizante ndo alterou as propriedades do sistema nanoestruturado. O indice
de polidispersividade foi menor do que 0,10, enquanto que a carga superficial da nanoparticula foi negativa, em concordéancia com as caracteristicas
dos compostos utilizados para o preparo da ME. A atividade metabdlica das células ndo sofreu interferéncias com as MEs ndo demonstrando toxicidade
significativa; a viabilidade das células tratadas com a ME na presenca e auséncia do fotossensibilizador foi de 99 e 98% apds 1 hora de incubagdo, e 99 e
93% apos 24 horas de incubagdo, respectivamente, ndo demostrando toxicidade intrinseca da formulacdo. Conclusdo: A caracterizagdo da ME desenvolvida
mostrou que o sistema nanoestruturado contendo ZnPcSO, foi em escala nanométrica e com caracteristicas fisicas favoraveis para entrega do ativo, além
de demonstrar uma baixa citotoxicidade nas células MCF-7, na auséncia da irradiagdo, para futuros trabalhos. Novos estudos para avaliar a citotoxicidade da
formulacdo na presenca da irradiacdo durante a terapia fotodindmica serdo desenvolvidos.

Palavras-chave: Microemulsdo. Terapia fotodindmica. Cancer 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 (ZnPcSO,.
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 ZnPcS,) 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
ZnPcSO,, 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 significant 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 ZnPcSO, 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

Introduccidn: El cancer de mama tiene alta incidencia y mortalidad entre todos los tipos de cancer y, a pesar de todos los avances tecnoldgicos recientes,
sigue siendo un problema mundial de salud publica. Nuevas estrategias terapéuticas, como la Terapia Fotodinamica, se han utilizado para tratar varios tipos
de tumores de tejidos blandos e hiperplasia. Objetivo: Caracterizar el efecto citotdxico de la microemulsion que contiene el cinc ftalocianina tetrasulfonada
(ZnPcS0,). Material y método: La microemulsién (ME) fue preparada por adicién 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 realizd 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 ZnPcSO,, respectivamente) indicaron que la ME era de tipo agua / aceite. El didmetro interno de las particulas
fue en el orden de 60 nm en la presencia y ausencia del ZnPcSO, sugiriendo que la presencia del fotosensibilizante no alterd las propiedades del sistema
nanoestructurado. El indice de polidispersividad fue menor de 0,10, mientras que la carga superficial de la nanoparticula fue negativa, en concordancia con
las caracteristicas de los compuestos utilizados para la preparacion de la ME. La actividad metabdlica de las células no ha sufrido interferencias con las ME no
demostrando toxicidad significativa; 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 incubacién, y 99 y 93% después de 24 horas de incubacidn, respectivamente, no demostré toxicidad intrinseca de la formulacion. Conclusion:
La caracterizacion de la ME desarrollada mostré que el sistema nanoestructurado que contenia ZnPcSO, fue a escala nanométrica y con caracteristicas fisicas
favorables para la entrega del activo, ademas de demostrar una baja citotoxicidad en las células MCF-7, en ausencia de la irradiacion, para futuros trabajos.
Se desarrollaran nuevos estudios para evaluar la citotoxicidad de la formulacion en presencia de la irradiacion durante la terapia fotodindmica.

Palabras clave: Microemulsion. Terapia fotodindmica. Neoplasias de la mama. Citotoxicidad.
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INTRODUCAO

O cancer de mama é um problema mundial de
salde para as mulheres, € o primeiro na incidéncia e o
segundo na mortalidade entre todos os tipos de cancer,
mesmo com todos os avancos tecnoldgicos recentes!.
Realizar uma intervengdo precoce € importante, pois um
grande numero de pacientes ainda apresenta recidiva,
mesmo apods anos de cura aparente. Os desafios no
combate a doenca dependem das propriedades intrinsecas
de resisténcia tumoral, heterogeneidade molecular e
metdstase!3.

Os subtipos moleculares dos canceres da mama
sao definidos com base na presenca de receptores de
estrogénio (RE), receptores de progesterona (RP) e
receptor-2 do fator de crescimento epidérmico humano
(REH2). Cerca de 20% dos canceres de mama sdo
negativos para a expressdo de RE, RP e REH2 (cancer
de mama triplo-negativo, CMTN), exibindo caracteristicas
patoldgicas agressivas e altas taxas de metastases e
recorréncia*®. Para os pacientes com CMTN, a Unica
opcao atual é uma quimioterapia nao-direcionada e/ou
radioterapia para estender a sobrevida dos pacientes, mas
nao previne com seguranga uma doenga secundaria’.

A terapia fotodindmica (TFD) é um tratamento
alternativo promissor para o controle de doencas
malignas®®°. TFD é baseada na fotooxidacdo da matéria
biolégica; o tratamento envolve a captacdo de um
fotossensibilizador (Fs) seguido de iluminagdo com luz de
um comprimento de onda apropriado, capaz de excitar os
Fs e desencadear reacGes fotoquimicas que geram espécies
reativas de oxigénio, tais como oxigénio singleto (*0,) e
radicais que conduzem a morte celular'!. As vantagens
da TFD em comparagdo com cirurgia, quimioterapia ou
radioterapia sdo a reducao da morbidade em longo prazo
e o fato de que a TFD ndo compromete outras opgdes de
tratamento!!. Esta terapia tem sido utilizada como uma
modalidade de tratamento experimental em muitos paises
para diversos tipos de canceres!13,

Em particular para os tumores nao superficiais,
a TFD parece promissora no tratamento de tipos de
canceres de elevada recorréncia. Recentemente foi
demonstrado que a TFD em combinacao com a cirurgia em
cancer do pancreas humano implantado ortotopicamente
num modelo de rato (sem pelo) era altamente eficaz na

eliminagao de doencas microscopicas no leito tumoral pds-

cirdrgico, bem como na prevengao de recorréncia local e
metastatical*®®.

Por uma variedade de razoes, dentre elas a falta
de estudos sobre sua eficacia e seguranca, bem como de
informagOes mecanisticas detalhadas, a TFD ndo é um tipo
comum de tratamento'2'¢'7, Para superar este cenario,
muitos estudos usando TFD como foco no aumento da
eficiéncia Fs ou no desenvolvimento de TFD baseado em
marcadores estao sendo desenvolvidos'®*®. No entanto,
devido a complexidade dos sistemas bioldgicos e possiveis
alvos bioldgicos desconhecidos, os detalhes de como a
TFD opera ainda sdo indescritiveis'>, Varias abordagens
também tém 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 eficiente e também barato??>.
Além do baixo custo e disponibilidade comercial, o uso
de AM também ¢ interessante porque tem sido usado
com seguranca por décadas em outras aplicacdes
clinicas?122:26:27,

As ftalocianinas fazem parte de outra classe de Fs
que tém atraido muito interesse em fungado das vantagens
em comparagao com 5-ALA?, que incluem: i) a retengao
seletiva em tecido de tumor; ii) facilidade de sintese; iii)
resisténcia a degradagdo quimica e fotoquimica; iv) a
vida longa no estado tripletefotoexcitados (fundamental
para a producdo de oxigénio reativo); e v) baixa
toxicidade no escuro?3!. Dentro desta classe, temos a
zincoftalocianinatetrasulfonada (ZnPcSO,), que é um Fs
eficaz, uma vez que tem seu pico de absorcdo dentro de
um comprimento de onda de étima penetracdo tecidual,
em 670nm323,

A ZnPcSO,,
solivel em agua, apresenta caracteristicas adequadas

um derivado de ftalocianinas,

para tratamentos fotobioldgicos®*; possui um fator
limitante quanto a penetracdo celular, pois o seu peso
molecular é elevado (898,15)%. Outro fator limitante é a
autoagregacao, resultante da grande estrutura hidrofdbica
da ZnPcSO,, por uma forte tendéncia do composto para
formar dimeros, especialmente em meios aquosos. A
autoagregagao de ftalocianinas reduz sua eficiéncia para a
producdo de espécies reativas de oxigénio’>3,

A fim de ser empregado com sucesso na FDT, o
Fs deve combinar baixa toxicidade intrinseca (escuro) com

alta fototoxicidade®¢. Sendo assim, foram caracterizadas
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as microemulsdes carreadoras de ZnPcSO,, sabendo que
a efetividade da TFD depende de, entre outros fatores, da
entrega e acumulo de fotossensibilizadores nas células-

alvo.

MATERIAL E METODO
Aspectos quimicos

A ZnPcSQ, de alta pureza foi comprada da Frontier
Scientific. 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 dleo de canola de grau
alimenticio (Cargill, Sdo Paulo-SP, Brasil) foi adquirido de
um supermercado local. Dimetil sulféxido (DMSO; grau
analitico) foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Agua foi purificada por destilagio dupla e desionizada
utilizando o sistema Millipore Milli-Q® agua (Millipore
Corporation, Bedford, EUA). Todas as substancias foram
utilizadas sem purificacdo adicional.

Preparacao e caracterizacao da formulagao
Preparacao da ME

A ME foi preparada pela adicdao de fase aquosa
(15%), que foi composta por PG/agua (3:1, A/A), a uma
mistura de monooleato desorbitano e polissorbato 80
(47%) a 3:1 (a/a) e dleo de canola (38%). A formulagao
foi submetida a vortex a 2500 rpm por 3 min a 25°C. Para
preparar a microemulsdo carreadora da droga, 27 pL/mL de
uma solugdo de reserva contendo 500 pg/mL de ZnPcSO,
em DMSO foi adicionada a fase oleosa (surfactantes + 6leo
de canola), antes da adicdo da fase aquosa. A concentracdo
final de ZnPcSO, na ME foi de 6,7 pug/mL¥.

Caracterizagao fisico-quimica da ME
Condutividade elétrica

A condutividade elétrica da ME livre e da ME
contendo ZnPcSO, a 6,7 pcg/mL foi medida utilizando-se
um medidor de condutividade, modelo CD-20 (Digimed,
Sao Paulo-SP, Brasil). Para as medigdes de condutividade,
as MEs foram preparadas usando-se 0,01M de cloreto de
sodio aquoso em vez de agua destilada.

Espalhamento dinamico de luz e potencial Zeta
As solugdes de ME livre e da ME contendo ZnPcSO,

a 6,7 pg/mL foram submetidas a medicOes de dispersdo
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  dptico ndo-invasivo (NIBS). As
medicdes foram feitas em um angulo de detecgdo de 173°;
a posicao de medicao no interior do cuvete foi determinada
automaticamente pelo software. Doze medidas foram
realizadas para cada amostra. O indice de refracdo para
a ME livre e contendo ZnPcSO, foi fixado em 1.464. As
medicGes da mobilidade eletroforética das particulas foram
realizadas usando 0 mesmo instrumento. O Zetasizer Nano
Series utiliza uma combinacdo de velocimetria de laser
Doppler e espalhamento de luz analise de fase (PALS) em
uma técnica patenteada chamada M3 PALS. As amostras
foram diluidas em 10 mM de NaCl. Vinte e duas medicdes

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 Modified 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 agua contendo 5% de CO?2.

Avaliacao da citotoxicidade

Para os ensaios nas culturas de células foram
semeadas células (2x10°/cm?) nas placas com 24 pocos
em meio DMEM e o ensaio MTT foi realizado de acordo
com Maysinger et al. e mantido durante 24 horas®. Apds
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 pl de novo
meio a 6 pogos (controle) e adicionaram-se 450 pl de novo
meio mais 50 pl de amostra da ME na auséncia do Fs e
ME, contendo ZnPcSO, (diluida 1:10) aos outros pogos. As
placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO, durante 1 h e
24 h. Adicionou-se solugao mae de MTT (5 mg/mL) a cada
pogo e incubou-se a 37°C e 5% de CO, durante 2-5 h
(sob inspegdo até a alteragdo da cor). O meio foi removido
suavemente e o DMSO foi adicionado a cada pogo 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 A = 550nm utilizando um leitor de microplacas de
referéncia Dynex MRX Revelation Plate Reader, Chantilly,
VA, EUA.

Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como médias +
DP. Os dados foram analisados estatisticamente por meio
de testes ndo paramétricos. Foi utilizado o teste Mann-
Whitney para comparar dois grupos experimentais. O nivel
de significancia foi estabelecido em pb 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Em estudos anteriores, Peixoto et al.** realizaram
a caracterizagdo de microemulsdes carreadores de

ZnPcSO, e conforme as avaliagdes anteriores de nosso

grupo, escolheu-se a melhor formulagdo. A ZnPcSO, foi
incorporada em DMSO de modo que se obtivesse uma
concentragao final de 6,7 pg/ml. A microemulsdo composta
por 38% de dleo de canola, 47% de surfactantes mistos
e 15% PG/agua manteve sua estabilidade fisica apds a
incorporagdo da ZnPcSO,. A adigdo de ZnPcSO, ndo alterou
a estabilidade fisica da microemuls3do apos a centrifugagao
ou apos trés meses de armazenamento a temperatura
ambiente. A visualizagdo microscopica durante esse
periodo demonstrou a permanéncia da fase isotrdpica.
A Tabela 1 mostra os resultados da caracterizacdo fisico-
quimica da microemulsdo na auséncia e na presenca
do fotossensibilizador ZnPcSO,. N&o houve diferenca
estatistica (pb 0,05) entre as microemulsGes na auséncia e
contendo ZnPcSO, em todos os parametros fisico-quimicos

analisados.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas de microemulsdo livres e carregadas, compostas de 38% o6leo de canola, 47% de surfactantes mistos monooleato

de sorbitano/polissorbato 80 (3:1) e 15% de PG/agua (3:1)

Microemulsao livre

Microemulsdo contendo ZnPCSO4

Parametros

Condutividade 0,63+0,04 0,33+0,03

(US.m ")*

Potencial Zeta (mV)* -15,7+0,15 -23,8+0,06
Zmédia* (nm)* 20,7+0,60 15,5+0,15

Indice de Polidispersividade 0,10+0,05 0,05+0,04

index*

* Cada valor é a média de trés experiéncias diferentes + DP

Microemulsdo livre

Microemulsdo contendo ZnPCSO4

Parametros

Condu_tividade 0,63+1,4 0,53+1,3

(uS.m_")*

Potencial Zeta (mV)* -15,7+1,5 -13,8+1,3
Zmédia* (nm)* 18.5+1.5 20.7+2.6

Indice de Polidispersividade 0,10+0,05 0,05+0,04

index*

Em virtude da natureza dinamica e ao pequeno
tamanho de agregados tensoativos nas microemulsdes
(tipicamente menores do que 100 nm de didametro), o exame
direto da estrutura das microemulsdes é dificil, e técnicas
de medicdo indireta, tais como a condutividade elétrica e
os estudos reoldgicos, sdo usualmente empregadas para
obter informagdes basicas sobre sua estrutura interna,
Foram obtidos resultados que indicam que a microemulsao
era de tipo A/O, os baixos valores de condutividade, na
série de 10-55/m, e baixa concentragdo da fase dispersa;
microemulsdo de agua continua tém condutividade

relativamente elevada, em comparacdo com sistemas

6leo-continuos (A/O)*, entretanto a adicdo de ZnPcSO,
nao alterou significativamente (pb 0,05) a condutividade
de nossa ME.

Sabe-se que a condutividade de microemulsdo
A/O podem ser relativamente elevada (na série de 10-
6-10-55/m), quando comparada com a condutividade
tipica de solventes apolares (10-16-10-12S/m). Os
didmetros de tamanho de particulas em microemulsdo
livres e carregadas com farmaco foram caracterizados
como pequenos (18,5nm e de 20,7nm, respectivamente)
e sua distribuicdo de tamanho muito estreito, tal como

determinado por andlise de dispersdo de luz cumulativa.
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As microemulsGes também constituiram populacoes
homogéneas em relacdo a superficie de propriedades
de carga. Observou-se que as MEs sdo constituidas
por particulas homogéneas (monodispersos), em
consequéncia da baixa polidispersidade; apds a adicdo de
ZnPcSO, ndo sendo observadas alteragbes significativas
(pb 0,05) na polidispersidade. Apds a adigdo de ZnPcSO,
verificou-se que a média Z (nm) foi ligeiramente, mas
nao significativamente (pb 0,05), aumentada para 20nm,
indicando que o farmaco, em razao de sua natureza
hidrofilica, foi incorporado na fase dispersa. O potencial de
analise Zeta produziu um valor negativo e a adigdo de Fs
nao alterou significativamente (pb 0,05) as propriedades
de superficie elétrica das goticulas de ME.

Com a caracterizacgo da formulagdo, a
microemulsdo pode ser sugerida como um potencial
sistema de entrega no tratamento fotodindmico para o
cancer de mama, sendo assim, foi feita a avaliagdo da
citotoxicidade da ME na presenga e auséncia da ZnPcSO,,
sendo observado que a citotoxicidade intrinseca da
formulacdo é muito baixa, na auséncia ou presenca do Fs

(Tabela 2).

Tabela 2 - Avaliagdo da citotoxicidade das microemulsGes na auséncia e
presenca da ZnPcSO,, compostas de 38% 6leo de canola, 47% de surfac-
tantes mistos monooleato de sorbitano/polissorbato 80 (3:1) e 15% de
PG /4gua (3:1) apds 1 e 24 horas de incubagdo e 50uL de cada amostra
diluida 1:10 com agua

Apés 1 hora de | Ap6s 24 horas de
incubacao incubacdo
Controle | 1,94746* (100,0%) 1,90631* (100,0%)
sem ME
ME sem | 1,93671* (99,44%) 1,89438* (99,37%)
ZnPcSO0,
ME com | 1,91359* (98,26%) 1,79064* (93,93%)
ZnPcS0,

* Cada valor é a média de trés experiéncias diferentes.

Desenvolveu-se a ME utilizando materiais
biocompativeis, pois demonstra inércia bioldgica através
de métodos in vitro e in vivo***. O uso de ME lipidico
para aumentar o efeito anticancerigeno dos inimeros
ingredientes  farmacéuticos ativos tem sido bem
documentado*“. A eficacia de transfecgdo da ME como
uma composicdo anticancerigena pode ser atribuida a
presenca da fase oleosa para a captagao celular melhorada
da ME carregadora da ZnPcSO,. Estas propriedades
também podem perturbar a integridade da membrana
celular e promover a acumulacado dos Fs na célula. Assim,
a presenca da fase oleosa na formulagao ajuda ainda mais
na captacao das ME.

Os resultados deste estudo indicam que a
atividade metabdlica das células ndo sofreu interferéncias
com as MEs, ndo demonstrando toxicidade significativa.
A viabilidade das células tratadas com a ME na auséncia
e presenca do fotossensibilizador foi de 99 e 98%, apds
1 hora de incubagdo e 99 e 93%, apds 24 horas de
incubacdo, respectivamente, ndo demostrando toxicidade

intrinseca da formulacao.

CONCLUSAO

A caracterizagdo da ME desenvolvida mostrou
que o sistema nanoestruturado contendo ZnPcSO, foi em
escala nanométrica e com caracteristicas fisicas favoraveis
para entrega do ativo, além de demonstrar uma baixa
citotoxicidade nas células MCF-7, na auséncia da irradiacdo.
Futuramente sera avaliada a citotoxicidade da formulacdo
na presenca da irradiacdo, durante a terapia fotodinamica.
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