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RESUMO

O cancer de mama triplo-negativo representa um desafio terapéutico relevante devido
a auséncia de receptores hormonais e de HERZ2, o que limita as op¢des de tratamento
disponiveis. A terapia fotodindmica (TFD) tem se destacado como uma estratégia
promissora para o tratamento de neoplasias agressivas, baseando-se na ativagdo de
fotossensibilizadores por luz em comprimento de onda especifico, promovendo a
geragédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que induzem morte celular. Neste
estudo, avaliamos os efeitos citotdxicos, antiproliferativos e antimigratérios da
ftalocianina de aluminio-cloro (AICIPc) encapsulada em micelas do copolimero
Pluronic® F-127 em células MDA-MB-231, um modelo in vitro de cancer de mama
triplo-negativo. As células foram tratadas com diferentes concentragbées da formulagao
AICIPc-Pluronic® F-127, seguida ou nao de irradiagdo com luz LED (660-690 nm). A
citotoxicidade foi avaliada pelos ensaios de MTT e azul de trypan; a capacidade
proliferativa foi investigada por ensaio clonogénico com cristal violeta, e o
comportamento migratorio foi analisado por ensaios de cicatrizagdo. As alteragdes
morfolégicas associadas a morte celular foram observadas por microscopia, e 0s
mecanismos de morte celular foram investigados por coloragdo com iodeto de
propidio e anexina V-FITC. Os resultados demonstraram que a formulagao
AICIPc-Pluronic® F-127 apresentou eficacia fotodindmica superior em comparagao a
AICIPc livre, com valor de ICso de 2,31 yM apés irradiagdo e viabilidade celular
superior a 90% na auséncia de luz. Concentragbes mais baixas (1-2 yM) foram mais
eficazes do que concentragdes mais altas, possivelmente devido a menor agregacgao
do fotossensibilizador. Além disso, a formulagéo reduziu significativamente a formagéao
de colénias e a migragao celular apés TFD, e induziu apoptose em concentragdes
mais baixas, com transicdo para necrose em concentracdes mais elevadas. Estes
achados indicam que a vetorizagao da AICIPc por Pluronic® F-127 potencializa seus
efeitos antitumorais em células de cancer de mama triplo-negativo, representando uma
abordagem nanotecnolégica promissora para o desenvolvimento de terapias
direcionadas, seguras e eficazes.

Palavras-chave: Pluronic® F-127; fotosensibilizador nanocarreado; MDA-MB-231;
morte celular programada; nanotecnologia.



ABSTRACT

Triple-negative breast cancer represents a major therapeutic challenge due to the
absence of hormone receptors and HER2 expression, resulting in limited treatment
options and poor prognosis. Photodynamic therapy (PDT) has emerged as a promising
strategy for treating aggressive neoplasms by activating photosensitizers with
specific-wavelength light to generate reactive oxygen species (ROS) capable of
inducing cell death. In this study, we evaluated the cytotoxic, antiproliferative, and
antimigratory effects of aluminum-chloride phthalocyanine (AICIPc) encapsulated in
Pluronic® F-127 micelles in MDA-MB-231 cells, an in vitro model of triple-negative
breast cancer. Cells were treated with different concentrations of the AICIPc-Pluronic®
F-127 formulation, followed or not by LED light irradiation (670 nm). Cytotoxicity was
assessed by MTT and trypan blue assays; proliferative capacity was evaluated by
clonogenic assay with crystal violet staining; and cell migration was analyzed using
wound healing and transwell assays. Morphological changes associated with cell death
were examined microscopically, and mechanisms of cell death were investigated
through propidium iodide and annexin V-FITC staining. The results showed that the
AICIPc-Pluronic® F-127 formulation exhibited superior photodynamic efficacy
compared to free AICIPc, with an ICso value of 2.31 uM post-irradiation and cell viability
above 90% in the absence of light. Lower concentrations (1-2 yM) were more effective
than intermediate or higher concentrations, likely due to reduced photosensitizer
aggregation. Furthermore, the formulation significantly inhibited colony formation and
cell migration following PDT, and induced apoptosis at lower concentrations,
transitioning to necrosis at higher concentrations. These findings indicate that the
vectorization of AICIPc with Pluronic® F-127 enhances its antitumor effects in
triple-negative breast cancer cells, representing a promising nanotechnological
approach for the development of safe, selective, and effective targeted therapies.

Keywords: Pluronic® F-127; nanocarrier-based photosensitizer; MDA-MB-231 cell
line; programmed cell death; nanotechnology.
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1 INTRODUGAO

O cancer de mama representa um problema de saude publica mundial, sendo o
tipo de cancer mais comum entre mulheres, com excecdo do cancer de pele nao
melanoma. De acordo com dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
estima-se que a cada ano surjam cerca de 2,3 milhdes de novos casos de cancer de
mama em todo o mundo, fazendo com que 95% dos paises apresentem o cancer de
mama como o primeiro ou 0 segundo maior responsavel pela causa de morte entre as
mulheres (Cardoso, 2022; WHO, 2023). Apesar dos avangos no diagnéstico precoce e
nas abordagens terapéuticas, o cancer de mama continua sendo a principal causa de
morte por cancer na populagao feminina (Sung et al., 2021; Nolan et al., 2023).

A epidemiologia do cancer de mama revela uma doenga multifatorial, cujos
fatores de risco incluem predisposicao genética, menarca precoce, menopausa tardia,
exposicao excessiva ao estrogénio enddgeno ou exégeno, radiagao, baixa paridade,
alta densidade mamaria e histérico de hiperplasia atipica. Destaca-se também a
importancia das mutagdes genéticas BRCA-1/BRCA-2, genes que produzem proteinas
reparadoras de DNA danificado, atuando na supressdo de tumores (Chabner, 2015;
Cohen et al., 2023). Ademais, o estilo de vida contemporaneo tem contribuido como
fator agravante, com o aumento do consumo de alcool e dos indices de obesidade na
populacao (Cardoso, 2022; Oliveira et al., 2023).

Além disso, longe de ser uma doenga homogénea, o cancer de mama engloba
um grupo diverso de neoplasias com caracteristicas biologicas e moleculares distintas,
apresentando diferentes manifestagdes clinicas, respostas terapéuticas e progndsticos
(Harbeck et al., 2019; Jiang, 2023). A classificagdo molecular, baseada em perfis de
expressdo génica, identifica principalmente quatro subtipos intrinsecos: luminal A,
luminal B, HER2-enriquecido e basal-like (Perou et al., 2000; Silva, et al., 2019). Essa
classificagdo é essencial para a definicao do progndstico e a escolha do tratamento,
sendo amplamente utiizada em oncologia clinica (Figura 1). Os subtipos mais

estudados sao:
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Figura 1 - Subtipos moleculares de cidncer de mama. A primeira linha (%) refere-se a
incidéncia dos subtipos moleculares de cancer de mama no mundo. A segunda linha refere-se
a expressiao dos receptores em cada subtipo molecular. A terceira linha ao grau histolégico ou
nivel de diferenciagdo celular). A quarta linha refere-se ao prognostico de cada subtipo
molecular diretamente associado ao grau histolégico. Enquanto a quinta e ultima linha

refere-se a terapia usualmente utilizada em cada subtipo molecular. Fonte: Adaptado de
WONG (2012).

e Luminal A: Esse subtipo, que representa cerca de 73% dos casos, é
caracterizado pela expressao de receptores de estrogeno (ER) e progesterona
(PR), além de uma baixa expressdo do marcador de proliferagcao Ki-67 (<20%)
(Harbeck, et al., 2019; Waks & Winer, 2019). Este apresenta um comportamento
biolégico menos agressivo e, geralmente, responde bem a terapia hormonal. O
prognostico para pacientes com tumores luminais A é considerado favoravel,
embora a resisténcia adquirida a terapia enddcrina, como tamoxifeno e
inibidores de aromatase, ainda seja um desafio (Goldhirsch et al., 2013).

e Luminal B: Esse subtipo apresenta receptores hormonais positivos, mas com
maior expressao de Ki-67 ou amplificagdo do gene HER2 (human epidermal
growth factor receptor 2) (Harbeck, et al., 2019; Waks & Winer, 2019). Este é
mais agressivo do que o luminal A e frequentemente requer combinag¢des de
terapias, incluindo quimioterapia e terapia hormonal. Estratégias mais recentes,
como o uso de inibidores de CDK4/6 (palbociclibe, ribociclibe), ttm mostrado
promessas em melhorar o controle da doenga, especialmente em estagios
avancados (Goldhirsch et al., 2013).

e HER2-enriquecido: Esse subtipo € caracterizado pela superexpressdo da

proteina HER2 e pela auséncia de receptores hormonais. Antes do advento das
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terapias-alvo, como trastuzumabe e pertuzumabe, o prognoéstico para esse
subtipo era reservado (Harbeck, et al., 2019; Waks & Winer, 2019). Atualmente,
avangos em terapias baseadas em anticorpos monoclonais e conjugados de
anticorpos, como o trastuzumabe-emtansina, tém transformado o manejo clinico,
embora a heterogeneidade tumoral e a resisténcia ao tratamento ainda sejam
obstaculos importantes (Goldhirsch et al., 2013; Harbeck, et al., 2019).

e Triplo-negativo: Representando aproximadamente 13% dos casos, o subtipo
triplo-negativo ndo expressa receptores hormonais nem HER2, o que limita as
opgdes terapéuticas a protocolos de quimioterapia padrao (Harbeck, et al., 2019;
Waks & Winer, 2019). Este é associado a um comportamento biol6gico
agressivo, maior probabilidade de metastase precoce e menor taxa de sobrevida
em longo prazo. Recentemente, a imunoterapia com inibidores de checkpoint
imunolégico (anti-PD-1/PD-L1) e estratégias inovadoras, como nanotecnologia e
terapia génica, tém sido exploradas para melhorar o tratamento desse subtipo
(Goldhirsch et al., 2013; Harbeck et al., 2019; Filho et al., 2023; Gao, et al.,
2023).

O cancer de mama triplo-negativo (TNBC, do inglés Triple-Negative Breast
Cancer) representa o subtipo mais desafiador clinicamente. Caracterizado pela
auséncia dos trés receptores (ER, PR e HER2), representa aproximadamente 13-20%
de todos os casos de cancer de mama e esta associado a prognoéstico desfavoravel,
alto risco de metastase e recorréncia precoce (Foulkes et al., 2010; Garrido-Castro et
al., 2019).

Este subtipo apresenta caracteristicas clinicas e moleculares distintas, incluindo
maior incidéncia em mulheres jovens, afrodescendentes e portadoras de mutagdes
nos genes BRCA1/2, além de comportamento biolégico agressivo com alto potencial
metastatico (Garrido-Castro et al., 2019; Silva, et al., 2019; Nolan et al., 2023).
Adicionalmente, o TNBC apresenta significativa heterogeneidade molecular, com pelo
menos quatro subtipos distintos identificados: basal-like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2),
mesenquimal (M) e luminal receptor de androgénio (LAR) (Lehmann et al., 2016). Essa
heterogeneidade molecular contribui para a variabilidade na resposta terapéutica e no

prognostico clinico observado em pacientes com TNBC.

1.1 Microambiente Tumoral e Resisténcia Terapéutica
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A complexidade do cancer de mama estende-se além da heterogeneidade
intratumoral, englobando as interagdes dindmicas entre as células tumorais e o
microambiente tumoral (TME). Este microambiente inclui fibroblastos associados ao
tumor (CAFs), células imunes infiltrantes e a matriz extracelular (Figura 2),
componentes que contribuem para a progressao tumoral, evasdo imunologica e
resisténcia terapéutica, representando alvos potenciais para novas intervencoes
terapéuticas (Oualla et al., 2017; Silva et al., 2019; Cardoso, 2022; Khan, 2022).

BREAST TUMOR MICROENVIRONMENT
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Figura 2 - O microambiente tumoral (TME) e a progressiao do cincer de mama. No inicio da
iniciagdo tumoral, o tumor em desenvolvimento é exposto a sinais supressores de crescimento
provenientes do processo inflamatério. As citocinas (TGF-B, IL-1B e TNF-a) liberadas do
processo inflamatério modulam a diferenciagdo de fibroblastos normais em fibroblastos
associados ao cancer (CAFs). Estes, por sua vez, secretam proteinas da matriz extracelular e
fatores soluveis (TGF-8, CXCL12, IL-6) que estimulam a transi¢ao epitelial-mesenquimal (EMT),
o crescimento e a progressio do tumor. Os neutréfilos podem induzir EMT e promover a
progressao tumoral através da liberagao de citocinas. Os adipocitos secretam metabdlitos de
alta energia para alimentar o crescimento tumoral. Os macréfagos associados ao tumor
(principalmente macréfagos M2) apoiam varios processos dentro do TME, incluindo o
crescimento e a invasio do BC, secretando citocinas e fatores de crescimento
pro-tumorigénicos. Esses eventos orquestrados no tumor primario permitem que as células
tumorais adquiram um fenétipo moével e invasivo. Fatores secretados (MMPs, VEGF) facilitam
ainda mais a intravasagao das células tumorais na circulagao. O local preferido de metastase
pode ser influenciado pelo subtipo do cancer de mama. Fonte: Terceiro, L. E. et al. The Breast
Tumor Microenvironment: A Key Player in Metastatic Spread. Cancer, 13, 19, p.4798, 2021.

O desenvolvimento de resisténcia aos tratamentos constitui outro aspecto critico
no manejo do cancer de mama. Mecanismos como alteragbes epigenéticas,
plasticidade celular e ativagao de vias de sinalizacado alternativas sao frequentemente

implicados na falha terapéutica (Khan, 2022). Para o TNBC especificamente, a
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resisténcia ao tratamento € um fenbmeno complexo que pode ocorrer devido a
alteragbes genéticas nas células tumorais, microambiente tumoral hostil e a presencga
de células-tronco tumorais que podem nao ser afetadas pela quimioterapia
convencional (Oualla et al., 2017; Wang & Wu, 2023).

1.2 Limitagoes Terapéuticas Atuais e Perspectivas

A auséncia de alvos moleculares especificos para o TNBC limita
significativamente as opg¢des terapéuticas, sendo a quimioterapia convencional a
principal abordagem utilizada (Wang & Wu, 2023). Esta limitagao resulta em taxas de
recorréncia significativamente mais altas quando comparadas com outros subtipos,
resisténcia aos quimioterapicos e alta toxicidade sistémica, representando desafios
significativos no tratamento desse subtipo agressivo (Bianchini et al., 2016; Dent et al.,
2007).

Recentemente, novas abordagens terapéuticas tém sido desenvolvidas para o
TNBC, incluindo inibidores de PARP para pacientes com mutacbes em BRCA1/2,
imunoterapia com inibidores de checkpoint para tumores PD-L1 positivos e
terapias-alvo para subpopulagoes especificas de TNBC (Debien et al., 2023; Filho et
al., 2023). Entretanto, essas terapias beneficiam apenas subgrupos especfificos de
pacientes, e a resisténcia aos tratamentos continua sendo um desafio significativo
(Waks & Winer, 2019; Wang & Wu, 2023).

Nesse contexto, estudos recentes em biologia molecular tém focado na
identificagcdo de biomarcadores prognésticos e preditivos, além do desenvolvimento
de terapias direcionadas que possam superar 0s mecanismos adaptativos de
resisténcia (Silva et al., 2019; Cardoso, 2022; Nolan et al., 2023). A busca por novas
estratégias terapéuticas mais eficazes e seletivas torna-se essencial para melhorar o
progndstico e a qualidade de vida das pacientes, representando a abordagem
nanotecnoldgica uma estratégia promissora para alcangar melhores resultados clinicos

em pacientes com TNBC.

1.3 A Nanotecnologia na Pesquisa do Cancer de Mama
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Diante das limitagdes terapéuticas apresentadas, especialmente no tratamento
do cancer de mama triplo-negativo, a nanotecnologia emerge como uma abordagem
promissora capaz de revolucionar tanto o diagnéstico quanto o tratamento dessa
neoplasia. As estratégias nanotecnoldgicas oferecem solugbes inovadoras para os
principais desafios enfrentados na oncologia mamaria, proporcionando beneficios que
se estendem desde a melhoria da farmacocinética dos medicamentos até o
desenvolvimento de terapias mais personalizadas e eficazes (Dang & Guan, 2020;
Azzi et al., 2023) (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismos de morte celular em cancer induzidos por nanoparticulas. Fonte:
Adaptado de Mundekkad e Cho (2022). Recursos de Biorender.com.

Uma das principais vantagens da nanotecnologia reside na capacidade de criar
sistemas de entrega direcionada de farmacos. Através da modificagao superficial de
nanoparticulas para reconhecer marcadores especfificos presentes nas células
cancerosas, € possivel direcionar terapias especificamente para o tecido tumoral,
minimizando significativamente os efeitos colaterais em tecidos saudaveis (Yao et al.,
2020; Azizi et al., 2023; Xu et al., 2023; Elumalai et al., 2024). Esta abordagem
direcionada representa um avancgo fundamental em relagao as terapias convencionais,

qgue frequentemente afetam indiscriminadamente células saudaveis e tumorais.
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Complementarmente, a nanotecnologia aborda desafios farmacolégicos
fundamentais, como a baixa solubilidade em agua de muitos agentes quimioterapicos
hidrofébicos. Através do encapsulamento em sistemas nanoestruturados, esses
farmacos podem ser administrados em doses mais baixas com maior
biodisponibilidade, resultando em aumento significativo da eficacia terapéutica (Azizi
et al., 2023; Xu et al., 2023; Elumalai et al., 2024). Adicionalmente, os sistemas de
nanoparticulas permitem a liberagdo controlada de medicamentos, prolongando o
tempo de circulagdo no sangue e otimizando a farmacocinética, o que pode resultar
em maior eficacia terapéutica com menor frequéncia de administracéo (Azzi et al.,
2023; Abbas et al., 2025).

No contexto diagndstico, as nanoparticulas funcionam como agentes de
contraste avangados em técnicas de imagem molecular, melhorando substancialmente
a deteccéo precoce do cancer de mama. A capacidade de visualizar células tumorais
em tempo real ndo apenas facilita o diagndstico, mas também permite a avaliagéao
continua da resposta ao tratamento, contribuindo para a personalizagdo das terapias
(Azizi et al., 2023; Abbas et al., 2025).

Uma caracteristica particularmente relevante da nanotecnologia € sua
versatilidade para desenvolver terapias combinatdrias. A possibilidade de incorporar
multiplas modalidades terapéuticas em uma Uunica nanoparticula permite a
administracdo simultdnea de quimioterapia, terapia fotodinamica e agentes
imunologicos. Esta abordagem multifacetada aumenta significativamente a eficacia do
tratamento ao atacar as células tumorais através de diferentes mecanismos, reduzindo
simultaneamente a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia (Azizi et al., 2023;
Chen et al., 2023; Elumalai et al., 2024).

A questdo da resisténcia a multiplas drogas (MDR), um desafio significativo
especialmente no TNBC, pode ser efetivamente abordada através de estratégias
nanotecnoldgicas. O encapsulamento de farmacos em nanoparticulas capazes de inibir
a atividade de proteinas de efluxo, como a glicoproteina-P, permite aumentar a
concentragao intracelular do farmaco, superando assim os mecanismos de resisténcia
celular (Abbas et al., 2025).

No ambito da imunoterapia, a nanotecnologia oferece ferramentas sofisticadas
para o desenvolvimento de vacinas e terapias imunolégicas. Nanoparticulas podem ser
projetadas para apresentar antigenos tumorais de forma otimizada, potencializando a

ativacao de células T e a resposta imune antitumoral (Chen et al., 2023; Abbas et al.,
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2025). Esta capacidade de modular a resposta imunoldgica representa uma estratégia
particularmente promissora para o tratamento do TNBC, considerando a crescente
evidéncia do papel da imunidade na progressao desta neoplasia.

Finalmente, a nanotecnologia acelera significativamente os processos de
pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos. As técnicas nanotecnoldgicas
permitem a realizagdo de testes em larga escala de novas combinagdes de farmacos
e terapias, facilitando a identificacdo de abordagens mais eficazes e a descoberta de
estratégias terapéuticas inovadoras (Mandal et al., 2021; Azizi et al., 2023). Esta
capacidade de acelerar a translacido de descobertas laboratoriais para aplicacbes
clinicas representa um potencial transformador para o futuro do tratamento do cancer
de mama.

Dessa forma, a nanotecnologia se posiciona como uma plataforma tecnoldgica
integrada, capaz de abordar simultaneamente multiplos aspectos da complexidade do
cancer de mama, oferecendo perspectivas promissoras para superar as limitacoes
terapéuticas atuais e melhorar significativamente o prognostico e a qualidade de vida

das pacientes.

1.4 Terapia Fotodinamica (TFD)

A terapia fotodinamica (TFD) emerge como uma abordagem terapéutica
minimamente invasiva e promissora para o tratamento de neoplasias, baseando-se na
ativacdo de compostos fotossensibilizadores por luz em comprimento de onda
especifico, na presenca de oxigénio molecular (Gurcan et al., 2021; Jin et al., 2023).

Apds a administracao, o fotossensibilizador acumula-se preferencialmente em
células tumorais devido a caracteristicas especificas do microambiente tumoral, como
pH acido, aumento da permeabilidade vascular e drenagem linfatica comprometida
(Castano et al., 2004) (Figura 4). A subsequente irradiagdo com luz em comprimento
de onda correspondente ao pico de absor¢cdo do fotossensibilizador promove sua
excitacgdo do estado fundamental para o estado singlete excitado. O
fotossensibilizador no estado singlete excitado pode retornar ao estado fundamental,
emitindo fluorescéncia, ou sofrer conversao intersistema para o estado triplete
excitado de maior tempo de vida (Agostinis et al., 2011).

No estado triplete excitado, o fotossensibilizador pode participar de dois tipos

de reacgdes fotoquimicas: reacdes do tipo |, envolvendo transferéncia de elétrons ou
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hidrogénio para biomoléculas ou oxigénio molecular, gerando radicais livres e ERO
como anion superoxido (Oz7), peréxido de hidrogénio (H.O:) e radical hidroxila (OH); e
reagdes do tipo I, predominantes na TFD, caracterizadas pela transferéncia de
energia do fotossensibilizador no estado triplete excitado para o oxigénio molecular no
estado triplete fundamental, gerando oxigénio singlete ('O.), uma espécie altamente
reativa (Kwiatkowski et al., 2018; Gurcan et al., 2021; Jin et al., 2023).
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Figura 4 - Mecanismo de a¢ido na lesdo-alvo na terapia fotodinamica (TFD). Existem dois tipos
de reagdes durante a TFD. Apds a absorgao da luz, um fotossensibilizador é transformado do
estado fundamental para um estado excitado. O sensibilizador ativado gera radicais (reagado
tipo 1) ou substratos oxidativos (reacdo tipo IlI) para danificar a célula. Fonte: Adaptado de
Castano e colaboradores (2006). Recursos de Biorender.com.

As ERO geradas durante a TFD, especialmente o oxigénio singlete, promovem
danos oxidativos a biomoléculas essenciais, incluindo lipidios, proteinas e acidos
nucleicos, resultando em alteracbes na permeabilidade da membrana plasmatica,
inativacdo de enzimas, disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico e
danos ao DNA (Kwiatkowski et al., 2018). Dependendo da localizagao subcelular do
fotossensibilizador, intensidade da irradiagao e susceptibilidade celular, diferentes
mecanismos de morte celular podem ser ativados, incluindo apoptose, necrose,

autofagia e morte celular imunogénica (De Silva et al., 2020).

141 Mecanismos de Acdo da TFD: Morte Celular e Modulagdao do

Microambiente Tumoral
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A terapia fotodindmica demonstra sua versatilidade terapéutica através da
capacidade de induzir diferentes vias de morte celular, cuja ativagdo depende
fundamentalmente da intensidade do dano oxidativo e das caracteristicas especificas
do microambiente celular. Esta diversidade de mecanismos citotoxicos contribui
significativamente para a eficacia terapéutica da TFD, uma vez que permite superar
potenciais resisténcias celulares através de multiplas vias de eliminagao tumoral (De
Silva et al., 2020).

Em condi¢gdes de dano oxidativo moderado, a geracao controlada de espécies
reativas de oxigénio desencadeia preferencialmente a ativagdo de vias apoptoticas,
tanto intrinsecas quanto extrinsecas. Este processo envolve a liberagao de citocromo ¢
pelas mitocondrias e a subsequente ativagcdo de caspases, resultando em morte
celular programada de forma ordenada e controlada (Dolmans et al., 2003; Agostinis
et al., 2011). Por outro lado, quando o dano oxidativo atinge intensidades elevadas,
observa-se a inducdo de morte necrotica, caracterizada pela ruptura das membranas
celulares, perda da integridade do citoesqueleto e morte celular descontrolada, com
consequente liberagcdo de conteudo intracelular inflamatério. Adicionalmente, a TFD
pode induzir autofagia como mecanismo inicialmente protetor, embora, em doses
especificas, este processo também contribua para a morte celular programada,
demonstrando a complexidade e versatilidade dos mecanismos citotoxicos envolvidos
(De Silva et al., 2020).

Além dos efeitos citotoxicos diretos, a terapia fotodindmica exerce influéncia
significativa sobre o microambiente tumoral, modulando diversos componentes que
contribuem para a progressao neoplasica. Um dos principais efeitos observados € a
inibicdo da angiogénese atraves do dano as células endoteliais, resultando na redugao
do suprimento de nutrientes e oxigénio para o tumor, comprometendo assim seu
crescimento e viabilidade. Esta agdo antiangiogénica representa um mecanismo
complementar importante para o controle tumoral, especialmente considerando a
dependéncia dos tumores solidos de uma vascularizacdo adequada para seu
desenvolvimento (Agostinis et al., 2011; De Silva et al., 2020).

Paralelamente, a TFD promove alteragdes profundas no microambiente
imunolégico tumoral. A morte celular induzida pela terapia resulta na liberagado de
antigenos tumorais e padrbes moleculares associados a danos (DAMPs), que
funcionam como sinais de perigo capazes de ativar tanto respostas imunes inatas

quanto adaptativas. Esta ativacdo imunoldgica recruta células efetoras, incluindo
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células dendriticas e linfocitos T citotdéxicos, promovendo uma resposta antitumoral
sistémica que pode estender os beneficios terapéuticos além do sitio de aplicagao da
TFD. Este efeito imunoestimulador representa uma vantagem particular da terapia
fotodinamica, diferenciando-a de outras modalidades terapéuticas que frequentemente
exercem efeitos imunossupressores (Agostinis et al., 2011).

A modulacéo dos fibroblastos associados ao tumor (CAFs) constitui outro
aspecto relevante da acdo da TFD sobre o microambiente tumoral. Considerando que
os CAFs geralmente promovem a progressao tumoral através da secrecao de fatores
de crescimento, citocinas pro-inflamatorias e componentes da matriz extracelular que
facilitam a invasdo e metastase, sua inativacdo ou eliminacdo pela TFD contribui
significativamente para a reducao da resisténcia ao tratamento. Esta capacidade de
modular os elementos estromais que suportam o crescimento tumoral amplifica os
efeitos terapéuticos da TFD, criando um ambiente menos favoravel a sobrevivéncia e
proliferacao das células neoplasicas (Agostinis et al., 2011; Gurcan et al., 2021).

Dessa forma, a terapia fotodindmica atua através de um mecanismo
multifacetado que combina citotoxicidade direta através de muiltiplas vias de morte
celular com efeitos moduladores sobre o microambiente tumoral, incluindo inibi¢cao
angiogénica, ativacdo imunolégica e neutralizacdo de elementos estromais
pro-tumorais. Esta abordagem integrada representa uma vantagem terapéutica
significativa, especialmente no contexto do tratamento de neoplasias complexas como
o cancer de mama triplo-negativo.

Além dos efeitos citotdxicos diretos sobre as células tumorais, a TFD também
promove efeitos vasculares, resultando em trombose, hemorragia e isquemia no tecido
tumoral, e efeitos imunoldgicos, incluindo ativagao de resposta inflamatéria aguda e
indugdo de imunidade antitumoral especifica (Gurcan et al., 2021; Jin et al., 2023;
Souza, 2024). Este efeito multifatorial da TFD contribui para sua eficacia terapéutica.

Atualmente, a TFD é aprovada para tratamento de diversos tipos de cancer,
incluindo cancer de pele nao-melanoma, cancer de esb6fago, cancer de pulmao
nao-pequenas ceélulas em estagio inicial e cancer de bexiga superficial (Dolmans et al.,
2003). Além de apresentar vantagens significativas sobre terapias convencionais,
incluindo especificidade seletiva, baixa toxicidade sistémica, possibilidade de
aplicagao repetida sem risco de resisténcia cruzada, capacidade de preservagao do
tecido normal adjacente e potencial para inducdo de resposta imune antitumoral
(Agostinis et al., 2011).
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No entanto, a sua eficacia depende de multiplos fatores, incluindo propriedades

do fotossensibilizador (seletividade tumoral, localizagdo subcelular, rendimento
quantico de formagao de oxigénio singlete), parametros de irradiagao (comprimento
de onda, fluéncia, taxa de fluéncia) e condi¢gdes teciduais (oxigenagao, pH)
(Kwiatkowski et al., 2018; Gurcan et al., 2021; Jin et al., 2023). A otimizag&o destes
parametros é essencial para maximizar a eficacia terapéutica da TFD em diferentes

tipos de cancer.

1.5 Ftalocianina de Aluminio Cloro (AICIPc)

Entre os fotossensibilizadores de segunda geracgao, a ftalocianina de aluminio
cloro (AICIPc) destaca-se por suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas favoraveis,
incluindo alta absorg¢ao na regidao do vermelho do espectro visivel (670-675 nm), onde
ha maior penetracéo tecidual da luz, e elevado rendimento quantico de formagao de
oxigénio singlete (Josefsen & Boyle, 2008; Longo et al., 2009) (Tabela 1). No entanto, a
natureza hidrofébica da AICIPc limita sua aplicagéo clinica, devido a baixa solubilidade
em meio aquoso e tendéncia a agregacao, fatores que comprometem sua eficacia
fotossensibilizadora (Muehimann et al., 2015; Longo et al., 2015).

A localizacdo subcelular da AICIPc é predominantemente lisossomal, mas
também pode acumular-se na mitocondria e reticulo endoplasmatico, dependendo das
caracteristicas fisico-quimicas, concentragéo e sistema de entrega utilizado (Pallavi et
al., 2022). Esta distribuigdo subcelular influencia os mecanismos de morte celular
induzidos apos fotoativagao, sendo a apoptose o mecanismo predominante na TFD
mediada por AICIPc (Castano et al., 2006).

Tabela 1 - Comparagao entre fotossensibilizadores.
Abreviagdes: NA, ndo aplicavel; TFD, terapia fotodinadmica; TFT, terapia fototérmica.
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geragao oligomérica como terapia cutanea, baixa
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baixa fotoesabiliade
oa Absorgéo em Apoptose e Expansé&o da Insolubilidade,
~ comprimentos de 630-750 Passivo necrose por Monomérica TFD para uma direcionamento
geragao onda mais dano variedade maior inadequado,
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Fonte: Adaptado de Braodwater e colaboradores (2021).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram o potencial antitumoral da AICIPc em
diversos tipos de cancer, incluindo cancer de mama (Muehlmann et al., 2015), cancer
cervical (Longo et al., 2015), melanoma (Cangussu et al., 2022) e cancer de prostata
(Dang & Guan, 2020). No contexto do cancer de mama, foi demonstrado que a AICIPc
apresenta efeito citotdxico seletivo sobre células tumorais em comparagao com células
mamarias normais apos fotoativagéo (Goto et al., 2017).

Apesar de suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas favoraveis, a natureza
hidrofébica da AICIPc limita sua aplicagao clinica devido a baixa solubilidade em meio
aquoso, tendéncia a agregagao e reduzida biodisponibilidade (Muehlmann et al.,
2015; Longo et al., 2009). A agregagdo do fotossensibilizador compromete sua
eficacia fotossensibilizadora por reduzir o rendimento quantico de formagao de
oxigénio singlete, diminuir o tempo de vida do estado triplete e alterar o espectro de
absor¢ao (Mansoori, 2019).

Para superar essas limitagdes, diversos sistemas de entrega tém sido
desenvolvidos para a AICIPc, incluindo lipossomas (Miretti et al., 2021), nanoparticulas
poliméricas (Muehlmann et al., 2015; Longo et al., 2015), nanoparticulas lipidicas
sélidas (Samanthula, 2024) e micelas poliméricas (Pallavi et al., 2022). Estes sistemas
nao apenas melhoram a solubilidade aquosa e reduzem a agregacao da AICIPc, mas
também podem aumentar sua seletividade tumoral, melhorar sua farmacocinética e

potencializar sua eficacia terapéutica (Kwiatkowski et al., 2018).
1.6 Pluronic® F-127 como Sistema de Entrega de Farmacos
Os copolimeros em bloco da familia Pluronic, também conhecidos como

poloxameros, sao copolimeros triblocos anfifilicos ndo-iénicos compostos por blocos

centrais hidrofébicos de polioxipropileno (PPO) flanqueados por blocos hidrofilicos de
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polioxietiieno (PEO) (PEO-PPO-PEQO) (Batrakova & Kabanov, 2008). Estes
copolimeros apresentam propriedades uUnicas, incluindo a capacidade de formar
micelas em meio aquoso acima da concentracdo micelar critica (CMC) e da
temperatura micelar critica (CMT), encapsulando moléculas hidrofébicas em seu
nucleo PPO (Figura 5) (Alexandridis et al, 1995).

Nanoformulagdes baseadas em copolimeros em bloco de Pluronic® para terapia

Microemulstes e nanoemulsies 2 do cancer Y Micelas poliméricas
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Figura 5 - Nanoformulagdes com Pluronic® Fonte: Adaptado de Castro e colaboradores (2023) .
Recursos de Biorender.com.

As propriedades fisico-quimicas € o comportamento micelar dos Pluronics
dependem do comprimento relativo dos blocos de PEO e PPO, que varia entre os
diferentes tipos de Pluronics (Kabanov et al., 2002). O Pluronic® F-127 (Poloxamer
338) caracteriza-se por apresentar elevado peso molecular (= 14.600 g/mol) e elevada
propor¢ao de PEO (= 80%), resultando em maior hidrofilia e estabilidade micelar em
comparagao com outros Pluronics (Pourbakhsh, 2025).

Como sistema de entrega de farmacos, os Pluronics apresentam varias
vantagens, incluindo biocompatibilidade, baixa toxicidade, capacidade de aumentar a
solubilidade de farmacos hidrofébicos, prolongar o tempo de circulagdo sanguinea,
alterar a biodistribuicdo e modular a liberagdo do farmaco (Batrakova & Kabanoy,
2008). Além disso, os Pluronics podem interagir com membranas celulares, alterando
sua fluidez e permeabilidade, potencialmente aumentando a captacédo celular de

farmacos (Kabanov et al., 2002).
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Uma caracteristica particularmente relevante dos Pluronics para a terapia do
cancer é sua capacidade de inibir a glicoproteina-P (P-gp), uma proteina de efluxo
associada a resisténcia a multiplas drogas (MDR) frequentemente super expressa em
células tumorais (Pitto-Barry & Barry, 2014). Este efeito é atribuido a capacidade dos
Pluronics de afetar o metabolismo energético celular, reduzindo os niveis de ATP
disponiveis para a fungdo da P-gp, e de alterar a fluidez da membrana plasmatica,
comprometendo a atividade da P-gp (Batrakova & Kabanov, 2008).

No contexto da TFD, a vetorizacdo de fotossensibilizadores por Pluronics pode
proporcionar multiplos beneficios, incluindo aumento da solubilidade aquosa, redugao
da agregacao, melhora da internalizacdo celular e potencializagdo dos efeitos
fotodindmicos (Younus et al., 2024). Estudos recentes demonstraram que micelas de
Pluronic podem aumentar a eficacia da TFD mediada por diversos
fotossensibilizadores, incluindo ftalocianinas (Figueiras et al., 2022), hipericina
(Barboza et al., 2018) e clorinas (Borzecka et al., 2021).

O Pluronic® F-127 , especificamente, apresenta caracteristicas favoraveis para
a vetorizagao da AICIPc, incluindo elevada capacidade de solubilizagdo devido ao
nucleo PPO relativamente grande e estabilidade micelar em meio fisiologico devido a
extensa camada de PEO (Pourbakhsh, 2025). Além disso, a elevada proporgéo de
PEO no Pluronic® F-127 pode conferir propriedades de "stealth" as micelas,
reduzindo a opsonizagdo e prolongando o tempo de circulagdo sanguinea in vivo
(Kabanov et al., 2002).

1.7 Importancia da Pesquisa em Novos Tratamentos para o Cancer de Mama

A pesquisa em novas abordagens terapéuticas para o cancer de mama,
especialmente para o subtipo triplo-negativo, € de suma importancia, considerando a
alta taxa de mortalidade associada a essa doenga. A resisténcia aos tratamentos
convencionais, como a quimioterapia, e a falta de opgdes terapéuticas eficazes tornam
urgente a necessidade de explorar novas estratégias, como a terapia fotodinamica,
que nao apenas visam as células tumorais, mas também o microambiente tumoral e a
resposta imunoldgica do paciente (Oehler et al., 2024).

A TFD, ao induzir morte celular programada e promover uma resposta
imunoldgica, pode transformar a maneira como o cancer de mama é tratado,

especialmente em casos de resisténcia a multiplas drogas (Figura 6).
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Figura 6 - Indugdo da imunidade antitumoral pela terapia fotodinamica (PDT). O
fotossensibilizador ativado por luz especifica gera espécies reativas de oxigénio (102, 0O2-,
OH), eliminando células tumorais por apoptose, necrose e autofagia. A PDT induz inflamagao
aguda, liberando citocinas e DAMPs que recrutam neutrofilos e macréfagos para fagocitose
tumoral. Células NK e dendriticas ativam o sistema imune adaptativo (CTLs, células B),
intensificando a resposta antitumoral sistémica. Fonte: Autoria prépria, 2025. Recursos de
Biorender.com

A integracéao de novas tecnologias, como a nanotecnologia, na entrega de
terapias fotodindmicas, também representa uma frente promissora na luta contra o
cancer de mama. A personalizagao do tratamento com base nas caracteristicas
moleculares do tumor e na resposta individual do paciente pode levar a melhores
resultados clinicos, reduzindo a toxicidade e melhorando a qualidade de vida das
pacientes (Oehler et al., 2024).

Diante do exposto, € evidente que o cancer de mama, especialmente o
triplo-negativo, demanda uma abordagem multifacetada que considere tanto as
caracteristicas biolégicas do tumor quanto as necessidades individuais das pacientes.
A terapia fotodinamica, combinada com sistemas de entrega inovadores como a
nanotecnologia e Pluronics, representa uma estratégia inovadora e promissora que
pode contribuir significativamente para o avango no tratamento dessa doenca
devastadora.

Investigacdes futuras devem continuar a explorar a sinergia entre a TFD e outras

modalidades terapéuticas, bem como a eficacia de novos fotossensibilizadores e
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sistemas de entrega, visando sempre a melhoria dos desfechos clinicos e a qualidade

de vida das pacientes com cancer de mama.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar os efeitos citotdxicos e antiproliferativos da terapia fotodindmica com
ftalocianina de aluminio cloro (AICIPc) vetorizada pelo copolimero Pluronic®

F-127 em modelo in vitro de cancer de mama triplo-negativo (MDA-MB-231).

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a citotoxicidade da AICIPc livre e vetorizada por Pluronic® F-127, com e
sem irradiacdo, em células MDA-MB-231;

e Investigar os efeitos da AICIPc livre e vetorizada por Pluronic® F-127 sobre a
capacidade clonogénica de células MDA-MB-231 apds irradiagéo;

e Analisar os efeitos da AICIPc livre e vetorizada por Pluronic® F-127 sobre a
migragao de células MDA-MB-231 apds terapia fotodinamica;

e Quantificar o potencial apoptdtico e/ou necrético da AICIPc vetotorizada em
células MDA-MB-231.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes, equipamentos utilizados e linhagem celular

A ftalocianina de aluminio cloro (AICIPc) juntamente com o copolimero Pluronic®
F-127  foram gentilmente fornecidos pelo Prof. Bruno Henrique Vilsinski do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). O
dimetilsulféxido (DMSO), brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT), violeta cristal e iodeto de propidio foram adquiridos da Invitrogen™. O Meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e solugdo de antibidticos (contendo
penicilina, estreptomicina e neomicina) foram obtidos da Gibco (Life Technologies). O
soro fetal bovino (SFB) foi adquirido da Cultilab. A solugdo de tripsina/EDTA foi
adquirida da Vitrocell. O azul de trypan utilizado no ensaio de viabilidade e proliferacéao
foi adquirido da Sigma-Aldrich. Todos os outros utilizados foram de alto grau analitico.

A linhagem celular de adenocarcinoma mamario humano triplo-negativo
MDA-MB-231 foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de
Janeiro, Brasil) (Holliday & Speirs, 2011) e inicialmente, foi armazenada em freezer
Forma 88000 Series (Thermo Scientific), a -80°C, e para uso posterior, foi congelada e
armazenada segundo protocolo em nitrogénio liquido (Hubley et al., 2014).

A aquisicdo de imagens do ensaio de cicatrizagao foi realizada no microscépio
de fluorescéncia invertido Olympus CKX53 com camera acoplada. Para avaliar a
atividade mitocondrial, foi utilizado o citdmetro de fluxo Cytoflex.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Imunologia e Doengas
Infecto-Parasitéarias e Obesidade da Universidade Federal de Juiz de Fora
(LIDIPO-UFJF) e Laboratério Integrado de Pesquisa (LIP-UFJF).

3.2 Delineamento experimental

Este estudo visou avaliar os efeitos do composto de Ftalocianina de
Aluminio-Cloro associado com o carreador Pluronic em células tumorais da linhagem
MDA-MB-231 expostas a luz. Apds a incubacdo, foram realizados ensaios de
viabilidade celular e atividade mitocondrial, analise do potencial apoptdtico, ensaio

clonogénico e de cicatrizagao. Cada experimento foi realizado de acordo com os
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grupos controles e tratados em triplicatas e pelo menos trés repeticées independentes

para garantir a validade dos resultados, conforme figura 7.

[ Grupos Experimentais J
Gtalocianina de Aluminio-Cloro (AICIPc) +Plur129 g (" Controles )J.( Tratamentos )
I I
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Figura 7 - Delineamento experimental. Fonte: Autoria prépria, 2025. Recursos de
Biorender.com.

3.3 Caracterizagao fisico-quimica

O tamanho médio das micelas e indice de polidispersdo (PDI) foram
determinados por espalhamento dinamico de luz (DLS) utilizando Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Reino Unido) a 25°C, obtendo-se o relatério de distribuigao de
tamanho por intensidade (Size Distribution Report by Intensity) (Danaei et al., 2018). O
potencial zeta foi avaliado por mobilidade eletroforética no mesmo equipamento,
gerando o relatorio de potencial zeta (Zeta Potential Report) (Bhattacharjee, 2016). As
amostras foram diluidas em agua ultrapura (1:100) antes das medigoes.

A caracterizagdo quimica e confirmagédo da encapsulagdo da AICIPc nas
micelas de Pluronic® F-127 foi realizada por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Os espectros foram obtidos utilizando
espectrofotbmetro FTIR na faixa de 4000-400 cm™, com resolugdo de 4 cm™,
identificando as bandas caracteristicas dos componentes e suas possiveis interagdes
(Stuart, 2004).

Os difratogramas de raios X foram obtidos, utilizando radiagdo Cu-Ka (A =
1,5406 A), com varredura de 5° a 100° (28), passo de 0,02° e tempo de coletade 1s
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por ponto. As amostras foram analisadas na forma de p6 seco apds preparo das

formulagdes (Jenkins & Snyder, 1996).

3.4 Estudos in vitro

3.4.1 Cultura celular

Para a realizagdo deste estudo foi utilizada a linhagem de células tumorais
mamarias triplo negativas MDA-MB-231. As células MDA-MB-231 foram cultivadas em
garrafas de cultura contendo o meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB
e 1% de solugao antibidtica. As células semeadas foram mantidas em estufa Umida, a
37°C, em atmosfera contendo 5% de CO2 (Freshney, 2010). As culturas foram
subcultivadas quando necessario (confluéncia entre 80% e 90%) e mantidas em estufa
até estarem adequadas para experimentos. Para tanto, as células foram lavadas com
tampao fosfato-salino (PBS) 1X estéril, a fim de retirar células mortas e residuos do
meio de cultura. Em seguida, foi adicionada a solugéo tripsina/EDTA 0,25% com o
objetivo de desaderir as células das garrafas (Phelan; May, 2015). Posteriormente, foi
adicionado meio de cultura suplementado com SFB, com o intuito de inativar a tripsina,
e a solugdo contendo as células desaderidas foi centrifugada a 1500 rpm, por 5
minutos, a 4°C. O pellet formado foi ressuspendido em meio suplementado
correspondente e as células foram novamente semeadas, cultivadas da forma

supracitada e utilizada em ensaios experimentais diversos.
3.4.2 Irradiagao para terapia fotodindmica

A irradiacéo das células foi realizada utilizando sistema de LED vermelho (660
1+ 40 nm) desenvolvido especificamente para este estudo pela equipe do Prof. Bruno
Henrique Vilsinski por 30min apos o periodo de tratamento pré-estabelecido de 4
horas (Abrahamse; Hamblin, 2016).

3.4.3 Ensaio de exclusao por Azul de Trypan

Para este ensaio, 1 x 10* células MDA-MB-231 foram semeadas, por pogo, em

placas de 96 pocos, contendo 100 uL de meio DMEM suplementado com 1% de SFB
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e 1% de solucdo de antibiéticos e mantidas por 24 horas para adesdo, em estufa
umida, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO2. Apds o tempo estipulado, as
células foram lavadas com PBS 1X e, em seguida, incubadas com os tratamentos
correspondentes (Tabela 2) por 4 horas e posterior exposigéo a luz LED (660 + 40 nm)

por 30 minutos, enquanto as placas controles foram mantidas no escuro.

Tabela 2 - Grupos de tratamentos experimentais.

Grupos de tratamento

Com exposigao a luz Sem exposigao a luz
Controle Positivo (DMSO) Controle Positivo (DMSO)
Controle Negativo (DMEM) Controle Negativo (DMEM)

MDA-MB-231+AICIPc MDA-MB-231+AICIPc
MDA-MB-231+Pluronic127 MDA-MB-231+Pluronic127

MDA-MB-231+AICIPc+ MDA-MB-231+AICIPc+

Pluronic® F-127 Pluronic® F-127

*DMSO: dimetilsulfoxido; DMEM: Meio Eagle modificado por Dulbecco; AICIPc: Ftalocianina de
Aluminio-Cloro. Fonte: Autor (2025).

Para cada condicdo foram feitas triplicatas técnicas, em trés ensaios
independentes. Apds o periodo de tratamento, o meio foi substituido por meio DMEM
suplementado com 1% de SFB e 1% de antibidtico e mantidas em estufa umida por
mais 24 horas. As células foram tripsinizadas (50 pL/po¢o) e fora adicionado meio de
cultura contendo 10% de SFB para inativagao da tripsina (50 uL/pogo). Em seguida,
as células foram diluidas no corante azul de trypan, para verificar a perda de
seletividade da membrana plasmatica, ja que essa substancia penetra apenas células
cuja membrana plasmatica ndo se encontra integra, infiltrando-se no citoplasma e,
dessa forma, indicando morte celular (Strober, 2015). As células vivas (incolores) e
mortas (coradas), foram contadas na camara de Neubauer com o auxiio de um
microscopio de luz. Os dados obtidos foram convertidos em porcentagem de células

vivas em relagado ao numero total (células vivas + n&o vivas).

3.4.4 Avaliacao da viabilidade celular
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Para avaliacdo da citotoxicidade, foi realizado o ensaio de cristal violeta,
baseado na quantificacdo de células aderidas apds tratamento (Feoktistova et al.,
2016). As células foram cultivadas em placas de 24 pocgos e, ao final do periodo
experimental, o meio de cultura foi cuidadosamente removido e os pogos foram
lavados com PBS 1x para eliminar células ndo aderidas. Em seguida, foi adicionada a
cada pogo solugao de cristal violeta a 0,5% preparada em metanol absoluto, que atuou
simultaneamente como fixador e corante. A placa foi incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente e protegida da luz. Apos esse periodo, os pogos foram lavados
com agua destilada até remogdo completa do excesso de corante e a placa foi
deixada para secar sobre papel absorvente. Para a solubilizagao do corante retido nas
células viaveis e aderidas, adicionou-se 500 uL de acido acético a 4% por pogo, com
incubacdo de 10 minutos. Em seguida, foram transferidas aliquotas de 200 uL para
uma placa de 96 pocgos e a absorbancia foi lida em 570 nm. Os valores obtidos foram

utilizados para estimar a viabilidade celular relativa entre os grupos tratados e controle.

3.4.5 Ensaio de atividade mitocondrial (MTT)

Apoés avaliagado da integridade da membrana das células de linhagem tumoral
MDA-MB-231 foi performado o ensaio de MTT. Ensaio colorimétrico que consiste na
redugdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio em cristais de
formazan pelas desidrogenases mitocondriais das células metabolicamente viaveis,
mensurado entdo, o efeito citotdxico da AICIPc livre e encapsulada em micelas de
Pluronic® F-127 , com e sem irradiagao (Mosmann, 1983).

Para tal, células MDA-MB-231 (1x10% células/poco) foram semeadas em placas
de 96 pocgos e incubadas por 24 horas. Em seguida, as células foram tratadas com
concentragdes crescentes de AICIPc-Pluronic® F-127 (1-10 uM) bem como os grupos
controles por 4 horas, apds esse periodo, metade das placas foi submetida a
irradiagdo, enquanto a outra metade foi mantida no escuro. Apds o periodo de
tratamento, os pogos foram lavados com PBS 1X e foram adicionados, por poco, 90
ML de meio de cultura DMEM suplementado e 10 L de solugdo de MTT (5 mg/mL), e a
placa pode ser novamente incubada em estufa Umida, nas mesmas condigdes
anteriores, por 4 horas. Em seguida, o meio contendo MTT foi aspirado de cada poco
e substituido por 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) por pogo, a fim de solubilizar os

cristais de formazan.



38

A viabilidade celular foi avaliada imediatamente apds o tempo de exposicao
assim como apos 24h de incubagao posterior ao periodo de exposicao pelo ensaio de
MTT, garantindo que seja possivel verificar a toxicidade aguda do composto nas
células logo apos a exposicdo bem como os efeitos a longo prazo da ftalocianina,
considerando a possivel internalizagcdo e o efeito residual do composto nas células
(Van Meerloo et al., 2011).

A absorbancia foi medida a 540 nm utilizando espectofotdmetro de microplacas
Agilent Biotek Epoch™. A viabilidade celular foi calculada como porcentagem em
relagdo as ceélulas ndo tratadas. Os valores de ICso (concentragdo que inibe 50% da
viabilidade celular) foram calculados utilizando regressdo nao-linear no software
GraphPad Prism 9.3.0 (Sebaugh, 2011).

3.4.6 Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico representa um método fundamental para avaliar a
capacidade de células individuais manterem seu potencial proliferativo e formarem
colénias apds tratamentos citotoxicos, fornecendo informagdes cruciais sobre a
eficacia terapéutica em longo prazo (Franken et al., 2006). Este ensaio é
particularmente relevante na avaliagao de terapias antineoplasicas, uma vez que reflete
a capacidade de sobrevivéncia e repopulagdo tumoral, aspectos diretamente
relacionados ao sucesso terapéutico e a prevencao de recidivas.

Células MDA-MB-231 (5 x 102 células/pogo) foram semeadas em placas de 6
pocos e incubadas por 24 horas. Em seguida, as células foram tratadas com
diferentes condicbes de tratamento (Tabela 2) por 4 horas e posterior exposicao a
irradiagdo ou mantidas no escuro. As células foram entdo incubadas por 7 dias, com
troca de meio a cada 3 dias. Ao final do periodo de incubagao, as colénias foram
fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos e coradas com violeta cristal 0,5%
por 15 minutos (Rafehi et al., 2011). As colbnias contendo mais de 50 células foram
contadas utilizando microscopio estereoscopico.

A eficiéncia de formacdo de colénias (EFC) foi calculada pela seguinte
equacao: EFC = (Numero de colénias formadas / Numero de células semeadas) x
100. As imagens obtidas foram utilizadas para quantificar as col6nias com o auxilio do
software Imaged (Schneider et al., 2012).
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3.4.7 Ensaio de cicatrizagdo (wound healing)

O efeito da terapia fotodindmica mediada por AICIPc livre ou AICIPc-Pluronic®
F-127 sobre a migragao celular foi avaliado pelo ensaio de cicatrizagédo (wound
healing) (Liang et al., 2007). Células MDA-MB-231 (2 x 10° células/pogo) foram
semeadas em placas de 24 pogos e incubadas até atingirem 90% de confluéncia.
Uma "ferida" foi criada na monocamada celular utilizando ponteira de 200 pL. As
células foram lavadas com PBS para remover células ndo aderidas e tratadas com as
concentragdes de trabalho (Tabela 2) por 4 horas em meio contendo 1% de SFB para
minimizar a proliferagdo celular. Apos o tratamento as células foram submetidas a
irradiacdo ou mantidas no escuro.

O fechamento da "ferida" foi monitorado por microscopia em fase de contraste
nos tempos 0, 24 e 48 horas. Imagens foram capturadas utilizando microscoépio
invertido (Olympus IX71) e a area da "ferida" foi quantificada utilizando o software
Imaged (NIH, EUA) (Jonkman et al., 2014). A porcentagem de fechamento da ferida foi
calculada em relagao ao tempo zero:

% Fechamento = [(Areao, - Areas,) / Arean] x 100

3.4.8 Ensaio de Apoptose

Para a avaliacdo da indugdo de apoptose apds os tratamentos com AICIPc,
Pluronic® F-127 e suas combinagdes com e sem irradiacéo, foi realizado ensaio por
citometria de fluxo utilizando dupla marcagdo com anexina V-FITC/iodeto de propidio
(Pl) (Riccardi & Nicoletti, 2006). As células da linhagem MDA-MB-231 (1 x 10°
células/poco) foram cultivadas em placas de 6 pogos por 24 horas, tratadas de acordo
com os grupos experimentais (Tabela 2) por 4 horas, seguidas ou ndo de irradiagéao
com luz LED (660 + 40 nm) por 30 minutos, e incubadas por mais 24 horas.

Apods o tratamento, as células foram cuidadosamente coletadas, lavadas com
PBS 1X e ressuspendidas em tampao de ligagcdo (binding buffer 1X) a uma
concentragao de 1 x 10° células/mL. Em seguida, foram adicionados 5 L de Anexina
V-FITC e 5 uL de PI por tubo, com posterior incubagéo por 15 minutos a temperatura
ambiente, protegidas da luz (Crowley et al., 2016). As amostras foram analisadas em
citometro de fluxo (Cytoflex, Beckman Coulter), adquirindo-se pelo menos 10.000

eventos por amostra.
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As células foram classificadas em quatro populagbes: Células viaveis (Anexina
V—-/PI); em apoptose precoce (Anexina V+/PL); em apoptose tardia (Anexina V+/PH);

e necrose (Anexina V—/PI+).

3.4.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi conduzida com o auxilio do software GraphPad Prism
(versao 9.3.0).

Para comparagao entre multiplos grupos experimentais, foram utilizados testes
de ANOVA (andlise de variancia), conforme apropriado para o delineamento de cada
experimento: ANOVA de uma via (One-way ANOVA) foi aplicada quando se avaliava o
efeito de um unico fator (ex.: tratamento); ANOVA de duas vias (Two-way ANOVA) foi
aplicada nos casos em que se consideravam dois fatores simultaneamente, como
tratamento e tempo ou tratamento e presenga/auséncia de luz (Glantz & Slinker, 2001).

Em todos os casos, quando identificadas diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05), foram aplicados pés-testes mdltiplos para comparagao entre
os grupos: Tukey foi utilizado para comparagdes entre todos os pares de grupos;
Sidak ou Bonferroni foram aplicados em comparagdes especificas planejadas entre
grupos selecionados (Abdi; Williams, 2010).

A escolha entre os testes pds-hoc foi baseada na adequagado ao numero de
comparagdes e controle de erro tipo I. Os niveis de significancia estatistica foram
indicados da seguinte forma nos graficos e tabelas:

*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Caracterizacao fisico-quimica da formulagao AICIPc-Pluronic® F-127
4.1.1 Distribuicao de Tamanho e indice de polidispersao (PDI)

A andlise por espalhamento dindmico de luz (DLS) revelou que as micelas de
Pluronic® F-127 contendo ftalocianina de aluminio-cloro (AICIPc) apresentaram um
tamanho médio (Z-average) de 329,6 nm, com um indice de polidispersao (PDI) de
0,649 (Figura 8). Este tamanho é considerado adequado para a aplicagao em terapia
fotodindmica, uma vez que nanoparticulas na faixa de 100-500 nm podem se acumular
preferencialmente em tecidos tumorais através do efeito de permeabilidade e retencao
aumentadas (EPR) (Maeda et al., 2013).

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 7930 Peak 1: 3296 859 1109
Pdi: 0,649 Peak 2: 5395 14,1 331
Intercept: 0,241 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
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Figura 8 - Distribuicao de tamanho e indice de polidispersao por Zeta Sizer. Fonte: Autoria
propria, 2025.

O valor de PDI observado (0,649) indica uma distribuicdo de tamanho
relativamente heterogénea. Valores de PDI abaixo de 0,3 sdo tipicamente
considerados indicativos de uma populacdo monodispersa, enquanto valores acima
de 0,5 sugerem polidispersidade significativa (Danaei et al., 2018). A analise da
distribuicdo de tamanho por intensidade revelou a presenca de trés populacdes
distintas, com picos em 110 nm (85,9% da intensidade), 313 nm (14,1% da
intensidade) e 5395 nm (0,0% da intensidade). A presenga dessas diferentes

populagées pode ser atribuida a diferentes estados de agregagdo das micelas no
sistema coloidal.
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A heterogeneidade observada pode ser resultante do processo de
auto-organizacdo do copolimero Pluronic® F-127 durante a formagao das micelas,
especialmente na presengca do fotossensibilizador hidrofébico AICIPc, que pode
influenciar a dindmica de micelizagdo (Alexandridis et al., 1995). Além disso, a
natureza anfiflica do Pluronic® F-127 pode levar a formacao de estruturas micelares
com diferentes morfologias e tamanhos, dependendo das condi¢gdes especfificas de

preparacao e da interacéo entre o copolimero e a AICIPc (Kabanov et al., 2002).

4.1.2 Potencial Zeta e Estabilidade Coloidal

O potencial zeta das micelas AICIPc-Pluronic® F-127 foi determinado como
-19,8 + 549 mV e condutividade de 0,0201 mS/cm (Figura 9). Este valor negativo
indica a presenga de cargas superficiais que contribuem para a estabilidade do
sistema coloidal por repulsdo eletrostatica. Em geral, esta faixa de potencial zeta (-15
a -30 mV) é adequado para aplicagbes biomédicas, proporcionando estabilizacdo
suficiente para manter a dispersdo das nanoparticulas em meio fisioldégico, sem

comprometer significativamente a interagédo celular (Honary & Zahir, 2013).

Maan (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -19.8 Peak 1: -220 837 2,38
Zeta Deviation (mV): 548 Peak 2: -B56 16,3 224
Conductivity (mSicm): 0,0201 Peak 3: 0,00 0,0 0.00
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Figura 9 - Potencial Zeta por Zeta Sizer. Fonte: Autoria prépria, 2025.

O valor obtido (-19,8 mV) pode ser atribuido aos grupos éxido de etileno (EO)
terminais do copolimero tribloco, que, em pH fisiolégico, tendem a adquirir carga

parcialmente negativa. Esta caracteristica superficial € vantajosa para a terapia
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fotodindmica por prevenir a agregagao prematura do sistema, permitir a aproximagao
as células MDA-MB-231 sem repulsao excessiva e por facilitar a endocitose.

No entanto, este valor esta proximo do limiar critico de estabilidade (20 mV),
indicando que o sistema pode ser suscetivel a fenbmenos de agregagéo ao longo do
tempo ou em condicdes de estresse, como mudancas de temperatura, pH ou forca
ibnica do meio (Bhattacharjee, 2016).

A distribuicao do potencial zeta mostrou um pico principal em -22,0 mV (83,7%
da area) e um pico secundario em -8,56 mV (16,3% da area), resultando em um valor
médio de -15,28 mV para o potencial zeta. A presenga de um pico com carga positiva
sugere heterogeneidade na distribuicdo de cargas superficiais, possivelmente devido
a diferentes orientagdes das cadeias de pluronic na superficie das micelas ou a

presenca de subpopulacées com diferentes graus de incorporacao da AICIPc.

4.1.3 Correlacao entre Tamanho e Potencial Zeta

A correlagao entre o tamanho das micelas e o potencial zeta oferece insights
importantes sobre a estabilidade geral do sistema. O tamanho relativamente grande
das micelas (329,6 nm) associado a um potencial zeta moderado (-19,8 mV) sugere
que a estabilidade do sistema pode ser mantida por uma combinagdo de repulsao
eletrostatica e impedimento estérico proporcionado pelas cadeias de polioxietileno
hidrofilicas do Pluronic® F-127 (Elsabahy & Wooley, 2012).

No contexto da aplicagdo em terapia fotodinamica para cancer de mama
triplo-negativo, esse balango entre tamanho e estabilidade é crucial. Micelas de
tamanho adequado podem facilitar o acumulo no tecido tumoral via efeito EPR,
enquanto a estabilidade coloidal moderada pode permitir a manutencdo da
integridade do sistema durante o transporte e armazenamento, mas também
possibilitar a liberagdo controlada do fotossensibilizador no ambiente tumoral em

resposta a alteragdes no microambiente (Alibolandi et al., 2015).
4.1.4 Analise Espectroscopica por FTIR
A analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR) foi realizada para caracterizar as formulacées desenvolvidas, comparando-se a

amostra de ftalocianina de aluminio-cloro com goma galana (AICIPc + goma galana) e
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a formulagdo contendo o peptideo p338 (Pluronic F-127) (AICIPc + p338 + goma
galana) (Figura 10).

Figura 10 - Espectros de FTIR das formulagoes desenvolvidas. Comparagcdao entre AICIPc +
goma galana (linha vermelha) e AICIPc + P338 + goma galana (linha azul) na regidao de
400-4000 cm™. Os espectros mostram alta similaridade entre as formulagdes, indicando
preservagio da integridade estrutural dos componentes apds incorporag¢iao do peptideo P338.
Fonte: Elaboragao prépria (2025).

Os espectros FTIR das duas formulacbes apresentaram perfis espectrais muito
similares, indicando que a incorporacédo do peptideo p338 ndo promoveu alteracdes
significativas na estrutura quimica global da formulagdo. As principais bandas de
absorgao identificadas foram:

e Regiao de 3200-3600 cm™: Banda larga e intensa correspondente aos
estiramentos O-H da goma galana, caracteristicos dos grupos hidroxila
presentes na estrutura polissacaridica (Mathlouthi & Koenig, 1987; Rochas et
al., 1986).

e Regiao de 2800-3000 cm™: Bandas de estiramento C-H alifatico, provenientes
tanto da cadeia carbdnica da goma galana quanto de grupos metil e metileno
presentes na estrutura da ftalocianina (Kumar et al., 2005).

e Regiao de 1600-1700 cm™: Bandas caracteristicas do anel macrociclico da
ftalocianina, correspondentes aos estiramentos C=C e C=N do sistema
aromatico conjugado (Giordano, 2005; Ogunsipe et al., 2003).

e Regiao de 1000-1200 cm™: Bandas intensas atribuidas aos estiramentos C-O
dos grupos dlicosidicos da goma galana, regidao caracteristica de
polissacarideos (Mathlouthi & Koenig, 1987; Synytsya & Novak, 2013).
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e Regiao de 700-900 cm™: Bandas caracteristicas das deformag¢des C-H fora do
plano do anel da ftalocianina, confirmando a presenca do fotossensibilizador

nas formulagdes (Kumar et al., 2005).

A similaridade entre os espectros das duas formulagdes sugere que a interagéao
entre o peptideo p338 e os demais componentes da formulagdo ndo resulta em
formacdo de novas ligacbes quimicas covalentes, mas provavelmente envolve
interagdes nao-covalentes como forgas de van der Waals, ligagdes de hidrogénio ou
interacbes eletrostaticas. Esta observacdo é importante do ponto de Vvista
farmacotecnoldgico, pois indica que a integridade quimica tanto da ftalocianina quanto
do peptideo é preservada na formulagao.

A presenca das bandas caracteristicas da ftalocianina de aluminio-cloro em
ambas as formulagbes confirma a estabilidade do fotossensibilizador durante o
processo de incorporagao na matriz polimérica. As bandas na regidao de 1600-1700
cm™, caracteristicas do sistema Tr-conjugado da ftalocianina, mantiveram-se
inalteradas, indicando que ndao houve degradagao ou alteragao estrutural significativa
do cromoforo responsavel pelas propriedades fotofisicas do composto (Ogunsipe et
al., 2003; Giordano, 2005).

A goma galana, utilizada como carreador polimérico, apresentou suas bandas
caracteristicas bem definidas, especialmente as relacionadas aos grupos hidroxila
(3200-3600 cm™) e as ligagdes glicosidicas (1000-1200 cm™), confirmando sua
integridade estrutural e adequag&o como matriz para o sistema de liberagdo. Segundo
Mathlouthi e Koenig (1987), cinco regides de frequéncia podem ser distinguidas na
analise estrutural de polissacarideos: (1) regido de estiramentos OH e CH em
3600-2800 cm™; (2) regiao de simetria local em 1500-1200 cm™; (3) regido de
estiramento CO em 1200-950 cm™; (4) regiao fingerprint ou anomérica em 950-700
cm™; e (5) regido esqueletal abaixo de 700 cm™.

A auséncia de deslocamentos significativos nas bandas principais entre as
duas formulacbes sugere que a incorporagdo do peptideo p338 nao altera
substancialmente o ambiente quimico dos componentes principais, o que € desejavel
para manter as propriedades fotofisicas da ftalocianina e a funcionalidade biolégica do
peptideo. Estudos anteriores com complexos de ftalocianina demonstraram que a
caracterizagao estrutural por espectroscopia no infravermelho pode indicar quando
parte da ftalocianina esta localizada dentro de cavidades especificas, afetando tanto

propriedades fotofisicas quanto fotoquimicas.
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A técnica de FTIR tem se mostrado uma ferramenta valiosa para a identificacao
e caracterizacdo de polissacarideos em sistemas complexos (Synytsya & Novak,
2013), permitindo confirmar a integridade dos componentes ativos nas formulagdes
desenvolvidas e fornecendo informacdes estruturais importantes para o
desenvolvimento farmacotecnolégico de sistemas de liberacdo baseados em

ftalocianinas.

4.1.5 Difragdo de raios X (DRX)

O padréao de difracdo de raios X (DRX) obtido para a formulagdo composta por
ftalocianina de aluminio cloro (AICIPc) associada ao copolimero Pluronic® F-127
revelou um perfil caracteristico de materiais semicristalinos e amorfos. Observou-se
um pico de difragcdo de maior intensidade em 20 = 25°, sugerindo a presenga de
dominios parcialmente ordenados, atribuiveis a organizagdo molecular da AICIPc
(Figura 11).
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Figura 11 - Difratograma de raios X da formulag¢dao de AICIPc conjugada com P338. (A) Grafico
obtido no software Fityk, com ajuste gaussiano aplicado ao pico de menor intensidade. (B)
Representacdo grafica no GraphPad Prism com os valores exportados do Fityk, incluindo
curva de intensidade e desvio padrdao (o) Observa-se um pico de maior intensidade em 20 =
25° (20), atribuivel a estrutura ordenada parcial de AICIPc, e uma ampla regiao de baixa
intensidade, caracteristica de materiais amorfos, relacionado ao perfil difrativo do Pluronic®
F-127. Fonte: Autoria proépria, 2025.
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Adicionalmente, a presenga de um halo amorfo difuso de baixa intensidade ao
longo do intervalo de 26 entre 30° e 80° indica uma contribuicdo significativa do
Pluronic® F-127, um copolimero de bloco ndo ibnico conhecido por seu carater
predominantemente amorfo. Os copolimeros Pluronic (poloxameros) sdo compostos
por blocos de poli(dxido de etileno)-poli(bxido de propileno)-poli(éxido de etileno)
(PEO-PPO-PEO) e apresentam natureza anfiflica, com propriedades estruturais que
favorecem a formacgao de regides amorfas em sistemas poliméricos (Cabana et al.,
1997; Batrakova & Kabanov, 2008).

A analise por DRX de polimeros semicristalinos demonstra que estes materiais
nunca sao 100% cristalinos devido a imperfeicdes estereoquimicas, presenca de
ramificacdes nas cadeias e dependéncia da taxa de cristalizacdo (Beaucage, 2023). A
auséncia de picos de difracdo bem definidos na regido de maior angulo reforca a
natureza predominantemente desorganizada do copolimero Pluronic na matriz da
formulacéo.

Dessa forma, os dados de DRX sugerem que a incorporagao da AICIPc ao
Pluronic® F-127 ndo compromete totalmente a organizagédo molecular da ftalocianina,
preservando caracteristicas estruturais relevantes para sua atividade fotodinamica, ao
mesmo tempo em que promove maior estabilidade e dispersibilidade a formulagao.
Este resultado é consistente com estudos que demonstram a capacidade dos
copolimeros Pluronic de atuar como carreadores eficazes para farmacos
fotossensibilizadores, mantendo suas propriedades terapéuticas (Batrakova; Kabanoy,
2008).

4.1.6 Estabilidade Coloidal e Implicagbes para a Eficacia Terapéutica

A andlise integrada dos parametros fisico-quimicos obtidos para o sistema
AICIPc-Pluronic® F-127 revela um perfil de estabilidade coloidal adequado para
aplicacoes em terapia fotodinamica, com diametro hidrodinamico médio de 793,0 nm
e indice de polidispersdo de 0,649, indicando uma distribuicdo bimodal com
populagdes de 329,6 nm (85,9%) e 5395 nm (14,1%), onde o tamanho médio de 329,6
nm posiciona-se favoravelmente para internalizagdo celular por endocitose, que
constitui o principal mecanismo de captacdo de nanoparticulas por células tumorais

(Sahay et al., 2010), e penetracdo em tecidos tumorais através do efeito de
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permeabilidade e retencdo aumentada (EPR), caracteristico de neoplasias malignas
(Zhang et al., 2023).

O potencial zeta de -19,8 mV, com distribuigcdo bimodal (-22,0 mV para 83,7% e
-8,56 mV para 16,3% das particulas), posiciona o sistema na faixa de estabilidade
coloidal moderada conforme a teoria DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek),
sendo que valores na faixa de -15 a -30 mV proporcionam repulsdo eletrostatica
suficiente para prevenir agregacao extensiva (Silva et al., 2024), mantendo
simultaneamente condi¢des favoraveis para interagcdes biolégicas enquanto facilita a
interagdo com dominios carregados positivamente das membranas celulares
(Rodriguez et al., 2024), particularmente relevante para células MDA-MB-231 de
cancer de mama triplo-negativo, uma vez que particulas carregadas negativamente
podem apresentar melhor desempenho em células com carga positiva, além de afetar
dramaticamente a estabilidade das formas farmacéuticas e taxa de liberagao (Patel &
Singh, 2024).

A arquitetura molecular do copolimero tribloco Pluronic® F-127, com blocos de
oxido de etileno (EO) e 6xido de propileno (PO) em configuragao EO-PO-EQO, confere
estabilizacido estérica adicional ao sistema, uma vez que os copolimeros Pluronic
tribloco tém sido extensivamente utilizados para preservar a estabilidade Optica e
coloidal de sistemas nanoestruturados em fluidos biolégicos (Yolanda et al., 2022;
Chen et al., 2023). Este tipo de copolimero atua como estabilizante nao-idnico
reduzindo a tensao interfacial e proporcionando barreira estérica contra agregacéo.
Enquanto isso, a analise por difracdo de raios X revelou um perfil amorfo predominante
com pico cristalino centrado em aproximadamente 25°, sugerindo manutengao da
estrutura cristalina parcial do AICIPc mesmo apds encapsulagdo, sendo esta
caracteristica relevante para a estabilidade coloidal, uma vez que a transicdo para
estado amorfo pode afetar a cinética de liberacédo e a estabilidade termodinamica do
sistema (Kumar et al., 2024), além de preservar as propriedades fotofisicas essenciais
para geracao de espécies reativas de oxigénio, fundamental para a eficacia da terapia
fotodindmica, ja que alteracbes significativas na estrutura molecular do
fotossensibilizador podem comprometer sua capacidade de produgdo de oxigénio
singlete (Oliveira et al., 2023).

Contudo, a heterogeneidade do sistema, evidenciada pelo elevado indice de
polidispersédo (PDI = 0,649) e pela presenga de multiplas populagdes na distribuicdo

de tamanho e potencial zeta, representa um desafio para a previsibilidade do
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comportamento biolégico, podendo resultar em variabilidade na captagao celular,
cinética de liberagdao do fotossensibilizador e, consequentemente, na eficacia
fototoxica final (Kumar; Patel & Singh, 2024), enfatizando a necessidade de otimizagao
adicional da formulagdo para aumentar a homogeneidade do sistema e maximizar a
eficacia terapéutica.

A combinacgao de estabilizagao eletrostatica (potencial zeta negativo) e estérica
(corona de Pluronic) confere ao sistema caracteristicas desejaveis para veiculagcao
eficaz do fotossensibilizador AICIPc, mantendo integridade estrutural em condi¢des
fisiologicas enquanto permite interacdo controlada com células tumorais. Isso se da
devido aos parametros que proporcionam informacdes sobre estabilidade, tempo de
circulagdo, interacbes proteicas, permeabilidade e biocompatibilidade das
nanoparticulas (Martinez et al., 2023), estabelecendo a base cientifica necessaria para
compreender o comportamento biolégico esperado. E, além disso, orientando as
estratégias de otimizacdo formulativa, embora a validagcdo experimental das
propriedades bioldgicas preditas através de ensaios in vitro especificos constitua o
proximo passo fundamental para confirmar o potencial terapéutico do sistema
desenvolvido e estabelecer os parametros operacionais ideais para aplicagao clinica

futura.

4.2 Estudos in vitro em células MDA-MB-231

4.2.1 Fototoxicidade e citotoxicidade

4.2.1.1 Ensaio de Azul de Trypan

Os resultados do ensaio de azul de trypan demonstram que a terapia
fotodindmica com AICIPc-Pluronic® F-127 induziu significativa redugao da viabilidade
celular em células MDA-MB-231 de forma dose e tempo-dependente. A analise
estatistica por ANOVA de duas vias revelou diferengas significativas entre os
tratamentos (p<0,001), tempos (p<0,001) e interagdo tratamento x tempo (p<0,001),
confirmando que os efeitos observados sao estatisticamente robustos.

Os tratamentos sem irradiacdo (controles de citotoxicidade no escuro)
confirmaram a seguranga do conjugado na auséncia de luz. A analise estatistica
revelou que ndo houve diferenga significativa (ns) entre os controles (C+, C-, Plur,

AICIPc) (Figura 12A) e as diferentes concentracées de AICIPc (1-10 uM) em nenhum
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dos tempos avaliados, e apenas algumas concentragdes apresentaram diferencas
pontuais (*p<0,05) em relagdo aos controles, mas a viabilidade celular manteve-se
consistentemente alta (>90%) em todos os grupos. Além disso, a auséncia de
citotoxicidade significativa no escuro confirma que o conjugado AICIPc-Pluronic®
F-127 ndo apresenta toxicidade intrinseca relevante, sendo ativada especificamente

pela luz.
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Figura 12 - Avaliagdo da viabilidade celular pelo ensaio de azul de trypan em células
MDA-MB-231 tratadas com diferentes concentragées de AICIPc-Pluronic® F-127 (1-10 uM) sem
irradiacdo com LED (terapia fotodindmica) (A) e com terapia fotodindmica (B). LED: células
expostas a luz de LED 660-690nm; C+: controle positivo com DMSO 10%; C-: Controle negativo
com DMEM suplementado com 10% SFB e 2% de antibiotico; AICIPc: Ftalocianina de
Aluminio-cloro isolada; Plur: Pluronic® F-127 isolado. A viabilidade celular foi avaliada em
24h, 48h e 72h pés-tratamento. Dados expressos como percentual médio de células viaveis.
Analise estatistica realizada por ANOVA de duas vias seguida de poés-teste de Tukey para
comparag¢des multiplas no GraphPad Prism. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado ao
controle negativo no mesmo periodo de tempo; ns = nao significativo. Fonte: Autoria prépria,
2025.

Quando realizada, a aplicagao da terapia fotodindmica demonstrou eficacia

citotoxica significativa e estatisticamente robusta. As concentragbes de 5 pM, 7 uM e
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10 uM de AICIPc + LED apresentaram redugao altamente significativa da viabilidade
celular (***p<0,001) em comparagao aos controles em todos os tempos avaliados,
enquanto as concentragcbes de 1 yM e 2 uM mostraram efeito significativo (**p<0,01)
em 24h, com manutenc¢do ou intensificacdo do efeito ao longo do tempo. No entanto,
nenhum dos controles (C+ LED, C- LED, Plur LED, AICIPc LED) apresentaram
diferencas significativas entre si (ns), confirmando que a irradiagéo LED isoladamente
nao é citotoxica (Figura XB). Podendo observar a possibilidade de que exista um
padrao dose-dependente, com maior reducdo da viabilidade celular nas
concentragdes mais altas de AICIPc-Pluronic® F-127.

Os ensaios de viabilidade celular mostraram que a AICIPc-Pluronic® F-127, na
auséncia de irradiacdo, nao induziu citotoxicidade significativa nas células
MDA-MB-231 em concentragcbes de até 2 uM apds 24 e 48 horas de incubagao,
indicando a biocompatibilidade da formulagdo. No entanto, apds a irradiagao,
observou-se uma redugao significativa (p < 0,001) da viabilidade celular de maneira
dependente da concentragao.

A ICso da AICIPc-Pluronic® F-127 apés TFD foi de 2,31 yM, demonstrando alta
eficacia fototoxica em baixas concentragdes. A formulagdo micelar provavelmente
aumentou a eficacia do fotossensibilizador através de maior internalizacéo celular e

localizac&o subcelular otimizada.

4.2.1.2 Ensaio de atividade mitocondrial (MTT)

A andlise dos controles experimentais (Figura 13) revelou aspectos
fundamentais para validagao do modelo de terapia fotodinamica (TFD). Os resultados
demonstraram que a exposi¢do aos componentes individuais (AICIPc ou Pluronic
F127) ndo induziu toxicidade significativa as células MDA-MB-231, uma vez que a
viabilidade celular permaneceu elevada e estatisticamente semelhante ao controle
negativo (C-) mesmo apds ativagao por LED.

O controle negativo (C-) apresentou viabilidade celular de 100%, confirmando a
auséncia de toxicidade inespecifica do meio de cultivo, enquanto o controle positivo
(C+) com DMSO 10% demonstrou alta citotoxicidade completa (33% de viabilidade),
validando a sensibilidade do ensaio. Importante observar que a exposic¢ao a irradiagcao
LED isoladamente ndo induziu morte celular significativa, demonstrando que a luz na

faixa espectral utilizada (660-690nm) ndo possui efeito citotoxico por si, corroborando
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com estudos prévios que estabelecem a necessidade da combinagao

fotossensibilizador-luz-oxigénio para a efetividade da TFD.
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Figura 13 - Avaliagao da viabilidade celular pelo ensaio de MTT em células MDA-MB-231.
Grupos controle: (C-) células tratadas com meio de cultura DMEM suplementado com 10% de
SFB e 2% de antibiético, (C+) células tratadas com DMSO 10%, (LED) expostas a irradiagao por
LED 660-690nm, (AICIPc) Ftalocianina de aluminio-cloro isolada, (Plur) Pluronic® F-127 isolado.
Os resultados estdo expressos em média da densidade éptica (D.O.) + desvio padrao. Foi
utilizado teste ANOVA seguido pelo pés-teste e Tukey. *p < 0,05; ****p < 0,0001. Fonte: Autoria
propria, 2025.

O sistema de entrega baseado em Pluronic F127 mostrou-se adequado como
veiculo, uma vez que nao apresentou toxicidade significativa quando isolado,
garantindo que os efeitos observados sejam atribuiveis especificamente a formulagéo
AICIPc/F127 fotoativada.

4.2.1.3 Analise Dose-Resposta e Determinagdo do ICso

A avaliagado do efeito dose-dependente da formulagcéo AICIPc/F127 revelou um
padrdao complexo de citotoxicidade. Os dados indicaram que, na auséncia de luz, nao
houve alteragdo significativa da viabilidade celular em nenhuma das concentragdes
testadas (1-10 uM), reforcando a seguranga da formulagcdo no escuro e a
especificidade da acao fotodinamica.

Quando ativada por luz LED, a formulagdo promoveu reducgédo significativa da

viabilidade celular (p < 0,0001) em todas as concentragdes testadas (Figura 14).
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Figura 14 - Avaliacdao da viabilidade celular pelo ensaio de MTT em células MDA-MB-231. Os
resultados estdo expressos em média da densidade dptica (D.O.) * desvio padrado. Tratamentos
com diferentes concentragdes da formulagao AICIPc-Pluronic® F-127 (1-10 uM). Os resultados
estdo expressos em média da densidade optica (D.O.) * desvio padrdo. Foi utilizado teste
ANOVA seguido pelo pos-teste e Tukey. *p < 0,05; ****p < 0,0001. Fonte: Autoria prépria, 2025.

Com os dados obtidos, foi realizada a construgcdo da curva dose-resposta e
ajuste por regressao nao linear do tipo sigmoidal (modelo logistico de 4 parametros),
permitindo a determinagédo do ICse da formulagdo. O ajuste revelou os seguintes
parametros: ICso: 2,31 uM, logICso: 0,36, Top (viabilidade maxima estimada): 52,95%,
Bottom (viabilidade minima estimada): 29,25%, HillSlope: 30,78.

O valor de HillSlope elevado (30,78) indica uma transigao bastante abrupta
entre as concentragdes mais eficazes e as menos eficazes, sugerindo uma faixa
estreita de concentragao para atuagao 6tima do fotossensibilizador (Figura 15).

Um aspecto notavel dos resultados foi o perfil dose-resposta atipico observado,
caracterizado por maior eficacia fotodindmica nas concentragbes mais baixas (1-2
MM), com perda relativa de eficacia em concentragdes superiores (5-7 uM), embora
ainda mantendo citotoxicidade significativa em 10 pM. Este comportamento
inversamente proporcional pode ser atribuido a multiplos fatores como agregacéo
molecular da AICIPc, um fenbmeno bem documentado que reduz significativamente a
eficacia fotodindmica. Quando as moléculas de ftalocianina se agregam, ocorre
supressdo da fluorescéncia e diminuicdo da capacidade de geragao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), particularmente oxigénio singlet, comprometendo a
atividade citotoxica. Além dos préprios efeitos do microambiente celular, visto que o
copolimero Pluronic F127 favorece a formagdo de um ambiente lipofilico que pode
influenciar a distribuicio e agregacdo da AICIPc em diferentes concentragdes,

afetando sua biodisponibilidade intracelular, e também devido a respostas adaptativas
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celulares incluindo upregulation de sistemas antioxidantes endégenos, que poderiam

atenuar parcialmente os efeitos da TFD.
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Figura 15 - Curva dose-resposta da formulagao AICIPc/F127 apés terapia fotodinamica. Células
MDA-MB-231 tratadas com diferentes concentragées da formulagaoAICIPc-Pluronic® F-127 (1, 2,
5, 7 e 10 pM) e expostas a irradiagdo LED (660-690nm). A viabilidade celular foi determinada
pelo ensaio MTT apés 24h de tratamento. Os pontos laranja representam os dados
experimentais obtidos e a linha continua representa a curva ajustada por regressio nao linear
do tipo sigmoidal (modelo logistico de 4 parametros). A linha tracejada vermelha indica o ICs
determinado (2,31 uM), correspondente a concentragao que reduz 50% da viabilidade celular.
A linha horizontal pontilhada cinza marca o valor de 50% de viabilidade para referéncia
visual. Os dados representam a média de experimentos realizados em ftriplicata. O ajuste da
curva revelou: ICs = 2,31 yM, Top = 52,95%, Bottom = 29,25%, HillSlope = 30,78. Fonte: Autoria
propria, 2025.

O ICso determinado de 2,31 uM situa-se precisamente na faixa de maior
eficacia observada, corroborando a adequacao desta concentracdo para aplicacbes
terapéuticas. Este valor é clinicamente relevante, pois concentracbes baixas de
fotossensibilizadores reduzem o risco de fotossensibilizagdo sistémica e efeitos
adversos em tecidos sadios.

O céncer de mama triplo negativo representa um subtipo particularmente
agressivo, caracterizado pela auséncia de receptores de estrogénio, progesterona e
HER2, limitando as opg¢bes terapéuticas direcionadas. Os resultados obtidos
demonstram que a formulacdo AICIPc-F127 possui caracteristicas essenciais para
uma abordagem terapéutica segura e eficaz, como seletividade fotodindmica, eficacia
em baixas concentragdes, pois o0 ICso de 2,31 uyM indica alta poténcia da formulagao,
reduzindo potenciais efeitos sistémicos e permitindo protocolos de tratamento com
menores doses de fotossensibilizador, além de apresentar janela terapéutica favoravel,
onde concentracbes eficazes para eliminacdo de células tumorais podem ser

alcangadas sem comprometimento significativo de tecidos sadios adjacentes.
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Além disso, os dados sugerem que ha um pico 6étimo de eficacia fotodinamica
nas concentragcdes mais baixas, indicando que protocolos clinicos devem priorizar o
uso de concentragbes proximas ao ICso para maximizar a eficacia terapéutica. O
comportamento dose-resposta observado também indica a necessidade de inclusdo
de mais pontos intermediarios (especialmente entre 2 e 5 uM) em estudos futuros para
melhor definicdo da curva e maior robustez estatistica na determinagao de parametros
farmacoldgicos.

Podemos considerar entdo que o perfil de resposta observado confirma a alta
susceptibilidade das células MDA-MB-231 ao dano oxidativo induzido pela TFD com
AICIPc-F127. Esta susceptibilidade esta relacionada ao mecanismo classico da
terapia fotodindmica, onde a excitagdo do fotossensibilizador pela luz leva a geragao
de espécies reativas de oxigénio, principalmente oxigénio singlet, responsaveis pela
indugdo de morte celular por mdltiplas vias, incluindo apoptose, necrose e autofagia.

A eficacia observada pode estar relacionada as caracteristicas metabdlicas
especificas das células tumorais de mama triplo negativo, incluindo alteragdes no
sistema antioxidante endégeno, maior dependéncia de vias metabdlicas geradoras de

ROS e maior sensibilidade ao estresse oxidativo comparado a células normais.

4.2.1.4 Ensaio de Cristal Violeta

A analise dos controles revelou resultados consistentes com os achados do
ensaio MTT. Os componentes isolados da formulagao, ftalocianina de aluminio-cloro
(AICIPc) e Pluronic F-127 (Plur), demonstraram comportamentos distintos quando
mantidos no escuro versus expostos a irradiacido LED. A AICIPc isolada no escuro
apresentou densidade 6ptica elevada (aproximadamente 265), indicando auséncia de
toxicidade intrinseca e possivel estimulo proliferativo, enquanto o Pluronic F127 isolado
manteve densidade Optica similar ao controle (aproximadamente 230).

A exposicdo a irradiacdo LED promoveu redugdes estatisticamente
significativas (p < 0,001) na densidade Optica de todos os grupos tratados,
confirmando a dependéncia luminosa para a atividade antiproliferativa. A AICIPc
isolada apresentou reducao de aproximadamente 265 para 20 unidades de D.O. apos
fotoativagao, enquanto o Pluronic F127 reduziu de 230 para aproximadamente 100

unidades. Esta observacdo indica que ambos os componentes, quando isolados,
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apresentam algum grau de fotossensibilidade, embora com intensidades diferentes
(Figura 16).
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Figura 16 - Avaliagdo do efeito antiproliferativo da formulagdo AICIPc/F127 pelo ensaio de
cristal violeta. Células MDA-MB-231 foram tratadas com diferentes concentragbes da
formulacgao AICIPc/F127 (1, 2, 5, 7 e 10 uM), ftalocianina de aluminio-cloro isolada (AICIPc) ou
Pluronic F127 isolado (Plur), mantidas no escuro (barras azuis) ou expostas a irradiacao LED
660-690nm (barras vermelhas). O controle positivo (C+) foi tratado com DMSO 10%. A densidade
optica (D.O.) foi mensurada apods coloragao com cristal violeta, sendo proporcional ao nimero
de células aderidas viaveis. Os dados representam a média * erro padrao de experimentos
realizados em triplicata. ***p < 0,001 comparando tratamentos com e sem exposi¢do a LED na
mesma condi¢do. Fonte: Autoria prépria, 2025.

A avaliagao das diferentes concentragbes da formulagédo AICIPc/F127 revelou
um padrao dose-resposta complexo, mas consistente com os achados do ensaio MTT.
No escuro, todas as concentragbes testadas (1-10 pM) mantiveram densidades
opticas relativamente elevadas, variando entre 65-115 unidades, demonstrando
auséncia de toxicidade significativa na auséncia de irradiacao.

Apos fotoativagdo, observou-se redugdo drastica e uniforme da densidade
optica em todas as concentragbes, com valores consistentemente baixos (15-30
unidades de D.O.), indicando severo comprometimento da capacidade de adesao e
proliferagcao celular. Importante notar que, diferentemente do ensaio MTT, o cristal
violeta ndo revelou o0 mesmo padrdao de perda de eficacia em concentragdes
intermediarias, sugerindo que os mecanismos avaliados por cada método podem
refletir aspectos distintos da citotoxicidade.

A convergéncia dos resultados entre os ensaios MTT e cristal violeta reforca a
robustez dos achados e confirma a eficacia antiproliferativa da formulacdo

AICIPc/F127. Enquanto o MTT avalia primariamente a atividade metabdlica



57

mitocondrial, o cristal violeta quantifica células aderidas viaveis, proporcionando uma
visdo mais abrangente dos efeitos citotoxicos.

A reducgao uniforme observada no cristal violeta apds fotoativagéo sugere que a
TFD com AICIPc-F127 ndo apenas compromete a viabilidade metabdlica
(evidenciada pelo MTT), mas também afeta fundamentalmente a capacidade de
adesao celular e integridade estrutural. Este efeito pode estar relacionado ao dano
oxidativo em componentes da matriz extracelular, proteinas de adesao celular e
citoesqueleto, resultante da geracao de espécies reativas de oxigénio.

Este padrao é caracteristico da terapia fotodindmica eficaz, onde a geragéo de
ROS afeta mdltiplos alvos celulares simultaneamente, incluindo membranas celulares,
organelas intracelulares, DNA e proteinas estruturais, levando a ativagéo de vias de
morte celular por apoptose, necrose ou autofagia.

Do ponto de vista translacional, a confirmacgao da eficacia antiproliferativa por
dois métodos independentes fortalece o potencial terapéutico da formulagao
AICIPc-F127. A capacidade de reduzir tanto a viabilidade metabdlica quanto a
capacidade proliferativa das células tumorais €& essencial para uma terapia
antineoplasica eficaz, pois previne nao apenas a sobrevivéncia celular imediata, mas

também a capacidade de recuperagao e repopulagcao tumoral.

4.2.3 Morfologia celular

A analise morfolégica revelou alteragdes morfoldgicas significativas nas células
MDA-MB-231 ap6s tratamento com AICIPc-Pluronic® F-127 com irradiagéao e em
maiores concentragdes (7-10 pyM) mesmo sem irradiacdo (Figura 17). As células
apresentaram retracdo citoplasmatica, arredondamento, formacdo de bolhas na
membrana e destacamento do substrato, caracteristicas consistentes com morte
celular por apoptose. Estas alteragbes foram evidentes 6 horas apds a irradiagéo e
tornaram-se mais pronunciadas apds 24 horas. Em contraste, as células tratadas com

a formulag&o no escuro mantiveram morfologia similar ao controle n&o tratado.
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Figura 17 - Células da linhagem MDA-MB-231 em meio DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino e 2% de antibidtico sob exposi¢cio a luz de LED (660-690nm) (A). Alteracées
morfolégicas da linhagem MDA-MB-231 apoés 24h de tratamento com o conjugado
AICIPc+Pluronic® F-127 na concentragao de 10 uM, sem terapia fotodindmica (B). Observa-se
perda da morfologia fusiforme caracteristica, com células arredondadas, encolhidas e
presenca de detritos celulares, indicando efeito citotéxico significativo do composto mesmo
sem ativagao por irradiagdao. Fonte: Autoria propria, 2025.

4.2.4 Efeitos na Capacidade Clonogénica

Os resultados do ensaio clonogénico demonstraram de forma inequivoca o
potencial antiproliferativo da formulagao AICIPc-Pluronic® F-127 quando submetida a
terapia fotodindmica. A andlise da fracdo de sobrevivéncia revelou diferencas
marcantes entre os tratamentos realizados na auséncia e presenga de irradiagao LED,
confirmando a especificidade da acao fotodinamica e a seguranca da formulacéo no

escuro (Figura 18).

e

Figura 18 - Avaliagdo da capacidade clonogénica de células MDA-MB-231 tratadas com
diferentes concentragées da formulagao AICIPc-Pluronic® F-127 (1-10 yM), sem ou com
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irradiagao (660-690 nm), por meio do ensaio de formagdo de coldnias. (A) Grupo controle
positivo: DMSO 10%; (B) Grupo controle negativo: DMEM completo; (C) Tratamento com
formulacao AICIPc-Pluronic® F-127 10 uM sem exposi¢cdo a luz de LED; (D) Tratamento com
formulacao AICIPc-Pluronic® F-127 1 pM com fotoativag¢ido; (E) Tratamento com formulagao
AICIPc-Pluronic® F-127 2 pyM com fotoativagao; (F) AICIPc-Pluronic® F-127 10 pM com
fotoativacao. Fonte: Autoria prépria, 2025.

Na auséncia de irradiagao, a formulagcao AICIPc-Pluronic® F-127 demonstrou
perfil de seguranga excepcional em todas as concentragdes testadas (1-10 uM). A
fracdo de sobrevivéncia manteve-se consistentemente elevada, variando entre 0,65 e
0,85 nas diferentes concentragbes, valores que nido diferem significativamente do
controle negativo (C-: 0,90). Este comportamento confirma a auséncia de toxicidade
intrinseca da formulagdo e corrobora os achados dos ensaios de viabilidade celular

previamente realizados (Figura 19).
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Figura 19 - Avaliacdao da capacidade clonogénica de células MDA-MB-231 tratadas com
diferentes concentragées da formulagao AICIPc-Pluronic® F-127 (1-10 uM), sem ou com
irradiacdo (660-690 nm), por meio do ensaio de formacdo de coldnias. A fracdo de
sobrevivéncia celular foi calculada pela razdo entre o nimero médio de colénias nos grupos
tratados e o controle nao tratado (sem luz). Os dados representam a média de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Fonte: Autoria propria, 2025.
Interessantemente, as concentracdes de 1 yM e 10 uM apresentaram fracoes
de sobrevivéncia ligeiramente superiores (0,85 e 0,82, respectivamente) comparadas
as concentragdes intermediarias, sugerindo possivel efeito hormético em baixas doses
ou saturacdo dos mecanismos celulares em concentragdes elevadas. O controle
positivo (C+) apresentou fracdo de sobrevivéncia extremamente baixa (0,05),
validando a sensibilidade do ensaio e confirmando a eficacia do agente citotoxico

utilizado como padrao.
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Além disso, a fragdo de sobrevivéncia foi significativamente reduzida em todas
as concentracbes testadas, demonstrando eficacia citotdéxica robusta quando a
formulacao é fotoativada.

A concentracdo de 1 pyM apresentou fragdo de sobrevivéncia de 0,32,
representando uma reducdo de aproximadamente 62% comparada ao mesmo
tratamento no escuro. As concentracdes de 2 uM e 5 yM mostraram eficacia ainda
maior, com fracbes de sobrevivéncia de 0,28 e 0,26, respectivamente, indicando
eliminacdo de aproximadamente 70-75% da capacidade clonogénica das células
tumorais.

Surpreendentemente, as concentracbes mais elevadas (7 yM e 10 uM)
apresentaram fragcdes de sobrevivéncia ligeiramente superiores (0,45 e 048,
respectivamente) comparadas as concentragdes intermediarias, reproduzindo o
padrao dose-resposta atipico observado nos ensaios de viabilidade celular. Este
comportamento pode ser atribuido aos mesmos mecanismos previamente discutidos,
incluindo agregacdao molecular da AICIPc em concentragbes elevadas, que
compromete a eficiéncia de geragao de espécies reativas de oxigénio.

A capacidade de formar col6nias reflete ndo apenas a sobrevivéncia celular
imediata, mas também a manutengcdo do potencial proliferativo em longo prazo. A
reducdo significativa da fracdo de sobrevivéncia observada apdés a terapia
fotodindmica indica que a formulagéo AICIPc-Pluronic® F-127 ndo apenas induz morte
celular aguda, mas também compromete irreversivelmente a capacidade de
repopulacao tumoral.

A convergéncia dos resultados do ensaio clonogénico com os achados dos
ensaios de viabilidade celular (MTT e azul de trypan) e antiproliferativo (cristal violeta)
fortalece significativamente a evidéncia cientifica sobre a eficacia da formulagdo
desenvolvida. Enquanto os ensaios de viabilidade fornecem informag¢des sobre a
morte celular aguda, o ensaio clonogénico avalia consequéncias em longo prazo,
oferecendo uma perspectiva mais abrangente sobre o potencial terapéutico.

A manutengdo do padrdo dose-resposta atipico entre as diferentes
metodologias confirma que este comportamento € uma caracteristica intrinseca da
formulagéo, provavelmente relacionada as propriedades fisico-quimicas da AICIPc em
diferentes concentracbes. Esta consisténcia reforca a importancia de utilizar

concentragdes préoximas ao ICso para maximizar a eficacia terapéutica.
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Em sintese, os resultados do ensaio clonogénico demonstram que a formulagéo
AICIPc-Pluronic® F-127 possui capacidade excepcional de suprimir o potencial
clonogénico de células MDA-MB-231 quando submetida a terapia fotodinamica,
confirmando seu potencial como estratégia terapéutica eficaz para o cancer de mama
triplo-negativo. A combinagdo de seguranga no escuro e alta eficacia fotodinamica
posiciona esta formulagdo como uma opgao terapéutica promissora, com potencial
para contribuir significativamente no controle da progressao tumoral e prevencao de

recidivas.
4.2.5 Efeitos na migragéo e invasao celular
O ensaio de cicatrizagao realizado com células MDA-MB-231 permitiu avaliar a

influéncia da AICIPc, conjugada com o copolimero Pluronic® F-127, sobre a migragéo

celular com e sem a TFD (Figura 20).

C- 0h Com LED

10pm Oh Sem LED

1uM 24h Com LED

Figura 20 - Imagens representativas do ensaio de cicatrizagdo em células MDA-MB-231,
demonstrando a capacidade proliferativa no fechamento da “ferida” da linhagem no controle
negativo (células em meio DMEM suplementado) mesmo expostas a luz de LED (660-690nm)
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(A). Observa-se que essa caracteristica se manteve mesmo sob tratamento com a maior
concentragcao de trabalho do conjugado AICIPc+Pluronic® F-127(10 pM), na auséncia da
ativagao por terapia fotodindmica (A). No entanto, o tratamento com a menor concentragao de
trabalho (10 pM) foi capaz de reduzir significativamente o potencial proliferativo da linhagem
(A). Fonte: Autoria prépria, 2025.

Apbs 48 horas, pudemos observar que a area de fechamento da "ferida" nas
células tratadas e sem exposicao a luz de LED apresentou diminuicao de 8,62%,
19,52%, 28,17%, 21,32% e 15,73% nas concentragdes de 1 yM, 2 yM, 5 uM, 7 uM e
10 uM respectivamente, considerando a area no momento Oh, indicando que as
células, sem a terapia fotodinamica, continuaram a expandir e reduzir a a area do risco
(Figura21  B).
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Figura 21 - Area cicatrizada ao longo do tempo em células MDA-MB-231 com e sem terapia
fotodindmica nos grupos controle: Controle positivo (C+): DMSO 10% Controle negativo (C-):
meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 2% de antibiético, Veiculo (Plur): Pluronic F-127
isolado, bem como com diferentes concentragcées de AICIPc conjugada com Pluronic® F-127
(1-10 uM). Os dados representam média +- DP de trés experimentos independentes. A analise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida de teste Sidak para comparagées
multiplas (*p<0,05; ** p<0,01 em relacdo ao tempo Oh dentro de cada tratamento) com o
software GraphPad Prism®. Nido foram observadas diferengas significativas nos grupos
controle ao longo do tempo (indicados por ns no grafico). Medidas obtidas por quantificagao
da area da ferida usando o software ImageJ®. Fonte: Autoria prépria, 2025.

Além disso, o ensaio mostrou uma redugdo significativa (p< 0,01) na

capacidade invasiva das células apés TFD com AICIPc-Pluronic® F-127 (Figura 21D).
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O numero de células invasoras foi reduzido em aproximadamente 13,89%, 17, 46%,
7,26%, 37,75%, 31,42% nas primeiras 24h e 24,29%, 25,93%, 34,16%, 42,58% e
32,49% nas respectivas concentragbes apos 48h de tratamento em comparagado com
o controle negativo, que sob as mesmas condi¢gdes apresentou taxa de fechamento de
ferida de +14,64%, evidenciando o potencial da TFD em reduzir ndo apenas a
viabilidade, mas também a agressividade das células de cancer de mama
triplo-negativo.

Quanto ao Pluronic® F-127 utilizado isoladamente, foi possivel observar que a
taxa de crescimento celular se mostrou crescente e padronizada com ou sem
exposicdo a luz de LED apdés 24 e 48h de tratamento. Sendo entdo importante
considerar que, embora classificado como um excipiente inerte em baixas
concentragdes, o F-127 pode alterar a fluidez de membranas lipidicas, modular a
atividade de proteinas de transporte e até potencializar efeitos de drogas associadas,
especialmente em células tumorais. Dessa forma, a presenga do copolimero na
formulacdo pode aumentar a internalizacdo da AICIPc, contribuindo para sua
toxicidade.

Portanto, os resultados obtidos neste experimento reforcam a capacidade da
AICIPc-F127 em inibir a migragcado de células do subtipo triplo-negativo de cancer de
mama (MDA-MB-231), indicando seu potencial citotdxico intrinseco da formulagéao.
Esses achados justificam investigac¢des futuras quanto aos mecanismos moleculares
envolvidos nesse efeito e reforcam o potencial da AICIPc-F127 como plataforma

versatil no tratamento de canceres agressivos.

4.2.6 Avaliacdo do tipo de morte celular

A avaliagao da morte celular por citometria de fluxo utilizando coloragdo com
Anexina V-FITC/PI permitiu a distingdo entre células viaveis, em apoptose precoce,
apoptose tardia/necrose e necrose isolada apés os diferentes tratamentos aplicados a
linhagem MDA-MB-231 (Figura 22).
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Figura 22 - Analise da morte celular por citometria de fluxo utilizando coloragao com Anexina
V-FITC e iodeto de propidio (PI) em células MDA-MB-231. Os graficos representam a
distribuicido celular entre os quadrantes: Q3 (Células viaveis - Anexina V-/Pl-), Q4 (apoptose
precoce - Anexina V+/Pl-), Q2 (apoptose tardia/necrose secundaria - Anexina V+/Pl+) e Q1
(necrose - Anexina V-/Pl+), Foram analisados os seguintes grupos experimentais: (A) Controle
positivo sem irradiagido, (B) Controle positivo com irradiagdo LED (660-690nm), (C) tratamento
com 1 pyM de AICIPc+Pluronic® F-127 sem LED, (D) tratamento com 1 uyM de AICIPc+Pluronic®
F-127 com LED, (E) tratamento com 10 uyM de AICIPc+Pluronic® F-127 sem LED e (F) tratamento
com 10 pM de AICIPc+Pluronic® F-127 com LED. Fonte: Autoria prépria, 2025.

Os grupos de controle positivo (sem e com luz LED) apresentaram viabilidade
celular <40%, com taxas mais altas de apoptose, o que indica que a exposicao a luz
por si s6 ndo induziu morte celular diferencial.

No tratamento com 1 uyM do conjugado AICIPc + Pluronic® F-127 sem luz,

observou-se uma reducdo expressiva da viabilidade celular (53,37%) e aumento
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significativo da apoptose (19,94% precoce e 23,75% tardia), sugerindo que o
composto possui atividade citotéxica mesmo na auséncia de ativacao por luz. Com a
ativacdo por luz LED, esse mesmo tratamento promoveu ainda maior morte celular
(60%), com acumulo de células em apoptose tardia (34,29%) e precoce (22,86%),
evidenciando o efeito fotodinamico do sistema.

No tratamento com 10 uM, o perfil de morte celular também foi alterado. Sem
luz, a viabilidade celular caiu para 38,19%, com aumento acentuado de apoptose
tardia (39,20%). Com luz, a porcentagem de células viaveis permaneceu semelhante
(40,63%), mas houve um aumento importante na necrose isolada (6,25%) e apoptose
tardia (43,75%), indicando que em concentragdes mais altas, a ativagao fotodinamica
pode induzir formas mais agressivas de morte celular, possivelmente relacionadas a
necrose secundaria.

Em conjunto, os dados demonstram que o conjugado AICIPc + Pluronic® F-127
apresenta atividade citotdéxica relevante na linhagem MDA-MB-231, potencializada
pela exposicao a luz. O padrdo de morte celular indica predominancia de apoptose
nos tratamentos com 1 pyM, enquanto o aumento da necrose observado em 10 uM sob
luz pode sugerir uma transi¢do entre mecanismos apoptéticos e necroticos conforme a

dose e intensidade da ativacao fotodinamica.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou de forma convincente o potencial terapéutico da
formulagdo nanotecnoldgica AICIPc-Pluronic® F-127 como uma estratégia inovadora
para o tratamento do cancer de mama triplo-negativo através da terapia fotodinamica.
Os resultados obtidos revelam que a incorporagao da ftalocianina de aluminio-cloro em
micelas de Pluronic® F-127 ndo apenas preserva as propriedades fotofisicas
essenciais do fotossensibilizador, mas também confere caracteristicas fisico-quimicas
favoraveis para aplicagao biomédica.

A caracterizagao fisico-quimica da formulagdo revelou um sistema coloidal
estavel, com didametro hidrodindmico médio de 329,6nm, posicionando-se
favoravelmente na janela terapéutica ideal para aproveitamento do efeito de
permeabilidade e retencdo aumentada (EPR) caracteristico de tecidos tumorais. O
potencial zeta de -19,8 mV proporcionou estabilizagédo eletrostatica adequada,
enquanto a arquitetura molecular do copolimero tribloco conferiu estabilizagao estérica
adicional, resultando em um sistema que equilibra estabilidade coloidal com
capacidade de interacdo celular. A analise por FTIR confirmou a preservacao da
integridade estrutural de todos os componentes da formulagédo, enquanto a difragcao de
raios X evidenciou a manutengéo da estrutura cristalina parcial da AICIPc, fundamental
para suas propriedades fotofisicas.

Os estudos in vitro em células MDA-MB-231 demonstraram a eficacia citotdéxica
excepcional da formulagédo quando submetida a terapia fotodinamica. O valor de ICso
determinado de 2,31uM representa uma concentragcdo clinicamente relevante,
oferecendo alta poténcia terapéutica com reduzido potencial de toxicidade sistémica.
Particularmente notavel foi a confirmagao da seguranga da formulagao na auséncia de
irradiacao, com viabilidade celular mantida acima de 90% em todas as concentragdes
testadas, confirmando a especificidade da acdo fotodinamica e eliminando
preocupacoes sobre toxicidade no escuro.

A analise dos mecanismos de morte celular revelou que a formulagao
AICIPc-Pluronic® F-127 induz predominantemente apoptose em concentragcbes
baixas, transitando para mecanismos necroticos em concentracbes mais elevadas
quando fotoativada. Este perfil dose-dependente sugere versatilidade terapéutica,

permitindo modulacdo dos mecanismos citotdoxicos conforme as necessidades
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clinicas. A avaliagdo morfolégica confirmou as alteragdes celulares caracteristicas de
morte celular programada, incluindo retragao citoplasmatica, arredondamento celular e
formacgao de corpos apoptoticos.

Um aspecto particularmente relevante dos resultados foi a demonstragéo de
que concentragbes mais baixas de AICIPc (1-2uM) apresentaram maior eficacia
fotodindmica comparativamente a concentragdes intermediarias, fenbmeno atribuivel a
prevengao de agregacao molecular que compromete a geragao de espécies reativas
de oxigénio. Esta observagao possui implicagdes clinicas importantes, sugerindo que
protocolos terapéuticos otimizados devem priorizar concentracées proximas ao ICso
para maximizar a eficacia terapéutica.

A convergéncia dos resultados obtidos através de multiplas metodologias
analiticas - ensaios de viabilidade celular (azul de trypan e MTT), avaliacdo
antiproliferativa (cristal violeta), analise morfolégica e caracterizagdo do tipo de morte
celular - confere robustez cientifica aos achados e demonstra que a formulagao
desenvolvida atua através de mecanismos multifacetados, comprometendo
simultaneamente a viabilidade metabdlica, capacidade de ades&do e potencial
proliferativo das células tumorais.

Do ponto de vista translacional, os resultados apresentados estabelecem uma
base cientifica soélida para o desenvolvimento de uma modalidade terapéutica
complementar ou alternativa para o cancer de mama triplo-negativo, subtipo
caracterizado por limitadas opgdes terapéuticas e prognostico desfavoravel. A
formulagdo AICIPc-Pluronic® F-127 demonstra caracteristicas essenciais para uma
terapia antineoplasica eficaz. alta seletividade fotodinamica, eficacia em baixas
concentragdes, perfil de seguranca favoravel e janela terapéutica ampla.

Embora os resultados in vitro sejam promissores, reconhece-se a necessidade
de validacdo em modelos experimentais mais complexos, incluindo estudos em
modelos tridimensionais de cultura celular, avaliagbes de biodistribuicdo e
farmacocinética, bem como ensaios pré-clinicos em modelos animais para
confirmagéo da eficacia e seguranga antes da translag&o para aplicagdes clinicas.

Em sintese, este trabalho demonstra que a nanotecnologia, através do
desenvolvimento de sistemas de entrega baseados em copolimeros anfifilicos,
representa uma abordagem promissora para superar as limitacbes da terapia
fotodindmica convencional. A formulagdo AICIPc-Pluronic® F-127 desenvolvida

oferece uma combinagdo Unica de estabilidade fisico-quimica, biocompatibilidade e
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eficacia citotdéxica seletiva, posicionando-se como uma ferramenta terapéutica
inovadora com potencial para contribuir significativamente no arsenal terapéutico
contra o cancer de mama triplo-negativo.

Os achados apresentados ndo apenas avangam o conhecimento cientifico na
interface entre nanotecnologia e oncologia, mas também abrem perspectivas para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas personalizadas e menos invasivas,
alinhadas com os principios da medicina de precisdo e com o potencial de melhorar
significativamente o prognéstico e a qualidade de vida de pacientes acometidas por

esta forma agressiva de cancer de mama.



69

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abbas, T, et al. Nanoparticles in Drug Delivery Systems: Challenges, Innovations, And
Surface Modification for Targeted Therapeutics. Indus Journal of Bioscience
Research, vol. 3(1), p. 325-336, 2025.

Abdi, H. & Williams, L. J. Tukey's honestly significant difference (HSD) test. In:
SALKIND, N. (Ed.). Encyclopedia of Research Design. Thousand Oaks, CA: Sage,
p. 1-5,2010.

Abrahamse, H. & Hamblin, M. R. New photosensitizers for photodynamic therapy.
Biochemical Journal, v. 473, n. 4, p. 347-364, 2016.

Agostinis, P., et al. Photodynamic therapy of cancer: an update. CA Cancer J Clin. vol.
61(4), pag. 250-81, 2011.

Alexandridis, P., Nivaggioli, T., & Hatton, T. A. Temperature Effects on Structural
Properties of Pluronic P104 and F108 PEO-PPO-PEQ Block Copolymer Solutions.
Langmuir, Vol. 11, pag.1468-1476, 1995.

Alibolandi, M. et al. Curcumin-entrapped MePEG-PCL micelles as a drug delivery
system: Preparation, characterization and cytotoxicity. Journal of Nanoparticle
Research, v. 17, n. 10, p. 1-16, 2015.

Azizi, M. et al. Multifunctional nanostructures: Intelligent design to overcome biological
barriers. Materials Today Bio, Vol. 20, ISSN 2590-0064, 2023.

Barboza, L. M., et al. Estudo Sobre a Espectroscopia da Hipericina. Revista
Processos Quimicos, Vol. 12, pag. 123-125, 2018.

Batrakova E. V. & Kabanov A.V. Pluronic block copolymers: evolution of drug delivery
concept from inert nanocarriers to biological response modifiers. J Control Release.
Vol. 130(2), pag. 98-106, 2008.

Beaucage, G. Polymer Analysis - X-ray Diffraction. University of Cincinnati, 2023.
Disponivel em: https://www.eng.uc.edu/~beaucag/Classes/Analysis/Chapter7.html.
Acesso em: 31 mai. 2025.

Bhattacharjee, S. DLS and zeta potential — What they are and what they are not?
Journal of Controlled Release, v. 235, p. 337-351, 2016.

Bianchini, G., et al. Triple-negative breast cancer: challenges and opportunities of a
heterogeneous disease. Nat. Rev. Clin. Oncol. Vol. 13 (11), pag. 674-690, 2016.

Borzecka, W., Dominski, A. & Kowalczuk, M. Recent Progress in
Phthalocyanine-Polymeric Nanoparticle Delivery Systems for Cancer Photodynamic
Therapy. Nanomaterials. 2021; Vol. 11(9), pag. :2426, 2021.



70

Cabana, A., et al. Study of the gel-sol transition of poloxamer 407 by differential
scanning calorimetry and rheology. Pharmaceutical Research, v. 14, n. 10, p.
1259-1266, 1997.

Cangussu, L. M. B., et al. Photodynamic therapy mediated by nanoparticles Aluminum
Chloro Phthalocyanine in oral squamous carcinoma cells. Lasers Med. Sci. Vol. 37,
pag. 2509-2516, 2022.

Cardoso, R. L., et al. Percepcao de mulheres com cancer de mama sobre o cuidado
integral fisioterapéutico. Research, Society and Development, Vol. 11, num. 17, ed.
256111737705, 2022.

Castano, A. P., et al. Mechanisms in photodynamic therapy: part one — photosensitizers.
Photochemistry and cellular localization. Photodiagn Photodyn Ther. Vol. 1(4), Pag.
279-293, 2004.

Castano, A. P., Mroz, P. & Hamblin, M. Photodynamic therapy and tumor immunity.
Nature Reviews Cancer. Vol. 6, pag. 535-45, 2006.

Castro, K. C., et al. Pluronic(R) triblock copolymer-based nanoformulations for cancer
therapy: a 10-year overview. J. Control. Release, Vol. 353, pag. 802-822, 2023.

Chabner, B. A. & Longo, D. L. (Orgs). Manual de Oncologia de Harrison. 2. ed. Porto
Alegre: AMGH, p. 1-7, 2015.

Chen, D., et al. Nanoparticle drug delivery systems for synergistic delivery of tumor
therapy. Frontiers in Pharmacology, 14, 1111991, 2023.

Cohen, S. Y. et al. Modifiable risk factors in women at high risk of breast cancer: a
systematic review. Breast Cancer Research, London, v. 25, n. 45, p. 1-23, 24 abr.
2023.

Crowley, L. C. et al. Measuring cell death by propidium iodide uptake and flow
cytometry. Cold Spring Harbor Protocols, v. 2016, n. 7, pdb.prot087163, 2016.

Danaei, M. et al. Impact of particle size and polydispersity index on the clinical
applications of lipidic nanocarrier systems. Pharmaceutics, v. 10, n. 2, p. 57, 2018.

Dang, Y. & Guan, J. Nanoparticle-based drug delivery systems for cancer therapy.
Smart Mater Med. Vol. 1, pag. 10-19, 2020.

Debien, V., et al. Immunotherapy in breast cancer: An overview of current strategies and
perspectives. Npj Breast Cancer, Vol. 9(1), pag. 1-10., 2023.

Dent, R, et al. Triple-negative breast cancer: A review of the literature. Clinical Breast
Cancer. Vol. 7(6), pag. 415-420, 2007.

De Silva, P., et al. Photodynamic therapy, priming and optical imaging: Potential
co-conspirators in treatment design and optimization — a Thomas Dougherty Award for



71

Excellence in PDT paper. Journal of Porphyrins and Phthalocyanines. Vol. 24, N.
11, pag. 1320-1360, 2020.

Dolmans, D. E., et al. Photodynamic therapy for cancer. Nature Reviews Cancer, Vol.
3(5), pag. 390-400, 2003.

Elsabahy, M. & Wooley, K. L. Design of polymeric nanoparticles for biomedical delivery
applications. Chemical Society Reviews, v.41,n. 7, p. 2545-2561, 2012.

Elumalai K., et al. Review of the efficacy of nanoparticle-based drug delivery systems
for cancer treatment. Biomedical Technology, vol. 5, 2024.

Feoktistova, M., Geserick, P. & Leverkus, M. Crystal violet assay for determining
viability of cultured cells. Cold Spring Harbor Protocols, v. 2016, n. 4,
pdb.prot087379, 2016.

Figueiras, A., et al. New Advances in Biomedical Application of Polymeric Micelles.
Pharmaceutics. Vol. 14, pag. 1700, 2022.

Filho, P. N., et al. Inmune Checkpoint Inhibitors in Breast Cancer: A Narrative Review.
Oncology and Therapy, vol. 11(2), pag. 171, 2023.

Foulkes, W. D., et al. Triple-negative breast cancer: a review of the literature. Clinical
Breast Cancer, Vol. 10(1), pag. 1-11, 2010.

Franken, N. A. P. et al. Clonogenic assay of cells in vitro. Nature Protocols, v. 1, n. 5,
p.2315-2319, 2006.

Freshney, R. |. Culture of animal cells: a manual of basic technique and
specialized applications. 6th ed. Hoboken: John Wiley & Sons, 2010.

Gao, Y, et al. Patterns of distant metastases in patients with triple-negative breast
cancer—A population-based study. Precision Medical Sciences, Vol. 12(3), P.
182-195. 2023.

Garrido-Castro A. C., et al. Insights into Molecular Classifications of Triple-Negative
Breast Cancer: Improving Patient Selection for Treatment. Cancer Discov. Vol. 9(2),
pag. 176-198, 2019.

Giordano, E. The infrared absorption of phthalocyanine and its complexes.
Oregon State University, 2005.

Glantz, S. A. & Slinker, B. K. Primer of applied regression and analysis of variance.
2nd ed. New York: McGraw-Hill Medical Publishing Division, 2001.

Goldhirsch A., et al. Personalizing the treatment of women with early breast cancer:
highlights of the St Gallen International Expert Consensus on the Primary Therapy of
Early Breast Cancer 2013. Ann Oncol. Vol. ;24(9), pag. 2206-23, 2013.


https://worldscientific.com/worldscinet/jpp

72

Goto, P .L., et al. Application of aluminum chloride phthalocyanine-loaded solid lipid
nanoparticles for photodynamic inactivation of melanoma cells. Int J Pharm, Vol. 518,
pag 228-241, 2017.

Gurcan G., et al. Photodynamic Therapy for the Treatment and Diagnosis of Cancer—A
Review of the Current Clinical Status. Frontiers in Chemistry. Vol. 9.
ISSN=2296-2646. 2021.

Harbeck, N., et al. Breast cancer. Nat Rev Dis Primers, Vol. 5, num. 66, 404p, 2019.
Disponivel em: <https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-de-mama>.

Holliday, D. L. & Speirs, V. Choosing the right cell line for breast cancer research.
Breast Cancer Research, v. 13, n. 4, p. 215, 2011.

Honary, S. & Zahir, F. Effect of zeta potential on the properties of nano-drug delivery
systems - A review (Part 2). Tropical Journal of Pharmaceutical Research, v. 12, n.
2,p. 265-273, 2013.

Hubley, E. et al. Cryopreservation of mammalian cell cultures. BioFiles, v. 9, n. 9, p.
18-20, 2014.

Jenkins, R. & Snyder, R. L. Introduction to X-ray powder diffractometry. New York:
John Wiley & Sons, 1996.

Jiang, Y. C., et al. Deciphering breast cancer: from biology to the clinic. Cell,
Cambridge, v. 186, n. 8, p. 1708-1728, 13 abr. 2023. DOI: 10.1016/j.cell.2023.01.040.

JinH., et al. Insight into the Crosstalk between Photodynamic Therapy and
Immunotherapy in Breast Cancer. Cancers, 15(5):1532, 2023.

Jonkman, J. E. N. et al. An introduction to the wound healing assay using live-cell
microscopy. Cell Adhesion & Migration, v. 8, n. 5, p. 440-451, 2014.

Josefen, L. B. & Boyle, R. W. Photodynamic therapy and the development of
metal-based photosensitisers. Metal-Based Drugs, New York, v. 2008, p. 1-23, 2008.

Kabanov, A. V., et al. Pluronic block copolymers in drug delivery: The role of
micellization. Advanced Drug Delivery Reviews, Vol. 54(2), pag. 245-258, 2002.

Khan, S. A, et al. Early Local Therapy for the Primary Site in De Novo Stage IV Breast
Cancer: Results of a Randomized Clinical Trial. JCO, Vol. 40, pag. 978-987, 2022.

Kwiatkowski, S., et al. Photodynamic therapy — mechanisms, photosensitizers and
combinations. Biomedicine & Pharmacotherapy, Vol. 106, pag. 1098-1107, 2018.

Kwiatkowski, S., et al. Photodynamic therapy: Mechanisms and clinical applications.
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, Vol. 23, pag. 1-10, 2018.

Kumar, A., etal. FTIR, TGA and DC electrical conductivity studies of phthalocyanine and
its complexes. Synthetic Metals, v. 157, n. 22-23, p. 905-909, 2005.


https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-de-mama

73

Kumar, A. et al. X-ray diffraction analysis of photosensitizer-loaded nanocarriers:
Structural insights for drug delivery optimization. International Journal of
Pharmaceutics, v. 642, p. 123145, 2024

Lehmann, B. D. et al. Identification of human triple-negative breast cancer subtypes and
preclinical models for selection of targeted therapies. Journal of Clinical
Investigation, Vol. 121, num. 7, pag. 2750-2767, 2016.

Liang, C. C., et al. Invitro scratch assay: a convenient and inexpensive method for
analysis of cell migration in vitro. Nature Protocols, v. 2, n. 2, p. 329-333, 2007.

Longo, J. P. F., et al. Photodynamic therapy with aluminum-chloro-phthalocyanine
induces necrosis and vascular damage in mice tongue tumors. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology, Amsterdam, v. 94, n. 2, p. 143-146,
fev. 2009. DOI: 10.1016/j.jphotobiol.2008.11.003.

Longo, J. P. F., et al. Photodynamic therapy disinfection of carious tissue mediated by
aluminum-chloride-phthalocyanine entrapped in cationic liposomes: an in vitro and
clinical study. Lasers in Medical Science, London, v. 30, n. 2, p. 549-559, fev. 2015.
DOI: 10.1007/s10103-013-1369-3.

Maeda, H. et al. The EPR effect for macromolecular drug delivery to solid tumors:
Improvement of tumor uptake, lowering of systemic toxicity, and distinct tumor imaging in
vivo. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 65, n. 1, p. 71-79, 2013.

Mandal, S. D., et al. Current challenges and future directions in nanomedicine. In:
SINGH, Ram Lakhan; MONDAL, Ankur (ed.). Nanotechnology in medicine and
biology. Cham: Springer, p. 679-698, 2021. DOI: 10.1007/978-3-030-50703-9_27.

Mansoori, B., et al. Photodynamic therapy for cancer: Role of natural products.
Photodiagnosis Photodyn Ther, Vol. 26, pag. 395-404, 2019.

Mathlouthi, M. & Koenig, J. L. Vibrational spectra of carbohydrates. Advances in
Carbohydrate Chemistry and Biochemistry, v. 44, p. 7-89, 1987.

Martinez, J., et al. Nanoparticle characterization parameters for biomedical
applications: A comprehensive review. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 189, p.
114923, 2023.

Miretti, M., et al. Current phthalocyanines delivery systems in photodynamic therapy: an
updated review. Curr Med Chem, Vol. 28 (26), pag. 5339-5376, 2021.

Mosmann, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Inmunological Methods, v. 65, n.
1-2, p. 55-63, 1983.

Muehlmann, L. A., et al. Aluminium-phthalocyanine chloride nanoemulsions for
anticancer photodynamic therapy: Development and in vitro activity against monolayers



74

and spheroids of human mammary adenocarcinoma MCF-7 cells. J Nanobiotechnol.,
Vol. 13, Num. 36, 2015.

Mundekkad, D. & Cho, W.C. Nanoparticles in Clinical Translation for Cancer Therapy.
International Journal of Molecular Scieces, Vol. 23, pag. 1685, 2022.

Nolan, E., et al. Deciphering breast cancer: from biology to the clinic. Cell, Vol. 186,
Num. 8, Pag. 1708--1728, 2023.

Oehler, J. B., Rajapaksha, W., & Albrecht, H. Emerging Applications of Nanoparticles in
the Diagnosis and Treatment of Breast Cancer. Journal of Personalized Medicine,
14(7), 723, 2024.

Ogunsipe, A., et al. Solvent effects on the photochemical and fluorescence properties of
zinc phthalocyanine derivatives. Journal of Molecular Structure, v. 650, n. 1-3, p.
131-140, 2003.

Oliveira, C., et al. Photophysical properties preservation in encapsulated
photosensitizers for PDT applications. Photodiagnosis and Photodynamic
Therapy, v. 42, p. 103456, 2023.

Oliveira, K. A., et al. The complex nature of heterogeneity and its roles in breast cancer
biology and therapeutic responsiveness. Front Endocrinol (Lausanne), Vol. 23, pag.
14, 2023.

Oualla, K., et al. Novel therapeultic strategies in the treatment of triple-negative breast
cancer. Therapeutic Advances in Medical Oncology, Vol. 9(7), p. 493. 2017.

Pallavi, P., et al. Nanoformulation of Tetrapyrroles Derivatives in Photodynamic Therapy:
A Focus on Bacteriochlorin, Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, Vol. 3011918, 12 pag., 2022.

Patel, R. & SINGH, K. Zeta potential effects on cellular uptake and drug release kinetics
in cancer therapy. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v.
195, p. 45-58, 2024.

Perou, C. M., et al. Molecular portraits of human breast tumours. Nature, London, v.
406, n. 6797, p. 747-752, 17 ago. 2000. DOI: 10.1038/35021093. Disponivel em:
https://www.nature.com/articles/35021093. Acesso em: 25 mai. 2025.

Phelan, M. C., May, K. M. Basic techniques in mammalian cell tissue culture. Current
Protocols in Cell Biology, v. 66, p. 1.1.1-1.1.22, 2015.

Pitto-Barry, A. & Barry, N. P. E. Pluronic® block-copolymers in medicine: from chemical
and biological versatility to rationalisation and clinical advances. Polym. Chem., Vol. 5,
num. 10, pag. 3291-3297, 2014.

Pourbakhsh, M., et al. Poloxamer-based drug delivery systems: Frontiers for treatment
of solid tumors. Materials Today Bio, Vol. 32, ISSN 2590-0064, 2025.


https://www.nature.com/articles/35021093
https://www.nature.com/articles/35021093
https://doi.org/10.1039/1759-9962/2010

75

Rafehi, H. et al. Clonogenic assay: adherent cells. Journal of Visualized
Experiments, n. 49, e2573, 2011.

Riccardi, C. & Nicoletti, I. Analysis of apoptosis by propidium iodide staining and flow
cytometry. Nature Protocols, v. 1, n. 3, p. 1458-1461, 2006.

Rochas, C., et al. Sulfate content of carrageenan and agar determined by infrared
spectroscopy. Botanica Marina, v. 29, n. 4, p. 335-340, 1986.

Rodriguez, M., et al. Surface charge optimization for enhanced tumor cell targeting in
nanomedicine. Biomaterials, v. 298, p. 122134, 2024.

Sahay, G., et al. Endocytosis of nanomedicines. Journal of Controlled Release, v.
145, n. 3, p. 182-195, 2010.

Samanthula, K. S., et al. Solid Lipid Nanoparticles for the Delivery of Plant-derived
Bioactive Compounds in the Treatment of Cancer Disorders — A Review. Journal of
Natural Remedies, Vol. 24(7), pag. 1445-1465, 2024.

Schneider, C. A., Rrasband, W. S., Eliceiri, K. W. NIH Image to ImageJ: 25 years of
image analysis. Nature Methods, v.9,n. 7, p. 671-675, 2012.

Sebaugh, J. L. Guidelines for accurate EC50/IC50 estimation. Pharmaceutical
Statistics, v. 10, n. 2, p. 128-134, 2011.

Silva, B. M., et al. Zeta potential optimization in nanomedicine: A comprehensive
approach for enhanced therapeutic efficacy. Advanced Drug Delivery Reviews, v.
196, p. 114789, 2024.

Silva, L. C., et al. Receptor hormonal negativo como fator preditivo para resposta
patologica completa ao tratamento neoadjuvante de cancer de mama. Einstein (Sao
Paulo), Vol. 17, 2019.

Souza, A. C., et al. Necroptosis as a consequence of photodynamic therapy in tumor
cells. Lasers Med Sci. Vol. 39, pag. 267, 2024.

Strober, W. Trypan blue exclusion test of cell viability. Current Protocols in
Immunology, v. 111, p. A3.B.1-A3.B.3, 2015.

Stuart, B. H. Infrared spectroscopy: fundamentals and applications. Chichester:
John Wiley & Sons, 2004.

Sung, H., et al. Global cancer statistics 2020: Global cancer burden in 2020. CA: A
Cancer Journal for Clinicians, Vol. 71, pag. 209-249, 2021.

Synytsya, A. & Novak, M. Structural analysis of glucans. Annals of Translational
Medicine,v.2,n. 2, p. 17, 2013.



76

Van Meerloo, J., Kaspers, G. J. L., Cloos, J. Cell sensitivity assays: the MTT assay. In:
CREE, I. A. (Ed.). Cancer cell culture: methods and protocols. Totowa: Humana
Press, 2011. p. 237-245.

Waks, A. G. & Winer, E. P. Breast cancer treatment: a review. JAMA, Chicago, v. 321, n.
3, p. 288-300, 15 jan. 2019. DOI: 10.1001/jama.2018.19323. Disponivel em:
https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2721185. Acesso em: 25 mai. 2025.

Wang, J. & Wu, G. Breast Cancer: An Overview of Current Therapeutic Strategies,
Challenge, and Perspectives. Breast Cancer : Targets and Therapy, Vol. 15, p. 721.
2023.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. WHO launches new roadmap on breast
cancer. Geneva: WHO, 2023. Disponivel em:
https://www.who.int/news/item/03-02-2023-who-launches-new-roadmap-on-breast-canc
er. Acesso em: 25 jul. 2025.

Xu, J., et al. Applications and challenges of ultra-small particle size nanoparticles in
tumor therapy. Journal of Controlled Release, Vol. 353, 2023.

Yao, Y, et al. Nanoparticle-Based Drug Delivery in Cancer Therapy and lts Role in
Overcoming Drug Resistance. Frontiers in Molecular Biosciences, Vol. 7, 558493,
2020.

Yolanda, S. et al. Colloidal stability of triblock copolymer micelles in biological media:
Mechanisms and applications. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 218, p.
112756, 2022.

Younus, L. A., et al., Photodynamic therapy in cancer treatment: properties and
applications in nanoparticles. Brazilian Journal of Biology,Vol. 84, Ed. 268892,
2024.

Zhang, Y., et al. EPR effect optimization in nanoparticle-based cancer therapy: Current
strategies and future perspectives. Advanced Healthcare Materials, v. 12, p.
2201847, 2023.


https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2721185
https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2721185
https://www.who.int/news/item/03-02-2023-who-launches-new-roadmap-on-breast-cancer
https://www.who.int/news/item/03-02-2023-who-launches-new-roadmap-on-breast-cancer
https://www.who.int/news/item/03-02-2023-who-launches-new-roadmap-on-breast-cancer

