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RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) no cancer de mama ¢ limitada pela agregacao e instabilidade
em meio aquoso de fotossensibilizantes (FS) hidrofobicos, como o cloreto de aluminio-
ftalocianina (AICIPc), sendo a nanotecnologia uma estratégia para otimizar suas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da
TFD mediada por nanocompositos de ouro-Pluronic associados ao AICIPc (AuPLU/AICIPc)
contra c¢lulas tumorais murinas. De acordo com o espalhamento dinamico de luz (DLS), o
AuPLU/AICIPc apresentou propriedades coloidais dependentes do meio dispersante, com
DH de 200,4 + 70,27 nm em agua e 90,29 + 36,73 nm em meio fisiolégico, PDI variando de
0,49 £0,09 a 0,52 + 0,04 e potencial zeta de -19,80 = 13,29 mV (agua) e —12,64 + 10,05 mV
(meio). A espectroscopia UV-vis revelou bandas caracteristicas de LSPR entre 520-580 nm
e da banda Q do AICIPc entre 670-690 nm, indicando integridade estrutural sob condicdes
de dilui¢do. Ensaios fotoquimicos demonstraram maior geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) pelo AuPLU/AICIPc, evidenciada por reducao da absorbancia do DPBF
50% superior a do AICIPc livre. Apos 24 h de tratamento no escuro, o AuPLU/AICIPc
apresentou toxicidade dependente da concentragdao em células 4T1-luc, reduzindo a
viabilidade em até 49,71%, enquanto o AICIPc livre reduziu cerca de 30%. Apds irradiacao
precedida de 15 min de incubagdo com concentragdes nao toxicas de AuPLU/AICIPc, a
viabilidade de 4Tl1-luc foi reduzida para aproximadamente 2-3%; em condigdes
equivalentes, o AICIPc livre resultou em ~7%, sem beneficio adicional observado para
tempos de incubacao mais longos (30-60 min). Em fibroblastos NIH-3T3, o AuPLU/AICIPc
manteve viabilidade superior a 90% no escuro, enquanto AICIPc livre reduziu a viabilidade
em cerca de 24%; ap6s a TFD com 15 min de tratamento, foram observadas viabilidades de
aproximadamente 27% (AICIPc) e entre 16-24% (AuPLU/AICIPc), sugerindo seletividade
moderada. Do ponto de vista mecanistico, 0o AuPLU/AICIPc promoveu aumento dos niveis
intracelulares de EROs (36% superior ao controle negativo), associado a aproximadamente
77% de fragmentagdo de DNA e cerca de 94% de lesdao de membrana. Em conjunto, os
resultados indicam que, apesar da eficacia fotodindmica semelhante a do FS livre, o
AuPLU/AICIPc oferece vantagens como maior estabilidade coloidal, maior eficiéncia
fotoquimica e perfil de seguranca aprimorado no escuro, configurando-se como uma

plataforma promissora para a otimizagao da TFD.

Palavras-chave: terapia fotodindmica; nanoparticulas de ouro; pluronic; cloreto de

aluminio-ftalocianina; cancer de mama.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) for breast cancer is limited by the aggregation and instability
of hydrophobic photosensitizers (PS), such as aluminum phthalocyanine chloride (AICIPc),
in aqueous media, and nanotechnology has emerged as a strategy to optimize their
physicochemical and biological properties. The aim of this study was to evaluate the efficacy
of PDT mediated by gold—Pluronic nanocomposites associated with AICIPc
(AuPLU/AICIPc¢) against murine tumor cells. According to dynamic light scattering (DLS),
AuPLU/AICIPc exhibited dispersion medium-dependent colloidal properties, with DH of
200.4 = 70.27 nm in water and 90.29 + 36.73nm in physiological-like medium, PDI ranging
from 0.49 £ 0.09 to 0.52 + 0.04, and zeta potential of —19.80 + 13.29 mV (water) and —12.64
+ 10.05 mV (medium). UV—Vis spectroscopy revealed characteristic LSPR bands between
520-580 nm and the Q band of AICIPc between 670-690 nm, indicating structural integrity
under dilution conditions. Photochemical assays demonstrated enhanced generation of
reactive oxygen species (ROS) by AuPLU/AICIPc, evidenced by a 50% greater reduction in
DPBF absorbance compared to free AICIPc. After 24 h of dark treatment, AuPLU/AICIPc
exhibited concentration-dependent toxicity in 4T1-luc cells, reducing viability by up to
49.71%, whereas free AICIPc reduced viability by approximately 30%. Following
irradiation preceded by 15 min incubation with non-toxic concentrations of AuPLU/AICIPc,
4T1-luc viability was reduced to approximately 2-3%; under equivalent conditions, free
AICIPc resulted in ~7%, with no additional benefit observed for longer incubation times
(30-60 min). In NIH-3T3 fibroblasts, AuPLU/AICIPc maintained viability above 90% in the
dark, whereas free AICIPc reduced viability by approximately 24%; after PDT with 15 min
treatment, viabilities of approximately 27% (AICIPc) and 16-24% (AuPLU/AICIPc) were
observed, suggesting moderate selectivity. From a mechanistic perspective, AuPLU/AICIPc
promoted increased intracellular ROS levels (36% higher than the negative control),
associated with approximately 77% DNA fragmentation and about 94% membrane damage.
Taken together, these results indicate that, despite exhibiting photodynamic efficacy
comparable to that of the free PS, AuPLU/AICIPc offers advantages such as improved
colloidal stability, enhanced photochemical efficiency, and an improved safety profile in the

dark, supporting its potential as a promising platform for PDT optimization.

Keywords: photodynamic therapy; gold nanoparticles; Pluronic; aluminum phthalocyanine

chloride; breast cancer.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ uma das principais causas de morbimortalidade entre mulheres
em todo o mundo, representando um desafio significativo para o desenvolvimento de
terapias eficazes e seletivas. Embora avancos substanciais tenham sido alcangados em
relacdo ao diagnostico precoce e ao tratamento, métodos convencionais como cirurgia,
radioterapia e quimioterapia ainda estao associados a efeitos colaterais importantes e, muitas
vezes, a falta de especificidade para células tumorais. Nesse contexto, abordagens
terapéuticas minimamente invasivas e de alta seletividade t€ém recebido crescente atengao,
destacando-se a terapia fotodinamica (TFD) como uma alternativa promissora (Ostanska et
al., 2021; Xiong et al., 2025).

A TFD consiste na ativagdo de um fotossensibilizante (FS) por meio de uma fonte de
luz de comprimento de onda especifico, resultando na formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) capazes de induzir morte celular. Existem trés mecanismos pelos quais
podem ocorrer a morte de células cancerosas: (i) morte direta devido a produ¢do de EROs;
(i1) infarto tumoral, devido a dano ao sistema vascular associado ao tumor; ou (iii) ativagao
de uma resposta imune contra as células tumorais. Tais mecanismos ndo sao excludentes e
podem ocorrer de forma concomitante, influenciando-se mutuamente(Borzgcka et al., 2021).

Dentre os FS de segunda geracdo, o cloreto de aluminio-ftalocianina (AlCIPc)
destaca-se por sua forte absor¢do no espectro do infravermelho proximo, boa estabilidade
fotoquimica e elevada eficiéncia na formag¢ao do estado tripleto, favorecendo a transferéncia
de energia ao oxigénio e a produgao de EROs, especialmente oxigénio singleto; além disso,
sua fluorescéncia pode ser explorada em aplicagdes de imagem. Entretanto, por ser
hidrofobico, AICIPc possui baixa solubilidade em meio fisioldgico e tende a agregar em
ambientes aquosos, o que pode reduzir a eficiéncia fotodindmica e comprometer a sua
eficacia terapéutica (Rodrigues et al., 2020).

Nesse cenario, materiais nanoestruturados t€ém surgido como plataformas capazes de
melhorar a entrega, estabilidade e seletividade dos FS. As nanoparticulas de ouro (AuNPs),
em particular, apresentam excelente biocompatibilidade, elevada capacidade de
funcionalizagdo e propriedades Opticas favordveis, o que as torna candidatas promissoras
para aplicagdes em TFD (Choudhary et al., 2025).

Para que as vantagens das nanoparticulas metalicas se traduzam em desempenho
bioldgico, ¢ fundamental garantir estabilidade coloidal e adequado controle de interface em

meio aquoso. Nesse sentido, o Pluronic destaca-se por ser um copolimero anfifilico do tipo



PEO-PPO-PEO (polietileno 6xido (PEO) — polipropileno éxido (PPO) — polietileno 6xido
(PEO)), capaz de atuar como estabilizante e modulador de superficie, reduzindo agregacgao
e favorecendo dispersao em condigdes biologicas. Além disso, sua organizagao em estruturas
micelares pode criar um microambiente favoravel a associagao de moléculas hidrofébicas,
como FS (Py-Daniel et al., 2016).

Os nanocompositos de ouro-pluronic (AuPLU) configuram uma plataforma com
potencial teranodstico, uma vez que podem integrar fungdes de diagnostico por imagem e
terapia em um mesmo sistema. De acordo com Gomes et al. (2023), esse nanossistema
apresentou desempenho de contraste em tomografia computadorizada semelhante ao de um
contraste iodado comercial (Optiray® 320), reforcando sua aplicabilidade na vertente
diagnodstica. Com base nessas evidéncias, o presente trabalho explora a vertente terapéutica
do AuPLU ao avalid-lo como nanocarreador em TFD, com o objetivo de melhorar a
dispersao e o desempenho de FS hidrofébicos, como o AICIPc, em meio bioldgico e,
consequentemente, potencializar a geragdo de EROs e o efeito citotdxico apos irradiacao.

Nessa perspectiva, o AuPLU reune as propriedades do ouro e a compatibilidade
conferida pela camada polimérica; sua conjugagdo com o AICIPc pode potencializar a
internalizacdo celular, aumentar a eficidcia fotodindmica e reduzir efeitos adversos,
ampliando o desempenho da terapia em modelos tumorais.

Considerando o potencial terapéutico desse nanocomposito e a necessidade de
estratégias mais eficazes contra o cancer de mama, este estudo teve como objetivo avaliar,
in vitro, a eficacia da TFD mediada por nanocompdsitos de ouro estabilizados por Pluronic
e conjugados ao AICIPc (AuPLU/AICIPc) em células de carcinoma mamario. Hipotetiza-se
que a conjugacdo favoreca a internalizacdo do FS pelas células tumorais, aumente a
producdo de EROs e, consequentemente, potencialize os efeitos fotodindmicos. Assim,
espera-se que o sistema AuPLU/AICIPc apresente maior citotoxicidade em células de cancer
de mama quando comparado ao AICIPc e ao AuPLU isoladamente, mantendo baixa
toxicidade na auséncia de irradiacao, além de auséncia de toxicidade em células nao tumorais

de fibroblasto murino (NIH-3T3).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cancer de mama

O cancer de mama permanece como a neoplasia mais incidente entre mulheres em
todo o mundo e constitui um relevante problema de satide publica. No Brasil, segundo o
Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2023), a doenga corresponde a aproximadamente
30,1% dos novos casos de cancer em mulheres, excluindo-se os tumores de pele nao
melanoma, com estimativa de 73.610 novos diagnoésticos anuais no tri€énio 2023-2025. Em
escala global, estimativas do GLOBOCAN 2022 indicam mais de 2,3 milhdes de novos
casos por ano, refletindo ndo apenas a alta incidéncia, mas também o impacto expressivo da
doenga sobre os sistemas de satude e a qualidade de vida das pacientes (Bray et al., 2024).

O desenvolvimento do cancer de mama resulta de uma interagdo complexa entre
fatores genéticos, hormonais, ambientais € comportamentais. Entre os principais fatores de
risco destacam-se o envelhecimento, o historico familiar de cancer de mama ou ovario,
mutagdes em genes de predisposicao, especialmente BRCA1 e BRCA2, e fatores hormonais
e reprodutivos, como menarca precoce, menopausa tardia e uso prolongado de terapias
hormonais. Paralelamente, habitos de vida como sedentarismo, obesidade, tabagismo e
consumo excessivo de alcool tém sido associados ao aumento da incidéncia da doenga,
particularmente em paises em desenvolvimento. Do ponto de vista bioldgico, o cancer de
mama caracteriza-se por elevada heterogeneidade tumoral, refletida em distintos subtipos
moleculares com comportamentos clinicos, progndsticos e respostas terapéuticas variados,
0 que torna seu manejo clinico especialmente desafiador (Lukasiewicz et al., 2021).

A classificagdo molecular baseia-se principalmente na expressdo dos receptores
hormonais de estrogénio e progesterona e do receptor HER2 (Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2). A partir desses marcadores, os tumores sao agrupados nos subtipos
luminal A, luminal B, HER2-positivo e basal, cada um com caracteristicas biologicas e
implicagdes terapéuticas distintas (Xiong et al., 2025).

O subtipo luminal A apresenta alta expressao de receptores hormonais, crescimento
mais lento e melhor progndstico, respondendo bem a hormonioterapia. J4 o luminal B,
embora também expresse receptores hormonais, caracteriza-se por maior taxa proliferativa
e comportamento mais agressivo, frequentemente demandando quimioterapia associada a
terapia hormonal. Os tumores HER2-positivos correspondem a cerca de 15% dos casos e

apresentam superexpressao do receptor HER2, envolvido em vias de sinalizacdo que



estimulam a proliferacdo celular e inibem a apoptose. Embora historicamente associados a
pior prognostico, o desenvolvimento de terapias alvo-dirigidas tem melhorado
significativamente os desfechos clinicos desses pacientes. Por sua vez, o subtipo basal
engloba tumores biologicamente mais agressivos, dentre os quais a maioria apresenta perfil
triplo-negativo(Magbool et al., 2022; H. Shao & Varamini, 2022).

Embora frequentemente utilizados como sindénimos, os termos “basal” e “triplo-
negativo” nao sdo equivalentes. Estima-se que cerca de 71% dos tumores triplo-negativos
pertengam ao subtipo basal, evidenciando a heterogeneidade desse grupo. Tumores triplo-
negativos podem ser subdivididos em seis diferentes categorias moleculares, como basais
(BL1 e BL2), mesenquimal (M), mesenquimal com caracteristicas de células-tronco (MSL),
imunomodulatério (IM), luminal com receptor de androgeno (LAR) e inespecifico (UNS),
sendo caracterizados por alta agressividade, maior propensdo a metastase e mortalidade
elevada (Lau et al., 2022).

O tratamento do cancer de mama baseia-se, de maneira geral, na associagdo de
diferentes abordagens terap€uticas convencionais, como cirurgia, quimioterapia,
radioterapia, hormonioterapia e terapias-alvo, sendo a escolha da estratégia determinada
pelo estagio da doenca, subtipo molecular, presenca de metastases e condi¢des clinicas da
paciente. Apesar dos avangos obtidos com essas modalidades, ainda persistem limitagdes
importantes que comprometem tanto a eficicia quanto a seguranca dos tratamentos
disponiveis(Zafar et al., 2025).

Um dos principais desafios estd relacionado a baixa seletividade das terapias
sistémicas. A quimioterapia e a radioterapia, por exemplo, afetam tanto células tumorais
quanto tecidos saudaveis com alta taxa proliferativa, resultando em efeitos adversos
significativos, como  mielossupressdo, toxicidade  gastrointestinal, alopecia,
cardiotoxicidade e fadiga. A necessidade de doses elevadas para atingir concentracdes
terapéuticas eficazes no tumor também pode intensificar a toxicidade sistémica, limitando o
escalonamento da dose e a adesdo ao tratamento (Patel et al., 2024; Zafar et al., 2025).

Outro obstaculo significativo no manejo do cancer de mama ¢ o desenvolvimento de
resisténcia terapéutica o que ¢ comum no tratamento de quaisquer subtipos do cancer de
mama. As células tumorais podem ativar mecanismos adaptativos que reduzem
progressivamente a resposta terapéutica, como alteracdes em vias de sinalizagdo celular,
aumento da expressdo de proteinas de efluxo e modificagdes no microambiente tumoral.
Esse cenario torna-se ainda mais critico em subtipos agressivos, como o cancer de mama

triplo-negativo, que nao expressa receptores hormonais nem HER2, limitando as opg¢des



terapéuticas disponiveis e reforcando a necessidade de estratégias alternativas mais seletivas
e eficazes (Patel et al., 2024). Diante desse cenario, torna-se evidente a necessidade de
estratégias inovadoras que oferecam maior seletividade tumoral, reduzam efeitos adversos

e superem os mecanismos de resisténcia, abrindo espaco para abordagens terapéuticas

alternativas (Khandker et al., 2020).

2.2. Nanotecnologia

Durante muito tempo, a nanotecnologia foi descrita principalmente a partir de um
critério dimensional, associada ao desenvolvimento e a aplicagdo de materiais na faixa de 1
a 100 nm (10° m). Essa defini¢ao historica foi importante para delimitar um campo
emergente e orientar o aprimoramento de técnicas de sintese e caracterizacdo em escala
extremamente reduzida. Entretanto, com a consolidagdo da area, tornou-se claro que o
tamanho, embora relevante, ndo ¢ suficiente para representar a complexidade cientifica
envolvida. Conforme discutido por Grieneisen & Zhang (2011), um material
nanoestruturado nao se define apenas pelo tamanho pequeno, mas por apresentar
propriedades fisico-quimicas e funcionais que emergem (ou se intensificam) quando sua
dimensao ¢ reduzida e quando sua composicao e arquitetura sdo cuidadosamente organizadas
(Ahmeda et al., 2017).

Essa perspectiva amplia o entendimento do que significa nanotecnologia na pratica.
Na nanoescala, o aumento expressivo da razdo area de superficie/volume altera o
comportamento do material, tornando a superficie um elemento central para sua reatividade
e para suas interagdes com o meio. Como consequéncia, caracteristicas como forma,
tamanho médio, distribuicdo de tamanho (polidispersidade), carga superficial e natureza do
revestimento passam a influenciar diretamente estabilidade, solubilidade, capacidade de
adsor¢dao e funcionalizacdo quimica. Dependendo do tipo de material, podem ocorrer
mudangas em propriedades Opticas e eletronicas, como resposta a luz e comportamento de
elétrons na superficie, criando possibilidades tecnoldgicas que nao sdo observadas da mesma
forma em estruturas macroscopicas. Assim, a nanotecnologia pode ser entendida como uma
abordagem de engenharia de materiais na qual a organizagao em escala nanométrica permite
projetar desempenho, controlar propriedades e ampliar aplicagdes (Joudeh & Linke, 2022).

Quando esse conjunto de conceitos ¢ transposto para a drea biomédica, surge a
nanomedicina, que explora nanossistemas para diagndstico, preven¢do e tratamento de

doencas. No contexto terapéutico, a proposta central ¢ utilizar nanoplataformas para proteger



moléculas bioativas, aumentar sua estabilidade, modular sua farmacocinética e controlar sua
liberagdo, favorecendo maior eficiéncia e, potencialmente, menor toxicidade.
Diferentemente de uma molécula livre em solugdo, um agente veiculado em um
nanossistema pode ter seu comportamento ajustado por parametros do proprio material,
como composi¢do, tamanho, superficie e arquitetura interna. Isso permite, por exemplo,
melhorar a solubilidade de compostos hidrofobicos, reduzir degradagdo prematura e
aumentar a disponibilidade do agente no microambiente de interesse, aspectos
particularmente relevantes em oncologia (Fan et al., 2023).

Entretanto, para que um nanossistema seja funcional em ambiente biologico, ¢
necessario considerar que o organismo niao ¢ um meio inerte. Ao entrar em contato com
fluidos bioldgicos, nanoparticulas interagem rapidamente com proteinas, lipidios e outras
biomoléculas, que podem se adsorver a superficie e alterar a forma como o sistema ¢
reconhecido, transportado e internalizado. Por isso, o desempenho observado em condigdes
simples, como &gua ultrapura, pode ser substancialmente diferente do observado em meios
complexos, como meio de cultura suplementado com soro. Nesse sentido, estabilidade
coloidal, resisténcia a agregacdo e manuten¢do de propriedades fisico-quimicas em
condi¢gdes fisiologicas sdo requisitos essenciais para garantir reprodutibilidade e
confiabilidade experimental, especialmente quando o objetivo ¢ avaliar biocompatibilidade
e eficacia terapéutica de modo comparavel entre diferentes formulacdes (Younis et al., 2022).

Em oncologia, a nanotecnologia tem ganhado destaque por oferecer ferramentas
capazes de aumentar seletividade terapéutica e reduzir efeitos adversos, respondendo
diretamente a limitagdes recorrentes das terapias convencionais. Em muitos casos, a
quimioterapia e a radioterapia atingem tanto células tumorais quanto tecidos saudaveis,
gerando toxicidades relevantes e limitando o escalonamento de dose. Outro desafio é que os
mecanismos de resisténcia terapéutica podem comprometer a resposta clinica, especialmente
em tumores biologicamente agressivos (B. Wang et al., 2024). Nesse cenario, sistemas
nanoestruturados podem contribuir ao favorecer acumulo relativo no tecido tumoral,
modular distribui¢do e aumentar a concentragao local de agentes terapéuticos, com potencial
de reduzir exposicdo sistémica e melhorar a relacdo entre eficacia e tolerabilidade (Patel et
al., 2024). Ainda que o grau de seletividade dependa de multiplos fatores, o principio da
nanomedicina oncoldgica € justamente explorar caracteristicas do microambiente tumoral e
do proprio nanossistema para tornar a intervenc¢ao mais direcionada.

No cancer de mama, essas aplicagdes se tornam particularmente relevantes devido a

heterogeneidade tumoral e a diversidade de subtipos com perfis terapéuticos distintos. Em



subtipos mais agressivos € com opgodes terapéuticas limitadas, como o triplo-negativo,
estratégias alternativas que ampliem seletividade e reduzam toxicidade tém valor ainda
maior (Magbool et al., 2022).Para além do carreamento de fArmacos, a nanotecnologia pode
ser empregada para otimizar terapias ativadas por estimulos, como luz, calor ou alteragdes
do microambiente. No caso de terapias fotoativadas, por exemplo, a formulacdo em
nanoestruturas pode melhorar dispersao e estabilidade de moléculas hidrofobicas e favorecer
sua internalizacdo, aspectos diretamente relacionados ao desempenho de abordagens como
a TFD. Assim, a nanotecnologia contribui para integrar o desenho do material com a
estratégia terapéutica, abrindo caminho para sistemas mais controlaveis e, potencialmente,
mais eficazes (Overchuk et al., 2023).

Diversas classes de nanomateriais vém sendo investigadas para aplicagdes
biomédicas, incluindo sistemas lipidicos, poliméricos e materiais inorganicos. Entre eles, as
nanoparticulas metalicas recebem atengdo especial por combinarem estabilidade,
versatilidade estrutural e propriedades fisicas que podem ser exploradas tanto no diagndstico
quanto no tratamento. Esses sistemas permitem funcionalizacdo de superficie, conjugagado
com moléculas bioativas e integragdo com plataformas de imagem, além de apresentarem
propriedades Opticas e térmicas singulares que podem ampliar possibilidades terapé€uticas.
Dessa forma, a nanotecnologia se consolida como uma ferramenta estratégica no
desenvolvimento de abordagens oncoldgicas mais seletivas e seguras, especialmente quando
aplicada a engenharia de plataformas capazes de interagir de maneira especifica com células
e microambientes tumorais (B. Wang et al., 2024).

Nesse contexto, destacam-se as AuNPs como uma das plataformas mais estudadas e
promissoras para aplicacdes em cancer de mama. Além de apresentarem elevada
estabilidade e ampla possibilidade de funcionalizagdo, as AuNPs exibem propriedades
Opticas caracteristicas, como a ressonancia plasmonica de superficie localizada (LSPR), que
favorece aplicagdes biomédicas e estratégias terapéuticas induzidas por luz (Khandker et al.,
2020). Assim, a medida que a nanotecnologia se consolida como instrumento para aumentar
seletividade e desempenho terapéutico, torna-se pertinente aprofundar a discussao sobre as
AuNPs, suas propriedades e sua relevancia como base para sistemas nanoestruturados

utilizados no carreamento de agentes e na potencializagdo de terapias fotoativadas.

2.3. Nanoparticulas de ouro



Entre os diversos nanomateriais investigados para aplicagdes biomédicas, as AuNPs
ocupam posic¢ao de destaque devido a sua elevada biocompatibilidade, estabilidade quimica,
facilidade de sintese e baixa toxicidade intrinseca. As AuNPs também apresentam ampla
possibilidade de funcionalizagdo com polimeros, farmacos, moléculas biologicas e
anticorpos, o que permite a integracdo de fungdes diagnosticas e terapéuticas em um tnico
sistema — abordagem conhecida como teranostica, amplamente explorada no contexto do
cancer de mama(Choudhary et al., 2025).

Do ponto de vista diagndstico, o ouro possui elevado nimero atdmico, caracteristica
que confere alta capacidade de atenuagao de raios-x, tornando as AuNPs excelentes agentes
de contraste para técnicas de imagem, como a tomografia computadorizada (CT) e outras
modalidades baseadas em radiacao ionizante. Adicionalmente, essas nanoparticulas exibem
LSPR, fenomeno optico decorrente da oscilagdo coletiva dos elétrons livres da superficie
metalica em resposta a luz incidente. Essa propriedade possibilita aplicacdes em
imageamento Optico, espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS) e
monitoramento da distribui¢do das nanoparticulas em tecidos biologicos (Si et al., 2021).No
ambiente tumoral, tais aplicagdes sdo favorecidas pela microvasculatura desorganizada
caracteristica dos tumores solidos, que apresenta maior permeabilidade e contribui para o
acumulo preferencial de nanoparticulas no tecido neoplasico (Xiong et al., 2025).

As rotas classicas de sintese de AuNPs, como os métodos de Turkevich et al. (1953),
posteriormente investigado por Perala & Kumar (2013), geralmente envolvem multiplas
etapas reacionais, a utilizacdo de agentes redutores e estabilizantes especificos, além de
demandarem tempos de reagdo prolongados e resultarem na geragdo de residuos quimicos.
Em contraste, abordagens mais recentes, como a proposta por Sakai & Alexandridis, (2005),
utilizam copolimeros em meio aquoso capazes de atuar simultaneamente como agentes
redutores e estabilizantes, permitindo sintese em etapa tnica, sob condi¢des brandas e com
menor impacto ambiental.

Entre os polimeros amplamente utilizados na formula¢do de nanocompositos,
destaca-se o Pluronic F127, um copolimero tribloco do tipo PEO-PPO-PEO (polietileno
oxido (PEO) — polipropileno 6xido (PPO) — polietileno 6xido (PEO)). O Pluronic F127
apresenta carater anfifilico, sendo capaz de se auto-organizar em estruturas micelares em
meio aquoso, com um nucleo hidrofébico e uma coroa hidrofilica. Essa caracteristica o torna
um eficiente estabilizante coloidal e um sistema eficaz para o encapsulamento de moléculas
hidrofobicas, como diversos FS utilizados em TFD, incluindo o AICIPc. Vale destacar que

se trata de um polimero amplamente reconhecido por sua biocompatibilidade, baixa



toxicidade e aprovagdo para uso farmacéutico, o que reforca seu potencial translacional (Py-
Daniel et al., 2016).

Nessa perspectiva, Gomes et al. (2023)aprimoraram essa estratégia ao empregar o
copolimero Pluronic F127 associado a irradiagdo ultravioleta para promover a redugdo e
estabilizacdo do HAuCls, possibilitando a formag¢do de AuNPs em aproximadamente 10
minutos. Além da expressiva redugdo do tempo de sintese, 0 método favorece a obtengdo de
nanocompositos com tamanho e morfologia mais uniformes quando comparadas as obtidas
sob iluminacdo ambiente, representando um avango relevante na producdo rapida e
controlada de nanoparticulas. Ressalta-se que esse nanocompdsito ouro-Pluronic sintetizado
por irradiagdo UV corresponde a plataforma utilizada no presente estudo, previamente
descrita como agente de contraste com desempenho semelhante ao do contraste iodado
comercial Optiray® 320, além de apresentar baixa toxicidade em ensaios in vitro e in vivo,
refor¢ando seu potencial para aplicagdes biomédicas.

Até o momento, ndo foram identificados ensaios clinicos envolvendo diretamente a
plataforma baseada em AuNPs + F127, indicando que essa abordagem permanece em
estagio pré-clinico de desenvolvimento (de Souza et al., 2022; Lockwood et al., 2025; Wu
et al., 2024; Yang et al., 2022).

Ainda no contexto terapéutico, a literatura tem demostrado que a conjugacdo de
ftalocianinas a AuNPs representa uma estratégia eficaz para potencializar a TFD. Marrache
etal. (2013) investigaram o efeito de um nanosistema hibrido no qual a ftalocianina de zinco
(ZnPc) foi encapsulada em nanoparticulas poliméricas revestidas externamente por AuNPs
em células de cancer de mama murino 4T1. Os autores observaram auséncia de toxicidade
no escuro e aumento significativo da citotoxicidade apds irradiagdo. O estudo evidenciou
que o ouro atuou como plataforma carreadora essencial para a eficiéncia fotodindmica,

promovendo maior morte celular quando comparado ao FS livre.

2.4. Terapia fotodinimica

A terapia fotodinamica (TFD) ¢ uma modalidade terap€utica minimamente invasiva
que tem se destacado como uma alternativa promissora no tratamento do cancer de mama.
Essa abordagem baseia-se na interacdo entre trés componentes fundamentais: um
fotossensibilizante (FS), uma fonte de luz com comprimento de onda apropriado para
corresponder ao espectro de absor¢ao do FS e o oxigénio molecular presente no tecido (Dai

et al., 2012). Quando esses trés elementos sdo combinados de maneira controlada, ocorre a
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ativacdo do FS pela luz, resultando na formagao de EROs, capazes de induzir dano celular
localizado e seletivo(Dougherty & Marcus, 1992). A principal vantagem da TFD reside na
possibilidade de direcionar a acdo terapéutica ao tecido-alvo por meio da irradiacao
luminosa, minimizando os efeitos adversos sobre tecidos saudaveis adjacentes (Bartusik-
Acbisher et al., 2025).

O mecanismo fotodindmico ¢ dependente de oxigénio e inicia-se com a absor¢do da
energia luminosa pelo FS em seu estado fundamental (Figura 1). Esse processo promove a
transi¢ao do FS para um estado singlete excitado, a partir do qual ele pode retornar ao estado
basal por emissdo de fluorescéncia ou sofrer cruzamento intersistema, alcangando o estado
triplete excitado. Esse estado apresenta maior tempo de vida, na ordem de nanossegundos a
microssegundos, e ¢ considerado essencial para a eficacia da TFD, pois a partir dele se
desencadeiam as reagdes responsaveis pela geracao das espécies citotoxicas (Kwiatkowski

et al., 2018).
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Figura 1. Mecanismos de reagdo fotodindmica (adaptado de Kwiatkowski et al. (2018)).

A partir do estado triplete excitado, dois mecanismos principais podem ser ativados.
No mecanismo do tipo I, o FS transfere elétrons ou atomos de hidrogénio para moléculas do
meio biologico, levando a formagdo de radicais livres e outras EROs, como o anion
superoxido, o radical hidroxila e o peroxido de hidrogénio. No mecanismo do tipo II, ocorre
a transferéncia direta de energia do FS para o oxigénio molecular, resultando na formagao
de oxigénio singlete (102), uma espécie altamente reativa e de curta vida média, considerada
um dos principais mediadores do efeito citotoxico observado na TFD(Correia et al., 2021).

As EROs fazem parte do metabolismo celular normal em organismos aerébios e, em

condigdes fisioldgicas, seu equilibrio ¢ mantido por sistemas antioxidantes enddgenos.
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Contudo, quando a produciao de EROs excede a capacidade antioxidante celular, instala-se
um estado de estresse oxidativo, capaz de causar danos a lipidios de membrana, proteinas e
acidos nucleicos. Esse desequilibrio pode culminar em morte celular por diferentes vias,
incluindo apoptose, necrose ou autofagia, dependendo da intensidade do dano oxidativo e
do tipo celular envolvido (Kwiatkowski et al., 2018). Por se basear em mecanismos fisico-
quimicos inespecificos associados a geragdo de EROs, a TFD apresenta baixa probabilidade
de inducao de resisténcia terap€utica, caracteristica que a torna especialmente atrativa para
o tratamento de tumores resistentes as terapias convencionais, como quimioterapia e
radioterapia (Agostinis et al., 2011).

Para além da destruigdo celular direta ¢ do dano ao leito vascular tumoral, a TFD
pode desencadear um terceiro componente determinante: a ativagdo do sistema imune.
Embora esse efeito seja tipicamente tardio em relagdo aos eventos fotoquimicos iniciais, ele
pode sustentar respostas sist€émicas e contribuir para o controle de doenca residual e de
processos metastaticos. Apdés a TFD, observa-se uma resposta inflamatéria aguda
caracterizada pelo aumento de moléculas de adesao endotelial (como E-selectina e ICAM-
1), ativagdo do complemento e liberagdo de mediadores pro-inflamatorios que favorecem o
recrutamento de neutrofilos e macrofagos ao sitio tumoral. Em paralelo, células tratadas
podem expor e/ou liberar padrdes moleculares associados a dano e sinais de estresse, os
quais potencializam a ativagdo de células apresentadoras de antigeno e a amplificacdo da
resposta adaptativa. Como consequéncia, hd maior participacdo de células NK e, sobretudo,
de linfocitos T CD4* e CD8*, fundamentais para a consolidacao de uma resposta antitumoral
especifica e duradoura, o que sustenta a dimensdo imunogénica da TFD (Dudzik et al.,
2024).

O FS desempenha papel central na eficacia da TFD e deve apresentar propriedades
especificas para aplicagdes biologicas, como boa estabilidade fotoquimica, baixa toxicidade
na auséncia de luz, acimulo preferencial em células-alvo, rapida elimina¢do do organismo
e alta eficiéncia na geragio de '0,. Com base nessas caracteristicas, os FS sio classificados
em geracdes. Os compostos de primeira geragdo, como os derivados de hematoporfirina,
foram os primeiros a serem utilizados clinicamente, mas apresentam limitagdes importantes,
incluindo baixa seletividade tumoral, fototoxicidade cutanea prolongada e absor¢cdo em
comprimentos de onda mais curtos, o que restringe a profundidade de penetragao da luz nos
tecidos (Correia et al., 2021).

O desenvolvimento de FS de segunda geracao representou um avango significativo

para a TFD. Essa classe inclui porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas,



12

compostos que absorvem luz em comprimentos de onda mais longos, geralmente na regido
do vermelho e do infravermelho préximo, permitindo maior penetracao tecidual e melhor
alcance terapéutico. Esses FS também apresentam maior rendimento quantico de geracao de
10, e menor fototoxicidade residual. Entre eles, as ftalocianinas destacam-se por sua elevada
estabilidade fotoquimica, forte absor¢do na faixa de 650-700 nm e alta eficiéncia na
producdo de EROs.

Portanto, a eficiéncia da TFD depende ndo apenas do regime de irradiagdo e da
disponibilidade de oxigénio, mas também da manuten¢do do FS em estado fotoativo no
microambiente celular, o que reforga a relevincia de sistemas nanoestruturados para

otimizar sua entrega e desempenho.

2.5. Cloreto de aluminio-ftalocianina

As ftalocianinas constituem uma classe de macrociclos aromaticos altamente
conjugados, amplamente investigada no contexto da TFD, em razdo de suas propriedades
fotofisicas e fotoquimicas favoraveis. Estruturalmente, sdo formadas por quatro unidades
isoindolicas interligadas por atomos de nitrogénio, originando um sistema macrociclico
altamente conjugado. Essa configura¢do confere intensa absor¢ao na regido do vermelho e
do infravermelho proximo, associada a menor absor¢do na faixa intermedidria do espectro
visivel, o que contribui para a redugdo da fotossensibilidade cutdnea sob iluminacao
ambiente. Ademais, a possibilidade de inser¢ao de metais no centro do macrociclo permite
modular propriedades eletronicas, Opticas e biologicas, além de aumentar a estabilidade do
complexo, tornando as ftalocianinas plataformas versateis para aplicacdes terapéuticas (X.
Lietal., 2019).

Entre os derivados metélicos, o AICIPc destaca-se como um dos FS mais promissores
para uso em TFD. Esse composto apresenta forte absor¢ao na regido do vermelho do
espectro eletromagnético, com banda Q caracteristica entre aproximadamente 670 ¢ 690 nm,
faixa considerada ideal para aplicagdes clinicas por possibilitar maior penetra¢do da luz nos
tecidos biologicos. Outro atributo relevante ¢ que a AICIPc exibe elevado rendimento
quantico de geracdo de 'O», principal agente citotdxico envolvido no mecanismo do tipo II
da TFD, o que resulta em elevada eficiéncia fotodinamica (RAK et al., 2019; Rossetti et al.,
2011).

Outro aspecto relevante da AICIPc ¢ sua elevada estabilidade fotoquimica,

propriedade essencial para FS utilizados em TFD, pois reduz a degradacao do composto
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durante a irradiacdo e permite a manutencdo de sua atividade terapéutica ao longo do
tratamento. Quando comparada a FS de geracdes anteriores, como os derivados de
hematoporfirina, o AICIPc apresenta menor fototoxicidade cutidnea prolongada e maior
potencial de seletividade tumoral quando adequadamente veiculada, reforcando seu
interesse para aplicacdes translacionais (Jia & Jia, 2012; Santos et al., 2020).

Apesar dessas vantagens, a aplicacao clinica do AICIPc na forma livre ¢ limitada por
seu carater hidrofobico, que resulta em baixa solubilidade em meio aquoso e favorece a
agregacao molecular. Esse fendmeno compromete suas propriedades fotodindmicas,
levando a diminuigio da absorcio efetiva de luz, a reducdo do rendimento quéntico de 'O
e, consequentemente, a perda de eficacia terapéutica. A agregacao também pode alterar a
biodistribui¢ao do FS, dificultando sua internalizagdo celular e reduzindo a seletividade
tumoral (Ceron Jayme et al., 2022).

Nesse contexto, a incorporacao da AICIPc em sistemas nanoestruturados tem sido
amplamente explorada como estratégia para superar essas limitagdes. A associagdo do FS a
nanoparticulas, micelas poliméricas, lipossomas ou nanocompoOsitos aumenta sua
solubilidade, reduz a agregacdo molecular e favorece uma distribuicdo mais homogénea no
meio bioldgico. Adicionalmente, esses sistemas podem proteger o FS da degradacao
prematura e promover maior acimulo intracelular, fatores fundamentais para o sucesso da
TFD (Py-Daniel et al., 2016).

Py-Daniel et al. (2016) demonstraram que a incorporagdo do AICIPc em micelas de
Pluronic F127 melhora significativamente sua dispersdo em meio aquoso e reduz a
agregacao molecular, fator que compromete a eficiéncia fotodinamica do composto livre.
Essa formulagdo micelar preserva as propriedades fotofisicas do FS, favorece a geracdo de
EROs e resulta em maior citotoxicidade celular apds a irradiagdo luminosa. Em comparagao
com a forma livre, o sistema coloidal apresentou maior estabilidade e desempenho
terapéutico, reforgando seu potencial como estratégia promissora para aplicagdes em TFD.

Especificamente no cancer de mama, ha evidéncias importantes de que a formulagao
adequada de FS do tipo ftalocianina pode impactar ndo apenas efeitos locais, mas também
desfechos relacionados a progressdao tumoral. Um exemplo relevante é o estudo de
Rodrigues et al. (2020) que avaliou TFD mediada por uma nanoemulsdo contendo
ftalocianina de aluminio em modelo murino de adenocarcinoma de mama 4T1, relatando
eliminagdo de tumores primarios e prevencao de metédstases pulmonares apos o tratamento,
reforcando o potencial de formulagdes baseadas em ftalocianinas em cancer de mama

biologicamente agressivo. Embora a formulacdo especifica ndo seja idéntica a do presente
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estudo, esse tipo de evidéncia sustenta a ideia de que, ao melhorar entrega, estabilidade e
disponibilidade fotoquimica, sistemas nanoestruturados podem elevar o desempenho da
TFD em modelos que se aproximam do fendtipo triplo-negativo.

Além da nanoformulagdo polimérica ou lipidica, a combinagao de ftalocianinas com
nanoparticulas metalicas, especialmente as de ouro, tem ganhado destaque por reunir duas
vantagens complementares: oferecer uma plataforma estavel para veicular e organizar o FS
e, a0 mesmo tempo, explorar propriedades Opticas que favorecem terapias ativadas por luz.
Em geral, nanoconjugados que associam ftalocianinas a AuNPs tendem a aumentar a
internalizacdo celular e a citotoxicidade induzida pela TFD, além de ampliarem o potencial
de integragdo com abordagens teranosticas. Como exemplo, Crous & Abrahamse (2022)
avaliaram um conjugado AIPcS4Cl-AuNP (derivado sulfonado de ftalocianina de aluminio)
em contexto de TFD e observaram efeitos bioldgicos relacionados a reducdo de
caracteristicas associadas a progressdo tumoral em um modelo de cancer de pulmao,
reforcando o potencial da plataforma ouro-ftalocianina para aprimorar respostas
fotodinamicas.

De modo complementar, Mkhobongo et al. (2023) também exploraram
nanoconjugados de ftalocianinas com ouro em abordagens voltadas a subpopulagdes
celulares de maior agressividade, como células-tronco tumorais, afirmando que a versao
conjugada induziu aumento significativo na citotoxidade e apoptose quando comparado a
forma livre, reforgando que a engenharia do nanossistema pode influenciar captagdo e
resposta ao estresse oxidativo fotoinduzido.

Uma revisdo atual de Naeem et al. (2025) sobre conjugados ftalocianina-
nanoparticula destaca que essas estratégias vém sendo empregadas para superar limitagdes
classicas das ftalocianinas (hidrofobicidade e agregacdo), além de permitir maior controle
de entrega e de desempenho fotodindmico, apontando o ouro como uma das plataformas
recorrentes nesse avango.

Dessa forma, o AICIPc consolida-se como um FS de grande relevancia para
aplicacdes em TFD, especialmente quando integrado a plataformas nanoestruturadas,
justificando sua escolha nesse estudo como abordagem promissora para o avango da TFD
aplicada ao cancer de mama. Nesse contexto, considerando o elevado potencial fotoquimico
da AICIPc e suas limitagdes de solubilidade e agregacdo em meio aquoso, este trabalho
investiga sua associagdo a um nanocompdsito de ouro-Pluronic como estratégia para

aumentar estabilidade, disponibilidade e resposta fotodinamica in vitro.
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O nanocomposito desenvolvido baseia-se na auto-organizacdo do copolimero
anfifilico PLU, que atua simultaneamente como sistema carreador e agente estabilizante.
Durante a sintese, os ions Au*" interagem com a por¢ao hidrofilica do polimero e sao
subsequentemente reduzidos, formando ouro coloidal estabilizado pelo proprio copolimero.
Paralelamente, o AICIPc, devido ao seu carater hidrofébico, associa-se preferencialmente ao
nucleo hidrofobico de PLU, onde também se encontram as AuNPs. Esse arranjo estrutural
permite que o PLU estabilize as AuNPs e, ao mesmo tempo, atue como carreador do FS,
possibilitando a incorporagao conjunta de AuNPs estaveis e AICIPc em um unico

nanossistema.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo caracterizar as propriedades fisico-quimicas
do nanocompdsito AuPLU/AICIPc e avaliar a eficicia da TFD mediada por esse

nanossistema em células tumorais de mama.

3.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar as propriedades fisico-quimicas de AuPLU e AuPLU/AICIPc, incluindo
o diametro hidrodinamico (DH), o indice de polidispersdao (PDI), o potencial zeta
(PZ) e a estabilidade coloidal.

2. Awvaliar as propriedades fotoquimicas de AuPLU/AICIPc.

3. Avaliar a estabilidade da estrutura de AuPLU sob condig¢des de diluigao.

4. Determinar a citotoxicidade de AuPLU/AICIPc em células de adenocarcinoma
mamario murino (4T1-luc) apos 24 h de exposigdo, na auséncia de irradiacao.

5. Avaliar a citoxicidade induzida pela TFD mediada por AuPLU/AICIPc em células
4T1-luc e fibroblastos murino (NIH-3T3), considerando diferentes tempos de
exposicao a AuPLU/AICIPc (15, 30, 45 e 60 min).

6. Analisar o impacto de AuPLU/AICIPc na morfologia de células 4T1-luc, tanto sob
condig¢des protegidas de luz quanto irradiadas.

7. Avaliar o impacto a longo prazo da TFD mediada por AuPLU/AICIPc sobre a
viabilidade e a capacidade proliferativa de células 4T1-luc.

8. Investigar os mecanismos antitumorais da TFD mediada por AuPLU/AICIPc em

células 4T1-luc.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sintese e caracterizacao de nanocompadsitos de AuPLU/AICIPc

4.1.1. Sintese de AuPLU/AICIPc

O nanocomposito AuPLU, obtido por sintese assistida por UV (Gomes et al.,
2023),na concentracao de 255 mg Au/L e 25,2 g/LL de copolimero Pluronic F-127 (PLU), foi
preparado e gentilmente cedido pelo Laboratério de Nanofilmes e Nano Dispositivos do
Instituto de Fisica da UnB, sob coordenacdo da Profa. Dra. Maria Aparecida Godoy Soler
Pajanian. Em sintese, solugdes aquosas de acido cloroaurico (HAuCls, 2 mmol/L) e PLU (2
mmol/L) foram misturadas suavemente e mantidas em repouso. Em seguida, a mistura foi
submetida a irradiacdo UV (254 nm, 16 W, 25° C) em uma camera por 10 min, periodo no
qual foi possivel observar uma mudanga de cor da solucdo reacional de amarelo para rosa.
Apos, a amostra foi transferida para tubos Eppendorf e centrifugada a 12.000 rpm por 120
min, a 10 °C, para a remocao do excesso de PLU. A solugdo de AICIPc foi preparada na
concentragdo de 1 mg/mL, utilizando etanol como solvente organico, com auxilio de banho
ultrassonico por 10 min, protegido de luz (Py-Daniel et al., 2016). Posteriormente, uma
fragdo da solug¢do de AICIPc foi associada ao nanocomposito, resultando na formagdo do

nanossistema AuPLU/AICIPc, contendo o FS na concentragao final de 5 pg/mL.

4.1.2. Caracterizacao fisico-quimica de AuPLU/AICIPc¢

O DH, o PDI e 0 PZ de AuPLU e de AuPLU/AICIPc foram determinados utilizando
0 equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments®, ZEN3600, UK), através das
técnicas de espalhamento dindmico de luz (DLS) para DH e PDI, e mobilidade eletroforética
para PZ. As medic¢des foram realizadas a um angulo de espalhamento de 173° a 25 °C, com
um laser He-Ne de 4 mW operando a 632,8 nm. As amostras foram diluidas em agua
ultrapura e em meio de cultura RPMI 1640 na proporcao de 1:100 (10 pL de AuPLU e 990
nL de d4gua ou meio). Para avaliar a estabilidade coloidal, as formulagdes foram armazenadas

em geladeira (4-8°C) e examinadas a cada 7 dias, durante um periodo de 21 dias.

4.1.3. Caracterizagao fotoquimica de AuPLU/AICIP¢
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A capacidade de producio de !0, por AuPLU/AICIPc foi determinada pelo método
de decomposicdo de 1,3-difenil-isobenzofurano (DPBF). A sonda DPBF reage
irreversivelmente com 'O, e é decomposto, resultando em um decaimento de absorbancia
optica que pode ser monitorado por espectrofotometria. A solugdo de DPBF foi preparada a
22,5 pg/mL em etanol absoluto, agitada em vortex por 2 minutos e exposta ao banho
ultrassonico por 10 minutos até completa homogeneizagdo. Em seguida, 10 pL da solugao
de DPBF foram adicionados a 190 pL. de AuPLU/AICIPc contendo 5 pg/mL do FS em uma
placa de 96 pocos.

A placa foi irradiada por 10 ciclos de 10 segundos cada, utilizando uma fonte de luz
LED de 660 nm, posicionada a 10 cm de distancia. A densidade de poténcia foi de 0,04
W/cm?, resultando em uma fluéncia energética de 0,4 J/cm? por ciclo e fluéncia total de 4
J/em?. A absorbancia de DPBF foi registrada a 410 nm antes e ap6s cada ciclo de irradiagdo,
utilizando o espectrofotometro Varioskan™ LUX (Thermo Scientific, EUA). Para investigar
se a associacdo entre os componentes AuPLU e AICIPc causa interferéncia na fotoatividade
do FS, uma solug@o aquosa de AICIPc a 5 pg/mL também foi incluida na andlise. As amostras

foram avaliadas em triplicata em dois experimentos independentes (n= 6/amostra).

4.2. Avaliacao da estabilidade de AuPLU sob condi¢oes de diluicao

As amostras de AuPLU/AICIPc foram submetidas a diluigdes em agua destilada e
analisadas por espectroscopia de UV-vis (185-900 nm, resolucao de 0,1 nm, varredura de
600 nm/min) em cubetas de quartzo, utilizando um espectrofotometro Shimadzu UV-2600
(Shimadzu Europe, Alemanha). Os espectros UV-vis foram registrados para a identificagdo
da banda de ressonadncia plasmoénica de superficie localizada (LSPR, Localized Surface
Plasmon Resonance), com o objetivo de verificar a manuten¢do da estrutura micelar das
amostras de AuPLU sob condi¢des de diluigdo aplicadas nos ensaios biologicos

subsequentes.

4.3. Ensaios bioldgicos in vitro

4.3.1. Cultura e manutencio de linhagens celulares

Os experimentos in vitro foram realizados utilizando as seguintes linhagens celulares:

adenocarcinoma mamario murino (ATCC — CRL-2539) com expressao de luciferase firefly
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(4T1-luc) e fibroblasto murino NIH-3T3 (BCRJ Code 0191) As células 4T1-luc e NIH-3T3
foram cultivas nos meios RPMI 1640 ¢ DMEM (Gibco®, Invitrogen™, EUA),
respectivamente, suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®,
Invitrogen™, EUA) e 1% de antibiotico-antimicotico (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL
de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B (Gibco®, Invitrogen™, EUA). As culturas
celulares foram mantidas em incubadora umidificada a 37°C, com 5% de CO3. O subcultivo
foi realizado quando as células atingiram 70-80% de confluéncia, utilizando solucdo 0,25%

de tripsina-EDTA (Gibco®, Invitrogen™, EUA).

4.3.2. Citotoxicidade de AuPLU/AICIPc em células 4T1-luc na auséncia de

irradiacio

As células 4T1-luc foram semeadas a uma densidade de 1x10* células/pogo em
placas de 96 pogos. Apds 24 h de incubagao, o meio de cultura foi substituido por 200 pL de
meio fresco contendo AuPLU/AICIPc em concentracdes de 0,16 a 5,06 uM de ouro coloidal
(Au®) associadas com AICIPc na concentragdo de 5 pg/mL. A concentragdo de AICIPc foi
selecionada com base no trabalho de Py-Daniel et al. (2016).

Amostras de AuPLU, PLU e AICIPc isolados foram testadas nas mesmas condigdes
para investigar a origem do efeito observado na combinacgdo. O controle negativo recebeu
meio de cultivo com tampao fosfato-salino (PBS). Apds 24 h de exposi¢do, as células foram
lavadas 2x com PBS, e o efeito citotoxico foi avaliado pela técnica de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2 H-tetrazolio). As células foram incubadas com solugao
de MTT (0,5 mg/mL, 150 uL/pogo) por 2h, em seguida, a solugdo foi removida e 150 pL de
DMSO foram adicionados para solubilizar os cristais de formazan. A redu¢do do MTT a
cristais de formazan, um produto colorimétrico, ocorre apenas em células metabolicamente
ativas. Os valores de absorbancia foram medidos usando um espectrofotometro (Microplate
Photometer, HiPo MPP-96) a 568 nm, e os dados dos tratamentos foram normalizados em
relagdo ao controle negativo para calcular a porcentagem de viabilidade celular. O
experimento foi realizado em triplicata técnica e bioldgica (n = 9/concentragao).

Um FS ideal deve ser seguro na auséncia de luz. Assim, para prosseguir com 0s
ensaios subsequentes, foram selecionadas as concentragdes de AuPLU/AICIPc que nao

apresentaram efeitos citotoxicos apos 24 h de exposicao.

4.3.3. Fotocitotoxicidade da TFD mediada por AuPLU/AICIPc em células 4T1-
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luc e NIH-3T3

As células 4T1-luc e NIH-3T3 foram semeadas a uma densidade de 1x10*
células/poco em placas de 96 pocos. Apos 24h de incubagdo, o meio de cultura foi substituido
por 200 pL de meio fresco contendo AuPLU/AICIPc em concentragdes de 0,16, 0,32 ¢ 0,63
uM de Au® associadas com 5 pg/mL de AICIPc. Amostras de AuPLU e AICIPc isoladas
foram testadas nas mesmas condi¢des para comparagao, € o controle negativo recebeu meio
de cultivo com PBS. Apos 15, 30, 45 e 60 minutos de exposicao, as células foram lavadas
2x com 100 pL de PBS.

Para realizar a TFD, as células foram irradiadas em 100 pL de PBS por um LED de
660 nm, com densidade de poténcia de 40,8 mW/cm? por 10 minutos, resultando em uma
fluéncia de 24,48 J/cm?, conforme descrito por Py-Daniel et al. (2016). Apo6s a irradiagdo, o
PBS foi removido e as condi¢des de cultivo foram restabelecidas por 24h. O efeito

fotocitotdxico foi determinado pelo ensaio de MTT, como descrito em 4.3.2.

4.3.4. Efeito de AuPLU/AICIPc na morfologia celular

O impacto de AuPLU/AICIPc na morfologia das células 4T 1-luc, tanto em condigdes
protegidas de luz, quanto sob irradiagdo, foi avaliado por microscopia de contraste de fase,
utilizando o sistema EVOS FL (Thermo Fisher Scientific, EUA), com amplia¢des de 100x
e 400x.

4.3.5. Eficacia a longo prazo da TFD mediada por AuPLU/AICIPc:

monitoramento da viabilidade celular em tempo real

Para avaliar a eficacia da TFD em células 4T1-luc, este estudo investigou a
capacidade de sobrevivéncia e proliferacao das células remanescentes apds o tratamento, ao
longo de um periodo prolongado de 72 h. Para isso, foi realizado um ensaio de viabilidade
em tempo real utilizando o kit reagente RealTime-Glo™ MT (Cat.# G9711, Promega),
conforme instrugdes do fabricante. O principio da técnica baseia-se na adigdo de NanoLuc
(luciferase) e do pro-substrato MT Cell Viability Substrate as células. Células
metabolicamente ativas reduzem o prd-substrato para formar um substrato, que se difunde
para o meio e reage com a NanoLuc, gerando um sinal luminescente proporcional ao nimero

de células viaveis.



21

As células 4T1-luc foram semeadas a uma densidade de 1x10* células/pogo em
placas de 96 pogos, brancas e de paredes opacas (Kasvi, modelo K12-096, Brasil). Apds 24
h de incubacdo para aderéncia, as células foram incubadas por 15 minutos com
AuPLU/AICIPc e submetidas a TFD, conforme descrito anteriormente (item 4.2.3).
Imediatamente ap6s o tratamento, a condi¢ao de cultivo foi restabelecida com adig¢do de 100
nL de meio de cultivo completo adicionado a 100 pL. da mistura de reagentes (996 pL de
meio, 2 uL do substrato ¢ 2 pL da enzima). A intensidade de luminescéncia (RLU) foi
medida logo apds a TFD, 24 h, 48 h e 72 h apds a adicao do reagente, utilizando um leitor
de microplacas (Varioskan™ LUX, Thermo Scientific, EUA). A natureza ndo litica do
ensaio possibilitou a coleta de dados em intervalos temporais a partir do mesmo grupo
celular. Os resultados foram expressos como média = desvio padrao (DP) de determinagdes
em triplicata de dois experimentos independentes (n = 6/concentragdo). Durante o intervalo

de tempo, as placas foram mantidas na incubadora a 37°C e 5% de CO; protegidas de luz.

4.3.6. Analise dos mecanismos antitumorais da TFD mediada por

AuPLU/AICIPc em células 4T1-luc por citometria de fluxo

A producdo de EROs e na integridade do DNA apdés a TFD mediada por
AuPLU/AICIPc foram avaliados por citometria de fluxo. Para isso, as células 4T1-luc foram
semeadas a uma densidade de 4x10° células/pogo em placas de 6 pogos (Kasvi). Apos 24h
de incubagdo para aderéncia, as células foram tratadas por 15 min com AuPLU/AICIPc em
concentragio de 0,63 pM de Au’ associada com 5 pg/mL de AICIPc e, em seguida,
submetidas a TFD, conforme descrito anteriormente (item 4.3.3).

Imediatamente apds os tratamentos, o sobrenadante foi reservado e as células foram
dissociadas com 800 pL de TrypLE Express (Gibco, USA) por 10 min a 37 °C. A inativa¢ao
enzimatica foi realizada adicionando 700 pL do sobrenadante previamente coletado. A
suspensao celular foi submetida a ciclos de lavagem por centrifugagao a 2000 rpm por 5 min
a 4°C (centrifuga Excelsa Baby, Fanem, BRA). Apos as lavagens, os pellets celulares foram
ressuspendidos em tampao adequado para incubagdo com os marcadores especificos.

As medicoes foram realizadas imediatamente utilizando o citdmetro de fluxo
Accuri™ C6 (Becton Dickinson, EUA). As dispersoes frontais (FSC) e lateral (SSC) das
amostras foram medidas simultaneamente, e os debris celulares foram excluidos. Para cada
amostra, pelo menos 10.000 eventos foram analisados. Os dados foram processados

utilizando o software FlowJo® vX 0.7.
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4.3.6.1. Analise do estresse oxidativo

O nivel de EROs intracelular, importante indicador da eficiéncia da TFD, foi
determinado utilizando a sonda CellROX™ Green (C10444 - Invitrogen, USA). Esta sonda,
permeavel a célula, apresenta fluorescéncia fraca no estado reduzido e emite fluorescéncia
fotoestavel e verde intensa apds ser oxidada e se ligar ao DNA, com maximos de
absor¢ao/emissao de 485/520 nm. As células foram ressuspendidas em 100 puL de PBS e
incubadas com 200 pL de solucio de CellROX Green® (5 uM) por 30 min a 37 °C, protegidas

da luz. Apds a incubagdo, as células foram lavadas 3x e imediatamente analisadas.

4.3.6.2.  Andlise de fragmentagdo do DNA

Para avaliar a possivel fragmentacdo do material genético, foi utilizado iodeto de
propidio (IP) (P1304MP — Invitrogen, USA). O IP ¢ um agente intercalante de DNA que
emite fluorescéncia vermelha quando excitado a 488 nm. Quando o DNA das células esta
fragmentado, a fluorescéncia ¢ detectada como picos menores ou mais dispersos.

As células foram fixadas em etanol 70% a —20 °C por, no minimo, 24 h. Apos
centrifugac¢do, o sobrenadante foi removido e as células foram incubadas com 100 pL de
solucdo de RNase (50 png/mL) por 30 min a 37 °C, protegidas da luz. Apos esse periodo, foi
adicionada solugdo de iodeto de propideo (20 pg/mL) em tampao de lise 100 pL, e as células
foram mantidas a temperatura ambiente, protegidas da luz, por mais 30 min. Como controle
positivo, as células foram tratadas com peroxido de hidrogénio (H20:) a 20 mM por 2 h antes

do procedimento de fixagdo. As amostras foram, entdo, analisadas imediatamente.

4.3.7. Analise da integridade da membrana celular

Imediatamente apds os tratamentos (descrito em 4.3.3.), a integridade da membrana
plasmatica foi avaliada pelo método de exclusdo por azul de tripan. O azul de tripan ¢ um
corante vital que penetra seletivamente em células com membranas danificadas, marcando-
as de azul. Uma aliquota de 10 pL da suspensao celular foi acrescida a 90 uL do corante azul
de tripan. A contagem de células com membranas danificadas (mortas ou em processo de

morte) foi realizada utilizando um contador automatico Countess 3 (Invitrogen, USA). Os
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ensaios foram realizados em dois experimentos independentes, com triplicatas técnicas (n =

6).

4.4. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 10.6.1
(GraphPad Software, EUA). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro—
Wilk. A partir desse resultado, foram selecionados testes estatisticos adequados para a
comparagdo entre os grupos experimentais, conforme as premissas atendidas. Os dados
foram expressos como média + desvio-padrdo, e diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacio do nanocomposito

A Tabela 1 apresenta os valores de DH, PDI e o PZ do nanocomposito
AuPLU/AICIPc disperso em agua ultrapura e em meio de cultura RPMI 1640 suplementado
com SFB. O nanocompoésito AuPLU apresentou DH médio de 154,31 £ 71,96 nm em agua
e de 31,83 £ 13,01 nm no meio de cultura. Tendéncia semelhante foi verificada para o
AuPLU/AICIPc, cujo DH médio foi de 200,40 £+ 70,27 nm em agua e de 90,29 + 36,73 nm
no meio de cultura. Em conjunto, esses resultados indicam uma redu¢do do DH quando as
amostras sdao avaliadas em um ambiente biologicamente mais relevante. AuPLU/AICIPc
apresentou maior DH do que AuPLU, o que pode ser justificado pela propria conjugagdo do
FS ao nanocompoésito.

A mesma tendéncia foi relatada Simelane et al. (2023) que observou um aumento de
DH de 18,71 nm para 24,83 nm ap6s conjugacao de AICIPc com nanoparticulas bimetélicas
de cobre-ouro PEGiladas. Esse comportamento ¢ consistente com a conhecida propensao
das ftalocianinas a agregacao, frequentemente mediada por empilhamento n—m, 0 que pode
contribuir para o aumento do tamanho aparente quando esses FS sdo associados a

nanoparticulas (J. Wang et al., 2025).

Tabela 1. Diametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersdao (PDI) e potencial zeta (PZ)
do nanocomposito de ouro-Pluronic associado ao cloreto de aluminio ftalocianina
(AuPLU/AICIPc).

Amostra DH (nm) PDI PZ (mV)
AuPLU (4gua ultrapura) 154,31 + 71,96 0,37+ 0,20 -7,94 + 3,67
AuPLU (meio cultura 31,83 + 13,01 0,62+0,17 -10,57 £ 6,42
suplementado)
AuPLU/AICIPc (4gua 200,4 £ 70,27 0,49 + 0,09 -19,80 + 13,29
ultrapura)
AuPLU/AICIPc (meio 90,29 + 36,73 0,52 + 0,04 -12,64 + 10,05

cultura suplementado)

Os resultados apresentados correspondem a média obtida a partir de duas medigoes
independentes + desvio padrao (n = 4).

O DH das nanoparticulas ¢ um parametro dependente de diversos fatores, incluindo

o método de sintese, a composi¢do, o revestimento e as condigdes experimentais, 0 que
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dificulta comparagdes diretas entre os estudos (Abram et al., 2025). Diante disso, o DH do
AuPLU encontra-se dentro da faixa para aplicagdes biologicas, uma vez que nanoparticulas
>10 nm a 500 nm, tendem a apresentar maior tempo de circulacdo e podem se acumular
preferencialmente em tecido tumoral por meio da vasculatura mais permeavel, sendo
posteriormente retidas devido a drenagem linfatica reduzida, fenomeno conhecido com
efeito de permeacdo e retengdo aumentados (Huang et al., 2021).

Além disso, a reducao no DH observada no meio de cultura, em comparacao a agua,
esta alinhada com fendmenos descritos para sistemas nanoestruturados em ambientes
bioldgicos. O meio RPMI 1640, suplementado com soro, contém proteinas, aminoacidos e
sais que podem interagir com a superficie do nanocompoésito, reduzindo a tendéncia a
agregacdo e promovendo uma dispersdo coloidal mais estavel. Esse processo, conhecido
como formacao da corona proteica, ¢ amplamente documentado como um modulador chave
das propriedades coloidais de nanoparticulas, uma vez que reduz a energia superficial,
estabiliza a dispersao e pode resultar em DH aparentes menores e mais homogéneos quando
comparados a sistemas agregados em meio aquoso (Hajipour et al., 2023; Lundqvist et al.,
2008; Monopoli et al., 2012; Park, 2020).

Diversos estudos (Awashra & Mtynarz, 2023; Frohlich, 2012; MQller & Lykkesfeldt,
2014; X. Shao et al., 2015) indicam que a carga superficial ¢ um determinante importante na
interacao da nanoparticula com as células e consequentemente para citotoxicidade. De modo
geral, nanoparticulas cationicas tendem a ser mais toxicas do que nanoparticulas anidnicas e
neutras, porque a membrana celular externamente apresenta carga negativa devido,
sobretudo, a cabeca anidnica dos fosfolipidios, o que favorece atracdo eletrostatica, maior
adsor¢do a membrana e maior captacgao celular. Esse aumento de interagdo pode intensificar
danos de membrana e desencadear eventos como estresse oxidativo, disfun¢do mitocondrial
e alteracdes de integridade lisossomal, elevando a probabilidade de efeitos citotdxicos
(Awashra & Mtynarz, 2023; X. Shao et al., 2015). Nesse contexto, o AuPLU/AICIPc que
apresentou PZ -19,80 = 13,29 mV em agua e -12,64 + 10,05 mV em meio de cultura
suplementado, enquadrando-se em um perfil levemente anionico, considerado mais
biocompativel.

O PDI, no presente estudo, variou entre 0,37 + 0,20 e 0,62 + 0,17. Esse resultado
indica que a suspensao apresenta polidispersidade moderada a alta, sugerindo a coexisténcia
de diferentes populacdes de tamanho e/ou a presenga de uma fragao de agregados (Danaei
et al.,, 2018). Ainda assim, esse achado ndo implica, por si so, inviabilidade para uso

bioldgico, especialmente em meios complexos, nos quais interagdes com biomoléculas,
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formagao de corona proteica e associagdes transitorias podem ampliar a distribuicdo de
tamanhos (Hajipour et al., 2023).

A estabilidade coloidal das formulagdes foi monitorada ao longo de 21 dias de
armazenamento sob refrigeracao Figura 2. Em cada tempo experimental, a conjugacao entre
AuPLU e AICIPc foi realizada imediatamente antes das medi¢des, de modo que os
parametros DH, PDI e PZ refletem o comportamento coloidal das formulagdes apos a
associacao entre os componentes no momento da analise. De maneira geral, observou-se que
os valores de DH apresentaram variagdes ao longo do tempo, porém sem indicar aumento
progressivo que sugerisse instabilidade coloidal das nanoparticulas armazenadas. Em agua
ultrapura, as variacdes de DH foram mais pronunciadas, especialmente para o sistema
AuPLU/AICIPc, enquanto em meio de cultura suplementado os valores tenderam a
permanecer menores € com menor amplitude de variagcdo ao longo do periodo experimental,
possivelmente em decorréncia da interacao dos nanocompositos com biomoléculas presentes

no meio.
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Figura 2. Avaliacdo da estabilidade coloidal das formulagdes AuPLU e AuPLU/AICIPc ao
longo de 21 dias de armazenamento, a partir do primeiro ponto experimental de analise
(tempo 1). Os graficos representam: (A) didmetro hidrodinamico médio (DH), (B) indice de
polidispersdo (PDI) e (C) potencial zeta (PZ), determinados por espalhamento dindmico de
luz (DLS). Os dados sdo apresentados como média = desvio padrdo (quatro medidas
independentes em quintuplicata cada). A significancia estatistica foi determinada por
Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn (p < 0,05). Nao foram observadas diferencas
significativas nos pardmetros avaliados ao longo do tempo para cada formulagao, dentro de
uma mesma condi¢ao experimental.

De forma semelhante, o PDI apresentou oscilagdes moderadas entre os diferentes
tempos de analise, sem evidenciar tendéncia consistente de aumento da heterogeneidade da
suspensdo. Em relacdo ao potencial zeta, ambas as formula¢des mantiveram valores
predominantemente negativos ao longo do periodo avaliado, indicando manutenc¢ao de uma

carga superficial anionica. Em conjunto, a andlise dos parametros DH, PDI e PZ sugere que
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as nanoparticulas AuPLU mantiveram caracteristicas coloidais relativamente estaveis
durante o armazenamento, e que a associacdo com AlCIPc realizada no momento da anélise
ndo promoveu alteragdes que indiquem comprometimento da dispersdo coloidal sob as
condigdes experimentais avaliadas.

Considerando o conjunto dos parametros fisico-quimicos avaliados, o AuPLU
demonstrou caracteristicas adequadas e compativeis com aplicagdes bioldgicas, justificando

sua investigacao nos ensaios subsequentes.

5.2. Caracterizacao fotoquimica de AuPLU/AICIPc

A capacidade de geragdo de EROs pelo nanocompdsito na presenga do FS, quando
irradiado com LED a 660 nm, foi avaliada pelo método de degradacdo do DPBF. A escolha
por LEDs de alta poténcia para a TFD representa um avango importante, pois essa tecnologia
tem se mostrado uma alternativa eficiente ao uso de lasers. Além de reduzir custos, os LEDs
permitem irradiar dreas maiores em menor tempo, mantendo um perfil de seguranca
favoravel e compativel com aplicacgdes clinicas (Guo et al., 2024).

Os resultados obtidos estao apresentados na Figura 3. Observou-se que a amostra de
AuPLU/AICIPc gerou uma redu¢do acentuada da absorbancia do DPBF, de
aproximadamente 50%, nos trés primeiros ciclos de irradiagao (1,2 J/cm?), confirmando a
produgdo de 'Os. Apds o 3° ciclo de irradiagio, a absorbancia atingiu um platd,
comportamento consistente com a limitagdo do processo fotodindmico, sugerindo que o
DPBF remanescente no meio atingiu um limite de degradagdo sob as condigcdes
experimentais empregadas, possivelmente em fun¢do do consumo do substrato reativo.
Além disso, como o experimento foi conduzido com irradiacdo continua, a disponibilidade
de oxigénio dissolvido pode ter se tornado um fator critico: a TFD do tipo II depende
diretamente de O e, a0 mesmo tempo, o consome durante a fotoreacao, de modo que a taxa
de reposicao de oxigénio pode nao acompanhar a taxa de consumo, levando a deplecao local
e reducdo progressiva da geragio de 'O, (Alonso-Mtz de Salinas et al., 2025; Kim & Hong,
2025).

Em contraste, a amostra contendo AICIPc livre ndo apresentou fotoatividade
significativa, mantendo cerca de 80% da absorbancia inicial do DPBF apds o processo de
irradiagdo (4 J/cm?). A baixa producdo de 'O observada para a AICIPc livre pode estar

relacionada a sua tendéncia a agregacdo em meio aquoso, decorrente do carater hidrofobico
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da molécula, o que compromete sua atividade fotodinamica quando nao associado a sistemas

micelares e outros sistemas nanoparticulados (Borzecka et al., 2021; Bunin et al., 2023).
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Figura 3. Absorbancia do 1,3-difenil-isobenzofurano (DPBF) apds exposi¢do as amostras
de AuPLU/AICIPc ou AICIPc livre a 5 pg/ml, sob irradiacdo com luz LED. * Diferenca
estatisticamente significativa do grupo AuPLU/AICIPc em relagdo ao tempo inicial (sem
irradiacdo; fluéncia 0). Os dados foram apresentados como média + desvio padrao de trés
ensaios independentes realizados em triplicata técnica (n=9). A significancia estatistica foi
determinada por teste de Friedman e pos-teste de Dunn (p < 0,05). *° Diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos AICIPc e AuPLU/AICIPc.

Esse comportamento estd em concordancia com achados prévios. Py-Daniel et al.
(2016)demonstraram que micelas de Pluronic F127 associadas ao AICIPc aumentam
significativamente a eficadcia da TFD. De forma complementar, estudos recentes (Mfouo-
Tyngaet al., 2018; Mfouo-Tynga et al., 2018; Saw et al., 2022; Thakur et al., 2019)indicaram
que a integracdo de ftalocianinas a AuNPs potencializa a geracdo de EROs. Simelane et al.
2023) mostraram que a conjugacdo da AICIPc a nanoparticulas bimetalicas de ouro-cobre
revestidas com PEG (PEG-CuAuNPs) resultou em um aumento expressivo da producgdo de
EROs apos irradiacdo, quando comparado ao FS livre.

Em conjunto, esses resultados indicam que o AuPLU/AICIPc constitui uma estratégia
eficaz para a potencializagcdo da TFD, configurando-se como uma plataforma promissora
para aplicacdes fototerapéuticas e motivando a continuidade das investigagdes em sistemas

biologicos, incluindo a avaliagdo da eficacia para tratamento de células tumorais.
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5.3. Estabilidade da estrutura do nanocomposito de AuPLU apds dilui¢cdes seriadas

Considerando a necessidade de diluicao da formulagao AuPLU para a realizagao dos
ensaios in vitro, tornou-se necessario verificar a estabilidade da estrutura do nanocomposito
em concentragdes reduzidas, uma vez que eventuais alteragdes estruturais poderiam
comprometer seu desempenho biologico e fotoquimico. Para isso, procedeu-se a analise de
AuPLU em diferentes concentragdes por espectroscopia UV-vis.

A Figura 4 apresenta os espectros obtidos. Em todas as amostras foi identificada a
banda LSPR entre 520 ¢ 580 nm, faixa caracteristica para AuNPs (Anselmo et al., 2022;
Gomes et al.,, 2023). A preservacdo dessa banda apos diluicdes extensivas indica a
manuten¢do da organizacdo micelar e estabilidade coloidal do AuPLU. Nas formulagdes
contendo AICIPc, observou-se ainda a presenga de um pico adicional em, aproximadamente,
680 nm, atribuido a banda Q da ftalocianina (Tedesco et al., 2003).

Esse achado refor¢a que a diluicao de AuPLU e a associagdo ao FS ndo compromete
sua integridade estrutural ou fotoquimica, assegurando a funcionalidade de ambos os
componentes para os ensaios subsequentes. Py-Daniel et al. (2016) relataram que AICIPc
incorporado em micelas de pluronic F127 acima da concentragdo micelar critica, formam
micelas com duas partes: (i) nicleo hidrofobico; (ii) coroa hidrofilica. O FS tende a se alojar
no nucleo, com isso, gerando fluorescéncia sem efeito de supressdo. Diante disso, os
resultados confirmam a conjugacdo de AICIPc em AuPLU, justificando assim, a

continuidade dos experimentos com ensaios in vitro.
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Figura 4. Espectroscopia UV-vis do nanocompdsito AuPLU em diferentes concentracdes
associado e ndo-associado a AICIPc a 5 pg/mL.

5.4. Avaliacdo da citotoxicidade de AuPLU/AICIPc na auséncia de irradiacdo em

células 4T1-luc

A avaliagdo da citotoxicidade de AuPLU/AICIPc foi conduzida por meio do ensaio
de MTT em células 4T1-luc tratadas por 24 h na auséncia de irradiacdo. Essa etapa teve
como objetivo identificar concentragdes ndo toxicas para aplicagdao nos ensaios subsequentes
de TFD, visto que um FS ideal deve exibir baixa toxicidade no escuro (Horne & Cronjé,
2017).

Conforme apresentado na Figura S, combina¢do de AuPLU e AICIPc potencializou
o efeito citotoxico basal de AICIPc em células 4T1-luc, que na forma livre reduziu cerca de
30% da viabilidade na auséncia de irradiacao (Figura SC), enquanto em combinag¢do com
AuPLU nas concentracdes de 1,26, 2,53 e 5,06 uM de Au reduziram significativamente a
viabilidade de 4T1-luc a 62,58%, 61,13% e 49,71%, respectivamente (Figura SA). Ja
AuPLU e PLU isolados ndo promoveram redugdo significativa da viabilidade em

comparagao ao controle negativo (Figura 5B e 4D).
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Figura 5. Efeito de AuPLU/AICIPc na viabilidade de células 4T1, na auséncia de irradiagao,
determinado pelo ensaio de MTT. As células 4T1 foram incubadas, por 24 h, com AuPLU
em concentracdes variando de 0,16 a 5,06 uM de Au, associado ao AICIPc na concentragao
fixa de 5 pg/mL. Os componentes isolados (AuPLU, AICIPc e PLU) foram avaliados de
forma equivalente. Os dados foram apresentados como média + desvio padrao de trés ensaios
independentes realizados em triplicata técnica (n= 9). A significancia estatistica foi
determinada por Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn (p < 0,05). Os asteriscos indicam
diferengas significativas em relacdo ao controle negativo: * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p <

0,0001.
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Esse comportamento pode estar relacionado a elevada taxa de internalizagdo de FS
de terceira geragdo por células tumorais. Em geral, tumores, especialmente os mais
proliferativos, reprogramam o trafego de membrana e as vias endociticas para sustentar o
crescimento e atender as demandas metabolicas aumentadas. Nesse cenario, FS de terceira
geracdo, exploram receptores superexpressos na superficie tumoral e favorecem a entrada
celular por endocitose mediada por receptor (Evergren et al., 2024; B. Wang et al., 2024).

Adicionalmente, células tumorais apresentam maior susceptibilidade ao estresse
oxidativo induzido por nanomateriais, o que pode potencializar efeitos citotdxicos mesmo
na auséncia de irradiagdo luminosa, particularmente quando FS estdo associados a sistemas
nanoestruturados (Lin et al., 2023). Ressalta-se ainda que diferentes linhagens celulares
podem responder de maneira distinta a esses sistemas (Khandker et al., 2020). Nesse
contexto, Py-Daniel et al. (2016) demonstraram que o AICIPc associado a micelas de
Pluronic F127, na concentracdo de 5 pug/mL, ndo induz citotoxicidade em células de
adenocarcinoma pulmonar humano (A549) sob condi¢des de protec¢do a luz, evidenciando
que a resposta biologica ao sistema depende fortemente do tipo celular avaliado e das
condigdes experimentais.

Na literatura, trabalhos com AuNPs e ftalocianinas de zinco apresentaram auséncia
de toxicidade no escuro em linhagens de cancer de mama (MCF-7, SK-BR-3, MDA-MB-
231) e ndo cancerosa (MCF-10) em ensaios de MTT e WST-1 em 24 h de tratamento (Dube
et al., 2019; Garcia Calavia et al., 2018).

O efeito do nanocompdsito AuPLU/AICIPc, na concentragao de 0,63 uM de Au, bem
como de seus componentes isolados, sobre a morfologia das células 4T 1-luc foi avaliado por
microscopia de contraste de fase. As micrografias correspondentes estdo apresentadas na
Figura 6. Os grupos AuPLU e AuPLU/AICIPc exibiram morfologia globalmente
preservada, sem evidéncias de citotoxicidade acentuada, embora no grupo AuPLU tenham
sido observadas algumas células arredondadas, compativeis com estresse celular pontual ou
células em mitose. Em contraste, as células tratadas com AICIPc livre apresentaram
alteragcdes morfoldgicas sugestivas de citotoxicidade, caracterizadas por aumento de células
desaderidas e maior presenga de detritos celulares, indicando perda de adesdo e possivel

comprometimento da integridade celular em relagdo ao controle negativo.
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Controle Controle

AICIPc (5 pg/mL) AICIPc (5 pg/mL)

MTT 24 h

AuPLU (0,63 uM Au) AuPLU (0,63 uM Au)

AuPLU/AICIP¢ (0,63 uM Au) AuPLU/AICIPc (0,63 uM Au)

Figura 6. Morfologia de células 4T1-luc apds 24 h de exposi¢ao aos tratamentos avaliados
no ensaio de MTT, incluindo AuPLU, AICIPc livre e o conjugado AuPLU/AICIPc, nas
concentragdes de 0,63 uM (Au) e 5 pg/mL (AICIPc). Barras de escala: 400 um (direita) e
200 pm (esquerda). Detritos celulares estdo indicados em vermelho.
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Neste estudo, nao foi realizada a avalia¢do da citotoxicidade de AuPLU/AICIPc em
células ndo tumorais ap6s 24 h de exposicao continua em condi¢des de escuro. Essa decisdo
metodoldgica considera as limitagdes inerentes aos modelos in vitro 2D, nos quais as células
sdao expostas de forma direta ¢ homogénea ao nanossistema, sem a presenca de barreiras
fisiologicas que, em sistemas bioldgicos mais complexos, modulam a cinética de
internalizagdo e a exposic¢ao diferencial entre tecidos saudaveis e tumorais. Em condigdes de
exposicao prolongada em modelos 2D, o tempo disponivel ¢ suficiente para que o
nanossistema seja internalizado independentemente do tipo celular, reduzindo a influéncia
de caracteristicas intrinsecas das diferentes linhagens e limitando a capacidade do ensaio em
fornecer informagdes relevantes sobre seguranga diferencial ou seletividade celular. Assim,
ensaios de longa duracdo tendem a refletir predominantemente a toxicidade intrinseca do
sistema, em vez de diferengas associadas a propriedades celulares especificas.

A partir dos resultados de citotoxicidade no escuro, foram selecionadas as trés
menores concentragdes de AuPLU (0,16, 0,32 ¢ 0,63 uM de Au) associadas ao AICIPc,
consideradas ndo toxicas para a linhagem 4T 1-luc, para a avaliagcdo da resposta fotodindmica

do sistema AuPLU/AICIPc.

5.5. Resposta fotodinamica do sistema AuPLU/AICIPc em células NIH-3T3 e 4T1-

luc

Nessa etapa, investigou-se a influéncia do tempo de incuba¢do do nanossistema e de
seus componentes isolados sobre a viabilidade de células 4T1-luc e NIH-3T3, bem como se
o perfil de seguranca observado na auséncia de irradia¢do se traduziria em seletividade
celular sob ativagdo luminosa. Diferentemente de uma exposi¢ao prolongada, a avaliacdo
em tempos curtos de incubacgao (15, 30, 45 e 60 min) permite considerar, ainda que de forma
limitada, aspectos relacionados as caracteristicas celulares, como dindmica de membrana,
metabolismo e vias iniciais de internalizagdo, fornecendo informag¢des mais apropriadas para
a investigacdo preliminar de seletividade em modelos simplificados (Faber & Lamprecht,
2025; Richards et al., 2025).

Como esperado, nas condigdes de tratamento de 4T1-luc no escuro por 15 min
(Figura 7A), os resultados foram similares aos observados com 24 h de incubacdo, com
valores médios minimos de viabilidade de aproximadamente 74%, 88% e 75% para
AuPLU/AICIPc, AuPLU e AICIPc, respectivamente. Por outro lado, a irradiagdo luminosa

promoveu uma reducdo acentuada da viabilidade tanto para o AICIPc livre quanto para
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AuPLU/AICIPc, ja no menor tempo de incubacdo avaliado (15 min). Nessa condi¢do, a
viabilidade celular foi reduzida para aproximadamente 7% no tratamento com AlICIPc livre
e para valores entre 2-3% nas diferentes concentracdes de AuPLU/AICIPc, ndo sendo
observadas diferencas estatisticamente significativas entre esses tratamentos. Esses
resultados indicam que, em curtos tempos de incubagdo, ambos os sistemas sdo igualmente
eficientes na indug¢do de citotoxicidade fotodinamica em células 4T1.

Esse contraste entre moderada toxicidade no escuro e intensa fototoxicidade oferece
uma separagao clara entre condigdes seguras e altamente citotoxicas, aspecto ideal para a

aplicagao da TFD.
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Figura 7. Terapia fotodindmica em células tumorais 4T1. Viabilidade de células tumorais
4T1 apos tratamento com AICIPc livre, AuPLU e AuPLU/AICIPc, em condic¢des de escuro
e apos irradiagdo luminosa, avaliada pelo ensaio de MTT. As células foram tratadas por
diferentes tempos (15, 30, 45 e 60 min) antes da irradiag¢do. Os dados sdo apresentados como
média + desvio padrao de trés ensaios independentes realizados em triplicata técnica (n = 9).
Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas por Kruskal-Wallis e pos-
teste de Dunn (p < 0,05). Hashtags (#) indicam diferencas significativas em relagdo ao
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controle irradiado; Asteriscos (*) indicam diferengas significativas entre os grupos AuPLU
e AuPLU/AICIPc tratados com a mesma concentragao; Letra (a) indica diferenca
significativa entre AuPLU/AICIPc ndo-irradiado e irradiado.

A avaliagao de tempos de tratamento superiores (30, 45 ¢ 60 min) ndo resultou em
aumento adicional significativo da eficacia fotodinamica, uma vez que a viabilidade celular
apo6s irradiagdo permaneceu igualmente baixa para AICIPc e AuPLU/AICIPc em todas as
concentragdes testadas (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.B, 6C, 6D). Esse c
omportamento sugere que 15 min de incubacdo sdo suficientes para que o FS, livre ou
associado ao nanocompdsito, atinja niveis intracelulares adequados para exercer seu efeito
fotodinamico maximo em células 4T1-luc. Tal resultado pode estar relacionado a rapida
internalizacdo do FS e/ou a elevada susceptibilidade dessas células ao estresse oxidativo
induzido pela geragdo de EROs, como apresentado adiante. Rodrigues et al. (2022),
relataram sinais compativeis com morte celular imunogénica ap6és TFD com 15 min de
incubacdo em linhagens celulares tumorais (CT26 e 4T1) tratadas com ftalocianina de
aluminio em nanoemulsdo. Por esses motivos, os ensaios subsequentes foram conduzidos
utilizando apenas 15 min de exposicdo aos tratamentos.

O efeito da TFD, no tempo de irradiagao de 15 min, sobre a morfologia das células
4T1-luc foi avaliado imediatamente ap6s o procedimento por microscopia de contraste de
fase. Para essa andlise, foram considerados o nanocomposito AuPLU/AICIPc, na
concentracao de 0,63 uM de Au, bem como de seus componentes isolados. As micrografias
correspondentes estdo apresentadas na Figura 8. De modo geral, todos os grupos exibiram
morfologia semelhante logo ap0s a irradiacdo, com células mais arredondadas e desaderidas,
sugerindo um estresse agudo induzido pelo procedimento. Entretanto, conforme observado
previamente no ensaio de MTT apos 24 h, a citotoxicidade foi expressiva apenas nos grupos
contendo AICIPc, indicando que as alteragdes morfologicas imediatas ndo refletem,
necessariamente, a perda de viabilidade celular e que o efeito fotodinamico se manifesta de

forma mais evidente ao longo do tempo.
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CTL AICIPc (5 pg/mL)

AuPLU (0,63 uM Au) AuPLU/AICIPc (0,63 uM Au)

TFD 15 min

Figura 8. Morfologia celular de 4T 1-luc apds 15 min de incubag@o e terapia fotodinamica
(TFD), para os grupos AuPLU, AICIPc livre e AuPLU/AICIPc, nas concentragdes de 0,63
uM (Au) e 5 pg/mL (AICIPc). Barras de escala: 200 pm.

Considerando que os fibroblastos representam um dos tipos celulares mais
abundantes do organismo e estdo presentes na regido peritumoral em contextos clinicos reais
(X. Li et al., 2024), a avaliacdo da citotoxicidade em células NIH-3T3 ¢ sugestiva da
seletividade e seguranga biologica do nanossistema AuPLU/AICIPc. Nesse contexto,
observou-se que o AICIPc livre, na concentragdo de 5 pg/mL, promoveu uma reducdo de
aproximadamente 24% da viabilidade de células NIH-3T3, mesmo na auséncia de irradiagao
luminosa, indicando um efeito citotoxico basal do FS (Figura 9), como observado para 4T1.
Esse comportamento, ja descrito para ftalocianinas hidrofobicas, pode estar associado a
interagdo direta do FS livre com membranas celulares e organelas, promovendo
desorganizacao estrutural, geragdo de EROs ou disfun¢do mitocondrial independentemente

da ativacdo luminosa (Dudzik et al., 2024).
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Figura 9. Resposta fotodindmica em células ndo tumorais NIH-3T3. Viabilidade de células
NIH-3T3 apods terapia fotodinamica com AICIPc livre, AuPLU, PLU e o sistema
AuPLU/AICIPc, determinada pelo ensaio de MTT. O sistema AuPLU/AICIPc e o AuPLU
foram avaliados nas concentragdes de 0,16, 0,32 ¢ 0,63 uM de Au, o PLU nas concentragdes
de 0,24, 0,49 ¢ 0,98 uM, e o AICIPc¢ livre na concentracao de 5 pg/mL. As barras representam
a viabilidade celular ap6s irradia¢do luminosa. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrao de trés ensaios independentes realizados em triplicata técnica (n = 9). Diferengas
estatisticamente significativas foram determinadas por Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn
(p <0,05). Hashtags (#) indicam diferencgas significativas em relacao ao controle irradiado;
Asteriscos (*) indicam diferencas significativas entre os grupos AuPLU e AuPLU/AICIPc
tratados com a mesma concentragdo; Letra (a) indica diferenga significativa entre
AuPLU/AICIPc nao-irradiado e irradiado. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <
0,0001.

Em contraste, o sistema AuPLU/AICIPc ndo apresentou citotoxicidade relevante para
células NIH-3T3 ap6s 15 min de exposi¢ao, mantendo viabilidade superior a 90% em todas
as concentracdes avaliadas. De forma semelhante, os componentes isolados, AuPLU e PLU,
também ndo induziram reducdo significativa da viabilidade celular em comparacdo ao
controle negativo, com valores superiores a 89% e 92%, respectivamente (Figura 9).

Estes resultados evidenciam a biocompatibilidade da plataforma e sugerem que a
associagdo de AICIPc ao nanocompoésito modula sua interacdo com as células, reduzindo
efeitos indesejados na auséncia de ativagdo luminosa. Nanossistemas poliméricos sdo
amplamente descritos como capazes de associar FS hidrofobicos, promovendo maior
estabilidade coloidal, menor agregacao e menor toxicidade no escuro (Gergely et al., 2023;
Repetowski et al., 2024; Turnovska & Etrych, 2025).

Em células NIH-3T3, também houve uma redugdo significativa da viabilidade apos
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TFD mediada por 15 min de exposi¢do ao AICIPc livre e ao sistema AuPLU/AICIPc (Figura
9). A viabilidade de NIH-3T3 foi reduzida para aproximadamente 27% no tratamento com
AICIPc livre e para valores entre 16-24% nas diferentes concentracdes de AuPLU/AICIPc,
valores estatisticamente superiores aos observados em células 4T1. Essa diferenca de
comportamento entre as linhagens NIH-3T3 e 4T1 indica um grau moderado de seletividade
celular, o qual, embora limitado pelas condi¢des do modelo in vitro, pode tornar-se mais
evidente em sistemas fisiologicos mais complexos e deve ser investigada.

Rodrigues et al. (2020)utilizaram uma nanoemulsao contendo ftalocianina de aluminio
(AlPc-NE) como mediadora da TFD em um modelo murino de cancer de mama, no qual
c€lulas 4T1 foram enxertadas em camundongos BALB/c, e demonstraram elevada eficacia
terapéutica, com eliminacao tumoral e prevencao da formacdo de metastases pulmonares.
Além disso, a analise histopatoldgica ndo evidenciou alteragdes anormais em 0rgaos como
pulmdes e figado, com achados comparaveis aos observados em animais saudaveis.

A combinagdo de menor toxicidade no escuro em células ndo tumorais, aliada a maior
sensibilidade das células tumorais, reforga o potencial do nanossistema AuPLU/AICIPc para
aplicacoes em TFD, nas quais a agdo citotoxica ¢ preferencialmente condicionada a
irradiagdo e ao tecido-alvo. Além disso, os resultados obtidos em NIH-3T3 e 4T1 sob
condi¢des de TFD sugerem que, uma vez ativado pela luz, o AICIPc mantém elevada
capacidade de geracdo de EROs independentemente de sua forma de apresentagdo.
Entretanto, esses resultados devem ser interpretados com cautela, uma vez que, em
condi¢gdes experimentais simplificadas, a ativacdo luminosa tende a sobrepor eventuais
efeitos moduladores do nanocarreador, resultando em respostas fotodinamicas comparaveis
entre os sistemas avaliados.

Nesse contexto, ainda que o sistema AuPLU/AICIPc apresente eficacia fotodindmica
semelhante a do FS livre nos ensaios realizados, a associagdo entre eles oferece vantagens
terapéuticas relevantes. A nanoestrutura viabiliza estratégias de direcionamento passivo ou
ativo e potencial reducgdo de efeitos off-target (G. Liet al., 2024; Z. Li et al., 2023; Ptaskonka
et al., 2025). Ademais, as propriedades Opticas intrinsecas das AuNP conferem ao sistema
potencial aplicagdo terandstica, possibilitando a integracdo de diagnostico por imagem e
tratamento em uma unica plataforma. Foi demostrado previamente o elevado potencial do
nanocomposito como um nanocarreador biocompativel e agente de contraste em tomografias
computadorizadas de raios X, com desempenho semelhante a um agente de contraste iodado
comercialmente disponivel (Gomes et al., 2023). Dessa forma, a equivaléncia de eficacia

observada in vitro nao invalida, mas refor¢a o potencial de AuPLU/AICIPc para aplicagdes
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in vivo mais seguras, controladas e multifuncionais.

5.6. Efeito a longo prazo da TFD mediada por AuPLU/AICIPc em células 4T1-luc

O efeito da TFD mediada por AuPLU/AICIPc em células 4T1-luc foi monitorado por
um periodo de até 72 h, em tempo real, para investigar o potencial de remissdo de células

tumorais apos o tratamento. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Monitoramento em tempo real da proliferacao de células 4T1 submetidas a TFD
mediada por AuPLU/AICIPc. A luminescéncia foi monitorada por 72 h (0, 24, 48 e 72 h)
como indicador da atividade metabolica celular. Tempo O refere-se ao periodo imediatamente
apos a TFD. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de trés ensaios
independentes realizados em triplicata técnica (n = 9). Diferencas estatisticamente
significativas foram determinadas por Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn (p < 0,05).

O nanocompdsito isolado ndo apresentou efeito toxico a longo prazo, mantendo o
crescimento celular continuo, de forma similar ao grupo controle. Esse comportamento
refor¢a a biocompatibilidade da plataforma. Por outro lado, os grupos tratados com AICIPc
livre e com AuPLU/AICIPc apresentaram morte celular imediata apds a TFD, evidenciando
acdo fotodindmica répida e altamente eficiente. Observa-se que, mesmo apos 72 h dos
tratamentos, a taxa de luminescéncia, indicativa de atividade metabdlica, permaneceu em
valores baixos, demonstrando que ndo houve recuperacdo da atividade proliferativa das
células tumorais. Observou-se diferenga significativa, particularmente, entre o grupo

controle e AuPLU/AICIPc (0,63 uM Au) apos 72 h (p=0,0341).
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A morfologia das células 4T1-luc foi avaliada 72 h apos a TFD por microscopia de
contraste de fase, com o objetivo de acompanhar a evolugdo temporal do efeito citotoxico.
As micrografias correspondentes estdo apresentadas na Figura 11. Observou-se que as
alteracdes morfologicas se tornaram mais pronunciadas ao longo do tempo, sugerindo que o
dano fotodindmico inicial evoluiu para perda sustentada de adesdo e de capacidade
proliferativa. Enquanto o grupo AuPLU manteve aspecto semelhante ao controle, indicando
auséncia de citotoxicidade relevante na auséncia do FS, os grupos contendo AICIPc exibiram
comprometimento morfoloégico comparavel entre si, com escassez de células aderidas,

acentuada escassez de células e abundancia de debris.

CIL AICIPc (5 pg/mL)

AUPLU (0,63 utMAu)  AuPLU/AICIPc (0,63 M Au)

TFD 72 h

Figura 11. Morfologia celular de 4T1-luc ap6s 15 min de incubagdo e avaliagcdo 72 h apds
a terapia fotodindmica (TFD), nos grupos AuPLU, AICIPc livre e AuPLU/AICIPc, nas
concentragdes de 0,63 uM (Au) e 5 pg/mL (AICIPc). Barras de escala: 400 um. Em vermelho
debris.

Essa persisténcia do efeito citotoxico indica que a TFD induziu danos irreversiveis

as células 4T1-luc, caracterizando uma agdo sustentada e altamente efetiva do FS quando
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associado ao nanocomposito. Em termos bioldgicos, esse padrao € especialmente relevante
porque, além do dano oxidativo imediato gerado durante a irradiacdo, a TFD pode
desencadear uma cascata de eventos poés-tratamento, como disfun¢ao mitocondrial,
peroxidacao de membranas e danos a macromoléculas, que se consolidam ao longo de horas
ou dias e culminam em morte celular tardia (Peskova et al., 2021).

Assim, a manutencdo do sinal reduzido em um intervalo prolongado sugere nao
apenas citotoxicidade aguda, mas também comprometimento duradouro da capacidade de
repopulacao tumoral, aspecto critico para o controle do crescimento neoplasico in vitro.
Adicionalmente, a associacao do FS ao AuPLU pode favorecer uma distribui¢ao intracelular
mais adequada e aumentar a fracdo de FS efetivamente disponivel em compartimentos
subcelulares sensiveis, promovendo geragdo localizada de EROs e elevando a probabilidade
de lesdes letais pouco passiveis de reparo (Overchuk et al., 2023).

Resultados semelhantes foram descritos por Simelane et al. (2023), que reportaram
aumento significativo na producdo de EROs e morte celular imediata em células de cancer
de colén (Caco-2) apos irradiacdo em sistemas contendo AICIPc (20 mg, 0,023 mmol)
associada a nanoparticulas bimetalicas de cobre-ouro. No estudo, as células foram
previamente incubadas com o FS por 4 h, seguidas de irradiagdo e avaliagdo da viabilidade
celular apos 24 h, sem investigacdo de tempos experimentais superiores. De maneira
semelhante, Mello et al. (2022) também demonstraram elevada citotoxicidade da AICIPc (20
uM e 40 pM) associada a nanoparticulas lipidicas s6lidas a base de manteiga da Amazonia
em c¢lulas de melanoma murino (B16-F10) apos irradiagdo, com avaliagdo in vitro realizada
24 h apds o tratamento, igualmente sem analise de periodos mais prolongados. Em conjunto,
esses achados reforcam a superioridade de fotossensibilizadores veiculados por
nanoestruturas, comportamento que converge com os resultados observados no presente
estudo.

Embora estudos indiquem que os efeitos da TFD podem persistir por pelo menos 48
h apos o tratamento, com perda significativa da capacidade clonogénica das células, analises
cinéticas mais detalhadas, particularmente em 72 h, ainda sdo pouco exploradas na literatura
(de Souza et al., 2022; Garcia Calavia et al., 2018b). Nesse contexto, a avaliagdo temporal
ampliada apresentada neste trabalho contribui para uma compreensdo mais completa da

progressao dos efeitos citotoxicos induzidos pela TFD.

5.7. Mecanismos antitumorais da TFD mediada por AuPLU/AICIPc em células
4T1-luc
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Para investigar as vias responsaveis pela morte celular induzida TFD mediada por
AuPLU/AICIPc, foram analisados a produgdo de EROs, a integridade da membrana celular
e do DNA. As andlises foram realizadas imediatamente apds a TFD, uma vez o fotodano foi
imediato, sem sinais de recuperagdo celular por até 72 h.

A analise de produ¢ao de EROs ndo revelou diferencas estatisticamente significativas
nos niveis de fluorescéncia entre os grupos de tratamento (Figura 12). Ainda assim, em
comparagdo ao controle, observou-se um aumento percentual na produg¢do de EROs
imediatamente ap6s a TFD nos grupos tratados com AuPLU/AICIPc e AICIPc livre, que
apresentaram medianas da intensidade de fluorescéncia (MIF) de 2,98 x 10° e 2,74 x 10° ua,
correspondendo a aumentos aproximados de 36% e 26%, respectivamente. J& AuPLU
isolado apresentou valores de MIF semelhantes aos do controle (1,76 x 10° e 2,18 x 10° ua,
respectivamente), confirmando que a plataforma AuPLU, por si s6, ndo contribui de forma
relevante para o estresse oxidativo. Em conjunto, esses resultados indicam que os
tratamentos com AuPLU/AICIPc e AICIPc livre induzem niveis comparaveis de estresse
oxidativo imediato, sem distin¢ao significativa entre o FS e o nanocomposito.

Para garantir que a autofluorescéncia do FS ndo interferisse na quantificagdo de
EROs, foram incluidos controles sem marcacdo com a sonda fluorescente, o que permitiu
confirmar que o sinal emitido pelo CellROX Green®, independentemente de estimulo para
EROs, ¢ suficientemente elevado para tornar desprezivel qualquer contribui¢do de
autofluorescéncia da AICIPc. Assim, os valores observados refletem efetivamente a
producao de EROs.

Entretanto, a quantificagio de EROs por CellROX Green® pode estar sujeita a
limitagdes cinéticas relacionadas ao momento de marcagdao. Como a sonda foi adicionada
minutos apds a irradiagdo, € provavel que a leitura tenha subestimado o pico inicial (burst)
de EROs primdrias geradas durante a TFD, especialmente espécies de vida extremamente
curta, como o 'O: e o radical hidroxila (*OH). Assim, embora o ensaio confirme a ocorréncia
de estresse oxidativo, o sinal fluorescente obtido tende a refletir predominantemente
oxidantes residuais e/ou espécies reativas secundarias formadas posteriormente ao evento
fotodinamico inicial, as quais podem ser influenciadas pela dindmica temporal entre
irradia¢dao, manipulacao e leitura.

Adicionalmente, em condi¢des de dano celular acentuado particularmente quando hé
comprometimento da membrana plasmatica, como sugerido pelos demais resultados, a

cinética de entrada, a distribui¢do intracelular e a retengdo da sonda podem ser alteradas,
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introduzindo variabilidade e limitando a sensibilidade do método para discriminar diferengas
entre os grupos. Desse modo, no ensaio de producdo de EROs, a auséncia de diferengas
estatisticas marcantes entre os tratamentos ndo necessariamente contradiz a elevada
fotocitotoxicidade observada no ensaio de viabilidade, podendo refletir, a0 menos em parte,

limitagdes inerentes a janela temporal de detecg@o e ao principio do método empregado.
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Figura 12. Deteccdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células 4T1
por citometria de fluxo utilizando a sonda fluorescente CellROX Green®. (A) Quantificagdo
da mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF, unidades arbitrarias) para os grupos
controle, AICIPc livre, AuPLU e AuPLU/AICIPc. (B) Histogramas representativos da
intensidade de fluorescéncia no canal FL1-A para os grupos controle, AICIPc livre, AuPLU
e AuPLU/AICIPc, evidenciando o deslocamento do sinal fluorescente apos os diferentes
tratamentos. Os dados sdo apresentados como boxplot indicando mediana, intervalo
interquartil e valores individuais de dois ensaios independentes realizados em triplicata
técnica (n = 6). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos analisados (Kruskal-Wallis, p > 0,05).

A andlise de fragmentagdo de DNA revelou diferengas significativas entre os grupos
experimentais (Figura 13). O controle negativo apresentou niveis basais de DNA
fragmentado (<2%), enquanto o controle positivo exibiu aumento moderado (~26%),
confirmando a sensibilidade do ensaio. O tratamento com AICIPc¢ livre induziu fragmentagao
expressiva do DNA (~57%), indicando dano gendmico associado a TFD. O nanocomposito

isolado apresentou baixos niveis de fragmentacgao (~13%), semelhantes ao controle negativo,
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evidenciando auséncia de genotoxicidade relevante. Em contraste, o AuPLU/AICIPc
apresentou o maior percentual de DNA fragmentado (~77%), sugerindo intensificagdo do
dano genético apos ativagao luminosa. Esses resultados indicam que a fragmentagao de DNA
¢ dependente da presenca do FS e ¢ potencializada quando associado ao nanossistema, sendo
compativel com mecanismos de morte celular mediados por estresse oxidativo. Ressalta-se,
entretanto, que se trata de um ensaio preliminar, conduzido com nimero amostral reduzido
(n=2), sendo necessaria a repeticdo do experimento para confirmagao e robustez estatistica

dos achados.
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Figura 13. Fragmentacdo de DNA em células 4T1 ap0s terapia fotodindmica (TFD) avaliada
por citometria de fluxo apos coloragdo com IP. (A) Percentual de DNA fragmentado (%)
para os grupos controle negativo, controle positvo (H20:), AICIPc, AuPLU e
AuPLU/AICIPc. (B) Histogramas representativos da intensidade de fluorescéncia do IP,
canal FL1-A para os diferentes grupos, evidenciando altera¢des no perfil de fluorescéncia
apds os tratamentos. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao de duas
replicatas técnicas (n = 2). Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas por
ANOVA one-way seguida de teste pds-hoc Dunn (*p < 0,05; **p <0,01).

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada imediatamente apds a irradiagdo
por meio do ensaio de exclusao por azul de tripan (Figura 14). O grupo tratado com AuPLU
isolado manteve elevada integridade de membrana, com aproximadamente 99% das células

viaveis, semelhante ao controle negativo (<1% de membrana lesionada). Em contraste, o
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tratamento com AICIPc livre resultou em dano de membrana em cerca de 59% das células,
evidenciando efeito citotoxico imediato, em concordancia com os resultados de viabilidade
celular previamente observados. O grupo AuPLU/AICIPc apresentou o maior
comprometimento de membrana, com aproximadamente 94% das células exibindo
membrana lesionada, valor significativamente superior ao controle e ao AuPLU isolado.
Contudo, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
AuPLU/AICIPc e AICIPc livre, indicando que a associagao do FS ao nanocompdsito ndo
amplifica de forma relevante o dano de membrana induzido pela TFD, mas preserva sua

eficacia citotoxica imediata.
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Figura 14. Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica de células 4T1 imediatamente
apos a TFD mediada por AuPLU/AICIPc, determinada pelo ensaio de exclusdo por azul de
tripan. As barras representam a porcentagem de células com membrana integra (preto) e
membrana lesionada (cinza) nos grupos controle, AICIPc livre, AuPLU e AuPLU/AICIPc.
Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao de dois ensaios independentes em
triplicata técnica (n= 6). As letras a e b indicam diferencas estatisticamente significativas
em relagdo ao controle e ao grupo AuPLU, respectivamente (Kruskal-Wallis, teste post-hoc

de Dunn, p <0,05).
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Considerando os principais resultados obtidos nesse estudo, conclui-se que AuPLU/AICIPc:

e Apresentou DH maior em agua e aparente diminuicdo em meio de cultivo
suplementado, possivelmente associada a formagao de corona proteica. A presenca
de AICIPc aumentou o DH, compativel com a associacdo do FS e sua tendéncia a
agregacao. Apesar do PDI moderado-alto, o PZ levemente anionico e os parametros
obtidos sustentam a adequacdo do sistema para ensaios bioldgicos.

e A caracterizagdo fotoquimica indicou que a formulagdo AuPLU/AICIPc gerou
fotoatividade eficiente, com melhor desempenho que AICIPc¢ livre, confirmando sua
capacidade de produzir EROs e seu potencial como plataforma para TFD.

e A avaliagdo sob condi¢des de diluicdo mostrou que AICIPc foi incorporado ao
nanocomposito AuPLU, sendo observados duas bandas bem definidas.

e Em concentracdes mais elevadas o AuPLU/AICIPc potencializou o efeito citotoxico
de AICIPc em células 4T1-luc sob tratamento no escuro por 24 h.

e Os resultados demonstram que 15 min de incubacdo sdo suficientes para que
AuPLU/AICIPc e AICIPc livre atinjam efeito fotodindmico maximo em 4T1-luc,
com forte queda de viabilidade sem ganho adicional em tempos maiores.

e AuPLU/AICIPc exibiu melhor perfil de seguranca no escuro em NIH-3T3
(viabilidade > 90%), enquanto o AICIPc livre apresentou citotoxicidade basal. Sob
TFD, observou-se seletividade moderada, com maior sensibilidade das células
tumorais em comparagdo aos fibroblastos.

e Alongo prazo (72 h), a TFD mediada por AuPLU/AICIPc e por AICIPc livre induziu
dano irreversivel as células 4T1, evidenciando uma acao sustentada e elevada
eficécia.

e (Células 4T1 tratadas com AuPLU/AICIPc apresentaram morfologia preservada no
escuro. Apos a TFD, o dano celular tornou-se progressivo e mais evidente em 72 h,
com perda de adesdo e debris nos grupos contendo AICIPc, sem diferencgas relevantes
em comparacao ao AICIPc livre.

e AuPLU/AICIPc e AICIPc livre desencadearam aumento imediato de EROs,

acompanhado de comprometimento de membrana plasmatica e fragmentagdo de
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DNA; embora os niveis de EROs e o dano de membrana tenham sido globalmente

semelhantes entre as formula¢des com FS.

Em sintese, o espectro UV-vis do AuPLU/AICIPc apresentou duas bandas bem
definidas, em aproximadamente 520 nm e 680 nm, atribuidas, respectivamente, a
ressonancia plasmonica das AuNPs e a banda Q caracteristica do AICIPc. A coexisténcia
dessas bandas indica que ambos 0s componentes permanecem opticamente ativos no sistema
micelar. A presenca da banda Q sugere que o AICIPc encontra-se majoritariamente em forma
monomérica ou fracamente agregada, favorecida pelo encapsulamento no nucleo
hidrofébico do Pluronic. Entretanto, ndo foi observado aumento significativo da eficacia
fotodinamica em comparacao ao AICIPc livre, indicando que, nas condigdes avaliadas, a
associacdo ao nanocomposito preserva, mas nao amplifica, a atividade fotodinamica do FS.

Esse comportamento pode estar relacionado a auséncia de um acoplamento
plasmonico efetivo capaz de aumentar a geracao de EROs, bem como a saturagao da resposta
celular ao dano oxidativo. Apesar disso, a combinacdo AuPLU/AICIPc pode oferecer
vantagens relacionadas a estabilidade coloidal, dispersdo em meio bioldgico e potencial
controle da entrega do composto.

Embora os resultados obtidos neste estudo tenham sido gerados em modelos in vitro,
eles permitem vislumbrar possiveis caminhos para a translagdo clinica do sistema
AuPLU/AICIPc no tratamento do cancer de mama. Em um cenario clinico, a formulacao
poderia ser administrada por via local ou sistémica, seguida da aplicagdo controlada de luz
no local do tumor para ativacdo do FS e consequente geracdao localizada de EROs. Em
tumores superficiais ou facilmente acessiveis, a TFS poderia ser realizada por meio de fontes
de luz externas, constituindo uma abordagem minimamente invasiva e potencialmente
complementar as terapias convencionais. J4 em tumores mais profundos, a ativagdo do FS
poderia ser realizada por meio da inser¢ao de fibras Opticas diretamente no tecido tumoral,
técnica j4 empregada em protocolos clinicos de TFD para outros tipos de cancer.

Nesses contextos, a TFD poderia atuar como estratégia adjuvante apds
procedimentos diagnosticos, como bidpsia, ou apos resseccao cirurgica parcial ou total,
contribuindo para a eliminacao de células tumorais residuais ou para a redugao da massa
tumoral antes de intervengdes terapéuticas adicionais.

Como perspectivas futuras, recomenda-se otimizar o nanossistema para evidenciar
vantagens terapéuticas além da preservacdo da fotoatividade, sobretudo ajustando a razdo

Au:PLU:AICIPc, visando principalmente, a distancia entre o FS e a superficie do ouro para
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favorecer um possivel acoplamento plasmonico. Adicionalmente, torna-se relevante
quantificar a captacdo celular e mapear a localizacdo subcelular do AICIPc no
nanocomposito, uma vez que o sitio de geragao de EROs influencia diretamente a resposta
fotodinamica. Além disso, ensaios in vivo sao necessarios para avaliar a biodistribui¢do, a
biocompatibilidade e a eficacia terapéutica do nanossistema em modelos animais, etapas

fundamentais para avangar na validagdo translacional dessa plataforma nanoestruturada.
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