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“Tudo o que temos de decidir é o que fazer com o tempo que nos é dado” 

Gandalf o Branco 



 

RESUMO 

 

A terapia fotodinâmica (TFD) é uma técnica descoberta no início do século XX, que utiliza a 

luz como catalisador de uma reação de oxidação no órgão, tecido ou célula alvo. Para que 

ocorra a reação fotodinâmica é necessário oxigênio ao nível molecular, fotossensibilizante e 

uma fonte de luz. A técnica é utilizada em inúmeros tratamentos estéticos e dermatológicos 

sendo atualmente empregue como tratamento antimicrobiano e antifúngico, em infecções 

virais causadas pelos vírus Herpes e Papilloma, além de patologias como periodontite, 

tratamento de leishmaniose cutânea e alguns casos de câncer. Contudo, um dos obstáculos no 

emprego da técnica como tratamento contínuo ou de longa duração para doenças de alta 

complexidade, é o possível mecanismo de resistência às drogas, que as células podem 

apresentar quando são expostas ao fármaco fotossensibilizante por sucessivas vezes ou longos 

períodos, há ainda a divergência dos métodos aplicados em estudos e procedimentos clínicos, 

resultando assim em respostas variadas e fragilidade nos resultados divulgados, acarretando 

inúmeros questionamentos sobre a sua aplicabilidade nos procedimentos clínicos. O presente 

estudo tem por finalidade avaliar a capacidade de sobrevivência de células da linhagem HEp-

2 após a TFD e evidenciar critérios para elaboração de um guia de boas práticas para 

aplicação da TFD utilizando o fotossensibilizante de segunda geração AlPcS4. Assim 

utilizando análises espectroscópicas e testes colorimétricos foi possível delinear a 

concentração de trabalho do fotossensibilizante de 5 µM em conjunto da densidade mínima de 

energia necessária para ativa-lo de 5 J/cm². Após determinar os parâmetros para os testes, 

utilizou-se os ensaios colorimétricos e imunológicos em conjunto com a quantificação gênica 

das HSP’s e da enzima SOD2, e para avaliara a resposta biológica pós a TFD. Os resultados 

dos ensaios colorimétrico, coloração de cristal violeta, coloração de vermelho neutro e 

conversão do sal de MTT, demonstram uma redução na viabilidade celular após a TFD 

consolidando a escolha dos parâmetros de concentração do fotossensibilizante e dose de 

energia. Já a avaliação imunológica das citocinas IL-6 e TNF – α não permitiu uma conclusão 

clara sobre o ambiente tumoral pós a TFD devido ao baixo poder de correlação entre os 

resultados obtidos. Por fim a expressão genica demonstrou redução significativa dos genes 

das HSP’s, glicoproteínas e enzima SOD2, evidenciando um potencial destrutivo da TFD, 

sugerindo que o tratamento uma vez padronizado não pode gerar clones resistentes a terapia, 

assegurando assim sua eficácia utilizando a linhagem celular HEp-2 como objeto de estudo. 

Acredita-se que este estudo fornece critérios para implantação de práticas mais eficientes 

utilizando a terapia fotodinâmica. 

 

Palavras-chave: Terapia Fotodinâmica, Câncer, Fotossensibilizante, Padronização, HEp-2 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Photodynamic therapy (PDT) is a discovery technique in the early 20th century that uses light 

as a catalyst for an oxidation reaction in the target organ, tissue or cell. For a photodynamic 

reaction to occur, oxygen at the molecular level, photosensitizer and a light source are 

required. The technique is used in numerous aesthetic and dermatological treatments, being 

used as an antimicrobial and antifungal treatment, in viral infections caused by the Herpes and 

Papillomaviruses, in addition to pathologies such as periodontitis, treatment of cutaneous 

leishmaniasis and some cases of cancer. However, one of the obstacles in the use of 

techniques such as continuous or long-term treatment for highly complex diseases is the drug 

resistance mechanism, which cells can exhibit when they are exposed to the photosensitized 

drug successively or long ago. time, there is still a divergence in the methods used in clinical 

studies and procedures, thus resulting in varied responses and fragility in the published 

results, recording numbers of questions about their application in clinical procedures. The 

present study aims to evaluate the capacity of HEp-2 cells after PDT and to evidence the use 

of a good practice guide for the application of PDT using the second generation 

photosensitivity AlPcS4. Thus, the use of spectroscopes and colorimetric tests made it 

possible to design a 5 µM photosensitivity working concentration in the set of the minimum 

energy density required for activation of 5 J /cm². After determining the settings for the tests, 

use colorimetric and immunological tests in conjunction with the genetic quantification of 

HSP and the SOD2 enzyme, and to assess the post-PDT clinical response. The results of 

colorimetric tests, violet crystal staining, neutral red staining, and MTT salt conversion, 

demonstrate a reduction in cell viability after a TFD consolidating the choice of the 

photosensitivity concentration and energy dose variations. The immunology of the cytokines 

IL-6 and TNF have already been assessed - a clear conclusion on the post-TFD tumor 

environment is not allowed due to the low correlation power between the results obtained. 

Finally, gene expression shows a significant reduction in the genes of HSP, glycoproteins and 

SOD2 enzymes, showing a destructive potential of PDT, suggesting that the treatment once 

standardized cannot generate clones resistant to therapy, thus guaranteeing its use during 

HEp- 2 cell use as the object of study. It is believed that this study used to implement more 

efficient practices using photodynamic therapy. 

 

Keywords: Photodynamic Therapy, Cancer, Photosensitizers, Standardization, HEp-2 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A terapia fotodinâmica (TFD) é uma técnica descoberta no início do século XX, 

contudo sua utilização clínica vem sendo empregada com maior amplitude nos últimos 20 

anos como um dos métodos terapêuticos da nova geração 
1,2

. Seu princípio parte da 

fotobiologia, utiliza a luz como catalisador de uma reação oxidativa em órgão, tecido ou 

célula alvo. Para que ocorra a reação fotodinâmica é imprescindível a presença de três 

componentes; oxigênio molecular, fotossensibilizante e uma fonte de luz 
3
. 

 Como se trata de uma reação de oxidação, a presença do oxigênio ou de elementos 

capazes de ionizar com facilidade no local é de suma importância para a eficiência da terapia. 

Assim compostos das famílias do nitrogênio e calcogênios, que possuem ligações duplas ou 

triplas em suas composições, reagem com os elétrons altamente energéticos doados por reação 

de estabilização do fármaco fotossensibilizante, formando moléculas altamente instáveis 

denominadas de espécies reativas 
4,5

.  

 Os fármacos fotossensíveis sofrem um processo de excitação eletrônica quando são 

expostos a comprimentos de ondas específicos, assim seus elétrons energizam-se saltando 

para estágios mais excitados e ao retornarem em sua reação de estabilização o composto tende 

a transferir sua energia ao sistema mais próximo, tal rota biofísica foi descrita por Jablonski 

em seu trabalho de 1933 e até hoje é utilizado com referência na área de biofotônica 
6,7

.  

 As técnicas utilizadas na TFD são empregadas nos EUA desde sua aprovação pelo 

FDA em 1996 com a utilização das porfirinas, assim o aumento da adesão da técnica para 

inúmeros tratamentos estéticos e dermatológicos ocorreu nos anos que se sucederam, sendo 

atualmente usadas no tratamento antimicrobianos e antifúngicos, infecções virais causadas 

pelos vírus Herpes e Papilloma, em patologias como periodontite, tratamento de leishmaniose 

cutânea e alguns casos de câncer 
1,8,9

. 

 Um dos obstáculos no emprego da TFD como tratamento contínuo ou de longa 

duração para doenças de alta complexidade, é o possível mecanismo de resistência aos 

fármacos em que as células podem desenvolver quando expostas ao agente fotossensibilizante 

por sucessivas vezes ou longos períodos. Casas et al. (2015), descrevem a resistência a TFD 

ancorada em pontos específicos como: (1) expressão de glicoproteínas e transportadores 

ABCG2, (2) indução precoce de sinalização gênica e transduções de vias metabólicas, (3) 

interrupção do processo de apoptose e autofagia, (4) expressão de HSPs e (5) mudanças na 

formação do citoesqueleto e expressão das proteínas de adesão 
10–13

. 
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 Somado aos mecanismos descritos ainda existe a divergências dos métodos aplicados 

como uso de fontes de luz ineficientes ou tentativas de fotoativação do fármaco em 

comprimentos de ondas inadequados, superdosagem do fotossensibilizante ou insolubilidade 

causando assim aglomeração e inativação do composto 
14

. 

 Em virtude das respostas variadas e fragilidade nos resultados divulgados, acarretando 

questionamentos sobre a sua aplicabilidade nos procedimentos de alta complexidade. Ainda 

se faz necessário, estudos que explorem os mecanismos descritos sobre geração de clones 

resistentes e desenvolvimento de protocolos ou guia de boas práticas em TFD que possibilite 

a padronização de critérios adotados para escolha do fotossensibilizante, comprimento de 

onda, densidade de energia e meio de veiculação do fármaco, possibilitando assim uma 

diminuição a disparidade de resultados e possibilitando maior emprego da técnica de forma 

clínica. 

 O presente estudo tem por finalidade avaliar a capacidade de sobrevivência de células 

da linhagem de câncer de Laringe Humano (HEp-2) após a TFD e evidenciar critérios para 

elaboração de um guia de boas práticas para aplicação da TFD utilizando o fotossensibilizante 

de segunda geração Alumínio Ftalocianina Tetrasulfonada. 

 Desta forma será adotado parâmetros de concentração do fotossensibilizante, tempo de 

absorção do fotossensibilizante no tecido e a menor densidade de energia para uso terapêutico 

na tentativa de elaborar um protocolo para analisar os mecanismos biológicos da resposta a 

TFD em linhagem de câncer de Laringe Humano.  
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2 OBJETIVOS 

 O presente estudo tem por finalidade avaliar a capacidade de sobrevivência de células 

da linhagem de câncer de Laringe Humano (HEp-2) após a TFD e evidenciar critérios para 

elaboração de um guia de boas práticas para aplicação da TFD utilizando o fotossensibilizante 

de segunda geração Alumínio Ftalocianina Tetrasulfonada. (AlPcS4). 

 

2.1 Objetivo Específico 

 

● Calcular o rendimento quântico de fluorescência da AlPcS4, justificando assim a 

escolha como fotossensibilizante de estudo. 

● Elaborar critérios de escolha para concentração ideal de AlPcS4 baseada em seu 

espectro Uv/Visível, para aplicação de TFD em células de câncer de laringe humano. 

● Avaliar o metabolismo celular pôs-TFD utilizando testes colorimétricos. 

● Avaliar a expressão gênica das proteínas de choque térmico envolvidas no processo de 

resistência a TFD em linhagem HEp-2. 

● Avaliar a secreção das citocinas TNF α e IL-6 e das células Hep-2 após a TFD. 
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3 REVISÃO  

 

3.1 Terapia Fotodinâmica 

 

 A terapia fotodinâmica teve sua origem por volta dos anos de 1900, em um estudo que 

investigava a ação do corante acridina em paramécios realizado por Oscar Raab e seu 

professor Hermann Von Tappeiner, em Munique. Sua ação fotodinâmica foi comprovada após 

observado que apenas o composto ou a luz, não eram letais às células de forma isolada. Em 

1901, o termo “terapia fotodinâmica” foi criado após Von Tappeiner, descobrir que o 

oxigênio era necessário para o desenvolvimento dessa reação 
9,15

. 

 O princípio explorado pela técnica utiliza fonte de Luz, um fotossensibilizante e 

oxigênio molecular, como demonstra a Figura 1, que ilustram as etapas da TFD de maneira 

simples. 

 

Figura 1 - Processo da Terapia Fotodinâmica dividida em 5 passos. 

 
                      Fonte: Autor. 

 

 O processo pode ser classificado com 3 principais fases; Sensibilização, Ativação e 

Dano. Entende-se como fase de Sensibilização a etapa de administração do fármaco 
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fotossensibilizante, sua internalização pela célula, tecido ou órgão alvo, ilustradas como passo 

1 e 2 da Figura 1. Para que o fotossensibilizante chegue ao destino desejado, barreiras como 

membranas devem ser vencidas, assim uma das características almejadas para o sucesso do 

fotossensibilizante é sua formulação química com aspectos anfifílicos 
2,16,17

. 

 Uma vez que o fotossensibilizante se encontra dentro da célula alvo se inicia a etapa 

de ativação, ilustrada pelo passo 3 na Figura 1, processo o qual o fotossensibilizante é exposto 

a um comprimento de luz específico que desencadear uma reação fotoquímica que gera 

oxidação ao tecido tratado. Tais reações podem ser ilustradas pelo passo 4 da Figura 1, que 

por sua vez, irão induzir a morte celular por diferentes mecanismos e consequentemente 

ocasionar na destruição dos tecidos como ilustrado no passo 5 
18–20

. 

 É importante se lembrar que as gerações de fotossensibilizantes que se sucederam 

tiveram como principal evolução a modificação para melhora da absorção e 

biodisponibilidade dos fotossensibilizantes nos tecidos alvos. Tais modificações deram 

características a gerações de fotossensibilizantes que podem ser classificadas em três gerações 

até o momento 
21

. 

 A primeira geração de fotossensibilizantes teve sua maior exploração, em meados dos 

anos 60 e 70, que intensificou-se o interesse pela técnica com a descoberta dos efeitos de 

derivados da hematoporfirina, assim iniciando o processo de desenvolvimento de fármacos 

fotossensibilizantes de uso comercial como o ácido 5- delta aminolevulínico (5-ALA) e o 

Porfimer sódico (Photofrin®), tornando a técnica viável para comunidade científica e médica 

9,22
. O desenvolvimento do fotossensibilizante Photofrin® foi essencial para a ampliação da 

área de pesquisa, contudo devido a sua fotossensibilidade cutânea foi sendo substituída por 

fotossensibilizantes de segunda geração, utilizando a fórmula estrutural da molécula da 

porfirina para modelar novos fotossensibilizantes como Clorinas, Ftalocianinas e Texafirinas 

23,24
. 

 Com a evolução dos fotossensibilizantes, algumas características foram sendo 

selecionadas visando a busca por um fotossensibilizante ideal, motivo do salto de gerações 

das tecnologias envolvidas em sua produção. Desta forma para que a TFD seja explorada de 

forma eficiente o fotossensibilizante, necessita ser não reativo quando em ausência de luz e 

atóxico, anfifílico para que não possua problemas de solubilidade, eficiente na geração de 

espécies reativas e ser ativado dentro da janela óptica entre o infravermelho e o vermelho para 

melhor penetração nos tecidos durante os tratamentos 
17,24

.  
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 A segunda geração possui em sua própria estrutura química características lipofílicas 

ou até mesmo anfipática (característica hidro e lipo solúvel), fator importante para seu sucesso 

na biodisponibilidade e bioacumulação, uma vez que a hidrofilicidade garante seu transporte 

através dos líquidos corporais sem ocorrer agregação, e a lipofilicidade garante a entrada de 

forma fluida dentro das células alvos através de fusão com suas membranas ou incorporação 

através de transportadores passivos. 
17

. 

 Dentre os fotossensibilizantes da segunda geração destacam-se as Ftalocianinas por 

absorver em comprimento de onda entre 650-680 nm, vermelho-visível, que segundo 

Sharman, (1999), ressalta que a faixa espectral de penetração nos tecidos eficiente devido a 

ausência de interferentes como cromóforos endógenos capazes de absorver em tais 

comprimentos de onda 
25,26

. Além disso a complexação das ftalocianinas com íons metálicos 

como Zn
2+

 e Al
3+

, são responsáveis por atribuírem as características aos compostos formados 

como aumento do rendimento quântico, melhorando o tempo de vida dos estados excitados 

singleto e tripleto 
27–29

. Atualmente um exemplo comercial de ftalocianina de uso clínico é o 

Photosens®, um fotossensibilizante derivado alumínio ftalocianina sulfonada, utilizando na 

Rússia em tratamentos de cânceres de cabeça e pescoço, lesões cutâneas e endobronquiais 

entre outros males 
30,31

. 

 A terceira geração foi desenvolvida utilizando o conceito de otimização da 

biodisponibilidade, com carreadores como acessórios que aumentavam a permeabilização e 

do fotossensibilizante nas células alvo de forma mais eficiente e específica utilizando 

nanoestruturas sinalizadas com proteínas, açúcares ou material genético 
24,32

. 

 A escolha do fotossensibilizante dependerá do tipo de tratamento a ser empregue, por 

exemplo; tratamentos de doenças dermatológicas, lesões ou infecções superficiais, demanda o 

uso de formulações de aplicação tópica ou intradérmica, já tumores, nódulos e infecções 

internas podem, por sua vez, estarem localizados em regiões de difícil acesso necessitando de 

uma formulação farmacológica que facilite o transporte do fotossensibilizante ao sítio de 

ação, normalmente por meio da administração de forma endovenosa ou intramuscular, 

maneiras que diminuem as barreiras a serem vencidas pelos fotossensibilizantes melhor 

biodisponibilidade.  

 O processo de irradiação para ativação do fotossensibilizante depende de uma fonte de 

luz compatível com seu espectro de absorção, contudo para melhor eficiência do processo é 

ideal que o fotossensibilizante tenha sua banda de ressonância localizada na “janela 
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terapêutica” de comprimento de onda situada entre 600 e 800 nm, região de máxima 

penetração da luz nos tecidos biológicos 
3,33

. 

 A reação de ativação do fotossensibilizante já foi adaptada inúmeras vezes na 

literatura utilizando o diagrama do físico Aleksander Jabłoński, a Figura 2 ilustra a reação que 

ocorre durante a TFD. A molécula de fotossensibilizante é excitada por uma fonte de luz e as 

moléculas saem de seu estado fundamental (S0) e partem para um estado excitado 

denominado de Singleto (Sn), por ser um estado muito energético e extremamente entrópico as 

moléculas sofrem uma pequena perda de energia retornando para um estado de menor energia 

denominado de Singleto 1 (S1), através de um processo físico chamado de conversão interna 

(CI) 
6
.  

 

Figura 2 - Diagrama de Jablonski adaptado para Terapia Fotodinâmica. 

 
Fonte: Adaptado de Luiz (2019) 

34
. 

 

 Durante o estado S1 os elétrons buscam a estabilidade energética do estado 

fundamental S0, para isso é necessário perder a energia, tal processo pode ocorrer por 

conversão interna, liberação em forma de calor ou pelo mecanismo de fluorescência (F).  

 Contudo durante o processo de estabilização energética pode ocorrer o evento 

denominado de cruzamento intersistemas (CIS) onde os elétrons não conseguem chegar ao 

estado Fundamental pôr a sua energia continuar alta e se torna uma molécula no estado 

excitado Tripleto (T1).  
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 O estado T1 é um estágio de transição energética, inferior ao S1, onde a molécula pode 

retornar ao estado fundamental através dos mesmos mecanismos do S1, fosforescência ou 

conversão interna 
35

. Contudo durante o estado T1 do fotossensibilizante, é possível que ele 

reaja com algumas moléculas do ambiente, trocando cargas e rompendo ligações. O principal 

alvo dessas reações tende a ser o oxigênio molecular resultando assim, nas reações de tipo 1 e 

2 de produção de espécies reativas.  

 A reação do tipo 1 ocorre com o fotossensibilizante no estado Tripleto que transfere 

energia para moléculas de oxigênio e nitrogênio, rompendo ligações e formando espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio, já a reação do tipo 2, transfere energia para o oxigênio 

molecular(O2), o excitando a um estado denominado de Oxigênio Singleto (
1
O2) tal estado do 

oxigênio é capaz de produzir reações oxidativas quando em contato a outras moléculas, assim 

ocorre o processo fotodinâmico. 

 Além dos fatores como dose de energia utilizada durante a irradiação, 

biodisponibilidade do fotossensibilizante, a eficiência da terapia depende do rendimento 

quântico da produção de espécies reativas do fotossensibilizante. A relação do 

fotossensibilizante e seu rendimento quântico de produção de espécies reativas é o que atribui 

sua eficiência a tratamento, uma vez que rendimento quântico é um resultado obtido através 

da razão entre os fótons emitidos e os fótons absorvidos 
35

.  

 Dentro da física o rendimento quântico pode ser relacionado de inúmeras formas como 

rendimento quântico de espécie reativas produzidas por um reagente, rendimento quântico de 

oxigênio singleto produzido em uma reação e rendimento quântico de fluorescência de um 

determinado composto. Entre todos, o rendimento quântico de fluorescência é a forma mais 

simples e acessível de se calcular a eficiência do fotossensibilizante estudado, uma vez que 

substâncias altamente fluorescentes normalmente são agente fotodinâmicos pouco eficientes 

pois possuem uma baixa produção de moléculas excitadas no estado T1 resultando em baixa 

transferência de energias para moléculas como o oxigênio molecular 
29

. 

 O cálculo do rendimento quântico de fluorescência é dado pela comparação entre um 

fotossensibilizante de estudo e um fotossensibilizante padrão que emita no mesmo 

comprimento de onda, utilizando a Equação 1 descrita através dos estudos de Crosby e 

Demas, (1971) 
36

;  
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Equação 1 - Cálculo do Rendimento Quântico de Fluorescência. 

 

Fonte: Crosby e Demas (1971)
 35

. 

 

 Na equação, ∅𝑓 é o rendimento quântico de fluorescência, a área é a integral das 

bandas de emissão compatíveis com o comprimento de onda excitatório e 𝑛 é o índice de 

refração do solvente utilizado. O resultado obtido pela equação encontra-se no intervalo de 

0>∅𝑓>1, quando o resultado de um fotossensibilizante de estudo é próximo a 0 entende-se 

que possui uma alta eficiência no uso terapêutico, quando o resultado é próximo a 1 o 

fotossensibilizante não possui uma boa eficiência fotodinâmica para uso 
29

. 

 

3.2 Mecanismos Resistência a Terapia Fotodinâmica 

 

 Uma das limitações da utilização da TFD como tratamento contínuo ou de longa 

duração é o possível mecanismo de resistência a drogas que as células podem desenvolver 

quando são expostas ao agente fotossensibilizante por sucessivas vezes ou longos períodos de 

tempo segundo Casas et al. (2015) 
11

.  

 Desta forma Casas descreve a resistência à TFD ancorada em pontos específicos 

como:  

(1) Expressão de glicoproteínas e transportadores ABCG2;  

(2) Indução precoce de sinalização gênica e transduções de vias metabólicas;  

(3) Interrupção do processo de apoptose e autofagia;  

(4) Expressão das proteínas de choque térmico (HSP’s);  

(5) Mudanças na formação do citoesqueleto e expressão das proteínas de adesão.  

 Entende-se que a expressão das proteínas HSP’s desempenham um papel importante 

na sobrevivência celular, pois são ativadas como mecanismo de resposta a estímulos externos 

que ameacem a sobrevivência celular, como aumento da temperatura, mudança de pH ou 

interação com substâncias ou organismos exógenos 
11,37,38

.  

 As HSP’s podem ser divididas em seis principais famílias:  

● small HSP’s – Proteínas menores que 40 Kda 

● HSP40 – proteínas maiores que 40 Kda e menores que 60 Kda 

● HSP60 – Proteínas maiores que 60 e menores que 70 Kda 
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● HSP70 – Proteínas maiores que 70 Kda e menores que 100 Kda 

● HSP100 - Proteínas maiores que 100 Kda 

 Essas proteínas auxiliam no dobramento de novas proteínas formadas em ambientes 

estressores ou interagem com outras proteínas já danificadas as induzindo a degradação ou 

reparo 
39

. Outra característica desempenhada por algumas HSP’s é a capacidade de inibição 

ou ativação de vias sinalizadoras como a via do apoptose que sofre grande influência de 

proteínas como a HSP 27 
40

. 

 A proteína GRP78 (HSPA5) é controlada pela glicose encontrando-se no lúmen do 

reticulo endoplasmático, tendo como principal função o deslocamento proteico. No câncer, a 

GRP78 é frequentemente translocada para a membrana plasmática, sendo responsável pela 

ativação da via de sinalização AKT, tal via é responsável pela inibição de um dos sinais 

desencadeados da via intrínseca da apoptose, por meio da interação com fosfatidilinositol 3-

quinases (PI3K) 
41

. 

 Já a HSP70 (HSPA9) é encontrada no interior mitocondrial, possuindo como funções a 

regulação da diferenciação celular e na tumorigênese, por associação com a proteína p53 
42

. A 

proteína HSP 90 atua como chaperona no enovelamento e estabilização de várias proteínas, 

incluindo receptores, quinases, fatores transcricionais e telomerases, podendo atuar na célula 

tumoral estabilizando grande número de proteínas. Esta atividade ocorre em particular nas 

oncoproteínas como; B-RAF, C-KIT, ErbB2, K-RAS e a P53, responsáveis por sinalização de 

sobrevida ou proliferação de células carcinogênicas 
43

. 

 

3.3 Resposta Imunológica Pós Terapia Fotodinâmica 

 

 Alguns estudos demonstraram que quando administrada em tecidos normais e 

tumorais a TFD promove processo inflamatório estimulando a produção de citocinas 

inflamatórias de forma que essas substâncias irão induzir a migração de neutrófilos e 

macrófagos para a região das células tumorais promovendo atividade tumoricida 
44,45

. 

 Algumas dessa citocinas demonstram comportamento similar executando atividade 

pró-inflamatórias. Segundo Yom et al.  (2003) foram detectados em pacientes após cirurgia e 

TFD, níveis elevados de IL1β, IL6, IL8 e IL 10 em mesotelioma (tumor do tecido que reveste 

os pulmões). Situação semelhante foi observada nos estudos de KICK et al. (1995) e 

GOLLNICK et al. (1997) uma vez que após a aplicação de TFD os níveis de IL6 se elevaram 

em comparação a outros mediadores, Wang et al. (2013) também relata em seus 



 

 

25 

experimentos, aumento da expressão de TNF-α após semanas do tratamento de camundongos 

expostos a UVB 
46–50

. 

 Assim é importante destacar a atuação das citocinas IL-6 e TNF-α como citocinas 

envolvidas principalmente na imunidade inata, desempenhando papéis na atividade pró-

inflamatória e na apoptose de organismos exógenos ou células cancerígenas 
51,52

. A IL-6 é 

uma classe de proteínas solúveis atuantes na proliferação celular, diferenciação e apoptose. Já 

a TNF-α é uma citocina pró-inflamatória e atuante na apoptose, que estimula o recrutamento 

de macrófagos principalmente em células tratadas com TFD 
47,53–55

.
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4 METODOLOGIA  

  

O presente estudo foi desenvolvido em etapas como descritas na Figura 3, onde a 1ª 

etapa foi a caracterização do Fotossensibilizante, a 2ª etapa foi a padronização dos parâmetros 

de concentração e dose de energia para a terapia e a 3ª etapa foi a avalição dos efeitos 

biológicos utilizando os parâmetros de concentração do fotossensibilizante e dose de energia 

estabelecidas na 2ª Etapa. 

 

                                Figura 3 - Diagrama das Etapas do Experimento. 

 
Fonte: Autor. 

 

4.1 Diluição e Caracterização das Propriedades Fotofísica da Alumínio Ftalocianina 

Tetrasulfonada (AlPcS4) 

 

 O Fotossensibilizante utilizado nesse estudo é a Alumínio Ftalocianina Tetrasulfonada 

(AlPcS4) (Porphyrin Frontier Scientific, Logan, UT, USA) diluída em Tampão Fosfato 1X 

(PBS) armazenada ao abrigo da luz sobre a temperatura de 4ºC 
56

 

 Para encontrar a melhor concentração de trabalho efetuou-se uma diluição seriada do 

fotossensibilizante AlPcS4 em PBS. Partindo da amostra concentrada de 1 mM para diluições 

de 1 µM; 2 µM; 3 µM; 4 µM e 5 µM.  

 

 Desenho Experimental 

 
1º Caracterização por espectroscopia de 

Uv/Visivel e Florescência do 
Fotossensibilizante  

 

2º Tempo de incubação do Fotossensibilizante 
e 

Padronização da Densidade de Energia 
Aplicada 

 
3º Caracterização dos efeitos biológicos pós 

Terapia Fotodinâmica. 
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 Com o intuito de padronizar e garantir linearidade nas diluições, realizou-se  curva de 

calibração das alíquotas da solução de AlPcS4, com o objetivo de se obter uma relação 

proporcional como previsto pela Lei de Lambert e Beer, simulando assim um ambiente 

passível de estipulação da concentração da amostra utilizando a equação da reta gerada a 

partir da calibração 
57

. 

 A análise de absorção foi realizada no equipamento Espectrofotômetro Cary-50 

(Varian, Inc), localizado no laboratório multiusuário do Instituto de Pesquisa e 

Desenvolvimento (IP&D) na Universidade do Vale do Paraíba – UNIVAP. 

 

4.1.1 Análise do Espectro de Absorção e Emissão do Fotossensibilizante 

 

 A análise de absorção e fluorímetria foram realizadas nos equipamentos Fluorímetro 

Varian Cary Eclipse (Varian, Inc) e Spectrofluorometer FS5 (Edinburgh Instruments), 

instalados no Laboratório Multiusuário do Departamento de Biofísica da Universidade 

Federal de São Paulo – UNIFESP e Laboratório de Nanomateriais e Nanotoxicologia da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). 

 Foram analisadas as amostras de Alumínio Ftalocianina Tetrasulfonada (AlPcS4) 

diluídas em PBS, na concentração de 0,6 µM e comparadas ao Zinco ftalocianina diluída em 

DMSO, na concentração de 2 µM para a realização do cálculo do Rendimento Quântico, 

Equação1, do Fotossensibilizante. 

 

4.1.2 Escolha da concentração 

  

 Após a análise dos espectros de absorção e a cálculo do rendimento quântico de 

fluorescência utilizamos a maior concentração encontrada no espectro UV/Visível não 

ultrapassando a medida de 100% do equipamento, para fornecer o maior número possível de 

moléculas disponíveis com um baixo o risco de aglomeração do fotossensibilizantes, dentro 

dos parâmetros estabelecidos anteriormente. 

 

 

 



 

 

28 

4.2 Padronização da Técnica  

4.2.1 Linhagem Celular 

 

 A linhagem celular utilizada foi a Hep-2, proveniente de carcinoma de laringe 

humano. A cultura foi adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas em 

garrafas de 25cm², utilizando meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM), 

suplementado com 10% (vol/vol) de soro fetal de bovino, 1% Antibiótico-antimicótico 

(penicilina e estreptomicina) a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. 

 

4.2.2 Irradiação 

  

 A irradiação foi feita no Equipamento de LED - Biopdi/IRRAD-LED 660 nm (Biopdi, 

São Carlos, São Paulo, Brasil), dispositivo composto por 54 LEDs em seu interior, 

responsáveis pela irradiação da placa ou garrafa depositada no equipamento, cada LED possui 

70 mW de potência, totalizando uma intensidade de 25 mW/cm², emitindo em 660 ± 5 nm e 

cobrindo uma área de 150 cm
2
.  

 A densidade de Energia (I) foi calculada utilizando a Equação 2; 

 

Equação 2 - Densidade de Energia. 

 
Fonte: Fontana et al. (2017) 

58
. 

 

A fluência (F) também pode ser calculada de acordo como o protocolo descrito por Fontana et 

al.  (2017) com a Equação 3 
58

;  

 

Equação 3 - Fluência 

 
Fonte: Fontana et al.  (2017) 

58
. 
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4.2.3 Curva de Resposta a Dose de Energia  

  

 As células foram plaqueadas na densidade de 1x10
4
 células/poço em microplacas 

pretas de fundo chato e transparente com tampa de 96 poços e 24 h após o meio de cultura foi 

retirado e as células foram lavadas duas vezes com tampão fosfato salino 1x (PBS). Em 

seguida, adicionou-se AlPcS4, para verificar a eficácia da terapia fotodinâmica após a 

variação da densidade de energia assim, baseado em protocolos do grupo de pesquisa a 

concentração escolhida foi de 5 µM/mL, aplicou-se 200 μL da solução de AlPcS4 e se 

incubou por 1 h em estufa a uma temperatura de 37 ºC e 5 % CO2
 20,56

. Ao término deste 

período, a solução de AlPcS4 foi retirada, as células foram lavadas novamente duas vezes e 

finalmente irradiadas em PBS. 

 Assim foram divididos 6 grupos sendo eles: 0 J/cm
2
, células sem o fotossensibilizante 

e não irradiadas; TFD com 5 J/cm
2
; 10 J/cm

2
; 15 J/cm

2
; 20 J/cm

2 
e 25 J/cm

2
 de fluência. 

 Após a irradiação, descartou-se o PBS e se adicionou meio de cultura DMEM, 

retornando as células a estufa para serem incubadas a 37 ºC em atmosfera de 5 % CO2 durante 

24 horas para posterior avaliação da capacidade clonogênica.  

 Adotou-se como dose padrão para os testes posteriores a menor dose de energia a 

atingir uma redução populacional de 50% no ensaio colorimétrico com Cristal Violeta. 

 

4.2.4 Variação de Tempo de Incubação para Resposta da terapia  

  

 As células foram plaqueadas na densidade de 1x10
4
 células/poço em microplacas 

pretas de fundo chato e transparente com tampa de 96 poços, 24 h após o meio de cultura foi 

retirado e as células foram lavadas duas vezes com tampão fosfato salino 1x (PBS). 

 Em seguida variou-se o tempo de incubação em 1 e 24 Horas, utilizando placas 

diferentes, assim adicionou-se 200 μL da solução de AlPcS4 diluída em meio DMEM sem 

indicador Fenol na concentração resultante da avaliação dos espectros. Ao término deste 

período, a solução de AlPcS4 foi retirada, as células foram lavadas duas vezes com PBS e 

irradiadas utilizando a densidade de energia obtida no ensaio da curva de dose resposta de 

energia. Para avaliação do experimento utilizou-se do teste de capacidade clonogênica, Cristal 

Violeta. 
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 Utilizou-se como critério de seleção para o tempo de incubação, o grupo demostra 

maior viabilidade de aplicação clínica comparado a redução populacional demonstrado no 

ensaio de capacidade clonogênica. 

 

4.3 Caracterização dos Efeitos da Terapia in vitro 

  

 Para o estudo as células foram divididas em 5 Grupos;  

● Grupo Controle, células Hep-2 ausente de tratamento;  

● Grupo AlPcS4, células incubadas com 5 µM do fotossensibilizante AlPcS4 e 

incubadas na ausência de luz;  

● Grupo Luz, células expostas à irradiação de 5 J/cm² do dispositivo de LED - 

Biopdi/IRRAD-LED 660 nm; 

● Grupo TFD, células incubadas com 5 µM do fotossensibilizante AlPcS4 e expostas 

à irradiação de 5 J/cm² do dispositivo de LED - Biopdi/IRRAD-LED 660 nm; 

 Ao fim de cada experimento, o sobrenadante foi coletado e armazenado sob 

refrigeração (-20°C) com para posterior quantificação de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e 

IL-6), pelo teste imunoenzimático (ELISA). 

 

4.3.1 Capacidade Clonogênica - Cristal Violeta 

  

 Após os períodos de 24 e 48 horas de avaliação do tratamento As células foram 

lavadas com salina tamponada com fosfato (PBS - Gibco) a 37 ºC, para a remoção das células 

não aderidas, e incubadas com 100 µL da solução de Cristal violeta (2,5g Cristal Violeta; 

0,85g NaCl; 15,5 mL Etanol 95%; 28 mL H2O destilada; 16,5 mL Paraformaldeído) por três 

minutos em temperatura ambiente. Após o período de incubação as placas foram lavadas com 

água corrente para retirada do excesso do corante e as células foram incubadas com 200 µL da 

solução de eluição de Dodecil sulfato de sódio (SDS) durante 1h. Ao término do período de 

incubação efetuou-se a leitura no espectrofotômetro (SpectraCount Packard) com o 

comprimento de onda de 570 nm. 

 A coloração por violeta de metila reflete a perda da monocamada celular por meio da 

quantidade total de ácido nucléico, utilizando assim a Figura 4 é possível ilustrar as etapas de 

coloração e revelação do ensaio. Na Figura 4, quadro número 1 e 2 as células são expostas a 

solução corante de Cristal Violeta, no quadro 3 as mesmas passaram pelo tempo de exposição 
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e foram lavadas com uma solução tampão, assim restando apenas as células aderidas na placa 

e assim é adicionado um solvente orgânico para romper as células e solubilizar o cristal 

violeta, por fim no quadro 4 as célula foram lisadas e o corante agora está disponível em todo 

poço da placa de cultura  para ser analisado dentro do espectrofotômetro. Assim são 

quantificadas mudanças quando se compara os tratamentos ao grupo controle resultando na 

alteração no número de células aderidas 
59,60

. 

 

Figura 4 - Ilustração das Etapas de Coloração e Revelação do Ensaio de Coloração com Cristal 

Violeta. 

 
                               Fonte: Autor. 

 

4.3.2 Atividade Mitocondrial - MTT  

  

 Após os períodos de 24 e 48 horas de avaliação do tratamento as células foram lavadas 

com PBS a 37 ºC, para a retirada daquelas não aderidas, em seguida foram incubadas com 

100 µL da solução de MTT {brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difeniltetrazólio]} 

(Sigma®) por duas horas em temperatura ambiente. Após esse período a solução foi 

descartada e adicionou-se 200 µL de dimetilsulfóxido (DMSO), em seguida foi agitada em 

Incubadora Refrigerada de Bancada - Cientec a 100 rpm por 30 minutos, sendo todo o 

processo realizado ao abrigo da luz, pois as substâncias geradas são sensíveis a luz. Com o 

término do período de incubação, realizou-se a leitura no espectrofotômetro SpectraCount a 

λ=570 nm.  

 Esse método é constituído na avaliação da atividade mitocondrial, Ilustrado pela 

Figura 5, ele consiste na absorção do sal MTT {brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 

difeniltetrazólio]} pelas células representado na Figura 5, nos quadro 1 e 2, sendo convertido 

no interior da mitocôndria a um produto chamado formazan, representado no quadro 3, 

quando acumulada no citoplasma ela será extraída ao adicionar um solvente apropriado como 

ilustrado no quadro 4 
61

. 
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Figura 5 - Ilustração das Etapas de Metabolização e Revelação do Ensaio de MTT. 

 
Fonte: Autor. 

 

4.3.3 Atividade Lisossomal – Vermelho Neutro 

  

 Após os períodos de 24 e 48 horas de avaliação do tratamento, os grupos foram 

incubados com 200 µL corante vermelho neutro por um período de 2 horas a 37 ° C em 

atmosfera de 5% de CO2.  Em seguida, foi retirado o excesso de corante e incubadas com 200 

µl da solução de eluição e efetuada a leitura no espectrofotômetro (SpectraCount TM 

BS10001- Packard) com o comprimento de onda de 490 nm. 

 A Figura 6 ilustra as etapas de coloração e revelação do corante vermelho neutro, 

sendo os quadros 1 e 2 a exposição ao corante, quadro 3 a incorporação da células após a 

remoção do excesso dele através da lavagem com solução tampão e exposição ao solvente 

orgânico para lise da célula e solubilização do corante, por fim o 4 quadro que ilustra a 

exposição do corante que antes estava nas membranas e lisossomos para leitura no 

espectrofotômetro.  

 O vermelho neutro é um corante vital, solúvel em água e que passa através da 

membrana celular, concentrando-se nos lisossomos. As células vivas incorporam o vermelho 

neutro nos seus lisossomos e membranas, assim a perda de absorção em relação ao controle 

corresponde à perda de viabilidade celular 
62

. 

 

Figura 6 - Ilustração da Coloração e Revelação do ensaio Vermelho Neutro. 

 
Fonte: Autor. 
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4.3.4 Quantificação de Citocinas - Ensaio Imunoenzimático ELISA 

  

 Placas de microtitulação de 96 poços (Nunc) foram sensibilizadas com anticorpos de 

captura anti-TNF-α e anti-IL-6 de humanos (Kits R&D Systems, NE) mantidas overnight em 

temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20 

(PBS-T) e bloqueadas com soro albumina bovina (BSA, 0,1%) por 1 hora. Após as placas 

foram lavadas com PBS-T, seguido pela adição dos sobrenadantes da cultura de células (100 

µL por poço) e os padrões das citocinas com concentrações conhecidas (curva-padrão). Os 

testes foram realizados em duplicata. Após duas horas de contato com os sobrenadantes, as 

placas foram lavadas (PBS-T), após foram acrescentados os anticorpos de detecção anti-TNF-

α e anti-IL-6 marcados com biotina. Após 2 horas de incubação a reação foi revelada com 

solução contendo substrato cromogênico e peróxido de hidrogênio. A reação colorimétrica foi 

bloqueada, após 20 minutos, com ácido sulfúrico 2N. As densidades ópticas (DO) foram 

obtidas no leitor de microplacas (Biotek ELx 808) com comprimento de onda de 450 nm e 

analisados estatisticamente através do programa GraphPad Prism 5.0. 

 

4.3.5 Extração de RNA Total  

  

 A extração de RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol (Thermo Fisher 

Scientific, Gibco, Waltham, MA, EUA), assim o meio foi retirado da placa de 6 poços e se 

acrescentado 500 µl do reagente por poço adaptando o protocolo publicado por Chomczynski 

e Sacchi (1987) 
63

. A concentração de RNA foi determinada por espectrofotometria utilizando 

o NanoDrop Thermo TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham, MA, EUA) e a 

integridade das amostras extraídas foi analisada por meio de eletroforese em gel de agarose 

sob condições desnaturantes. As amostras foram utilizadas para a síntese de cDNA. 

 

4.3.5.1 Síntese de cDNA 

  

 Três amostras de RNA adquiridas em três experimentos distintos foram primeiramente 

tratadas com DNAse I (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) utilizando 1 µl de RNA e 1 µl 

de DNAse. A síntese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando os RNAs tratados com 

DNAse empregando o kit GoScript™ Reverse Transcriptase reverse (Promega, Madison, 

Wisconsin, EUA), de acordo com as instruções do fabricante.  
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 A concentração do cDNA foi estimada utilizando o protocolo estabelecido no 

laboratório avaliando a quantidade de entrada de RNA na reação e estimando a quantidade de 

cDNA que formada ao término dela, estes serão diluídos para 12 ng/µL para utilização nos 

experimentos de RT-qPCR ( reação da transcriptase reversa, seguida de reação em cadeia da 

polimerase em tempo real). 

 

4.3.5.2 RT-qPCR para Avaliação da Expressão Gênica  

  

 A análise da expressão dos genes estudados neste trabalho foi realizada por meio da 

técnica de RT-qPCR e da metodologia Syber Green, utilizando o equipamento StepOnePlus 

Real Time System (Applied Biosystems). Três amostras de RNA provenientes de 

experimentos independentes foram utilizadas para cada um dos pontos analisados e as reações 

realizadas em duplicata. Oligonucleotídeos iniciadores específicos desenhados, representados 

na Tabele 1, tiveram sua especificidade confirmada por meio de buscas no genoma de 

Humano utilizando a ferramenta Blast e por meio da análise da curva de dissociação de cada 

um dos oligonucleotídeos utilizados. 

 Os experimentos de RT-qPCR foram realizados utilizando o kit GoTaq® qPCR 

Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), usando 5 ng de cDNA e 2 µL de cada 

oligonucleotídeos iniciador, em reações de 12,5 µL. O ciclo da PCR consistiu em 95 °C por 

10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min. A curva de dissociação foi 

gerada ao final de cada corrida para verificação da especificidade dos oligonucleotídeos 

utilizados. Todos os procedimentos e metodologias adotadas para a realização de RT-qPCR 

foram baseados em estudos prévios 
64,65

.  

 

Tabela 1 - Genes Avaliados e seus Primers                    (continua...) 

Genes Primers 

HSP27 
F 5’- GAT GTC AAC CAC TTC GCC CC-3’ 

R 5’- AGA TGT AGC CAT GCT CCT-3’ 

HSP70 
F 5’- TTG TGC AGT TGC CTA CAG GA-3’ 

R 5’- GCA GTC ACT TGC TCA GTG GT-3’ 
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Tabela 1 - Genes Avaliados e seus Primers                    (conclusão) 

GRP78 
F 5’- CAA GCA ACC AAA GAC GCT GG-3’ 

R 5’- CTG CCG TAG GCT CGT TGA T-3’ 

HSP90 
F 5’- GAT GAG CAG TAC GCT TGG GA-3’ 

R 5’- TCC ACG ACC CAT AGG TTC AC-3’ 

BGN 
F 5’- ATCCCCAAAGACCTCCCTGA-3’ 

R 5’- CCAGTTCGATGGCCTGGATT-3’ 

DCN 
F 5’- TCAAGTGACTTCTGCCCACC-3’ 

R 5’- GAGCGCACGTAGACACATCT-3’ 

SOD2 
F 5’- CTGCTTGTCCAAATCAGG-3’ 

R 5’- GTGCTCCCACACATCAAT-3’ 

Fonte: Autor. 

 

 

4.4 Análises Estatísticas 

  

 Para a realização das análises estatísticas dos testes foram realizados em triplicatas 

com o menor número de amostral sendo 3, assim a média das repetições foram utilizadas para 

as comparações estatísticas. 

 A significância estatística dos demais testes foi determinada utilizando os testes de 

ANOVA one way e two way, confirmados pelo teste de Tukey com a significância admitida 

de P < 0,05. 

  Para a realização das análises estatísticas e plotagem dos gráficos foi utilizado o 

software GraphPad Prism 6® (GraphPad Inc., La Jolla, CA). As representações gráficas dos 

resultados possuem em destaque os grupos que resultam em significância estatística quando 

comparados ao grupo Controle, Tabela 3 ilustra as legendas presentes nas representações 

gráficas. 

Tabela 2 - Referência dos intervalos de valores estatísticos representados nos Gráficos. 

P Valor Relevância Estatística Representação 

< 0,0001  Extrema Significância **** 

0.0001 a 0.001 Extrema Significância *** 

0.001 a 0.01 Grande Significância ** 

0.01 a 0.05 Significância * 

Fonte: Adaptado do Graphpad 
66

.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Curva de calibração da AlPcS4 e análise do espectro de absorção Uv/Visível 

 

 A curva de calibração da Alumínio Ftalocianina Tetrasulfonada (AlPcS4) está 

representada pelo espectro de absorbância das amostras fracionadas na Figura 7, onde é 

possível notar a formação da banda de Soret na região de 350 nm e a banda Q com o pico 

mais intenso em 676 nm, banda que atribui característica as Ftalocianinas (673 ±5 nm). 

Comparando as concentrações entre si de forma qualitativa é possível notar graficamente uma 

proporcionalidade gerada pelo aumento da concentração do fotossensibilizante, também é 

importante notar que a AlPcS4 possui em seu espectro uma característica favorável de 

absorção dentro da janela óptica de 600 a 800 nm favorecendo maior penetração da luz e 

facilidade de ativação do fármaco em terapias 
33

. 

 

Figura 7 - Diluição da Alumino Ftalocianina Tetrasulfonada (AlPcS4). 

 
Fonte: Autor. 

 

 Como forma de controle da diluição efetuou-se o cálculo de calibração utilizando a 

absorção obtida através da análise do pico de 676 nm em conjunto com a concentração do 
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composto expressa no mesmo, resultando assim em uma equação da reta expressa na Figura 

8, com um coeficiente de determinação de 99,98% de confiabilidade. 

 

Figura 8 - Calibração Expressa Graficamente Através da Equação da Reta. 

 
Fonte: Autor. 

 

 Ao analisarmos as Figuras 7 e 8 é possível notar que a diluição do fotossensibilizante 

AlPcS4, atinge sua concentração máxima de leitura no equipamento próximo a 5 µM tal 

concentração já era adotada em estudos anteriores como de Moraes et al. (2019), 

apresentando eficácia na destruição da linhagem celular HEp-2, causando danos em seu 

material genético impossibilitando sua sobrevida 
20

. 

 Assim ao escolher um fotossensibilizante é de interesse saber seu coeficiente de 

diluição nos meios de trabalhos, possibilitando assim um provável aumento de 

disponibilidade do fotossensibilizante nas células. Uma vez que aglomerados de moléculas 

levam a perda da propriedade fotodinâmica por modificarem as bandas de absorção do 

fotossensibilizante 
57,67

.  
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5.2 Análise do Espectro de Absorção e Emissão do Fotossensibilizante e Cálculo do 

Rendimento Quântico de Fluorescência 

  

 A Figura 9 apresenta de forma gráfica os espectros de absorção e emissão do 

fotossensibilizante AlPcS4 diluído em PBS. No espectro de absorção a banda Q sofre com 

uma variação alterando seu pico mais intenso para 680 nm. O espectro de Emissão foi 

adquirido utilizando o comprimento de onda de 660 nm para simular o mesmo comprimento 

do equipamento usado para irradiação e ativação do fotossensibilizante, emitindo com maior 

intensidade em 685 nm. 

 

Figura 9 - Espectros de Absorção e Emissão da Alumínio Ftalocianina Tetrasulfonada. 

 
Fonte: Autor. 

 

 Para efetuar o cálculo de rendimento quântico de fluorescência foi necessário adquirir 

os espectros de absorção e emissão do fotossensibilizante Zinco Ftalocianina (ZnPc) diluído 

em Dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração de 2 µM L
-1

, Figura 10. Assim o espectro de 

absorção da ZnPc demonstra sua banda Q de maior intensidade em 670 nm e quando excitado 

no comprimento de onda de 660 nm, sua emissão ocorre com um pico de maior intensidade 

em 679 nm.  

 De forma prévia ao cálculo de rendimento quântico de fluorescência, dividiu-se a 

fluorescência do pico de maior intensidade dos espectros de emissão dos fotossensibilizante 

pelo número de moléculas do fotossensibilizante, obtendo assim um número aproximado de 

fluorescência por molécula de fotossensibilizante, sendo de 8,26x10
-22 

Unidades 

Arbitrarias/Moléculas de AlPcS4 e 2,76x10
-21 

Unidades Arbitrárias/Moléculas de ZnPc. Tais 

valores dimensionam a diferença de fluorescência de cada tipo de ftalocianina, assim quando 
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comparamos a fluorescência da molécula de AlPcS4 e com molécula de referência ZnPc, fica 

evidente que a molécula de AlPcS4 excitada no comprimento de onda de 660 nm possui sua 

fluorescência menor em 30% que a molécula de ZnPc. 

 A fluorescência é uma das formas de perda da energia adquirida pelo 

fotossensibilizante durante sua fase de excitação, assim moléculas muito fluorescentes tendem 

a serem ineficientes na terapia fotodinâmica devido à baixa probabilidade de gerar espécies 

reativas decorrentes das reações de transferência de energia, uma das formas de mensurar a 

eficiência de uma molécula como fotossensibilizante é o cálculo de rendimento quântico de 

fluorescência.  

 

Figura 10 - Espectros de Absorção e Emissão da Zinco Ftalocianina. 

 
Fonte: Autor. 

 

 Assim o rendimento quântico é uma medida acessível e de execução simples que 

possibilita prever a eficiência do fotossensibilizante, uma vez que um alto rendimento 

quântico de fluorescência indica um composto ideal para utilização como marcador 

fluorescente e um composto com baixo rendimento quântico de fluorescência permite inferir a 

possibilidade de uma alta taxa de formação de espécies reativas, favorecendo o uso do 

composto como fotossensibilizante. 

 Para o cálculo do rendimento quântico de fluorescência, adotou-se a Equação (1), 

descrita por Crosby e Demas, (1971), assim utilizando a zinco ftalocianina como 

fotossensibilizante padrão para comparação admitiu-se seu rendimento quântico de 

fluorescência, quando dissolvida em DMSO, como ∅𝑓𝑍𝑛𝑃𝑐 = 0,20 descrito por Ogunsipe et 

al.  (2004) e Gümrükçü et al. (2014) 
36,68,69

. 
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 Assim ao final do cálculo o rendimento quântico de fluorescência obteve-se o valor de 

∅𝑓𝐴𝑙𝑃𝑐𝑆4 = 0,28, rendimento compatível com os trabalhos que utilizam derivados de 

ftalocianinas, tal resultado descreve uma faixa de  produção de fluorescência baixo resultando 

em si um possivelmente elevado de rendimento na produção de oxigênio singleto 
29,35

. 

 É importante ressaltar que o solvente afeta significativamente o processo de excitação 

e emissão dos fótons da amostra, pois devido à polaridade e a relação das cargas elétricas 

entre soluto e solvente pode ocorrer agregação e perda do espectro característico, diminuindo 

assim o rendimento quântico de fluorescência e de produção de espécies reativas do 

fotossensibilizador. 

 

5.3 Padronização da Técnica 

 

5.3.1 Curva de Resposta a Densidade de Energia Empregue na Irradiação  

 

 Com base nos testes anteriores e nos estudos de nosso grupo de pesquisa citados na 

metodologia, definiu-se a dose de 5 µM L
-1

, visando possibilitar a melhor biodisponibilidade 

utilizando o fotossensibilizante AlPcS4. Desta forma seguindo os protocolos estabelecidos no 

artigo de Moraes et al (2019) para o tempo de incubação do fotossensibilizante, otimizou-se a 

densidade de energia ativadora do fotossensibilizante para melhor aplicação da terapia, 

utilizando como critério de avaliação a menor dose de energia capaz de diminuir a densidade 

populacional abaixo de 50% através do ensaio de coloração por cristal violeta 
20,70–72

.  

 Assim a curva de resposta a densidade de energia variada, Figura 11, demonstra 

diferença significativa em todas as dosagens aplicadas quando comparado ao grupo controle, 

P<0,001, obtendo um percentual mínimo de morte de 50% em todos os grupos irradiados. 

Quando comparamos as densidades de energias entre si, não é possível obter significância nos 

testes estatísticos desmontando assim indiferença na variação de energia utilizando a 

concentração de 5 µM L
-1 

de AlPcS4. 

 Tal resposta sugere que a partir da dosagem de 5 J/cm², o aumento da densidade de 

energia não aumenta a eficiência da técnica causando o mesmo potencial de morte celular, 

ainda se pode inferir que o aumento da densidade energia total entregue a placa apenas 

variando o tempo de exposição, pode levar a um princípio de aquecimento dos componentes 

da placa de cultura, contudo devido a densidade de energia e o comprimento de onda 
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utilizando, acredita-se que não existiu interferência do fator aquecimento devido a taxa de 

morte manter-se constante. 

 É importante ressaltar que estudos diversos utilizando a ftalocianinas de forma geral, 

não houve preocupação em avaliar se a fonte de energia era eficaz para a ativação do 

fotossensibilizante ou a dose mínima de energia ativadora a ser utilizada ou exibir a curva 

teste de densidade de energia ativadora, ponto que corrobora para a ineficácia de alguns 

tratamentos e possivelmente a geração de clones resistentes a terapia fotodinâmica como nos 

estudos de Singh et al. (2001), onde compara a eficácia dos fotossensibilizantes Azul de 

Metileno, Porfirin e AlPcS4, sugerindo a formação de clones resistentes após 

aproximadamente 8 ciclos de aplicação da terapia nas células 
14

. Contudo utilizando de luz 

branca com filtro vermelho de 525 – 700 nm e com a energia máxima de ativação de 0,81 

J/cm² aproximadamente 6 vezes menor que a menor densidade de energia escolhida para este 

trabalho. Desta forma é evidente que o estudo da variação da densidade de energia é 

importante para um tratamento eficaz utilizando a TFD. 

 Então adotou-se a densidade de energia de 5 J/cm² para realização dos demais testes 

sugeridos, uma vez que se demonstrou a menor densidade capaz de ativar a atividade 

fotodinâmica de forma eficiente para utilização em protocolos de estudo. 

 

Figura 11 - Ensaio Clonogênico com Dosagem Seriada de Energia. 

 
Fonte: Autor. 
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5.3.2 Variação de tempo de incubação para resposta da terapia 

 

 Com a densidade de energia de 5 J/cm² definida, executou-se o ensaio para avaliar a 

resposta ao tempo de incubação do fotossensibilizante utilizando apenas dois tempos, 1 hora 

de exposição ao fotossensibilizante e 24 horas de exposição ao mesmo, para isso se utilizou 

com solução para diluição do fotossensibilizante o meio de cultura DMEM sem indicador 

fenol e não suplementado com soro fetal bovino, evitando assim a possibilidade da interação 

da albumina com o fotossensibilizante a possível inativação deste. 

 Para avaliação da comparação utilizou-se o ensaio de coloração de cristal violeta para 

estimar a densidade populacional após a TFD em ambos os tempos de incubação. Assim após 

a análise dos dados demonstrados na Figura 12, ambos os períodos de incubação, 1 e 24 

Horas, demonstraram diferença estatística quando comparados ao grupo controle, P<0,0001. 

 Quando comparados entre si também apresentam significância estatística, P<0,0001, 

demonstrando que em 24 Horas existe um acúmulo de AlPcS4 que resulta em uma diminuição 

populacional de 34% superior ao período de 1 Hora. 

 O tempo de incubação dos fotossensibilizantes demonstra a eficiência de 

bioacumulação destes e a capacidade da célula de metaboliza-los. Durante o processo descrito 

pela Figura 1, nos passos 1 e 2, a internalização do fotossensibilizante pela célula ocorre de 

forma cíclica e contínua uma vez que exista presença de fotossensibilizante em meio 

extracelular e o tempo de degradação deste através da metabolização ou expulsão para o meio 

extracelular varia de célula a célula. Desta forma longos períodos de incubação com o 

fotossensibilizantes pode ser benéficas ao tratamento aumentando sua eficiência a terapia, 

contudo tal afirmação só se torna real uma vez que exista fotossensibilizante o suficiente em 

meio extracelular para que ocorra continuamente sua entrada no interior da célula, levando ao 

platô e a constante de uma curva de saturação 
73,74

. 

 Wieder et al. (2006), em seus estudos avaliou a eficiência da terapia após uma 

variação do tempo utilizando nanossondas com fotossensibilizante e concluiu que em seu 

maior tempo de incubação, de 6 Horas, ocorreu maior redução na densidade populacional 

celular 
73

. Já Castilho (2017), efetuou ensaios semelhantes, contudo com o intuito de observar 

a incorporação de nanossondas conjugadas com um fotossensibilizante em uma variação de 

tempo crescente, assim notou que mesmo variando as concentrações quando maior o tempo 

mais nanopartículas conjugadas estavam no interior da célula 
74

. 
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 Para a escolha do tempo de incubação ideal para aplicação nos experimentos 

considerou-se uma rotina de aplicação clínica, assim a adoção do tempo de incubação de 24 

horas só seria viável se a diferença entre o tempo de 1 hora fosse maior que 61% diminuindo 

a população para abaixo de 10% de células viáveis. Assim adotou-se o período de incubação 

de 1 hora devido a sua praticidade na execução da metodologia e a resposta TFD tão eficiente 

quanto ao período de incubação de 24 horas. 

 

Figura 12 - Ensaio Clonogênico com Variação do Tempo de Incubação do Fotossensibilizante. 

 
Fonte: Autor. 

  

5.4 Caracterização dos efeitos da terapia In Vitro 

 

  Após definir a concentração de fotossensibilizante, o tempo de incubação do 

fotossensibilizante e a densidade de energia a ser utilizada, se deu início aos testes biológicos 

afim de caracterizar a ação da TFD quando comparada aos seus Grupos controles internos. 
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5.4.1 Capacidade Clonogênica - Cristal Violeta  

 

 Ao avaliar os dados obtidos com o ensaio de coloração com Cristal Violeta 

evidenciados graficamente na Figura 13, fica evidente que o grupo TFD destaca-se dos 

demais grupos obtendo uma significância nos testes estatísticos quando comparado ao grupo 

controle e aos demais grupos com P<0,001, em ambos os períodos de avaliação de 24 e 48 

Horas após TFD. 

 Costa (2008), ao avaliar o potencial metastático de células HEp-2 após terapia 

fotodinâmica verificou o mesmo comportamento uma vez que o grupo TFD, utilizando 

AlPcS4, causou redução da viabilidade celular em 50% dentro de 24 horas após o tratamento 

71
. Moraes et al. (2019) também verificou o mesmo comportamento de redução da população 

viável das células HEp-2 após a TFD, seguido pela fragmentação do material genético 

sugerindo um dano que inviabilizaria as demais gerações de células que se sucederam, 

comportamento similar a densidade populacional de células em 48 horas que é inferior ao 

período de 24 horas 
20

. 

 Nos estudos de Casas et al (2015), que remetem a resistência a TFD, é sugerido que 

são necessárias várias sessões de aplicação da terapia em células cancerígenas para que ocorra 

o desenvolvimento de clones resistentes 
11

. Contudo com os dados obtidos somados a estudos 

como os de Costa (2008) e Moraes et al. (2019), sugere-se que a curva de viabilidade celular 

tende a decrescer com o tempo, levando a inviabilidade total do grupo TFD após alguns ciclos 

celulares 
20,71,20

. 
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Figura 13 - Avaliação da Capacidade Clonogênica após Terapia Fotodinâmica. 

 
Fonte: Autor. 

 

5.4.2 Avaliação da Atividade Mitocôndria – MTT 

 

 Um dos marcadores de viabilidade celular é a atividade mitocondrial, vide os 

protocolos descritos por Mosmam (1983), tal ensaio é um indicador do metabolismo celular, 

uma vez que seu princípio ocorre com a conversão do sal de MTT em cristais de formazan no 

interior da mitocôndria 
61

. Organela que sofre com o mecanismo fotodinâmico uma vez que a 

presença de espécies reativas é maior nas membranas mitocôndrias devido a sua estrutura 

promotora de reações bioquímicas oxidativas.  

 Segundo Tedesco et al. (2004) em seus estudos utilizando marcadores mitocondriais é 

possível notar uma hiperpolarização da membrana mitocondrial após 24 horas da ação da 

TFD utilizando AlPcS4 e 48 horas uma despolarização completa seguida de fragmentação das 

membranas, o que pode ser caracterizado como dano mitocondrial causada pela ação das 

espécies reativas de forma local 
70

. 

 Desta forma ao analisarmos os resultados demonstrados graficamente na Figura 14, é 

possível notar a diminuição da atividade mitocondrial no grupo TFD em ambos os períodos 
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pós tratamento. Tal diminuição possui significância estatística, P<0,0001, quando comparada 

aos demais grupos de controle da Terapia, Controle; Luz; AlPcS4.  

 Ao compararmos com os resultados do ensaio de Coloração com Cristal Violeta é 

possível notar semelhanças, uma vez que o Grupo TFD em ambos os testes sofreu uma 

redução significativa comparado aos demais, evidenciando assim uma baixa populacional 

comprovada por uma baixa na atividade mitocondrial/ metabólica demonstrada no ensaio de 

MTT. 

 Em estudos prévios publicados por Moraes et al. (2019), após a TFD em células HEp-

2 os ensaios de MTT demonstram a queda de mais de 80% da atividade mitocondrial quando 

comparados ao grupo controle nos mesmos períodos de avaliação de 24 e 48 horas após a 

aplicação da terapia 
20

. Corroborando assim para hipótese de inviabilidade da criação de 

clones resistentes a terapia uma vez que os danos às células quantificadas por ambos os 

métodos tendem a se estender por alguns ciclos celulares. 

Figura 14 - Avaliação da Atividade Mitocondrial após a Terapia Fotodinâmica. 

 
Fonte: Autor. 

 

5.4.3 Atividade Lisossomal – Vermelho Neutro  

 

 O ensaio de coloração com Vermelho Neutro quantifica o acúmulo do corante em 

membranas ácidas, principalmente em organelas como lisossomos, tal teste pode ser 
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considerado como um ensaio de viabilidade celular indireta 
75

. Assim ao analisarmos os dados 

ilustrados graficamente pela Figura 15, é possível notar que o Grupo TFD se destaca dos 

demais apenas no período de 24 horas de avaliação após a terapia, demonstrando uma 

significância estatística quando comparado ao grupo controle com P<0,0001. No período de 

48 horas existe um aumento em sua quantificação e todos os grupos equiparam-se ao grupo 

controle não ocorrendo significância estatística no período de 48 horas quando comparamos 

os grupos entre si e com o controle.  

 

Figura 15 - Avaliação da Atividade Lisossomal após a Terapia Fotodinâmica 

 
Fonte: Autor. 

 

 Tal variação entre os períodos pode ser relacionada ao processo de morte celular 

envolvido no período avaliado, segundo Moraes et al. (2019), 48 Horas após a TFD o ensaio 

de morte celular indica que existe um aumento no número de células em apoptose quando 

comparado ao período de 24 Horas de avaliação, o processo de apoptose envolve a criação de 

vesículas ácidas para digestão das organelas e material genético, o aumento destas vesículas 

resultado da fusão de lisossomos e endossomos com membranas e organelas pode ter levado o 

aumento da quantificação em 48 horas 
20,76

. Já o período de 24 horas ainda é marcado por 

células em necrose remanescentes do momento inicial da TFD que são perdidas durante os 

processos de lavagens incluídos no protocolo assim diminuindo a quantificação. 
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 Desta forma a compararmos os testes colorimétricos é possível notar a degradação 

celular ocorrendo após a aplicação da TFD, sugerindo danos a célula cancerígena de caráter 

irreversível, possivelmente inviabilizando seus ciclos celulares seguintes a exposição ao 

tratamento como sugerido com a redução da densidade populacional, diminuição da atividade 

mitocondrial e variação da atividade lisossomal. Contudo é importante realçar que tais 

resultados só sugerem isso devido a adoção dos critérios anteriores para escolha de 

concentração do fotossensibilizante, tempo de incubação e densidade de energia, parâmetros 

que não são abordados como possíveis variáveis responsáveis pelo surgimento de células 

resistentes a terapia nos trabalhos de Casas et al (2015), Kim et al (2013) e Olsen et al  (2017) 

entre outros 
11,77,78

. 

 

5.4.4 Quantificação de Citocinas - Ensaio Imunoenzimático ELISA  

 

 O ensaio imunoenzimático foi executado para verificar o ambiente  tumoral criado 

pela linhagem HEp-2, e como se altera após a TFD sendo monitorado pelos períodos de 24 e 

48 horas, desta forma avaliou-se a Interleucina 6 (IL-6) e o Fator de Necrose Tumoral, devido 

a alterações que foram apresentadas por estas citocinas na literatura 
46–50

.  

 A Interleucina- 6 é uma citocina pro-inflamatória, envolvida na resposta imunológica, 

atuante na proliferação celular, diferenciação e apoptose 
51,52

. Sua secreção é importante para 

ativação dos linfócitos e aumento da produção de anticorpos contra determinado antígeno 

quando em contato com macrófagos 
79

. Assim ao analisar os níveis de IL-6 utilizando a 

Figura 16, o Grupo TFD após ambos os períodos de avaliação pós terapia, demonstrou 

significância estatística quando comparado aos demais grupos com seu valor variando entre 

P<0,054 a P<0,0001 nas comparações.  

 Segundo estudos de Gollnick et al. (2003), existe uma diminuição na expressão de IL-

6 em células tumorais de mama EMT6, hipótese que indica perda de função na produção de 

proteínas pós TFD. Wong et al. (2003) também relata que existe perda da função de 

receptores de várias células tratadas com TFD, por exemplo; carcinoma hipofaringeana, 

adenocarcinoma cervical, carcinoma hepatocelular, culturas primárias de fibroblastos de 

pulmão humano e células epiteliais, demonstrando indiferença no tipo celular para a resposta 

80,81
. 
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Figura 16 - Quantificação da Citocina IL-6. 

 
Fonte: Autor. 

 

 Também foi dosado o Fator de Necrose Tumoral alfa( TNF-α), uma citocina pró-

inflamatória que tem como função o envolvimento em diversas condições inflamatórias, 

infecciosas, autoimunes e malignas, expresso principalmente em macrófagos e linfócitos 

ativados a fim de conferir imunidade ao hospedeiro 
82,83

. Quando secretado por macrófagos 

desempenham a função de ativar o endotélio vascular e aumentar a permeabilidade dos vasos, 

aumentar a produção de imunoglobulinas entre outros efeitos locais e sistêmicos 
84

. 

 Após a avaliação estatística da dosagem do TNF-α liberado pela célula HEp-2 

ilustrado na Figura 17, em ambos os períodos de avaliação pós-tratamento, não foi possível 

notar diferenças estatísticas quando comparamos o Grupo TFD aos demais grupos. Segundo 

Silva (2014), após a avaliação de camundongos submetidos a TFD utilizando o 

fotossensibilizante Azul de Metileno, os níveis de quantificação de TNF-α eram reduzidos 

comparado aos demais grupos, contudo Wang et al. (2013), relata em seus estudos aumento 

da produção de TNF-α após o tratamento de camundongos com carcinoma espinocelular 

cutâneo induzidos por UvB utilizando TFD 
46,47

.  

 Assim sugere se que para que ocorra alteração na secreção de TNF-α, é necessário 

componentes mais complexos existentes apenas em testes in vivo ou simulações através de co 
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culturas, aprimorando assim o ambiente tumoral, acarretando uma resposta próximo à 

realidade fisiológica.  

 

Figura 17 - Quantificação de TNF α 

 
Fonte: Autor. 

 

 A avaliação do ambiente tumoral utilizando apenas as citocinas TNF-α, não foi o 

suficiente para identificar alterações chaves responsáveis pelo controle das células tumorais 

pôs TFD, uma vez que a quantificação de TNF-α é inconclusiva  utilizando a metodologia 

adotada e a  diminuição da secreção de Il-6 não pode ser atribuída a um fator específico 

resultante da TFD e sim a possíveis vários fatores, como dano genético que pode levar a 

degradação dos receptores de citocinas ou aos RNAs mensageiros que codificam a produção 

de tais citocinas, tornado necessários mais testes acerca do assunto para melhores conclusões 

futuras. 

 

5.4.5 RT-qPCR para Expressão Gênica dos Mecanismos de Resistência a TFD 

 

 A fim de validar as afirmações sobre os mecanismos de resistências a TFD descritos 

por Casas et al. (2015) como; alteração na expressão das glicoproteínas, alteração na 

sinalização gênica e interpretação de vias metabólicas, interrupção dos processos de apoptose 
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e autofagia, aumento da expressão de proteínas de choque térmico (HSP’s) e mudança na 

formação do citoesqueleto e expressão das proteínas de adesão 
11

. Efetuou-se a quantificação 

gênica através da técnica de RT-qPCR o qual possibilita quantificar a expressão do RNA 

formador das proteínas de estudo, viabilizando identificar a ação da TFD sobre tais proteínas 

após 24 horas do tratamento. 

 Assim se avaliou as proteínas de choque térmico que mediam vias de sinalização e 

autofagia/apoptose, sendo elas conhecidas como HSP27, HSP 70, GRP78 e HSP90, todas 

estão representadas na Tabela 3, classificadas com suas famílias, nomes, função e localização 

celular segundo a literatura 
39,42,85–91

. 

 

Tabela 3 - HSP's divididas por Família, Função e Localização Celular. 

Famílias Principais 

proteínas 

Função Localização nas 

células 

Smalls HSP HSP27/ 

HSPB1 

HSP 27 - participa da inibição da 

via apoptótica nas células 

Membrana 

Plasmática e 

Citoplasma  

HSP70 HSP70/ 

HSPA4 

HSPA4 -Inibição de ativação da 

via do apoptose 

Nucleoplasma, 

Vesículas e 

Citoplasmas 

HSP70 HSP90/ 

HSP90AA1 

HSP90AA1- Proteína mediadora 

da autofagia e parte da via se 

sinalização para fagocitose. 

Citoplasma 

HSP70 GRP78/ 

HSPA5 

HSPA5 - Proteína mediadora de 

respostas a moléculas exógenas a 

célula. 

Citoplasma 

Fonte: Autor. 

 

 Desta forma ao analisarmos os dados obtidos utilizando a RT-qPCR, ilustrado 

graficamente pela Figura 18, é possível notar que a expressão gênica do Grupo TFD em todos 

os genes avaliados teve significância estatística quando comparado aos demais grupos com 

um valor médio de P<0,012. 

 Kim et al. (2013), sugeriu que baixa expressão de HSP27 está ligada a resistência das 

células a TFD, uma vez que silenciado o gene da HSP27, ocorreu uma regulação na expressão 

dos genes Bax e Bcl-2, conferindo uma maior sobrevida a célula 
73

. Rodríguez et al.  (2016), 
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relata que a presença da HSP27 em diversos estudos induz a resistência a apoptose através da 

ativação de vias de autofagia 
77

. 

 Tal resultado contrapõe o princípio de aumento da expressão gênica pós TFD, 

defendido por Casas et al. (2015), uma vez que em todos os genes avaliados o Grupo TFD 

obteve uma expressão abaixo do controle e dos demais grupo, mesmo a expressão do gene 

HSP27 sendo superior aos outros Grupos TFD’s, não sugere uma resistência a terapia devido 

sua ação na inibição da via da apoptose 
92

. 

 Fato que é comprovado avaliando o comportamento das células nos testes 

colorimétricos, uma vez que em 48 horas não existe aumento populacional e nem na atividade 

mitocondrial como ilustrados pelas Figuras 13 e 14 , além disso existe o aumento da atividade 

lisossomal possivelmente devido a eventos apoptóticos no período de 48 horas como sugere o 

ensaio de coloração de vermelho neutro, Figura 15, e o ensaio de apoptose de Moraes et al. 

(2019) 
20,76

. 

 

Figura 18 - Expressão Gênica das HSP’s após Terapia Fotodinâmica. 

 

Fonte: Autor. 

 

  Já estudos de Xue et al. (1995), quando utilizando a TFD com o fotossensibilizante 

AlPc em células de ovário de hamster (V9), ocorreu a redução da expressão do gene HSP70, 

em contrapartida notou um aumento na expressão do gene GRP78 atribuindo a produção 
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dessa proteína a regulação da homeostase de cálcio no interior da célula após a TFD 
93

. Já 

Gomer et al. (1996), descreve em seus estudos utilizando Clorinas, que após a TFD existe um 

aumento da produção de HSP70 
94

.  

 Quanto a produção de HSP 90, Ferrario e Gommer (2010) descrevem que sua presença 

em células tratada com TFD, mediam sua recuperação sendo uma possível barreira a TFD 

quando super expressa como resultado da TFD, contudo em nossos estudo notamos que no 

grupo TFD no gene HSP90 ocorre uma queda significativa na expressão possivelmente 

inviabilizando a resposta a positiva para a sobrevivência tumoral 
95

. 

 Tais resultados observados na literatura podem ser justificados possivelmente devido a 

linhagem celular utilizada diferir dos estudos citados, não exista um padrão de regulação 

genica baseado no aumento da expressão de HSP’s que se conecte diretamente ao mecanismo 

de resistência uma vez que cada estudo da literatura sugere um comportamento diferente a 

cada linhagem celular, utilizando parâmetros de densidade de energia e fotossensibilizantes 

diversos.  

 Casas et al. (2015) descreve a alteração na expressão das glicoproteínas e mudança na 

formação do citoesqueleto e expressão das proteínas de adesão como fatores que possibilitam 

a resistência a TFD, devido sua intenção com a internalização do fotossensibilizante, assim 

após sucessivas aplicações da TFD a alteração no padrão de expressão dessas glicoproteínas e 

sua apresentação no citoplasma, retículo e membrana tornasse um dos obstáculos para o 

acúmulo do fotossensibilizante no interior da célula.  

 Desta forma a avaliação da expressão das glicoproteínas Biglycan e Decorin pode 

sugerir ações que ocorrem após a TFD relacionados a adesão celular, internalização dos 

fotossensibilizante e alterações no citoesqueleto das células HEp-2. Uma vez que ambos estão 

relacionados a constituintes importantes da matriz extracelular (MEC) e desempenham um 

papel importante no desenvolvimento tumoral, pois modificações estruturais na composição 

do MEC favorecem o deslocamento e migração das células tumorais. 

 O Decorin é uma glicoproteína rica em leucina, envolvida em inúmeros processos 

metabólicos referentes a adesão celular, sua principal função descrita na literatura está na 

regulação da fibrilogênese dos colágenos tipo I, II e VI, já a glicoproteína Biglycan faz parte 

do sistema imunológico inato segundo Schaefer et al. (2005) e participa ativamente como 

regulador da osteogênese e integridade muscular segundo Berendsen et al. (2011) e Moreth et 

al (2012), entre outros autores, ainda segundo Amenta et al (2012) a molécula de Biglycan 

desempenha papel na estabilidade sináptica 
96–102

. 
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 Assim ao analisarmos o Gráfico da Figura 19, em ambos os genes Biglycan e Decorin 

o grupo TFD apresenta expressão quase nula, demonstrando significância estatística quando 

comparado aos demais grupos com P<0,0001. 

 Há também a expressão do gene Superóxido Desmutase 2 (SOD2), gene que codifica a 

enzima Superóxido Desmutase 2, responsável por atuar principalmente na mitocôndria 

controlando a produção de espécies reativas. O grupo TFD quando quantificado não 

demonstrou significância estatística, após o tratamento, fato ocorrido devido ao aumento da 

expressão após a TFD compensando assim a diminuição da densidade populacional 

quantificada pelo ensaio de coloração por cristal violeta. 

  Segundo Kimáková et al. (2017), o aumento da expressão de SOD2 ocorre em células 

de câncer de mama (MCF7) após a TFD, como resposta ao tratamento incrementando assim 

um mecanismo de sobrevivência as células 
103

. Contudo se comparar o presente estudo ao de 

Kimáková et al. (2017), sugere-se que o aumento da expressão de SOD2 no grupo TFD é um 

esforço da células remanescentes para neutralizar a produção de espécies reativas decorrente 

dos danos gerados pela TFD, associando a estudo anteriores de Moraes et al. (2019), as 

células após a TFD possuem organelas e estruturas importantes comprometidas devido a 

aleatoriedade do dano causado pelas espécies reativas dentro dela 
20,103

. 

 Entende-se também que os mecanismos de resistência defendido por Casas et al. 

(2015) e outros autores, ocorre devido a aplicação da TFD sem otimizar os parâmetros da 

terapia tornando assim os danos celulares pequenos quando comparados ao presente estudo. 

Ainda sim compreende-se que a variação entre linhagens celulares de estudo pode acarretar 

uma diferença nos resultados sendo necessário fotossensibilizantes mais modernos ou doses 

de energia ativadoras maiores decorrente da biodisponibilidade na célula de estudo. 
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Figura 19 - Expressão Gênica das Glicoproteínas e da enzima Superóxido Desmutase 2 após Terapia 

Fotodinâmica. 

 
Fonte: Autor. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 Após a conclusão das três etapas do experimento, entende-se que para justificar a 

utilização de um fotossensibilizante é necessário conhecer seus espectros de absorção e 

emissão uma vez que eles possibilitam delinear o tipo de equipamento e o comprimento de 

onda para ativação do fotossensibilizante. Além dos espectros de absorção e emissão do 

fotossensibilizante é necessário saber sobre sua eficiência na produção de espécies reativas 

assim o cálculo do rendimento quântico de fluorescência possibilita julgar a possível 

eficiência do fotossensibilizante. Assim após a primeira etapa do experimento caracterização 

foi possível concluir a eficiência da AlPcS4 como fotossensibilizante e características como 

diluição adequada para o experimento. 

 Desta forma após definir critérios para seleção da concentração do fotossensibilizante, 

avaliou-se os critérios de seleção do tempo de incubação para terapia e densidade de energia 

para o tratamento, utilizando ensaios colorimétricos que quantificavam a densidade 

populacional pôs terapia, sendo possível estabelecer os critérios utilizando uma metodologia 

simples finalizando assim as etapas de caracterização e analise dos critérios utilizados para 

avaliação da atividade biológica da TFD utilizando AlPcS4. 

 Utilizando os critérios de concentração do fotossensibilizante, densidade de energia 

aplicada e tempo de incubação do fármaco, as analíticas dos resultados biológicos 

demonstram-se favoráveis a não resistência ao tratamento fotodinâmico, uma vez que os 

testes executados sugeriram respostas complementares entre si.  Assim baseado neste trabalho 

é possível sugerir critérios para escolha e utilização de um fotossensibilizante, fontes para 

irradiação e ensaios de avaliação da TFD. 
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