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RESUMO 
 

 

A terapia fotodinâmica é uma promissora opção de tratamento que pode 

ser utilizada em diversas áreas da saúde. A técnica é baseada na combinação 

de um agente fotossensibilizador (FS) e luz. O FS após exposição à radiação 

visível, gera espécies reativas de oxigênio que levam à morte celular. As 

fenotiazinas são uma classe de moléculas que apresentam propriedades 

adequadas para a Terapia Fotodinâmica, sendo que somente o Azul de Metileno 

(AM) e Azul de Toluidina têm sido amplamente estudados. Recentemente outras 

fenotiazinas, como o Azure A (AA) e Azure B (AB), começaram a ser estudadas 

e foi relatado que a eficácia das fenotiazinas é dependente da agregação. Neste 

contexto, ainda não se sabe se a agregação influencia no mecanismo de morte 

celular fotoinduzido. O objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos de 

morte celular induzidos por terapia fotodinâmica com os FS AA, AB e AM. Foram 

realizados ensaios para quantificação da produção de espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio, e avaliação de mecanismos de morte celular utilizando as 

concentrações de IC50 dos fotossensibilizadores, em diferentes tempos após a 

exposição à luz. Os resultados mostraram que AM foi o FS que apresenta maior 

produção de espécies reativas (de oxigênio e de nitrogênio), seguido por AB, 

enquanto a produção destas espécies fotoinduzida por AA é muito baixa, sem 

diferença em relação ao grupo controle. O FS AM é o mais efetivo em causar 

morte celular dentre os FS testados e também o FS que causa maior perda de 

potencial de membrana mictocondrial. Todos os FS levam à alguma marcação 

com iodeto de propídeo 3h após a irradiação, porém somente AA continua 

apresentando elevada marcação PI+ em 24 e 48h após o tratamento. Outros 

ensaios ainda são necessários para esclarecer os mecanismos de morte celular 

fotoinduzida após TFD, porém existem indícios que AA causa necrose em maior 

extensão devido à perda de integridade de membrana celular dos diferentes 

tempos após tratamento, enquanto AM e AB causaria necrose em certa 

extensão, porém apoptose seria o mecanismo majoritariamente envolvido. 

Palavras-chave: Terapia fotodinâmica, Compostos Fenotiazínicos, Azul 

de metileno, Azure A, Azure B, Mecanismo de morte celular, 

fotossensibilizadores. 



ABSTRACT 
 

 

Photodynamic therapy is a promising treatment option that can be used in 

several areas of health. The technique is based on the combination of a 

photosensitizing agent and light. The photosensitizer after exposure to visible 

radiation, generates reactive oxygen species that lead to cell death. 

Phenothiazinium dyes are a class of molecules that have properties suitable for 

Photodynamic Therapy, with only Methylene Blue and Toluidine Blue being 

extensively studied. Recently other phenothiazinium dyes, such as Azure A and 

Azure B, have started to be studied and it has been reported that their efficacy is 

dependent on aggregation. In this context, it is not yet known whether 

aggregation influences the mechanism of photoinduced cell death. The objective 

of this work was to evaluate the mechanisms of cell death induced by 

photodynamic therapy with the photosensitizers Azure A, Azure B and Methylene 

Blue, relating to the production data of reactive oxygen species. Tests were 

performed to quantify the production of reactive oxygen and nitrogen species, 

and evaluation of mechanisms of cell death using the IC50 concentrations of 

photosensitizers, at different times after exposure to light. The results showed 

that Methylene Blue was the photosensitizer that presented the highest 

production of reactive species (oxygen and nitrogen), followed by Azure B, 

whereas the production of these species photoinduced by Azure A is very low, 

with no difference in relation to the control group. Methylene blue is the most 

effective in causing cell death among the compounds tested and the 

photosensitizer that causes greater loss of mitochondrial membrane potential. All 

SFs lead to some labeling with propidium iodide 3h after irradiation, but only AA 

continues to present high PI + marking at 24 and 48h after treatment. Other 

assays are still needed to clarify the mechanisms of photodamaged cell death 

after photodynamic Therapy, but there are indications that Azure A causes 

necrosis to a greater extent due to loss of cell membrane integrity at different 

times after treatment, whereas Methylene Blue and Azure B would cause 

necrosis to some extent, but apoptosis would be the mechanism most involved. 

Key words: Photodynamic therapy, Phenothiazinium dyes, Methylene 

blue, Azure A, Azure B, Mechanism of cell death, photosensitizers. 
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1. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO 

 
A terapia fotodinâmica é uma terapia promissora para o tratamento de 

cânceres. Porém, ainda existem muitos pontos a serem melhor compreendidos 

para que a terapia possa ser utilizada de maneira efetiva. Inicialmente 

acreditava-se que para uma maior ação da terapia, o aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio, especialmente o oxigênio singlete, seria 

essencial. Com o tempo, viu-se que este parâmetro está relacionado com a 

morte celular, porém, outros parâmetros como a agregação, localização celular 

do fotossensibilizador, tipo de alvo celular e subproduto de oxidação gerado são 

também importantes. Desta forma, cada vez mais torna-se necessário 

compreender a relação entre a estrutura e a atividade dos fotossensibilizadores 

para que seja possível potencializar o efeito da terapia em doenças cujo 

tratamento ainda seja difícil, caro e nem sempre efetivo. 

Este trabalho deu continuidade à um trabalho anterior do grupo, em que 

uma série de compostos fenotiazínicos foi estudada em termos da capacidade 

em causar a morte de células de linhagem de carcinoma por terapia 

fotodinâmica. No estudo anterior verificou-se que os compostos mais efetivos 

eram aqueles que apresentavam menor agregação, pois, em meio orgânico a 

produção de oxigênio singlete era elevada, enquanto em meio aquoso (em que 

ocorre agregação) a produção de oxigênio singlete era reduzida. Porém, ainda 

não havia sido estabelecida uma relação da agregação com a morte celular, de 

modo que este se tornou o ponto inicial para o desenvolvimento deste estudo. 
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2. CONTEXTUALIZAÇÃO 

 
A terapia fotodinâmica (TFD) é uma técnica promissora nas diferentes 

áreas da saúde, entre elas, a odontologia e a medicina, e tem sido estudada na 

inativação de micro-organismos e no tratamento de diversos tipos de câncer 1–5. 

Esta técnica baseia-se no uso de um agente fotossensibilizador (FS) que, após 

absorção da luz visível, gera espécies reativas de oxigênio que culminam em 

seu efeito citotóxico (Figura 1). A absorção de um fóton de luz promove a 

excitação do FS do estado fundamental para o estado excitado singlete. Neste 

estado, o FS pode regressar ao estado fundamental por emissão de 

fluorescência ou passar ao estado excitado triplete, onde pode interagir com o 

oxigénio molecular de duas formas distintas: transferência de elétrons (reação 

tipo I) levando à formação de radicais, e transferência de energia (reação do tipo 

II) levando à formação de oxigênio singlete6. 

Devido às reações do Tipo I e Tipo II, as espécies oxidativas são 

produzidas, levando à oxidação de biomoléculas essenciais à homeostase 

celular.7 

 
 

Figura 1: Diagrama de Jablonski. 

 
 

Diversas novas moléculas têm sido desenvolvidas e estudadas como FS, 

porém, muitas delas apresentam elevado custo 8–10. Por se tratar de um FS com 

baixo custo, o Azul de Metileno AM tem sido um agente muito investigado no 

Brasil. Na área da odontologia, por exemplo, o AM tem sido investigado como 

FS para terapia antimicrobiana induzindo de 95 a 99% de taxa de redução de 
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espécies como A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis, P. 

intermedia e Streptococcus sanguis 11. Também foi relatado efeito em bactérias 

periodontais patogênicas12. Em termos de tratamento antitumoral, foi relatado 

tratamento de tumor subcutâneo xenotransplantado (adeno-carcinoma, G-3) em 

camundongos utilizando AM 1% e subsequente irradiação a 662 nm com 100 

J/cm2 que levou à completa destruição do tumor em 79% dos animais tratados6. 

O AM apresenta peculiaridades em termos de suas propriedades físico- 

químicas e fotoquímicas, formando agregados dependendo do meio em que está 

veiculado13,14. O espectro de absorção pode ser utilizado para identificação das 

formas agregada e não agregada do AM, uma vez que o monômero apresenta 

máximo de absorção em 664nm e o dímero 590nm15. Além disso, de acordo 

com o seu estado de agregação o AM age fotoquimicamente por mecanismos 

diferentes. Quando em monômeros, AM eletronicamente excitado resulta na 

produção de oxigênio singlete; enquanto na forma de dímeros, há formação de 

radicais16. 
 

Figura 2: Azul de metileno – agregação e fotoquímica. Esquerda: Espectros de 
absorção do monômero (azul) e dímero (vermelho) do azul de metileno.15 Direita: Reações 
fotoquímicas do azul de metileno. AM+, 1AM+*, 3AM+* são o azul de metileno no estado 
fundamental, no estado singlete excitado e triplete excitado, respectivamente. AM● e AM2+● são 
radicais do azul de metileno semi-reduzido e semi-oxidado, respectivamente; Ω1 é a absorção 
da luz; φf, φnr, φT são rendimentos quânticos de fluorescência, não radiativo e triplete, 
respectivamente. As reações representam: (1) o decaimento espontâneo do 3AM+*, (2) reação 
do 3AM+* com o oxigênio molecular, (3) supressão redox depois da excitação do dímero no estado 
fundamental, (4) oxidação do AM● pelo oxigênio molecular retornando ao estado fundamental e 
gerando radical superóxido e (5) dimerização do AM+ no estado fundamental.13 

 

 
As propriedades do AM são amplamente conhecidas, no entanto, ainda 

há pouco a respeito de outras fenotiazinas, como o Azure A (AA) e Azure B (AB). 

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foi verificado que a agregação das 
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fenotiazinas é um parâmetro determinante na efetividade do FS, sendo que, 

quanto menor a agregação, maior será a efetividade17. Comparando, AA, AB e 

AM, a efetividade aumenta na série AA<AB<AM devido à redução da agregação. 

Diante das diferenças observadas na efetividade destas fenotiazinas, é possível 

também que possam existir diferenças em termos das respostas celulares 

induzidas após TFD. Vários estudos têm mostrado que diversos mecanismos de 

morte celular podem ser desencadeados por TFD: Necrose, apoptose, autofagia 

e paraptose18,19. 

A morte celular através da necrose apresenta algumas características 

específicas, entre elas; aumento do volume celular, agregação da cromatina, 

desorganização do citoplasma, edema das organelas, diminuição da capacidade 

para manter a concentração de ATP, perda da integridade da membrana 

plasmática e consequente ruptura celular. Células com a membrana 

citoplasmática lesionada, ou seja, sem homeostase, ficam impossibilitadas de 

manter ou gerar o gradiente de potencial eletroquímico que origina o potencial 

de membrana. De acordo com estas circunstâncias, é totalmente possível 

determinar a integridade da membrana através da retenção ou exclusão de 

corantes como o iodeto de propídeo, (PI)20. A sua ligação direta no DNA permite 

a comprovação da morte celular. No processo de morte celular por necrose, o 

conteúdo celular extravasa no tecido, provocando reação inflamatória local. 

Necrose pode ser considerada um tipo de morte acidental, isto é, uma resposta 

passiva ao dano celular, porém, alguns estudos mais recentes, demonstram que 

a necrose também pode ser regulada geneticamente (necroptose)8,21. 

Apoptose é um mecanismo controlado de morte, que depende de ATP 

para ocorrer. Durante esse processo, a célula sofre alterações na sua morfologia 

que são características desse tipo de morte celular: diminuição de volume, 

diminuição de aderência com a matriz extracelular e células próximas, 

condensação da cromatina, divisão internucleossômica do DNA e formação dos 

corpos apoptóticos22 (FIGURA 3). A apoptose pode ser desencadeada por via 

extrínseca e intrínseca. Via extrínseca: Esta via é desencadeada pela ligação 

específica a um grupo de receptores de membrana da superfamília dos 

receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF). Todos os membros da família 

rTNF tem a posse de um subdomínio extracelular rico em cisteína que permitem 

a identificação de seus ligantes. A porção citoplasmática desses receptores, que 
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contém uma sequência de 65 aminoácidos chamada "domínio de morte" dão 

sequência à sinalização. Desta forma, esta ligação é capaz de ativar a cascata 

das caspases. Inicialmente ocorre a ativação da caspase-8, que na sequência 

irá ativar a caspase-3, efetivando a morte por apoptose. Via intrínseca: Esta via 

é ativada por estresse intracelular ou extracelular como a contenção de fatores 

de crescimento, danos no DNA, diminuição da taxa de oxigênio (hipóxia) ou 

ativação de oncogênese. Os sinais que são promovidos em resposta a estes 

danos ocorrem principalmente para a mitocôndria.18
 

 
 

Figura 3. Características morfológicas da apoptose 23. 

 

 
O potencial de membrana mitocondrial é gerado pela diferença de 

concentrações de íons no interior e no exterior da mitocôndria e, como 

componente do gradiente eletroquímico, está totalmente relacionado com a 

formação de ATP na célula2420. A transferência de elétrons ao longo da cadeia 

transportadora é acompanhada pela passagem forçada de prótons 

transmembrana mitocondrial e a energia inerente nesta diferença de 

concentração de prótons, a força próton-motora, remete uma conservação de 

parte da energia da oxidação, posteriormente utilizada na formação de ATP. Foi 

identificado que a absorção de fótons de luz pela cadeia transportadora de 

elétrons levaria à elevação da força próton-motora, intensificando o potencial de 

membrana mitocondrial.25 As mitocôndrias demonstram constante potencial 
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transmembrana (Δψ) ao redor −180 mV gerada por bombas de prótons dos íons 

acoplados a cadeia de transporte de elétrons9. A magnitude do Δψ é em torno 

de seis vezes superior ao potencial transmembrana presente em membranas 

citoplasmáticas9. Este potencial é força motora para direcionamento de FS 

catiônicos para a mitocôndrias. 

Certas vias de apoptose são desencadeadas por TFD quando se envolve 

receptores de morte por membrana plasmática, mitocôndrias, lisossomos, 

retículo endoplasmático, caspases e proteínas da família Bcl2. Grande parte dos 

FS utilizados na TFD se localizam em mitocôndrias, lisossomos e/ou demais 

membranas intracelulares.23 A fotoativação de determinado FS quando 

localizado em mitocôndria determina a liberação do citocromo c, que de certa 

forma, deverá ou não necessariamente ser acompanhada por perda do potencial 

da membrana mitocondrial e abertura da PTPC (complexo de poros de transição 

de permeabilidade).18 O citocromo c liberado é participante do complexo 

apoptosoma, para então, gerar a caspase-9 ativada, que por sua vez, cliva e 

ativa a caspase 3. A caspase 3 é a principal efetora e responsável pela clivagem 

das demais caspases, em especial as caspases 6, 7 e 8. As caspases efetoras 

fragmentam numerosas proteínas, incluindo lâminas nucleares, desta forma, 

ocasionando a quebra nuclear; PARP e DNA-PK, levando a uma inibição de 

reparação do DNA; ICAD, liberando CAD ativo para degradar o DNA e outras 

proteínas que atuam na estrutura celular e adesão. Uma outra importante fase, 

do processo apoptótico envolve a degradação do DNA, via de ativação de 

endonucleases, desintegração nuclear e formação de “corpos apoptóticos”. 

Estes corpos apoptóticos são removidos de forma muito rápida e efetiva do 

tecido pelos macrófagos. Este processo é sinalizado pela translocação da 

fosfatidilserina do lado interno para o lado externo da bicamada lipídica da 

membrana membrana celular.26
 

Nas situações em que os receptores de morte da superfície celular Fas e 

TNFR participam, a ligação aos respectivos ligantes ocasiona à ativação da 

caspase-8, o que deverá resultar na ativação da caspase 3 mesmo que não 

ocorra o envolvimento da mitocôndria. Caspase-8 fragmenta o homólogo Bcl-2 

para ocorrer a fragmentação pró-apoptotico tBid que pode ter ação sobre as 

mitocôndrias para levar a liberação do citocromo c. 
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Quando o FS se localiza em lisossomos, sua fotoativação pode ocasionar 

a liberação de catepsinas, também podem promover a apoptose. O dano do 

retículo endoplasmático ocasionado pela TFD leva ao dano de Ca2+ e demais 

proteínas que danificam a estrutura celular e adesão. A apoptose é limitada por 

membros da família Bcl-2 que promovem ou inibem o processo. As proteínas 

anti-apoptóticas Bcl-2 e Bcl-Xl bloqueiam a apoptose por inibição da ativação da 

caspase e Bax pró-apoptótico18. 

 

 

Figura 4: Vias da Apoptose. Representação da via intrínseca e extrínseca da morte 
celular programada. 18 

 

 
A morte celular programada pode também assumir um outro formato. Se 

considerarmos que as proteases específicas (caspases), mediam a apoptose, os 

mediadores dos programas de morte celular não apoptótica são minimamente 

caracterizados. Podemos então, discutir que a paraptose, define-se de um 

programa alternativo de morte celular não apoptótica que pode ser influenciado 

pelo receptor do fator de crescimento do tipo insulina-like (entre outros 

indutores), é intermediada por proteínas cinases ativadas por mitógenos 

(MAPKs) e inibida pela AIP-1/Alix. A inibição por AIP-1/Alix é específica para a 

paraptose27. A paraptose é caracterizada pela degeneração do núcleo, a 
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condensação da membrana plasmática, a ativação da caspase-3, a 

fragmentação do DNA e a vacuolização citoplasmática. Diversos estudos 

analisaram processos similares paraptóticos em vários modelos, mas os tipos de 

mecanismos subentendidos à paraptose, em especial os sinais responsáveis 

pelo processo de desenvolvimento da vacuolização citoplasmática ainda não 

obtiveram resultados efetivos. Porém, é entendido que quando ocorre a 

sinalização no retículo endoplasmático este importante modelo de morte celular 

é bem aparente. A vacuolização ocorre de maneira progressiva indicando uma 

ruptura no retículo endoplasmático, levando a este modelo de morte celular, 

estes vacúolos se apresentam de forma ácida, desta forma, facilitando a 

degradação das estruturas celulares prejudicadas.28,29
 

A Autofagia é um processo catabólico muito importante para a 

manutenção do sistema de equilíbrio celular (homeostase), onde lisossomos 

digerem o conteúdo celular danificado, como organelas e proteínas. Inicialmente 

uma membrana envolve a estrutura a ser degradada (autofagosomo - Figura 5). 

Logo após, a fusão com um lisossomo forma o autolisosomo, onde efetivamente 

ocorre a degradação do conteúdo. Mesmo entendendo que a autofagia atua em 

um nível basal, conduzido pelas proteínas Atg (autofagia-relacionado), um 

grande número de fatores que desencadeiam estresse celular pode ativá-lo. De 

acordo com a extensão desta ativação, a autofagia deve desencadear a morte 

celular 9,23. 

 

Figura 5: Mecanismo da autofagia.18 

 

 
O mecanismo de morte celular desencadeado está associado às 

organelas que são danificadas durante a TFD bem como, à dose de TFD, isto é, 
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concentração de FS e energia utilizada. Altas doses da TFD geralmente 

desencadeiam a morte por necrose, doses intermediárias geram a morte por 

apoptose, enquanto doses baixas da TFD, induzem a morte por autofagia8,9. Em 

termos das organelas, mitocôndrias e lisossomos são consideradas os alvos 

principais da TFD. Inicialmente, considerava-se que os danos causados em 

mitocôndrias estavam diretamente associados à morte por apoptose, através da 

ativação das caspases. Porém, de acordo com a dose de luz fornecida e a 

concentração de FS, a extensão do dano nesta organela pode ser exacerbada 

ou limitada, levando à necrose ou à ativação da autofagia, respectivamente. 

Lesões em lisossomos também podem levar aos diferentes mecanismos de 

morte celular citados anteriormente. As elevadas doses de TFD induzem a 

destruição uniforme desta organela, irá liberar altas concentrações de enzimas 

lisossomais (como catepsinas B, D, L) no citoplasma, resultando em necrose não 

regulada. Em contrapartida, o dano parcial aos lisossomos ocasiona a liberação 

de hidrolases, que são capazes de ativar as proteínas pró-apoptóticas, desta 

forma, desencadeando a paraptose e/ ou a inibição do fluxo autofágico. Como 

consequência, este último fenômeno, compromete mecanismos de citoproteção 

e leva à morte celular autofágica8. 

Diante deste contexto, considerando a similaridade estrutural entre os FS 

fenotiazínicos e as diferentes tendências de agregação e efetividade, neste 

estudo foram investigadas as vias de morte celular pelos FSs Azure A, Azure B 

e Azul de Metileno (Figura 6) após o dano fotoinduzido em células em cultura. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 6: Estrutura Química dos Fotossensibilizadores estudados. 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivos Gerais 

O objetivo geral deste estudo é comparar os mecanismos de morte 

celular induzidos em células neoplásicas em cultura após tratamento das 

mesmas por Terapia Fotodinâmica com Azure A, Azure B e Azul de Metileno. 

 
3.2 Objetivos específicos: 

Os objetivos específicos deste projeto são: 

- Mensurar o estresse oxidativo intracelular fotoinduzido; 

- Avaliar a viabilidade celular através de diferentes metodologias (MTT, 

VN, CV ) e avaliar a presença de indícios de mecanismos de autofagia por meio 

da determinação das unidades arbitrárias de autofagia (AAU); 

- Avaliar de forma qualitativa a presença de indícios dos mecanismos de 

morte celular por meio da marcação com alaranjado de acridina e Iodeto de 

Propídeo (vacúolos ácidos característicos de autofagia, condensação de 

cromatina e a permeabilização da membrana plasmática); 

- Avaliar o efeito da terapia fotodinâmica no potencial de membrana 

mitocondrial por meio da marcação do Rodamina 123 e Iodeto de Propídeo; 
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4. MÉTODOS 

 
4.1 Cultura Celular 

Para este estudo a linhagem de adenocarcinoma epitelial de cérvice 

humano, conhecida como HeLa (ATCC – CCL-2) foi cultivada em garrafas de 75 

cm2 em estufa (37º C, 5% CO2, ambiente umedecido) no meio Dulbecco´s 

Modified Eagle Medium (DMEM). Este meio foi suplementado com Soro Fetal 

Bovino (SFB) 10% além de 0,1% de antibióticos penicilina/estreptomicina e 

antimicótico. Foi realizada uma monitorização rigorosa das células ao 

microscópio, no mínimo, uma vez a cada dois dias e o meio DMEM 10% foi 

substituído até a garrafa atingir a 80% da confluência. O subcultivo foi realizado 

duas vezes na semana e a cada três meses as células eram descartadas e um 

novo vial da mesma passagem era descongelado. 

 
4.2 Medidas de Estresse Oxidativo celular: 

4.2.1 Quantificação de produção de espécies reativas de oxigênio 

utilizando a sonda DCFDA 

A medida de estresse oxidativo pode ser realizada por meio da 

quantificação da oxidação da sonda 2’,7’- diclorodihidrofluoresceína diacetato 

(DCFDA). Esta sonda não fluorescente cruza as membranas celulares, é 

desesterificada a 2’,7’- diclorohidrofluoresceína (DCFH) e é transformada em 

2’,7’- diclorofluoresceína (DCF) com elevada fluorescência logo depois da 

oxidação (Figura 7). Uma grande diversidade de ROS podem oxidar DCFH para 

DCF 8,30. 

As células foram semeadas em placas de 12 poços na densidade de 

(1x105 cels/poço). As células foram tratadas com FSs por 3 horas nas 

concentrações de seu IC50 (1 µmol/L AM, 6 µmol/L AA e 2 µmol/L AB, em DMEM 

1% SFB). Após 2,5 horas de incubação com os FSs (isto é, 30 minutos antes do 

término da incubação) adicionamos DCFDA para atingir uma concentração final 

de 5.0 mol/L, mantendo sob incubação por adicionais 30 minutos. Após a 

finalização da incubação, os sobrenadantes foram retirados e as células foram 

lavadas com PBS. A placa foi exposta à radiação durante um período de 12 

minutos e 20 segundos utilizando um sistema LED emitindo em 639 ± 10 nm, 

com irradiância de 2,9mW/cm2, chegando a uma exposição radiante final de 7 
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J/cm2. Ao término da irradiação, as células foram tripsinizadas e realizoumos a 

leitura em citômetro de fluxo Accuri C6 BD no filtro FL1 505-520nm. A 

porcentagem de aumento nas espécies reativas de oxigênio foi calculada em 

função do controle (células sem tratamento com FS)12. Foram realizados 3 

experimentos independentes. 

 
 

Figura 7: Hidrólise e oxidação do DCFDA 

 

 
4.2.2 Dosagem da síntese de óxido nítrico (NO) 

Utiliza-se o método de Griess para dosagem de NO, uma vez que o 

mesmo permite a quantificação de nitritos, produtos de oxidação estáveis do 

metabolismo do NO, nos sobrenadantes do meio de culturas celulares. O método 

baseia-se na reação do nitrito com a sulfanilamida em meio ácido que resulta em 

um sal de diazônio, reagindo com o cloridrato de N-(l-naftil) etilenodiamina 

levando à formação de um composto de coloração rósea, cuja intensidade de 

cor é diretamente proporcional à concentração de nitrito na amostra12 (Figura 8). 

Os procedimentos de semeadura das células, incubação com os FSs e 
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irradiação foram os mesmos descritos anteriormente. Uma amostra de 50 do 

sobrenadante de cada poço recebeu o reagente de Griess (1% de sulfanilamida 

(SA), 0,1% de dihidrocloreto de N-1-naftilenodiamina (NED) e 2,5% de ácido 

orto-fosfórico) e foi determinada a absorbância em 540nm em um leitor de 

microplacas, utilizando-se como branco meio de cultura e reagente de Griess. 

Foi utilizada uma curva padrão com nitrito de sódio para a determinação da 

concentração de nitritos em cada amostra31. 

 
 

Figura 8: Esquema reacional do método de Griess 32 

 
 

4.3 Mecanismos de Morte Celular 

Todos os experimentos descritos abaixo iniciaram-se pelo tratamento das 

células com os FSs por 3 horas nas concentrações de seu IC50 (1 µmol/L AM, 6 

µmol/L AA e 2 µmol/L AB, em DMEM 1% SFB). Ao finalizar a incubação as 

células foram lavadas e mantidas em PBS e a placa foi submetida à irradiação 

como descrito anteriormente17
 

 
4.3.1 Marcação de Alaranjado de Acridina e Iodeto de Propídeo (AO/PI) 

 

Em diferentes períodos de tempo após a TFD (3, 24 e 48 horas), o meio 

DMEM foi aspirado de cada um dos poços da placa e em seguida as células 

foram lavadas 2 vezes com PBS. Foram adicionados Alaranjado de Acridina e 

Iodeto de propídeo 2,0 µg/mL em PBS. A placa foi incubada por 10 minutos à 
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temperatura ambiente e protegida de luz. Por fim, as células foram lavadas em 

PBS e levadas ao microscópio de fluorescência, ZOETM Bio-rad Laboratories, 

Câmera monocromática, CMOS de 12 bits, 5 megapixels para registro das 

imagens 30. Após a registro das imagens, foi realizada contagem manual das 

células marcadas com iodeto de propídeo no programa Image J, NHI. 

 
4.3.2 AAU (MTT, VN e CV) 

Realizou-se a semeadura de 3 placas de 48 poços na densidade de 

(30.000 cels/poço), sendo uma placa para cada tempo de análise. Após o 

período de aderência, as células foram tratadas com FSs por 3 horas nas 

concentrações de seu IC50 (1 µmol/L AM, 6 µmol/L AA e 2 µmol/L AB, em DMEM 

1% SFB). Após a finalização da incubação, os sobrenadantes foram retirados e 

as células foram lavadas com PBS. A placa foi exposta à radiação durante um 

período de 12 minutos e 20 segundos utilizando um sistema LED emitindo em 

639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, chegando a uma exposição 

radiante final de 7 J/cm2. Em períodos de 3, 24 e 48h após a irradiação os 

diferentes ensaios de viabilidade foram realizados. Para o MTT, as células foram 

tratadas com MTT 75µg/ mL em DMEM 1% de SFB por 2 horas a 37° C e 5% de 

CO2. Após este período, a solução de incubação foi retirada e os cristais de 

formazen foram solubilizados em isopropanol. Por fim, realizou-se a leitura de 

absorção em espectrofotômetro leitor de placas a 620 nm. Para o ensaio de 

vermelho neutro, as células foram incubadas com 80 µg/mL de Vermelho Neutro 

de em DMEM 1% SFB por 2 horas a 37° C e 5% de CO2. Em seguida, o meio foi 

aspirado, as células foram lavadas por duas vezes em PBS e o corante 

incorporado foi eluído em ácido acético a 1 % (v/v) em solução de etanol a 50 % 

(v/v) em água. Por fim, realiza-se a leitura de absorbância em 492 nm. Nos 

mesmos poços em que foi realizado o ensaio de Vermelho Neutro, realizou-se a 

análise por incorporação de Cristal violeta. As células foram lavadas com água 

destilada por 2x. Em seguida, as células foram tratadas com solução de CV a 

0,02% (m/v) em água destilada por 5 minutos a temperatura ambiente. Em 

seguida, o corante foi aspirado, as células lavadas por 2x em água destilada e 

eluiu-se em solução de citrato de sódio a 0,1 mol/L em etanol a 50% (v/v). Por 

último, realizou-se a leitura de absorbância em 620 nm (leitor de placas Anthos 
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2020). O experimento foi realizado em triplicata, em 3 experimentos 

independentes. 

 
4.3.3 Potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) 

Duas horas após o tratamento das células com os FSs e irradiação, as 

células foram tripsinizadas e marcadas com rodamina 123 (1 g/mL) por 30 

minutos, à temperatura ambiente e no escuro. Em seguida, as células foram 

marcadas com iodeto de propídeo (1 g/mL) por 5 minutos, à temperatura 

ambiente e no escuro. As células foram avaliadas por citometria de fluxo, sendo 

que a fluorescência da rodamina é detectada no filtro FL-1 ( < 550 nm) e o 

iodeto de propídeo em FL-3 filter (600 nm <  < 645 nm) 30. 

 
4.3.4 Citometria de Fluxo com Anexina V e Iodeto de Propídeo 

Após o tratamento das células com os FSs e irradiação, as células foram 

tripsinizadas com tripsina diluída 10x e marcadas com Anexina V-FITC e de 

Iodeto de Propídeo por incubação por 10 minutos a temperatura ambiente e 

protegida da luz. As células foram avaliadas por citometria de fluxo, sendo que 

a fluorescência da rodamina é detectada no filtro FL-1 ( < 550 nm) e o iodeto 

de propídeo em FL-3 filter (600 nm <  < 645 nm). 
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5. RESULTADOS 

 
5.1 Quantificação de produção de espécies reativas de oxigênio utilizando 

a sonda DCFDA 

Na Figura 9 estão apresentados os histogramas representativos das 

amostras analisadas. É possível verificar que a intensidade média de 

fluorescência do DCF das amostras tratadas com os FS difere do controle, sendo 

que o máximo de contagem de eventos está sempre à direita da linha vermelha 

utilizada como referência para as células tratadas por TFD, enquanto no grupo 

controle este máximo se encontra do lado esquerdo da linha de referência. 

 

Figura 9: Histogramas das amostras marcadas com DCFDA após TFD. As células 

foram tratadas com A) Controle; B) AA 6 mol/L; C) AB 2 mol/L; D) AM 1 mol/L em DMEM 
1% SFB por 3 horas e expostas à radiação por 12 minutos e 20 segundos utilizando um sistema 
LED emitindo em 639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição radiante final de 7 
J/cm2. 

Os valores da intensidade média de cada amostra foram normalizados em 

função do grupo controle, nos 3 experimentos independentes realizados. Ao 

final, as intensidades de fluorescência foram apresentadas na Figura 10. É 

possível notar que houve aumento na produção de espécies reativas de oxigênio 

para os tratamentos de TFD em relação ao controle. AM foi o FS que promoveu 
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a maior produção de EROs, seguido de AB, enquanto o AA não apresentou 

diferença estatística em relação ao grupo controle. 

 

Figura 10: Produção de espécies reativas de oxigênio. As células foram tratadas com 

AM 1 mol/L, Azure A 6 mol/L e Azure B 2 mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi 
exposta à radiação por 12 minutos e 20 segundos utilizando um sistema LED emitindo em 639 ± 
10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição radiante final de 7 J/cm2. 

 

 
5.2 Dosagem da síntese de óxido nítrico (NO) 

A dosagem de óxido nítrico no sobrenadante foi realizada por meio do 

método indireto, que envolve a quantificação dos nitritos, que são produtos de 

oxidação estáveis do NO. A quantificação 3 e 24h após a irradiação das 

amostras, está apresentada na Figura 11. 

 

Figura 11: Dosagem indireta da produção de óxido nítrico pelo método de Griess 

após 3h (A) e 24h (B) da irradiação. As células foram tratadas com AM 1 mol/L, Azure A 6 

mol/L e Azure B 2 mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta à radiação por 
12 minutos e 20 segundos utilizando um sistema LED emitindo em 639 ± 10 nm, com irradiância 
de 2,9mW/cm2, exposição radiante final de 7 J/cm2. 
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É possível perceber que 3 horas após a irradiação, AB e AM apresentaram 

maior produção de óxido nítrico que os grupos CT e AA. Por outro lado, 24 horas 

após a irradiação os níveis de óxido nítrico permaneceram elevados somente no 

grupo tratado com AB. 

 
5.3 Marcação de Alaranjado de Acridina e Iodeto de Propídeo (AO/PI) 

Foi realizada marcação com AO/PI em 3 tempos diferentes após a 

irradiação e as fotos obtidas estão apresentadas na Figura 12, Figura 13 e Figura 

14 para 3, 24 e 48h após a TFD, respectivamente. É possível notar que existem 

células que apresentam citoplasma marcado em verde e células marcadas em 

vermelho, sendo que a proporção entre elas é variável. O Alaranjado de acridina 

é um corante utilizado para marcar células viáveis, sendo que o mesmo vai emitir 

fluorescência verde quando estiver no citoplasma e laranja quando em ambiente 

ácido. Por outro lado, o iodeto de propídeo é somente internalizado por células 

cuja integridade da membrana plasmática foi comprometida, intercalando-se ao 

DNA e apresentando fluorescência vermelha 33. Levando-se em consideração o 

tempo após a TFD, a coloração apresentada e a morfologia da célula é possível 

ter indícios os mecanismos de morte celular que estão ocorrendo33: 

- As células vivas apresentam coloração verde, com núcleo brilhante. 

- Células necróticas aparecem com núcleo vermelho, logo nas primeiras 

horas após a TFD. 

- Células em processo inicial de apoptose apresentam coloração verde, 

mas é possível observar condensação de cromatina perinuclear, com 

visualização de fragmentos. 

- Células no final da apoptose aparecerão com núcleo vermelho. 

- Células em processo de autofagia apresentam coloração verde, com 

presença de vacúolos alaranjados/vermelhos no citoplasma. 
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Figura 12: Imagens de microscopia de fluorescência de células marcadas com AO/PI 3 h após TFD. As células foram tratadas com AM 1 mol/L, 

Azure A 6 mol/L e Azure B 2 mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta à radiação por 40 minutos utilizando um sistema LED emitindo 
em 639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição radiante final de 7 J/cm2. A marcação foi realizada com AO/PI 2,0 µg/mL. 
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Figura 13: Imagens de microscopia de fluorescência de células marcadas com AO/PI 24 h após TFD. As células foram tratadas com AM 

1 mol/L, Azure A 6 mol/L e Azure B 2 mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta à radiação por 40 minutos utilizando um sistema 
LED emitindo em 639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição radiante final de 7 J/cm2. A marcação foi realizada com AO/PI 2,0 µg/mL. 
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Figura 14: Imagens de microscopia de fluorescência de células marcadas com AO/PI 48h após TFD. As células foram tratadas com AM 1 

mol/L, Azure A 6 mol/L e Azure B 2 mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta à radiação por 40 minutos utilizando um sistema LED 
emitindo em 639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição radiante final de 7 J/cm2. A marcação foi realizada com AO/PI 2,0 µg/mL. 
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Utilizando o programa de computador Image J, foi realizada a contagem 

das células marcadas com PI em todas as fotos que foram registradas. O 

resultado final está apresentado na Figura 15. O grupo controle, em todos os 

tempos estudados, apresentou o menor número de células PI (+) em relação aos 

demais grupos. 

 

Figura 15: Contagem de células PI(+), 3, 24 e 48h após TFD. As células foram tratadas 

com AM 1 mol/L, Azure A 6 mol/L e Azure B 2 mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa 
foi exposta à radiação por 40 minutos utilizando um sistema LED emitindo em 639 ± 10 nm, com 
irradiância de 2,9mW/cm2, exposição radiante final de 7 J/cm2. Contagem de 25 fotos, em 3 
experimentos independentes. *p<0,05 em relação ao CT, #p<0,05 em relação ao AM. 

 

 
Na avaliação 3 horas após o tratamento (Figura 12), AB e AM 

apresentaram maior número de células PI (+) que o grupo CT, sem apresentar 

diferença estatística entre si; enquanto AA foi o tratamento que apresentou o 

maior número de células PI (+). 

Na avaliação 24 horas após o tratamento (Figura 13), AM não apresentou 

diferença estatisticamente significante em relação ao CT; para o tratamento com 

AB foi observada quantidade intermediária enquanto AA novamente foi o 

tratamento que apresentou o maior número de células PI (+). 

Por fim, na avaliação realizada 48 horas após a TFD (Figura 14), foi 

observada diferença estatisticamente significante entre todos os tratamentos 

avaliados, sendo que AB apresentou o maior número de células PI (+) que o CT; 
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AM maior número de células PI (+) que AB e mais uma vez AA foi o tratamento 

que apresentou o maior número de células PI (+). 

 
5.4 AAU (MTT, VN e CV) 

Foram realizados ensaios de viabilidade por 3 metodologias diferentes e 

em 3 diferentes tempos de avaliação 3, 24 e 48h após a irradiação. 

Na Figura 16, a avaliação de viabilidade celular pelo método do MTT 3h 

após a irradiação mostrou aumento de viabilidade nos grupos tratados com AA 

e AB. Por outro lado, pelo método do VN, todos os FS causaram redução na 

fração de células vivas em relação ao grupo CT, sendo que a maior redução 

ocorreu no grupo AM. Por fim, no ensaio de CV, AM e AB causaram redução da 

fração de células vivas em relação ao grupo CT. Desta forma, somente a TFD 

com AM causou diminuição da viabilidade celular em todos os métodos 

analisados. 

 

Figura 16: Ensaios de Viabilidade Celular MTT, NR, CV para os FS no IC50 avaliados 

3h após a irradiação. As células foram tratadas com AM 1 mol/L, Azure A 6 mol/L e Azure B 

2 mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta à radiação por 40 minutos utilizando 
um sistema LED emitindo em 639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição radiante 
final de 7 J/cm2. *p<0,05 em relação ao CT, #p<0,05 em relação ao AM. 
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Na Figura 17, estão apresentados os dados de viabilidade após 24h da 

irradiação. Pelo método do MTT, somente a TFD com AM diminuiu a fração de 

células vivas em relação ao grupo controle. Por outro lado, pelo método do VN, 

todos os FS causaram redução na fração de células vivas em relação ao grupo 

controle, sendo que a maior redução ocorreu no grupo AM. Os resultados obtidos 

pelo método CV mostraram que AM e AB causaram redução na fração de células 

vivas em relação ao grupo CT. Neste tempo após irradiação, novamente 

somente o AM causou redução na viabilidade celular em todos os ensaios 

realizados. 

 
 

Figura 17: Ensaios de Viabilidade Celular MTT, NR, CV para os FS no IC50 avaliados 

24h após a irradiação. As células foram tratadas com AM 1 mol/L, Azure A 6 mol/L e Azure 

B 2 mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta à radiação por 40 minutos 
utilizando um sistema LED emitindo em 639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição 
radiante final de 7 J/cm2. *p<0,05 em relação ao CT, #p<0,05 em relação ao AM, $p<0,05 em 
relação ao AA. 

 

 
Na Figura 18, estão apresentados os dados de viabilidade celular após 48h 

da irradiação. Pelo método do MTT, a TFD com AM diminuiu a fração de células 

vivas em relação ao grupo controle. Pelo método do VN, AM e AB causaram 

redução na fração de células vivas em relação ao grupo controle, sendo que a 

maior redução ocorreu no grupo AM. Os resultados obtidos pelo método CV 

mostraram que todos os FS causaram redução na fração de células vivas em 
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relação ao grupo CT. Neste tempo após irradiação, novamente somente o AM 

promoveu redução na viabilidade celular em todos os ensaios realizados. 

 
 

Figura 18: Ensaios de Viabilidade Celular MTT, NR, CV para os FS no IC50 avaliados 

48h após a irradiação. As células foram tratadas com AM 1 mol/L, Azure A 6 mol/L e Azure 

B 2 mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta à radiação por 40 minutos 
utilizando um sistema LED emitindo em 639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição 
radiante final de 7 J/cm2. *p<0,05 em relação ao CT, #p<0,05 em relação ao AM 

 

 
Na Figura 19, estão apresentados os dados de unidades arbitrárias de 

autofagia, que se trata de uma relação entre os diferentes métodos de viabilidade 

celular, de modo que a superestimação da viabilidade pelo método do VN seria 

um indício de acúmulo de vacúolos ácidos, seja pela indução de autofagia ou 

pelo bloqueio do fluxo autofágico. Os dados mostram que nenhum dos FS 

mostraram valores de AAU acima de 1 em nenhum dos tempos avaliados. Os 

resultados para o AM, em 3, 24 e 48h após a irradiação mostram valores de AAU 

abaixo de 0,5. Os valores de AAU são similares para AA e AB, sendo que para 

3 e 24h são próximos a 0,6 enquanto em 48h são próximos a 0,9. 
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Figura 19: Unidades arbitrárias de autofagia (AAU) 3, 24 e 48h após a irradiação. 

As células foram tratadas com AM 1 mol/L, Azure A 6 mol/L e Azure B 2 mol/L em DMEM 
1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta à radiação por 40 minutos utilizando um sistema LED 
emitindo em 639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição radiante final de 7 J/cm2. 
*p<0,05 em relação ao CT, #p<0,05 em relação ao AM. 

 

 
5.5 Potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) 

Na Figura 20 estão apresentados os gráficos de pontos gerados pela 

dupla marcação das amostras com rodamina (eixo y) e iodeto de propídeo (eixo 

x). O gráfico tem 4 regiões demarcadas: Direita Superior (Rh+/PI+), Direita inferior 

(Rh-/PI+), Esquerda Superior (Rh+/PI-) e Esquerda Inferior (Rh-/PI-). As células 

marcadas em Rh+/PI+ são células com potencial de membrana mitocondrial 

porém com membrana celular com integridade comprometida enquanto as 

células Rh-/PI- são células que apresentam perda de potencial de membrana 

mitocondrial porém com membrana celular íntegra. 
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Figura 20: Gráficos de pontos para marcação dupla de Rodamina 123 e iodeto de 

propídeo. As células foram tratadas com A) Controle; B) AA 6 mol/L; C) AB 2 mol/L; D) AM 1 

mol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas e expostas à radiação por 12 minutos e 20 segundos 
utilizando um sistema LED emitindo em 639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição 
radiante final de 7 J/cm2. 

 

 

Os valores de porcentagem de células Rh-/PI- das amostras foram 

registrados e os valores médios para cada tratamento foram apresentados na 

Figura 21. Os resultados apontaram uma elevação estatisticamente significante 

na porcentagem de células que apresentaram perda de potencial de membrana 

mitocondrial quando foi realizada TFD com AM quando comparados com os 

demais grupos. 
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Figura 21: Potencial de membrana mitocondrial 3h após a irradiação. As células 

foram tratadas com AM 1 mol/L, Azure A 6 mol/L e Azure B 2 mol/L em DMEM 1% SFB por 
3 horas. A placa foi exposta à radiação por 40 minutos utilizando um sistema LED emitindo em 
639 ± 10 nm, com irradiância de 2,9mW/cm2, exposição radiante final de 7 J/cm2, n=3. *p<0,05 
em relação ao CT. 
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6. DISCUSSÃO 

 
Em estudo anterior do grupo, foi apresentada a relação entre a agregação 

dos FS fenotiazínicos e a morte celular fotoinduzida, sendo que quanto menor a 

agregação, maior a extensão de morte celular.17 Sabe-se que a agregação reduz 

a produção de oxigênio singlete, o mecanismo tipo II, porém a presença de 

agregados já foi relacionada à produção de outras espécies reativas de oxigênio, 

do mecanismo tipo I.13
 

Neste estudo, foi possível verificar que a produção de espécies reativas 

de oxigênio intracelular, bem como a produção de espécies reativas de 

nitrogênio no sobrenadante é maior no AM, intermediária para AB e baixa para 

AA. Desta forma a produção de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio é 

inversamente proporcional à agregação, isto é, a produção destas espécies é 

maior, quanto menor a agregação do FS. 

Com o intuito de relacionar a produção de espécies reativas de oxigênio, 

agregação e efetividade do FS, determinou-se a viabilidade celular usando os 

métodos do MTT, VN e CV. A análise de viabilidade celular em tratamentos que 

envolvem o uso de laser é bastante complexa, uma vez que os ensaios 

colorimétricos mais comuns podem apresentar resultados irreais. O ensaio do 

MTT é baseado na atividade de enzimas mitocondriais que levam à formação do 

cristal de formazan, cuja concentração é avaliada espectrofotometricamente. Já 

é conhecido o efeito da fotobiomodulação em células, por meio da absorção da 

luz pelas mitocôndrias, devido ao citocromo c oxidase, que promove aumento da 

atividade mitocondrial 34. Baixas densidades de energia de fotobiomodulação 

produzem pequenas quantidades de EROs que podem estimular processos 

positivos para o organismo, como proliferação, diferenciação e viabilidade 34. As 

espécies reativas de oxigênio geradas pela fotobiomodulação, podem iniciar a 

sinalização redox e ativar fatores de transcrição sensíveis a redox, como a via 

Akt / GSK3beta e o fator nuclear kappa B (NF-kB). Esses fatores de transcrição 

estimulam as respostas de sobrevivência antiapoptótica e / ou celular35. A 

determinação de viabilidade por meio do método do MTT poderia levar a um 

resultado de viabilidade superestimado. A viabilidade celular por meio do ensaio 

do VN é baseada na incorporação do VN por lisossomos. A utilização deste 

ensaio para determinar a viabilidade celular após o tratamento por TFD pode 



47 
 

levar à superestimação deste parâmetro, pois o VN também é retido em vacúolos 

ácidos associados ao processo autofágico 36. Já a quantificação de viabilidade 

celular por meio da marcação com cristal violeta está relacionada à quantidade 

de células aderidas, pois o mesmo se liga às proteínas e DNA, sendo que após 

o tratamento por TFD, pode haver células aderidas que já sofreram o dano 

fotoinduzido e estão em processo de morte celular37 .Desta forma, a análise da 

viabilidade deve ser realizada por meio de mais de uma metodologia. 

No período de 3h após a irradiação, foi observado aumento na viabilidade 

das células tratadas com AA e AB, de modo que pode ter havido algum dano 

celular e, neste pequeno período após o tratamento as células estão com 

metabolismo ativado tentando realizar uma recuperação das organelas 

danificadas (autofagia) ou somente houve indução metabólica devido ao efeito 

estimulador da exposição à luz vermelha (fotobiomodulação). Nos outros 

períodos avaliados (24 e 48h) não foi visualizado este efeito estimulador da 

atividade mitocondrial. 

Os diferentes ensaios de viabilidade celular mostraram que AM é o FS 

mais efetivo, seguido pelo AB e por fim AA, corroborando com o estudo anterior 

do grupo, em que somente o ensaio de MTT foi utilizado.17 Uma vez que a 

produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio foi maior no tratamento 

com AA, pode-se dizer que a indução de morte celular por meio do processo de 

fotosensibilização está relacionada à produção de espécies reativas de oxigênio. 

Alguns trabalhos mostram que quanto maior a produção de espécies reativas de 

oxigênio, maior a extensão da morte celular25,38. Por outro lado, existem estudos 

que mostram que a produção de espécies reativas de oxigênio é importante na 

indução de morte celular, porém, não há uma relação direta entre estes 

parâmetros. Neste caso, a localização do dano fotoinduzido (que está 

diretamente relacionada à localização celular do FS e sua relocalização após 

irradiação) seria um fator mais relevante, junto com outros parâmetros 8,39,40. Da 

mesma forma, a localização celular do FS é determinante no mecanismo de 

morte celular fotoinduzido 8,9,30,41,42. 

Relatos da literatura informam que o AM se localiza preferencialmente em 

mitocôndrias e lisossomos, de modo que o mesmo poderia induzir morte celular 

por diversos mecanismos: Necrose, apoptose e aufoagia 39,40. Os diferentes 

mecanismos desencadeados dependem da concentração de FS e parâmetros 
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de irradiação utilizados. Não existem relatos acerca da localização celular de AA 

e AB, que poderiam sugerir a localização celular do dano fotoinduzido por estes 

FS e o tipo de morte celular desencadeado. Este parâmetro não foi avaliado no 

decorrer deste estudo, mas pretende-se realizá-lo para a publicação do artigo 

científico. 

A avaliação do potencial de membrana mitocondrial mostrou que AM é o 

FS que provoca a maior redução no potencial de mitocôndria. A perda do 

potencial de mitocôndria é considerada o “ponto sem retorno” do processo 

apoptótico43. A perda do potencial da membrana mitocondrial leva a uma 

liberação de proteínas tóxicas do espaço intermembranas para o citosol que, por 

fim, ativa um circuito de retroalimentação positiva que amplifica o sinal 

apoptótico. A ativação de caspases, após a perda do potencial da membrana 

mitocondrial, acelera a fase de execução da morte celular 43. A perda do 

potencial de mitocôndria gerada por AM também poderia estar associada à morte 

por necroptose, porém as células HeLa não expressam níveis detectáveis de 

RIPK3 e, portanto, morrem exclusivamente por apoptose. 

Devido à possibilidade de indução de morte celular por autofagia, realizou- 

se a determinação das unidades arbitrárias de autofagia baseada na 

comparação entre a viabilidade determinada pelos métodos de NR, MTT e CV36. 

Porém, este ensaio não mostrou indícios de autofagia em nenhum dos processos 

de morte desencadeados pelos FS utilizados. O ensaio de marcação com iodeto 

de propídeo e alaranjado de acridina, que pode evidenciar, por meio da presença 

de marcação laranja, a existência de vacúolos ácidos associados com o 

processo de autofagia, também não mostrou nenhum indício da ativação desta 

via de reciclagem/morte celular. 

Por outro lado, no ensaio AO/PI foi verificado que AA foi o tratamento que 

apresentou o maior número de células PI (+). A perda da integridade da 

membrana celular poucas horas após o dano fotoinduzido indica a existência de 

morte celular via necrose 42,44. Dos compostos da série estudada, a tendência de 

agregação é maior para AA e menor para AM.17 O agregado é mais lipofílico que 

o monômero, de modo que a interação com as membranas é maior. Sabe-se 

que o dano em membranas é potencializado e apresenta uma cinética mais 

rápida, em FS que se ligam mais fortemente às membranas44,45. Estes dados 

indicam que a maior agregação do AA faz com que este FS se localize na 
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membrana celular, levando à morte celular por necrose. Porém outros 

experimentos ainda são necessários para confirmar esta hipótese. Deda e 

colaboradores mostraram que a localização de FS na membrana celular pode 

levar à indução do mecanismo de morte celular por necrose 42. Além disso, após 

24 e 48h AA continuou sendo o FS que apresentou maior número de células 

marcadas PI(+) que poderia indicar a presença de outros mecanismos de morte 

celular associados. 

Outros experimentos são necessários para que seja possível inferir os 

mecanismos de morte celular que estão sendo desencadeados pelos FS 

estudados, como por exemplo a marcação de Anexina V e PI e avaliação da 

ativação de caspase-3. Estas metodologias podem mostrar a ativação de 

diferentes pontos do mecanismo apoptótico de modo a complementar as 

observações feitas até aqui. 

 
7. CONCLUSÃO 

 
Com base nos resultados pode-se concluir que a produção de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio está diretamente ligada à efetividade do FS, 

sendo determinada pela agregação do mesmo. Os dados sugerem que AA, por 

apresentar maior agregação, localiza-se na membrana celular e desencadeia 

mecanismo de morte celular por necrose, porém, outros experimentos são 

necessários para confirmar a sua localização celular e a presença dos agregados 

em membranas. O AM foi o FS mais efetivo em causar morte celular, 

apresentando redução de viabilidade em todas as metodologias colorimétricas 

avaliadas. A perda do potencial de membrana mitocondrial induzida por AM, que 

seria um ponto sem retorno no processo apoptótico, sugere a indução deste 

mecanismo de morte que pode ser confirmado por meio da realização de 

marcação com Anexina V e PI e avaliação da ativação de caspase-3. Não 

existem indícios claros da indução de nenhum mecanismo específico de morte 

celular pelo AB, porém devido às duas características intermediárias entre AA e 

AM, acredita-se que o mesmo poderia estar induzindo morte por necrose em 

uma pequena extensão e também morte por apoptose. 
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Anexo A. Artigo publicado em co-autoria. 
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Caro(a) professor(a), agradecemos ter aceitado nosso convite, ficaremos 

muito honrados com sua presença. Para facilitar sua análise, esclarecemos que 

os trabalhos de dissertação e tese do Programa de Pós-graduação em 

Biofotônica Aplicada às Ciências da Saúde devem seguir a seguinte estrutura: 

1. Contextualização do objeto de estudo com a respectiva justificativa; 

2. Objetivos que devem estar alinhados aos artigos publicados; 

3. Métodos. Toda metodologia utilizada no(s) artigo(s); 

4. Resultados. Descrição dos resultados ainda não publicados e/ou 

apenas a referência completa do(s) manuscrito(s) publicado(s) ou aceito(s) para 

publicação no caso de todos resultados já terem sido aceitos ou publicados. Os 

artigos devem estar disponíveis na seção “Anexos”. 

5. Discussão. Abordagem do conjunto dos resultados frente à literatura 

pertinente; 

6. Conclusão. Descrição concisa do significado dos resultados; 

7. Anexo. Informações adicionais não reportadas nas seções anteriores e 

o(s) artigo(s) publicado(s) ou submetido(s) a publicação. 


