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RESUMO 

 
Santos, N.F. Relação entre estresse oxidativo fotoinduzido e morte celular autofágica. 

2014. 100p. Dissertação (Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em Ciências (Bioquímica). 

Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

A Terapia Fotodinâmica (TFD) é uma modalidade terapêutica promissora que tem 

mostrado resultados clínicos efetivos, além de custo benefício favorável ao sistema de saúde. 

Embora a TFD esteja associada à indução de morte celular por necrose e, ou apoptose, 

pesquisas recentes comprovam a ativação da autofagia. Visando entender a relação entre a 

quantidade de espécies reativas de oxigênio (EROs), produzidas após fotoativação dos 

fotossensibilizadores (FSs), com a indução de morte autofágica, foram utilizados os FSs 

fenotiazínicos estruturalmente semelhantes, azul de metileno (MB) e 1,9-dimetil azul de 

metileno (DMMB); as linhagens celulares HeLa e HaCat, como modelos biológicos e LEDs 

emitindo em 633 nm, como fonte luminosa.  

Os ensaios de viabilidade em função da dose de luz e da concentração dos FSs 

verificaram que o aumento de morte celular está diretamente relacionado ao aumento da 

concentração e ao aumento da dose de luz, para ambos FSs. Verificou-se que nas condições 

de IC50 a concentração do DMMB (10 nmol/L) é menor que a do MB (2,0 µmol/L) em duas 

ordens de grandeza, e essa diferença também se reflete no grau de desbalanço oxidativo 

gerado após fotossensibilização. 

 Foi verificado que para o MB, a elevada geração de EROs está fortemente 

correlacionada com a perda de viabilidade, enquanto que para o DMMB essa correlação é 

fraca, uma vez que há perda de sobrevida sem grandes gerações de EROs. No entanto, a 

diminuição de sobrevida causada pelo DMMB se correlaciona forte e significativamente ao 

aumento da autofagia, indicando ocorrência de morte celular autofágica tanto em células 



 

HaCaT quanto em células HeLa. As análises de dano em organelas indicaram que ambos FSs, 

após serem fotoativados, causam danos em lisossomas e em mitocôndrias de células HaCaT. 

E confirmou-se, por ensaio de localização subcelular, que ambos FSs estão nessas organelas.  

Uma vez que a localização subcelular do FS influencia no mecanismo de morte celular 

fotodesenvolvido, verificou-se que o MB nas mesmas concentrações nanomolares do DMMB 

não induz autofagia, pois o mesmo encontra-se fotoquimicamente inativo nas mitocôndrias, 

devido à redução pelas coenzimas presentes nesta organela. O DMMB possui um potencial de 

redução menor que o MB, o que impede a redução deste FS nas mitocôndrias, e, mesmo em 

baixas concentrações, o DMMB é capaz de comprometer a integridade de mitocôndrias e 

lisossomas, e induzir autofagia como um mecanismo de morte celular. As condições em que o 

MB não se encontra totalmente reduzido no ambiente celular são em concentrações mais 

elevadas, nas quais a geração do nível de estresse oxidativo é maior e não se observa resposta 

autofágica após fotossensibilização. 

Esses resultados mostram que a eficiência de morte celular causada por TFD não está 

necessariamente relacionada ao nível de estresse oxidativo gerado, uma vez que o DMMB 

induziu estresse oxidativo em menor extensão do que MB e, no entanto, induziu morte celular 

em maior extensão. Confirmou-se o conceito de que, fotossensibilizadores mais eficazes para 

a TFD devem resultar da melhoria na especificidade das reações de fotossensibilização nos 

alvos celulares e não apenas em melhoria na eficiência de geração de EROs.  

 
 
 
 

 

Palavras-chave: Terapia Fotodinâmica, TFD, 1,9-dimetil azul de metileno, Espécies Reativas 

de Oxigênio, Autofagia. 



 

ABSTRACT 

 
Santos, N.F. Relationship between photoinduced oxidative stress and autophagic cell death. 

2014. 100p. Masters Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo, São Paulo. 

Photodynamic Therapy (PDT) is a promising therapeutic modality that has shown 

effective clinical outcomes and benefits in terms of costs to the national health system. 

Although PDT is associated with induction of cell death by necrosis or apoptosis, recent data 

suggest the activation of autophagy.  In order to understand the relationship between reactive 

oxygen species (ROS), generated after light activation of photosensitizers (PSs), and the 

autophagic cell death induction, we have used two phenothiazines with similar structure - 

methylene blue (MB) and 1,9-dimethyl methylene blue (DMMB);  HaCaT and HeLa cells 

were used as biological models and LEDs emitting at 633 nm were used as light source. 

Cell viability assays as function of light dose and PS concentration showed that the 

increase in cell death was directly proportional to the PS concentration and light dose, to the 

both PSs. At IC50 was verified that DMMB concentration (10 nmol/L) is lower than MB 

concentration (2,0 µmol/L) in two order of magnitude, and this difference is reflected in 

degree of oxidative stress promoted by photosensitizers. 

Only for MB the amount of detected ROS is highly correlated with loss of cell 

viability, while for DMMB this correlation is weak, because there is loss of viability without 

large generation of ROS. Nevertheless, the viability decreased for DMMB is highly correlated 

with the increase of autophagy, indicating occurrence of autophagic cell death in both HaCaT 

cells and in HeLa cells. The analyses of damaged cell organelles indicated that both PSs, after 

be photoactivated, induce lysosomal and mithochondrial damage in HaCaT cells. And the 

subcellular localization assay confirmed that DMMB and MB are localized in these 

organelles. 



 

Because the subcellular localization of PSs influences cell death mechanisms, this 

research identified that MB, in the same nanomolar concentration of DMMB, does not induce 

autophagy, because it is photochemically inactive in mitochondria due the reducing 

coenzymes present in this organelle. DMMB has a lower reduction potential than MB, which 

hinders PS reduction in mitochondria, and possibly generate a mild oxidative stress that 

compromise the integrity of mitochondria and lysosomes, and justify autophagy induction as 

a cell death mechanism. The conditions that MB is not fully reduced in the cellular 

environment are at higher concentrations, in which was detected high level of oxidative stress 

and autophagic cell death was not observed after photosensitization. 

These results show that the efficiency of cell death induced by PDT is not necessarily 

related with oxidative stress level, since the oxidative stress induced by DMMB was lesser 

than by MB, however, the cell death was greater. This research confirms the concept that 

more effective photosensitizers for PDT means greater specificity of photosensitization 

reactions, and not only improvement of the efficiency of ROS generation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Keywords: Photodynamic Therapy, PDT, 1,9-dimethyl methylene blue, Reactive Oxygen 

Species, Autophagy. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

O desafio em se estabelecer novas abordagens terapêuticas para o tratamento do 

câncer humano, usando-se estratégias com poucos efeitos colaterais, representa ainda um 

dogma na oncologia clínica. Embora haja grandes esforços em busca de novos 

quimioterápicos com poucas reações adversas, a toxicidade é ainda um grande problema. 

Neste sentido, a busca de novas abordagens tem se destacado no cenário científico, 

representando também um tema de grande apelo na saúde pública.  

Diversas metodologias baseadas em iluminação com luz visível têm promovido 

avanços no diagnóstico e no tratamento do câncer e de outras doenças. Entre essas 

metodologias está a Terapia Fotodinâmica (TFD) (Ochsner, 1997), uma modalidade 

terapêutica que se destaca por promover, a partir de um desequilíbrio redox artificialmente e 

intensionalmente induzido, o tratamento antitumoral (Williams et al., 1989, Wagner et al., 

2012), bem como, de diversas outras doenças infecciosas, causadas por bactérias, vírus ou 

fungos (Wainwright, 2002, Dai, Huang and Hamblin, 2009). A TFD é um tratamento não 

invasivo, que leva a um comprometimento menor da homeostase de células normais 

causando, consequentemente, poucos efeitos colaterais, quando comparada à terapias 

clássicas (Dalla Via and Magno, 2001; Pandey, 2000).  

A TFD tem como princípio básico a fotossensibilização com o envolvimento de três 

componentes essenciais: a droga a ser fotoativada (fotossensibilizador - FS); a luz visível e o 

oxigênio (Oseroff and Morgan, 2001). O FS deve ser absorvido seletivamente pelo tecido 

alvo, e posteriormente excitado numa região específica de comprimento de onda de luz 

visível. A interação da luz com o FS desencadeará uma série de processos fotofísicos e 

fotoquímicos que promovem a formação de espécies reativas (oxigênio singlete, espécies 
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tripletes e outras espécies reativas de oxigênio – ERO – ou nitrogênio – ERN). A geração 

destas espécies reativas causa um desbalanço oxidativo que resulta na morte celular do tecido 

alvo (Ochsner, 1997), que pode ser morte programada (apoptose ou autofagia) ou não 

programada (necrose) (Dougherty et al., 1998). 

Muitos estudos defendem a idéia de que a eficiência fotodinâmica de um FS é 

proporcional à quantidade de espécies reativas geradas por sua fotoativação no tecido doente 

(Aveline and Redmond, 1999; Pogue et al., 2000; Chen et al., 2002; Lee et al., 2008). Diante 

dessa hipótese, muitos buscam por melhores FSs baseando-se somente na eficiência de 

geração de EROs, principalmente de oxigênio singlete. No entanto, diversos estudos têm 

demostrado que a eficiência de um FS não depende apenas do rendimento de espécies 

reativas, mas também da sua localização intracelular e do mecanismo de morte celular 

induzido (Kessel et al., 1997; Castano, Deminova and Hamblin, 2004; Oliveira et al., 2011; 

Pavani et al., 2012).  

1.1. Fundamentos da Terapia Fotodinâmica 

Fotossensibilizadores (FSs) são moléculas que absorvem energia luminosa em 

comprimento de onda (λ) específico, passando do estado fundamental para um estado 

eletronicamente excitado singlete (
1
FS

*
) de maior energia e que, geralmente, tem tempo de 

vida curto. Este pode retornar ao estado fundamental emitindo luz (fluorescência), calor ou 

passar para outro estado excitado, usualmente estado triplete (
3
FS

*
), através do cruzamento de 

intersistema, no qual há inversão de spin no estado excitado. O 
3
FS

*
, por ser reativo e ter 

tempo de vida relativamente longo, é o principal envolvido nas reações de foto-oxidação de 

biomoléculas. Os tripletes podem reagir no ambiente biológico por dois mecanismos 

fotoquímicos principais (Figura 1): tipo I, que ocorre através de uma reação de transferência 

de elétrons (reação de óxido-redução) entre o FS no estado excitado e constituintes celulares, 

produzindo radicais livres, que interagem com o oxigênio molecular (
3
O2), gerando as 



17 

 

 

Espécies Reativas de Oxigênio (EROs), como por exemplo o ânion radical superóxido (O2
.-
), 

radical hidroxila (OH
.
), peróxido de hidrogênio (H2O2); ou tipo II, onde há transferência de 

energia para o oxigênio molecular (
3
O2) formando oxigênio singlete (

1
O2) - uma espécie 

excitada de oxigênio, altamente eletrofílica e reativa (Foote, 1968; Foote, 1991; Ronsein et 

al., 2008),  que é considerado o principal agente citotóxico da TFD.  

 

Figura 1: Representação esquemática dos mecanismos de fotossensibilização. 

Ambos os mecanismos tipo I e tipo II podem ocorrer simultaneamente e a relação de 

velocidade entre os dois processos depende da localização subcelular dos FSs, bem como, da 

concentração do oxigênio molecular (Henderson and Dougherty, 1992; Wainwright, 1996; 

Ochsner, 1997; Baptista and Indig, 1998). 

1.2. A TFD e o desbalanço oxidativo celular 

Em condições normais de metabolismo aeróbico, as mitocôndrias representam a 

principal fonte de geração de EROs, a partir da cadeia transportadora de elétrons, e de ERNs, 

a partir da enzima óxido nítrico sintetase (Boveris and Chance, 1973; Ritcher et al., 1995; 



18 

 

 

Cadenas and Davies, 2000). Estima-se que 0,1% do O2 consumido pela mitocôndria seja 

convertido em EROs (Tahara, Navarete, and Kowaltowski, 2009). No entanto, compostos 

antioxidantes (NADH, NADPH, ácido ascórbico, vitamina E, glutationa) e enzimas de reparo 

(superóxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase) estão em constante atuação para 

manter o equilíbrio entre moléculas pró-oxidantes e antioxidantes (Vercesi et al., 1997; 

Kowaltowsk et al., 2009 ). 

Em condições fisiológicas, as EROs e ERNs mitocondriais desempenham papel nas 

vias de sinalização celular (Dröge, 2002) e são fundamentais para a manutenção da 

homeostase celular. Em condições de desbalanço oxidativo, os lipídeos de membrana desta 

organela ficam sujeitos a peroxidação, o DNA mitocondrial está sujeito a lesões oxidativas e 

as proteínas mitocondriais são susceptíveis ao mau dobramento e agregação, que podem levar 

à transição de permeabilidade da membrana mitocondrial (MPT, do inglês mitochondrial 

permeability transition). A MPT é caracterizada pela abertura de um poro protéico não 

seletivo na membrana mitocondrial interna tornando-a permeável à íons, água e moléculas 

com peso de até 1,5 kDa (Crompton et al., 1999; Kowaltowski, Castilho and Vercesi, 2001). 

Assim, para o controle da produção de EROs e ERNs intracelular e manutenção da 

homeostase celular, tais mitocôndrias estão sujeitas a autofagia para remoção tanto de 

moléculas mitocondriais danificadas quanto da organela total, pelo processo denominado 

mitofagia (Lemasters, 2005).  

 As respostas celulares estimuladas pelas EROs e ERNs são diversas. Em baixas 

concentrações, estas espécies atuam na sinalização celular influenciando processos como a 

modulação da expressão de citocinas, de fatores de crescimento e de fatores de expressão 

gênica. Em níveis elevados, as mesmas provocam alteração no transporte iônico das células; 

liberação de enzimas hidrolíticas lisossomais; formação de produtos citotóxicos; danos em 

biomoléculas como, colesterol e fosfolipídeos insaturados das membranas celulares através da 
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peroxidação lipídica, proteínas em vários resíduos de aminoácidos (histidina, triptofano, 

tirosina, cisteína e metionina) e bases nitrogenadas dos ácidos nucleicos; e, finalmente, 

indução de morte celular por necrose, apoptose ou autofagia (Zhang et al., 2003; Miller et al., 

2003; Niki et al., 2005; Barreiros e David, 2006).  

Além das espécies reativas serem geradas em processos fisiológicos e em condições 

patológicas, como câncer, envelhecimento celular e processos degenerativos, fontes exógenas, 

como nutrição, fármacos, radiação solar, tabagismo, gases tóxicos e metais, contribuem para a 

sua produção excessiva (Aruoma, 1994; Halliwell, 1994; Svobodová, Psotová and Walterová 

2003). No caso da luz ultravioleta (UV) e visível, bem como, no caso de tratamentos por 

TFD, os mecanismos fotoquímicos tipo I e tipo II geram um desbalanço oxidativo que 

prejudica a homeostase celular, podendo levar a vários mecanismos de morte celular (Klotz, 

Kröncke and Sies, 2003; Moserova and Kralova, 2012). 

Há evidências que a localização subcelular do FS e, consequentemente, o local de 

produção de EROs, com destaque para o 
1
O2, não influencia apenas a susceptibilidade de 

morte celular, mas influencia também o mecanismo de morte celular fotoinduzido (Kessel, 

2004; Redmond and Kochevar, 2006). Por exemplo, a dependência do local de geração do 
1
O2 

na toxicidade do FS reflete-se, em parte, no fato de que o tempo de vida intracelular desta 

espécie reativa ser pequeno (de aproximadamente 1 a 3 μs), consequentemente não há tempo 

para o mesmo se difundir na célula. Em água, o raio de difusão do 
1
O2 tem no máximo 150 

nm, distância que é muito menor do que as dimensões da célula e de suas organelas. Portanto 

o 
1
O2 não deve atingir outras biomoléculas senão às próximas ao seu local de geração 

(Redmond and Kochevar, 2006; Hatz, Poulsen and Ogilby, 2008). 

Oliveira e colaboradores (2011) observaram que dois fotossensibilizadores geram 

quantidades equivalentes de morte celular apesar de possuírem propriedades fotoquímicas 

bem diferentes. Um deles é o Azul de Metileno (MB, do inglês Methylene Blue), um 
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excelente FS cujo rendimento quântico de oxigênio singlete (ΦΔ) é 0,50, e o outro é o Cristal 

Violeta (CV), um FS com rendimento de oxigênio singlete praticamente desprezível (ΦΔ < 

0,01). Os pesquisadores explicaram estes resultados a partir de diferenças de localização 

subcelular dos FSs. O CV se localiza exclusivamente na mitocôndria sem sofrer redução, 

causando injuria nas células na mesma faixa de concentração que o MB, que tem grande 

rendimento de EROs, mas de localização subcelular aleatória. Estes resultados confirmaram 

que é possível induzir morte celular especificamente, sem a necessidade de gerar grandes 

quantidades de EROs. 

1.3. Fotossensibilizadores Fenotiazínicos 

Os corantes fenotiazínicos são moléculas catiônicas, relativamente lipofílicas, cuja 

estrutura central cromófora é composta por um sistema heteroaromático planar tricíclico, 

contendo átomos de enxofre e nitrogênio (Figura 2). Em geral, apresentam em meio aquoso 

máximo de absorção entre 590 e 680 nm, intervalo este compreendido na chamada janela 

terapêutica (600 – 950 nm) (Wainwright and Giddens, 2003), em que a penetração da 

radiação nos tecidos vivos é maior e a absorção por cromóforos endógenos (água, proteínas, 

pigmentos como melanina e bilirrubina) é menor (Castano, Deminova and Hamblin, 2004). 

Os fenotiazínicos são FSs com grande potencial para tratamento de diversas doenças 

(Wainwright and Giddebs, 2003). 

 

 
Figura 2: Estrutura geral de compostos fenotiazínicos – região cromófora. 

 
Dentre os FSs fenotiazínicos destaca-se o MB, que tem sido bastante utilizado para 

tratamento de câncer e de doenças infecciosas (Mellish et al., 2002; Tardivo et al., 2004; 
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Tardivo et al., 2005; Wainwright, 2005). Este FS age principalmente pelo mecanismo tipo II, 

sendo capaz de gerar oxigênio singlete com altos rendimentos quânticos em uma variedade de 

ambientes biológicos e químicos. No entanto, quando se encontra em sua forma reduzida 

(leuco), o MB não é capaz de absorver energia no intervalo da janela terapêutica, portanto não 

transfere energia para o oxigênio triplete via processos do tipo II, o que diminui sua eficiência 

fotodinâmica (Tardivo et al., 2005). 

Outro fenotiazínico, derivado do MB, o 1,9-dimetil-azul de metileno (DMMB), 

também tem sido considerado para o tratamento antimicrobiano (Wainwright et al., 1999; 

O'Neill, Wilson and Wainwright, 2003; Phoenix et al., 2003; Demidova and Hamblin, 2005; 

Rágas et al. 2010), antiviral (Wagner et al., 1998) e antitumoral (Wainwright et al., 1997; 

Rice, Wainwright and Phoenix, 2000), apesar de existirem poucos trabalhos mecanísticos 

considerando sua atividade. 

Wainwright e colaboradores (1997) verificaram que a metilação do MB formando o 

DMMB fez aumentar sua atividade fotodinâmica (o IC50 para MB foi de 18,7 µmol/L e para 

DMMB foi de 0,09 µmol/L) na linhagem celular de tumor mamário murino (EMT-6). Rice e 

colaboradores (2000) também observaram aumento semelhante na atividade fotodinâmica do 

DMMB em linhagens de melanoma murino (SK-23), cujo IC50 para MB foi de 15,2 µmol/L e 

de 0,04 µmol/L para DMMB. Este aumento foi relacionado com a maior lipofilicidade do 

DMMB em relação ao MB, propriedade esta considerada como um fator importante para 

incorporação intracelular do FS.  

A lipofilicidade não é uma propriedade físico-química bem definida, mas pode ser 

estimada de várias formas, como o coeficiente da partição n-octanol/água, parâmetro 

geralmente expresso na forma logarítmica, ou seja, coeficiente de partição (log P). A partir do 

valor de log P pode-se estimar a interação e a incorporação de uma molécula em uma fase 

lipofílica, por exemplo, membranas biológicas (Engelmann et al., 2007). Medidas de log P 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DWainwright,%2520Mark%26authorID%3D35262974000%26md5%3D348265f918870b8ea76ebe8bf188d8b2&_acct=C000049650&_version=1&_userid=5674931&md5=1030df27c7aa72c9f4c88ff559eb58d1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830503001641#bBIB24
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relatadas na literatura mostram que o DMMB possui log P maior (log P = + 1,01) do que o 

MB (log P = - 0,10) (Wainwright and Giddens, 2003). Consequentemente, o DMMB se liga 

às membranas com maior eficiência em comparação a MB.  Estudos com sistemas 

biomiméticos realizados por Bacellar e colaboradores (2014) confirmaram a maior 

porcentagem de ligação em membranas pelo DMMB (50% parra DMMB e 1,01% para MB) e 

um aumento significativo na eficiência de danos em membranas pelo DMMB (99%) em 

relação ao MB (3,1%). As estruturas do MB e do DMMB estão representadas na Figura 3. 

 

 

Figura 3: Estrutura química do Azul de Metileno (MB) e do 1,9-dimetil-azul de metileno (DMMB). 

Bacellar e colaboradores (2014) também mediram a produção de oxigênio singlete, e 

verificaram um maior rendimento quântico (ΦΔ) para o DMMB (0,71) em relação ao MB 

(0,52). Wainwright e colaboradores (1997), utilizando microeletrodos de ouro, observaram 

que os derivados metilados do MB possuem uma menor taxa de redução à forma leuco 

(fotoquimicamente inativa em 654 nm) do que o MB. Essa menor taxa de redução do DMMB 

foi confirmada por Rice e colaboradores (1998) a partir do ensaio enzimático NADH-

diaforase, em que se observou menor taxa de reação de oxidação do NADH através da 

transferência do hidrogênio para o fotossensibilizador, reduzindo-o à forma leuco. Mellish e 

colaboradores (2002) utilizando outros derivados metilados do MB, diferentes do DMMB, 

justificaram que a menor taxa de redução destes derivados para a forma inativa leuco, em 

relação ao MB, se deve ao efeito indutivo doador de elétrons provenientes dos grupos metil 

para o anel fenotiazínico, o que diminui seu potencial de redução, explicação essa que 

também pode ser aplicada ao DMMB.  
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Wainwright e colaboradores (1997) afirmaram também que o local de ação 

intracelular dos FSs é variável e depende da linhagem celular e da estrutura do FS, 

principalmente dos grupos periféricos ligados ao cromóforo. Em vista disso estes autores 

sugeriram que o padrão de localização intracelular do derivado metilado DMMB poderia ser 

diferente do MB o que, juntamente com sua maior lipofilicidade, rendimento quântico de 

oxigênio singlete e menores taxas de redução à forma leuco, justificariam sua maior cito e 

fototoxicidade observadas em relação ao MB. No entanto, Wainwright e colaboradores (1997) 

não explicaram molecularmente no ambiente celular porque o DMMB é mais eficiente 

fotodinamicamente que o MB. 

1.4. Mecanismos de morte celular desencadeados pela TFD 

Há vários trabalhos na literatura que permitem concluir que o mecanismo de morte 

celular provocada por TFD é dependente do FS (propriedades químicas, concentração, 

localização subcelular), do tipo celular considerando seu potencial metabólico e fenótipo, e 

das condições de tratamento empregadas (tempo de incubação do FS nas células e dose de luz 

irradiada) (Castano, Deminova and Hamblin, 2005; Buytaert, Dewaele and Agostinis, 2007). 

Inicialmente, acreditava-se que a TFD matava as células apenas via necrose. Entretanto, em 

1991, Agarwal e colaboradores demonstraram a indução de apoptose por TFD (Agarwal et al., 

1991). 

A morte por necrose ocorre após danos severos e descontrolados em várias estruturas 

celulares, causando a perda do controle homeostático, o aumento do volume celular, a 

interrupção da função mitocondrial e o rompimento da membrana celular ocorrendo liberação 

do conteúdo intracelular no tecido, danificando células vizinhas e causando uma resposta 

inflamatória intensa. Na morte por apoptose (ou mecanismo de morte celular programada tipo 

I) há diminuição do volume celular com a condensação nuclear e do citoplasma, causando a 

perda da aderência com a matriz extracelular e com as células vizinhas. Durante a apoptose a 
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cromatina é condensada, o DNA cromossômico é clivado por endonucleases em fragmentos 

internucleossômicos, formando-se os corpos apoptóticos, que por sua vez são fagocitados por 

macrófagos (Williams and Smith, 1993; McConkey, 1998). 

A ativação da apoptose depende do equilíbrio entre proteinas regulatórias pró- e anti-

apoptóticas. A família de proteínas Bcl-2 intervém de forma direta na regulação da apoptose 

(Borner, 2003), através da regulação do potencial de membrana mitocondrial (Δᴪm - MMP) e 

da ativação das caspases (Kuwana and Newmeyer, 2003; Sharpe  et al., 2004). Esta família de 

proteínas inclui membros anti-apoptóticos (Bcl-2 e Bcl-xL), que preservam a integridade da 

membrana mitocondrial, e membros pró-apoptóticos (Bax, Bid e Bak), que induzem a 

formação ou desregulação de poros da membrana externa das mitocôndrias provocando a 

liberação de fatores pró-apoptóticos para o citosol (Vander Heiden and Thompson, 1999). 

Os mecanismos de morte celular não são totalmente independentes, podendo haver 

múltiplos mecanismos de morte celular que atuam simultaneamente (Zhivotovsky and 

Orrenius, 2010), assim como é observado na TFD, em que um mesmo FS pode induzir 

distintos mecanismos de morte celular (Dougherty, 1987; Buytaert, Dewaele and Agostinis, 

2007). Na década passada descobriu-se que além da necrose e da apoptose, a TFD pode 

induzir também a morte celular por autofagia (Kessel, Vicente and Reiners, 2006; Buytaert et 

al. 2006; Chen and Gibson, 2008).  

A resposta celular autofágica foi relacionada com a intensidade do estímulo da TFD e 

consequentemente com o nível de desbalanço oxidativo gerado. Em baixas intensidades de luz 

e de FS, a autofagia atua garantindo a remoção dos componentes celulares fotodanificados, 

prevenindo o início das vias apoptóticas, mantendo assim a viabilidade celular. Inversamente, 

em doses médias de TFD, tanto a apoptose quanto a autofagia podem contribuir para a morte 

celular (Kessel and Reiners, 2007; Kessel and Arroyo; 2007; Andrzejak, Price and Kessel, 

2011), e em doses muito elevadas de TFD observa-se a ocorrência de necrose.  
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1.4.1. Autofagia e morte celular autofágica 

Autofagia é uma via celular lisossomal de degradação e reciclagem de componentes 

citosólicos, como proteínas e organelas (Baehrecke, 2005), é uma via constitutiva em funções 

celulares como crescimento, desenvolvimento e homeostase celular. De acordo com o 

mecanismo de formação do vacúolo autofágico e com o caminho pelo qual o material 

citoplasmático é entregue ao lisossomo, há três tipos de autofagia em células eucarióticas - 

autofagia mediada por chaperonas, microautofagia e macroautofagia (Scherz-Shouval and 

Elazar, 2007).  

Na autofagia mediada por chaperonas, proteínas citoplasmáticas dobradas 

erroneamente ou oxidadas são sinalizadas por um motivo pentapeptídico (lisina-fenilalanina-

glutamato-arginina-glutamina) em sua sequência de aminoácidos, permanecendo então ligadas 

às chaperonas. Estas direcionam as moléculas danificadas ao lisossoma através do 

reconhecimento do motivo pela glicoproteína da membrana lisossomal, LAMP2A (Proteína 

de Membrana Associada ao Lisossoma Tipo 2A), que efetuará a translocação seletiva de 

polipeptídeos mal dobrados através da membrana lisossomal, para posterior degradação e 

reutilização do produto degradado (Cuervo and Dice, 1996). A proteína LAMP2A por ser 

encontrada principalmente na membrana lisossomal é comumente utilizada como um 

marcador dessa organela (Cuervo and Dice, 2000; Eskelinen, 2006). 

Diferente da autofagia mediada por chaperonas, a microautofagia caracteriza-se pela 

dinâmica de rearranjos na membrana lisossomal, resultando em invaginações que captam 

diretamente porções citoplasmática contendo as moléculas a serem degradadas, sendo então 

responsável pela degradação lisossomal basal de componentes citosólicos (Ahlberg and 

Glaumann, 1985).  

A macroautofagia é a via mais estudada e responde por mais de 90% da autofagia 

celular. Pela macroautofagia, ou simplesmente autofagia, o conteúdo citoplasmático a ser 
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degradado é isolado (nucleação) por uma membrana lipídica dupla, o fagóforo, que se alonga 

englobando o conteúdo celular (extensão), formando o autofagossoma. A origem dessa 

membrana lipídica dupla é controversa, mas evidências indicam que essa estrutura origina-se 

de regiões do retículo endoplasmático sem ribossomos, do complexo de golgi, do endossomo 

ou até mesmo da mitocôndria (Dunn, 1990; Tooze and Yoshimori, 2010; Hailey et al., 2010).  

Durante a formação do autofagossoma, a proteína de Cadeia Leve 3 Associada à Microtúbulo 

(MAP1LC3 ou LC3), principal marcadora do desenvolvimento desse processo autofágico, é 

convertida de sua forma citoplasmática, LC3-I, em LC3-II (Klionsky et al., 2008). Isso por 

que, quando o processo autofágico é ativado, a forma citoplasmática LC3-I é covalentemente 

ligada ao lipídeo fosfatidiletanolamina e convertida à isoforma LC3-II. Esta, auxiliada pelo 

fosfatidiletanolamina, se associa às membranas lipídicas interna e externa das vesículas 

autofágicas, autofagossomas (Kabeya et al., 2000). Por fim o autofagossoma se funde com o 

lisossoma (maturação), dando origem ao autolisossoma, que finaliza a degradação do seu 

conteúdo a partir das enzimas lisossomais (Klionsky, 2007) (Figura 4). 

 

Figura 4: Esquema do processo autofágico (macroautofagia), adaptado de Nakahira and Choi, 2013. 
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Todas as etapas envolvidas no processo autofágico dependem de ATP (Kim and 

Klionsky, 2000) e de moléculas de sinalização que modulam a atividade e expressão de genes 

relacionados à autofagia (Atg) (Meijer and Codogno, 2004). 

A autofagia representa um mecanismo de resgate celular frente a um dado estresse, 

como a privação de nutrientes extracelulares ou diminuição na concentração de metabólitos 

intracelulares, e estresse oxidativo própiamente dito. Contudo, há evidências sólidas 

apontando a autofagia como uma via alternativa de morte celular, denominada morte celular 

programada tipo II (Eskelinen, 2005).  

Os grupos de Kessel (2006) e de Buytaert (2006) foram os primeiros a documentar 

que a TFD induz morte celular por autofagia em condições cujos mecanismos para apoptose 

estavam inibidos. O primeiro grupo usou o FS porficeno em células de leucemia murina, 

L1210, em presença de inibidor apoptótico de caspase3/7, o tetrapeptídeo sintético N-

benziloxicarbonil-Asp-Glu-Val-Asp fluorometil cetona (zDEVD-FMK). A autofagia também 

foi verificada em células de câncer de próstata, DU145, Bax deficientes. O outro grupo 

reportou autofagia após fotossensibilizar, com hipericina, fibroblastos embrionários murinos, 

MEF, duplo nocaute para as proteínas próapoptóticas Bax e Bak (Bax
−/−

Bak
−/−

). Nota-se que 

todos esses exemplos demonstram que a autofagia ocorreu em ocasiões de comprometimento 

da maquinaria apoptótica. 

Experimentos independentes realizados por Oleinick e colaboradores (2009) e por Xue 

e colaboradores (2010) mostraram que, em células com bloqueio em alguma via do processo 

de apoptose, a sensibilidade à TFD foi modulada pela maquinaria autofágica e a mesma atuou 

desempenhando um papel de morte celular. Nessas condições, medidas de inibição dos 

mecanismos autofágicos proporcionaram uma proteção contra citotoxidade causada pela TFD 

(Xue et al., 2007).  
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No entanto, em células competentes para apoptose, as pesquisas realizadas até o 

momento identificaram que a autofagia atua com um papel citoprotetor, a fim de limitar a 

propagação do dano oxidativo, aumentando, assim, a resistência à morte celular por TFD 

(Dewaele et al., 2011). Neste mesmo paradigma, medidas de inibição dos mecanismos 

autofágicos em células competentes para apoptose indicaram um aumento do efeito citotóxico 

da TFD, ou seja, atestando o papel citoprotetor da autofagia (Dewaele et al., 2011).  

Apesar de o processo autofágico ocorrer gerando morte celular fotoinduzida 

independente da presença ou não de vias apoptóticas (Xue et al., 2007; Dini et al., 2010), 

Andrzejak e colaboradores (2011) sugeriram que, em células competentes para apoptose e 

para autofagia, a taxa de iniciação das vias apoptóticas pode ser um fator que modula a 

resposta autofágica, isto é, em células com uma rápida resposta apoptótica, a autofagia pode 

atuar como uma via de proteção celular, enquanto que células que exibem uma resposta lenta 

para apoptose, a autofagia pode atuar como uma via de morte celular (Andrzejak, Price and 

Kessel, 2011).  

A elevada reatividade das EROs geradas fotoquimicamente, principalmente o 
1
O2, 

sugere que a autofagia é iniciada numa tentativa de remover organelas e proteínas danificadas 

por reações fotoquímicas. No entanto, o nível de estresse oxidativo que conduzirá uma via 

autofágica de sobrevivência ou de morte celular não é definido, e a contribuição funcional dos 

processos catabólicos autofágicos para a morte celular ainda é muito incerto. Portanto, mais 

estudos são necessários para definir se a autofagia contribui diretamente para morte celular ou 

se a mesma é uma tentativa fracassada de preservar a viabilidade celular. Outra questão que 

ainda não é consenso na comunidade científica é se a indução de um mecanismo específico de 

morte celular programada leva a uma melhoria na eficiência da terapia antitumoral, como da 

TFD. 
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Assim, o presente estudo pretende contribuir para o esclarecimento da indução de 

morte celular autofágica associada ao tratamento com TFD. Ainda não se identificou maneiras 

de usar o mecanismo de morte celular autofágica para melhoria da eficiência da TFD. Não há 

modelos que caracterizam e explicam relações quantitativas entre os danos às organelas 

celulares, associadas à autofagia e à apoptose. Também se espera contribuir para o 

entendimento do paradigma central da autofagia, ou seja, quanto sua ação como promotora de 

sobrevivência ou indutora de morte celular. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Caracterizar a ocorrência de morte celular autofágica após a fotoativação de FSs 

fenotiazínicos estruturalmente semelhantes, MB e DMMB. 

2.2. Objetivos específicos 

1. Avaliar a cito e a fototoxicidade dos FSs MB e DMMB em diferentes doses de luz em 

queratinócitos humanos normais (HaCaT). Demonstrar as relações quantitativas entre dose de 

luz e a sobrevida celular. 

2. Mensurar a produção de EROs em células HaCaT antes e após o tratamento com os FSs 

MB e DMMB. Demonstrar as relações quantitativas entre concentração de FS e a quantidade 

de espécies reativas mensuráveis. 

3. Determinar a associação entre TFD e a indução de autofagia em queratinócitos humanos 

normais (HaCaT). 

4. Avaliar o desenvolvimento da via autofágica por imunofluorescência LAMP2A e LC3-II 

em células HaCaT. 

5. Localizar o alvo subcelular dos FSs MB e DMMB em células HaCaT. 

6. Avaliar possíveis danos aos lisossomas e às mitocôndrias de células HaCaT após 

fotossensibilização com MB e DMMB e relacioná-los à indução de autofagia. 

7. Verificar a manutenção de resposta autofágica após fotossensibilização com DMMB em 

outra linhagem celular, adenocarcinoma de útero humano (HeLa). 
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3. DETALHES EXPERIMENTAIS 

 

3.1. Materiais 

Os meios de cultura celular Dulbecco MEM (DMEM), o soro fetal bovino (SFB), a 

solução de tripsina, a solução de antibiótico e antimicótico contendo penicilina (10 U.I./mL), 

estreptomicina (10 mg/mL) e anfotericina B (1 g/mL) foram adquiridos da Vitrocell. O 

tampão fosfato de sódio (PBS) foi preparado com cloreto de sódio, cloreto de potássio, fosfato 

de sódio dibásico, fosfato de potássio monobásico todos adquiridos da Synth, assim como o 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Os corantes azul de Tripan; brometo de 3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT); vermelho neutro (NR, do inglês Neutral 

Red, hidrocloreto de [3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina]); cristal violeta (CV, Cloreto 

de hexametilenopararosanilina); azul de metileno (MB); 1,9-dimetil-azul de metileno 

(DMMB); laranja de acridina (do inglês Acridine Orange, AO); iodeto de propídeo (IP) e o 

corante Rodamina 123 foram obtidos da Sigma-Aldrich, assim como o dimetil sulfóxido 

(DMSO), o Triton X-100, a Albumina de Soro Bovino e a Cloroquina (CQ). As placas para 

cultivo celular com diferentes quantidades de poços foram obtidas da Corning®. Os 

anticorpos primários monoclonais de coelho anti-LC3-II foram obtidos da Cell Signaling 

Technology® e anticorpos primários monoclonais de camundongo anti-LAMP2A foram 

obtidos da ABCAM®. Os anticorpos secundários anti-IgG de coelho conjugado com Alexa-

488 e anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa-633 foram obtidos da Molecular 

Probes, assim como o marcador nuclear dihidrocloreto 4',6'-diamidino-2-fenilindole (DAPI) e 

as sondas 2',7'- diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCFDA), MitoTracker Red CM-

H2XRos e Lysotracker green. O substrato cromogênico 5-bromo-4-cloro-3-indolil β-D-

galactopiranosídeo (X-Gal) foram obtidos da Promega.  
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3.2. Equipamentos 

As células foram mantidas em incubadora ThermoScientific a 37°C com fluxo de gás 

carbônico (CO2) controlável (5%) e manipuladas em ambiente estéril, em capela de fluxo 

laminar Nuaire Class II tipo A/B3 com lâmpada UV, utilizando material esterilizado em 

Autoclave Stermax. A visualização das células foi realizada na sala de cultivo celular em 

microscópio ótico invertido Nikon Eclipse TS100. Diodos Emissores de Luz (LEDs), 

emitindo luz vermelha na região de 633 nm, foram utilizados como fonte de luz para 

irradiação.  

As medidas de absorção e de fluorescência foram realizadas usando-se o leitor de 

microplacas TECAN INFINITE 200M, e medidas de fluorescência também foram realizadas 

usando-se o leitor de microplacas SpectraMax Molecular Devices (Life Technologie). Os 

cálculos de concentração das soluções estoques dos corantes fenotíazinicos foram realizados 

por medidas de absorbância no espectrômetro UV-2401PC (Shimadzu Co.) em uma cubeta de 

quartzo (Hellma). 

O ensaio de citometria de fluxo (Fluorescence Activated Cell Sorting - FACS) foi 

realizado no citômetro Beckman Coulter  FC500 MPL, utilizando os filtros de excitação 

(488/637 nm) e emissão (645 nm). 

Microscopia de transmissão e microscopia de fluorescência foram realizadas em 

microscópio invertido de luz transmitida e epifluorescência Zeiss Axiovert 200 equipado com 

uma objetiva C-APOCHROMAT 40X/1.20 W Corr M27 (Zeiss). Imagens de 

imunofluorescência foram obtidas em microscópio confocal de varredura a laser Zeiss 

Axiovert 200 LSM-510 Meta equipado com uma objetiva Plan-APOCHROMAT 63X/1.40 de 

imersão em óleo DIC M27 (Zeiss). As imagens de colocalização subcelular dos FSs foram 

obtidas em microscópio confocal de varredura a laser Zeiss Axiovert 100 LSM-510 equipado 

com uma objetiva 40X/1.20 de imersão em água (Zeiss).  
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3.3. Células  

3.3.1. Linhagens celulares 

Queratinócitos humano normais imortalizados (HaCaT) (Boukamp et al., 1998) e 

células de adenocarcinoma de útero humano (HeLa) disponíveis no Instituto de Química 

(IQUSP), foram cultivados em meio essencial Dulbecco's Eagle (DMEM) acrescido de 10% 

(v/v) de soro fetal bovino (SFB), 1% (v/v) de solução penicilina-estreptomicina com 

antimicótico. Para garantia da reprodutibilidade e confiabilidade dos dados, as linhagens 

celulares foram manipuladas cuidadosamente, em ambiente e com material estéril, evitando a 

contaminação por bactérias, fungos, micoplasma, ou ainda contaminação cruzada. 

3.3.2. Plaqueamento das células 

As células foram ressuspensas utilizando a tripsina, e posteriormente contadas 

utilizando a câmara de Neubauer e microscópio ótico com auxílio do corante azul de Tripan, 

este ajuda a distinguir células viáveis de células danificadas, uma vez que nestas últimas a 

membrana celular está rompida possibilitando a internalização do corante mais facilmente, 

acarretando coloração azul. Após contagem, o número de células desejado foi distribuído nas 

placas e estas foram mantidas em incubadora a 37ºC e 5% CO2 por pelo menos 18 horas até a 

realização do experimento. 

3.4. Solução de Fotossensibilizadores 

As soluções estoque dos FSs fenotiazínicos azul de metileno (MB) e 1,9-dimetil-azul 

de metileno (DMMB) foram preparadas em água Milli-Q a partir de amostras sólidas, e 

tiveram suas concentrações determinadas a partir da Lei de Lambert-Beer valendo-se de 

medidas de absorção realizadas em solução etanólica (para evitar dímeros) e dos coeficientes 

de absortividade molar (εmax), 81600 L/mol.cm para MB e 78000 L/mol.cm para DMMB,  

determinados por Bacellar e colaboradores (2014).  
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3.5. Métodos  

3.5.1. Análise da sobrevida celular em função da concentração de FS e da dose 

de luz (J/cm
2
) em células HaCaT 

Para se avaliar a fototoxicidade em função da dose de luz após a fotoativação dos FSs 

MB e DMMB usaram-se células HaCaT. Resumidamente, 3,2 x 10
5
 células foram plaqueadas 

em placas de 96 poços por 24 horas a 37ºC e 5% CO2. Antes do tratamento as células foram 

lavadas duas vezes em PBS 1x para a total retirada do meio DMEM suplementado com SFB a 

10% (v/v). Em seguida foram incubadas por 1 hora em 0,2 mL de PBS 1x acrescido de 

DMMB ou MB em diferentes concentrações a 37ºC e 5% CO2. Após lavar as células duas 

vezes em PBS 1x para retirada da solução de FSs, as microplacas foram irradiadas em 

presença de PBS 1x com diodos emissores de luz (LEDs), em comprimento de onda máximo 

de emissão a 633 nm e 34 W/m² de irradiância, localizados a 18 cm de distância da 

microplaca, nas doses de luz de 2,75 J/cm
2
, 5,5 J/cm

2
 e 11 J/cm

2
. As amostras não irradiadas 

permaneceram no escuro em presença de PBS 1x. 

Após o tratamento, as células foram mantidas em meio DMEM suplementado com 

antibiótico a 1% (v/v) e SFB a 10% (v/v) por 48 horas a 37ºC e 5% de CO2. Após esse 

período avaliou-se simultaneamente a viabilidade celular a partir dos testes colorimétricos de 

redução do MTT, de incorporação do Vermelho Neutro (NR, do inglês Neutral Red) e de 

citoquímica, usando-se Cristal Violeta (CV), segundo proposto por Martins e colaboradores 

(2013). Os valores percentuais de sobrevida celular foram obtidos a partir da proporção da 

absorbância obtida das células tratadas em relação às não tratadas, ambas corrigidas pela 

absorbância referência a 800 nm. Os ensaios foram realizados em quadruplicadas e foram 

repetidos em três experimentos independentes. 
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3.5.1.1. Ensaio de viabilidade celular pela redução do MTT 

 O MTT (Brometo de 3-[4,5,-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-2H-tetrazólio) é um 

composto solúvel que, uma vez internalizado, é reduzido por enzimas mitocondriais 

(Succinato Desidrogenase e Citocromo c Oxidase) formando um produto de cor púrpura 

denominado de formazan (Carmicheal et al., 1987). Esse produto uma vez solubilizado em 

dimetil sulfóxido (DMSO) pode ser quantificado espectrofotometricamente. Essa redução do 

MTT em cristais de formazan é considerada indicativa da atividade metabólica celular e sua 

medida é comumente utilizada para se avaliar proliferação e viabilidade celular (Mosmann, 

1983; Collier and Pritsos, 2003; Trevisi et al., 2006). 

Resumidamente, foram adicionados em cada poço 0,2 mL de meio DMEM contendo 

MTT a 50 µg/mL, seguido de incubação a 37ºC e 5% de CO2 por 2 horas. A seguir, removeu-

se o meio com MTT e adicionou-se 0,1 mL de DMSO. Em seguida, agitou-se a placa para 

total solubilização dos cristais de formazan. Por último, obtiveram-se os valores de 

absorbância a 550 nm com correção de referência a 800 nm. 

3.5.1.2. Ensaio de viabilidade NRU 

O ensaio de NRU, do inlgês Neutral Red Uptake, se baseia no acúmulo do corante 

catiônico Vermelho Neutro (NR) em membranas lisossomotrópicas. NR se difunde através da 

membrana celular, ficando retido nos lisossomas de células viáveis devido às mudanças de 

cargas causadas pelo pH ácido lisossomal. O ensaio NRU se resume no tratamento por 2 

horas das células em meio DMEM 1,0% SFB (v/v) acrescido de 30 µg/mL de NR a 37ºC e 

5% de CO2. Após lavagens em PBS 1x, elui-se o NR retido no interior dos lisossomas em 0,2 

mL de solução de etanol a 50% (v/v) e ácido acético 1,0% (v/v), seguido de incubação por 10 

minutos à temperatura ambiente. A incorporação lisossomotrópica do NR foi estimada a 540 

nm com correção de referência a 800 nm. 
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3.5.1.3. Ensaio de viabilidade CVS 

O ensaio CVS do inglês Crystal Violet Staining é um ensaio de marcação citoquímica, 

que avalia a sobrevida celular in vitro dada pela densidade relativa de células coradas em 

relação a não coradas. Esse ensaio é realizado na mesma placa em que se avaliou a sobrevida 

por NRU conforme elaborado por Martins e colaboradores (2013). Assim, após serem lavadas 

duas vezes com H2O destilada, as células fixadas no ensaio NRU foram coradas com solução 

de Cristal Violeta 0,02% (p/v) por 5 minutos à temperatura ambiente. Após lavagem em PBS 

1x,  elui-se o CV em solução 50% (v/v) de etanol acrescido de citrato de sódio 0,1 mol/L, 

seguido de incubação por 5 minutos à temperatura ambiente. A seguir, após breve agitação, 

obtiveram-se os valores de absorbância a 585 nm com correção de referência a 800 nm. 

3.5.2. Princípio da estratégia AAU para mensuração in vitro de morte celular 

por autofagia 

Para se mensurar autofagia in vitro empregou-se a estratégia de detecção de vacúolos 

autofágicos pela variável AAU, do inglês, arbritrary autophagic units (Unidades Arbitrárias 

de Autofagia), descrita originalmente por Martins e colaboradores (2013). Sumariamente, essa 

estratégia baseia-se na marcação de vacúolos autofágicos pelo corante lisossomotrópico NR, 

usando-se o ensaio NRU acima descrito.  

Segundo essa abordagem, durante a indução de morte por autofagia há um acúmulo de 

NR em autolisossomas ou vacúolos autofágicos tardios em comparação ao controle não 

tratado, onde se tem em maior frequência lisossomas viáveis. Assim, em decorrência da maior 

incorporação e retenção do NR em vacúolos autofágicos tardios lisossomotrópicos há uma 

superestimação da taxa de sobrevida celular. E, ao se normalizar essa taxa pela média das 

taxas de sobrevida celular estimadas pelos ensaios CVS e redução do MTT, tem-se a variável 

AAU que, quando maior que 1,0, se correlaciona significativamente e linearmente com morte 

celular autofágica. 
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3.5.3. Análise da indução de estresse oxidativo usando-se a sonda H2DCFDA 

A formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi monitorada pelo ensaio 

indireto de oxidação da molécula não fluorescente 2’,7’- diclorodihidrofluoresceína diacetato 

– H2DCFDA na molécula fluorescente 2’,7’- diclorofluoresceína (DCF). Resumidamente, 

após incubar células HaCaT com os FSs MB (1,0 a 4,0 µmol/L) e DMMB (5,0 a 30 nmol/L) 

por 1 hora, lavaram-se as células com PBS 1x por duas vezes, seguido de incubação com 10 

µmol/L de H2DCFDA em tampão PBS 1x por 30 minutos  a 37ºC. A seguir, as células foram 

irradiadas a 633 nm, sob a dose de luz de 11 J/cm
2
. Após a fotossensibilização, mantiveram-se 

as células em gelo e realizou-se a leitura da fluorescência verde com os filtros de excitação 

(485 nm) e emissão (520 nm). A possibilidade de interferência no ensaio com DCF a partir da 

sua auto-fotossensibilização não ocorre neste caso, uma vez que a DCF não absorve em 633 

nm. 

Considerou-se para as análises comparativas, o valor da fluorescência da amostra 

diminuída do valor da fluorescência background local, representado pela fluorescência do 

corante DCF em um poço sem células. Através da comparação da intensidade de 

fluorescência normalizada pela densidade celular dada pelo método CVS, pôde-se estimar o 

grau de oxidação de H2DCFDA na população de células HaCaT após TFD. 

3.5.4. Análise da indução de estresse oxidativo usando a sonda MitoTracker Red 

(CM-H2TMRos) 

Para se confirmar os dados obtidos a partir do ensaio com a sonda H2DCFDA, a 

formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) também foi monitorada utilizando-se a 

sonda reduzida MitoTracker Red CM-H2XRos, que é um clorometil derivado da dihidroX-

rosamina. 

O MitoTracker Red CM-H2XRos é um corante lipofílico que, por estar reduzido, não 

fluoresce até entrar numa célula com metabolismo energético ativo e ser oxidado a clorometil 
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X-rosamina, CMXRos. Em presença de espécies reativas de oxigênio este corante oxida, 

torna-se catiônico e se concentra no interior da mitocôndria a partir do potencial de membrana 

negativo desta organela celular. A presença do grupo clorometil (CM) garante o acúmulo 

desta sonda no interior desta organela ao se ligar covalentemente à nucleófilos nela presentes, 

por exemplo, os grupos tiol de peptídeos e proteínas (Poot et al., 1996). Assim, apenas EROs 

mitocondriais são detectadas. 

Resumidamente, lavaram-se as células HaCaT uma vez em PBS 1x, seguido de 

incubação com MitoTracker Red CM-H2XRos (1,0 µmol/L) em tampão PBS 1x por 15 

minutos a 37ºC e 5% de CO2. A seguir, lavaram-se as células duas vezes em PBS 1x, seguido 

de incubação com os FSs MB (1,0 e 2,0 µmol/L) e DMMB (5,0 e 10 nmol/L) por 1 hora a 

37ºC e 5% de CO2. A seguir, as células foram irradiadas a 633 nm com dose de 11 J/cm
2
. 

Após a fotossensibilização, lavaram-se as células em PBS 1x acrescido de EDTA a 0,05% 

(p/v), seguido de tratamento com tripsina durante 10 minutos a 37ºC e 5% de CO2. Após esse 

período, as células tripsinizadas foram transferidas para tubo de microcentrífuga contendo 0,5 

mL de meio DMEM a 1,0% SFB (v/v) e concentradas por centrifugação a 600 g por 5 

minutos à temperatura ambiente. A seguir, lavou-se esse precipitado celular seguido de 

centrifugação a 600 g por 5 minutos à temperatura ambiente. Por último, ressuspenderam-se 

as células em PBS 1x acrescido de EDTA a 0,05% (p/v) e detectou-se a fluorescência 

vermelha da sonda por citometria de fluxo com os filtros de excitação (488/633 nm) e emissão 

(645 nm). 

3.5.5. Avaliação da indução de vacúolos autofágicos e da indução de necrose 

A indução de morte autofágica dada pelo acúmulo de vacúolos autofágicos tardios ou 

autolisossomas em células HaCaT foi avaliada 0, 3 e 48 horas após a fotoativação dos FSs 

MB a 2,0 µmol/L e DMMB 10 nmol/L, usando-se o marcador laranja de acridina (AO, do 

inglês Acridine Orange). Como controle utilizou-se a droga indutora de autofagia, Cloroquina 
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(CQ) a 60 µmol/L, incubada a 37ºC 5% CO2 por 24 horas (Martins et al., 2013). A Cloroquina  

é uma base fraca que se concentra em vesículas ácidas, como os lisossomas/endossomos, esta 

molécula bloqueia o fluxo autofágico normal, uma vez que impede a degradação lisossomal 

de vacúolos autofágicos, provocando o acúmulo de autofagossomas ou de autolisossomas não 

digeridos devido à diminuição de lisossomas viáveis para degradar seus conteúdos com 

sucesso (Geng et al., 2010; Yoon et al.; 2010), resultando assim em morte celular autofágica 

(Martins et al., 2013). 

Assim como o NR, AO é um agente acidotrópico/lisossomotrópico fracamente básico 

que se acumula, na sua forma ionizada, especificamente em ambientes celulares ácidos, 

endossomo/lisossoma. Uma vez ionizada, AO formam agregados que sob excitação a 488 nm 

emitem fluorescência laranja-vermelha, cuja intensidade se mostra proporcional tanto à acidez 

quanto ao volume e ao acúmulo de vacúolos autofágicos tardios (Traganos and 

Darzynkiewicz, 1994; Paglin et al., 2001). Moléculas de AO que se encontram no citoplasma 

e no núcleo estão na sua forma não ionizada emitindo uma fluorescência verde sob excitação 

a 488 nm (Ditaranto,  Tekirian and Yang, 2001).  

A indução de necrose foi investigada usando-se o marcador iodeto de propídeo (IP), 

que, em decorrência de seu tamanho, é incorporado apenas por células que apresentam 

comprometimento de membrana plasmática, intercalando-se ao DNA picnótico característico 

de células necróticas. O acúmulo de IP também pode ser visualizado em células em apoptose 

tardia (necrose secundária), que apresentam permeabilidade de membrana, núcleo aumentado 

e com condensação de cromatina (Ormerod et al., 1993). Após a fotoativação dos FSs a 633 

nm sob a dose de luz de 11 J/cm
2
, incubaram-se as células em 1,0 μg/mL de AO e de IP por 

10 minutos a 37ºC e 5% de CO2. Após lavar por duas vezes em PBS 1x, as células foram 

observadas ao microscópio invertido de epifluorescência Zeiss. A fluorescência do marcador 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ditaranto%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tekirian%20TL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20AJ%22%5BAuthor%5D
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AO foi detectada usando-se o filtro 09 (Zeiss) que promove excitação a 450-490 nm com 

emissão long pass (LP) de 515 nm.  

3.5.6. Avaliação da indução de vacúolos autofágicos por imunofluorescência 

LAMP2A e LC3-II 

Para se confirmar os dados de AAU após indução de fototoxicidade pelos FSs MB e 

DMMB, assim como avaliar o fluxo autofágico, realizou-se o ensaio de imunofluorescência 

colocalizada para as proteínas de marcação de autofagossoma, LC3-II, e de marcação 

lisossomal, LAMP2A, usando-se microscopia confocal. Ao se analisar a força de 

colocalização desses dois marcadores, torna-se possível avaliar o status do fluxo autofágico, 

conforme sugerido por Klionsky e colaboradores (2008). Havendo colocalização significativa 

dada pelo coeficiente de correlação de Mander (1993), assume-se que há um fluxo autofágico 

normal, caracterizado pela fusão do autofagossoma com o lisossoma formando-se o vacúolo 

autofágico tardio ou autolisossoma. Essa análise de correlação foi realizada usando-se o 

plugin “Colocalization analysis” do Image J (National Institutes of Health, Bethesda), um 

software para processamento e análise de imagens. 

A indução de vacúolos autofágicos em células HaCaT foi verificada 6 horas após a 

fotoativação (11 J/cm
2
) do FS MB a 2,0 µmol/L e do DMMB a 10 nmol/L. Como controle 

positivo para indução de autofagia trataram-se as células com CQ a 60 µmol/L (Martins et al., 

2013) em meio DMEM suplementado com 1% (v/v) de SFB, e as manteve a 37ºC e 5% de 

CO2 por 24 horas. 

Após os tratamentos, as células aderidas em lamínulas foram lavadas em PBS 1x e, em 

seguida, fixadas em solução tamponada de formaldeído a 4% (p/v) por 15 minutos à 

temperatura ambiente. Após fixação, as células foram lavadas três vezes com PBS 1x gelado, 

em intervalos de 5 minutos. Após o bloqueio por 1 hora à temperatura ambiente em solução 

de PBS 1x contendo Triton X-100 a 0,3% (v/v) e Albumina de Soro Bovino 5% (p/v), 
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incubaram-se as lamínulas overnight a 4ºC em presença dos anticorpos primários 

monoclonais de coelho anti-LC3-II e de camundongo anti-LAMP2A diluídos respectivamente 

1:200 e 1:100 em PBS 1x contendo 1% (p/v) de Albumina de Soro Bovino e Triton X-100 a 

0,3% (v/v). 

Após o período de incubação do anticorpo primário, lavaram-se três vezes as 

lamínulas em PBS 1x, seguido de incubação em PBS 1x acrescida de Triton X-100 a 0,3% 

(v/v) contendo anticorpos secundário anti-IgG de coelho conjugado com Alexa-488 e anti-IgG 

de camundongo conjugado com Alexa-633 ambos diluídos 1:500. Finalmente, após lavagens 

consecutivas em PBS 1x, montaram-se as lamínulas com Prolong-DAPI para detecção das 

imagens em microscópio confocal. Os filtros de excitação e emissão de fluorescência 

utilizados foram os seguintes: para visualizar o marcador nuclear DAPI, 362 nm/475 nm 

(emissão na cor azul); Alexa 488, 488 nm/520 nm (emissão na cor verde) e Alexa 633, 547 

nm/630 nm (emissão na cor vermelha). 

3.5.7. Comprometimento lisossomal avaliado pela atividade de β-D-galactosidase  

A enzima β-D-galactosidase é uma hidrolase lisossômica eucariótica com atividade 

máxima em pH ácido (pH 4.0 a 5.0). Ela catalisa a clivagem de resíduos de galactose terminal 

em ligações β de substratos naturais, como, gangliosídeos, glicoproteínas e 

glicosaminoglicanos, bem como de substratos artificiais (Suzuki et al., 1980, O'Brien, 1989).  

A análise de sua atividade em pH subótimo (pH 6.0) tem sido associada à senescência 

celular (Dimri et al., 1995), uma vez que, apesar de sua atividade não ser necessária à 

ocorrência de senescência, observou-se que em células senescentes há um aumento do nível 

de β-D-galactosidase e seu acúmulo nos lisossomas, podendo assim ser detectada mesmo em 

condições subótimas de pH (Lee et al., 2006). Contudo, pode-se também empregá-la para 

avaliação do status lisossomal de uma célula após determinado tratamento, conforme proposto 

originalmente nesse trabalho. Para isso, avaliou-se a atividade da β-D-galactosidase 



42 

 

 

lisossomal através de um ensaio citoquímico realizado em pH ótimo a 5.0, utilizando-se o 

substrato cromogênico 5-bromo-4-cloro-3-indolil β-D-galactopiranosídeo (X-Gal). Após a 

clivagem desse composto há formação de um composto insolúvel azul (Miller, 1972), cuja 

intensidade de marcação avaliada por microscopia de luz se correlaciona linearmente com a 

atividade da β-D-galactosidase lisossomal, conforme proposto por Debacq-Chainiaux e 

colaboradores (2009). Ao analisar as imagens geradas usando-se o plugin “Segmentation”, 

disponibilizado no Image J (National Institutes of Health, Bethesda), foi possível avaliar 

quantitativamente as marcações obtidas. 

Essa análise do status lisossomal se deu 120 horas após a indução da 

citofototoxicidade promovida pelos FSs MB a 2,0 µmol/L e DMMB a 10 nmol/L. 

Resumidamente, lavaram-se as células HaCaT por duas vezes em PBS 1x, seguido de fixação 

em solução tamponada de formaldeído a 2% (v/v) e glutaraldeído a 0.2% (v/v), durante 15 

minutos à temperatura ambiente. Após lavagens por duas vezes em PBS 1x, incubaram-se as 

células a 37ºC em ausência de CO2, por 16 horas, em solução de marcação da β-D-

galactosidase contendo 1 mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil β-D-galactopiranosídeo (X-

Gal), ácido cítrico/ tampão fosfato de sódio pH 5.0 a 40 mmol/L, ferrocianeto de potássio 

(K4 [Fe(CN)6]) a 5,0 mmol/L, ferricianeto de potássio (K3 [Fe(CN)6]) a 5,0 mmol/L, NaCl a 

150 mmol/L e MgCl2 a 2,0 mmol/L.  Após a coloração por 16 horas a 37ºC as células foram 

lavadas em PBS 1x por duas vezes. As imagens foram obtidas por microscopia de transmissão 

e avaliaram-se quantitativamente as marcações obtidas usando-se o plugin “Segmentation”, 

disponibilizado no Image J (National Institutes of Health, Bethesda). 

3.5.8. Análise do comprometimento mitocondrial após TFD por detecção de 

fluorescência de Rodamina 123 por citometria de fluxo 

A citometria de fluxo por fluorescência (Fluorescence Activated Cell Sorting ou 

FACS) é uma técnica que permite determinar propriedades quantitativas e qualitativas de 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
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moléculas e organelas de células suspensas em meio líquido em fluxo. Para isso, células 

previamente coradas com fluorocromos de interação específica são excitadas pelo laser, 

emitem luz de acordo com suas características fluorescentes, podendo-se então examinar 

aspectos bioquímicos, biofísicos e moleculares das mesmas.  

Para análise do dano mitocondrial após a TFD utilizou-se o fluoróforo catiônico 

Rodamina 123 (R123), este é permeável à membrana celular e incorpora-se em mitocôndrias 

metabolicamente ativas devido à diferença de potencial de membrana dessa organela (Emaus, 

Grunwald and Lemasters, 1986). Para isso, foram plaqueadas aproximadamente 6 x 10
5
 

células HaCaT em placas de 6 poços, as quais foram mantidas por 24 horas a 37ºC e 5% CO2. 

Após esse período as células foram lavadas em PBS 1x e incubadas com DMMB e MB por 1 

hora. Seguido de lavagem em PBS 1x por duas vezes e posterior irradiação no comprimento 

de onda a 633 nm, na dose de 11 J/cm
2
. Imediatamente após a irradiação, as células foram 

incubadas com R123 a 500 nmol/L por 30 minutos. Passado 30 minutos, lavaram-se as células 

uma vez em PBS 1x e uma vez em PBS 1x/EDTA 0,05% (p/v) e acrescentou-se 0,3 mL de 

tripsina por 5 minutos. Após as células serem tripsinizadas, adicionou-se 0,5 mL de meio 

DMEM a 10% (v/v) de SFB, para inativação da tripsina, e transferiram-se as células para 

tubos de 2,0 mL para serem centrifugadas a 300 g por 5 minutos a 4ºC. Após o descarte do 

sobrenadante, ressuspendeu o precipitado em 0,2 mL de PBS 1x/EDTA 0,05% (p/v) a 4ºC. Os 

tubos foram novamente centrifugados a 300 g por 5 minutos. Por último, descartou-se o 

sobrenadante seguido de ressuspensão do precipitado celular em 0,2 mL de solução de PBS 

1x/EDTA 0,05% (p/v). A fluorescência da sonda R123 foi medida por citometria de fluxo 

com filtros de excitação a 488 nm e emissão a 550 nm. 

3.5.9. Ensaio de cito-localização dos FSs 

A cito-localização dos FSs pode ser determinada de maneira eficiente e com elevada 

resolução através da microscopia confocal de varredura a laser, a partir do ensaio de 
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colocalização de sondas específicas para organelas celulares que possuem máximos de 

emissão de fluorescência diferentes dos FSs (Wilson, Olivo and Singh, 1997). 

A fim de analisar a localização subcelular dos FSs MB e DMMB através da 

microscopia confocal, células HaCaT (3 x 10
4 

celulas/cm
2
) foram plaqueadas em lamínulas de 

vidro. Após 18 horas de plaqueamento, incubaram-se as células com os FSs MB e DMMB 

por 1 hora a 37ºC e 5% de CO2, faltando meia hora para o término da incubação com os FSs, 

adicionou-se o marcador mitocôndrial R123, na concentração de 300 nmol/L. Para marcação 

lisossomal, após a 1 hora de incubação com os FSs, incubou-se as células com o marcador 

Lysotracker Green na concentração de 300 nmol/L imediatamente antes da análise ao 

microscópio. O Lysotracker Green é constituído por uma sonda fluorescente ligada a uma 

base fraca parcialmente protonada em pH neutro, esta sonda é altamente permeável em 

membranas celulares e capaz marcar seletivamente organelas que possuem pH ácido, 

incluindo lisossomos, que mediante a protonação permanece ligada a tais organelas. 

Após a marcação, as lamínulas foram lavadas com PBS 1x gelado e transferidas para 

lâmina de vidro para análise por microscopia confocal de varredura à laser, utilizando filtro de 

excitação a 488 nm e detectando a emissão em 505-530 nm (verde) para visualização dos 

marcadores das organelas e filtro excitando a 633 nm e detectando a 651-704 nm (vermelho) 

para visualização da emissão de fluorescência dos FSs.  

As imagens obtidas foram tratadas por técnicas de deconvolução 2D através do 

software MetaMorph 6.3r2, Molecular Devices, utilizado também para determinar a 

porcentagem de colocalização entre os FSs e os marcadores de organelas, a partir do cálculo 

de integral da área, num determinado plano cartesiano, da fluorescência emitida por ambos 

fluoróforos. 
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3.5.10.  Indução de morte celular autofágica em células HaCaT após fotoativação 

do MB 

A fim de verificar a ocorrência de acúmulo de vacúolos ácidos autofágicos após 

fotoativação do MB, células HaCaT (3 x 10
4 

celulas/cm
2
) foram plaqueadas em lamínulas de 

vidro, após 18 horas de plaqueamento incubaram-se as células com os indutores de mitofagia, 

conforme descrito por Frank e colaboradores (2012), peróxido de hidrogênio (H2O2) 3,3 

mmol/L em meio DMEM 1% SFB por 10 minutos a 37ºC e 5% de CO2, ou rotenona 1 µmol/L 

em meio DMEM 1% SFB por 1 hora a 37ºC e 5% de CO2, seguido de incubação com MB 0,5 

µmol/L por 1 hora e posterior fotoativação a 633 nm, na dose de 11 J/cm
2
. Passado 48 horas 

de tratamento, incubaram-se as células com 1,0 μg/mL de AO por 10 minutos a 37ºC e 5% de 

CO2. Após lavar por duas vezes em PBS 1x, as células foram observadas ao microscópio 

invertido de epifluorescência Zeiss. A fluorescência do marcador AO foi detectada usando-se 

o filtro 09 (Zeiss) que promove excitação a 450-490 nm com emissão long pass (LP) de 515 

nm. Sob essas mesmas condições de tratamento, células HaCaT foram submetidas a ensaios 

de viabilidade celular e cálculo de AAU, conforme descrito nos tópicos 3.5.1.1, 3.5.1.2, 

3.5.1.3 e 3.5.2, para verificação de citotoxicidade e morte celular autofágica. 

Nas condições definidas por Frank e colaboradores (2012), o H2O2 a 3,3 mmol/L por 

10 minutos induz um desbalanço oxidativo intracelular baixo e transitório, e a rotenona a 1 

µmol/L por 1 hora inibe a atividade do complexo I mitocondrial levando a formação 

moderada de EROs nas mitocôndrias. Assim, ambas as moléculas causam danos pequenos e 

seletivos nas mitocôndrias, levando especificamente à mitofagia como um mecanismo de 

reparo e recuperação da homeostase celular sem afetar a viabilidade das células.  
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3.5.11. Efeitos da TFD induzida por DMMB e MB em células HeLa 

Para avaliar os efeitos da TFD com os FSs DMMB e MBs em outra linhagens 

celulares além da HaCaT, realizaram-se as mesmas metodologias descritas nos tópicos 

3.5.1.1, 3.5.1.2, 3.5.1.3, 3.5.2 e 3.5.5 utilizando-se células de adenocarcinoma de útero 

humano (HeLa). 

3.5.12. Análise estatística dos dados 

Para análise de dados numéricos utilizou-se o programa Microsoft Excel 2010 

(Microsoft Corporation, Redmond, WA). Para a construção e análise de gráficos utilizou-se o 

software OriginPro 7.0 (Origin Lab Corporation, Northamptom, MA). Os resultados são 

apresentados sob a forma de média ± desvio padrão, e as barras de erro são desvios padrão de 

um conjunto de dados. 

 Para análise estatística de correlação foi empregado o software para Windows SPSS 

13.0, na análise comparativa aplicaram-se testes estatísticos para amostras pareadas. Antes de 

se realizar tais testes, aplicou-se o teste de Kolmogorov-Sminorv para se avaliar a aderência 

de uma variável à distribuição normal. Em casos de distribuição Gaussiana foram aplicados 

testes paramétricos T de Student-pareado e de Pearson, caso contrário utilizaram-se testes 

não-paramétricos de Wilcoxon e Spearman’s. 
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4. APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

4.1. Sobrevida celular de células HacaT em função da concentração de FS e da dose 

de luz (J/cm
2
)  

As taxas de sobrevida de células HaCaT foram determinadas 48 horas após a 

fotoativação do MB e DMMB em diferentes concentrações, nas doses de luz de 2,7 J/cm
2
; 5,5 

J/cm
2
 e 11 J/cm

2
 a 633 nm, a partir do ensaio colorimétrico MTT (Figura 5).  

  
Figura 5: Curva de dose-resposta 48 h após a fotoativação do MB (0; 2,0 e 3,0 µmol/L) (A) e DMMB (0; 10 e 

20,0 nmol/L) (B)  escuro (ausência de luz - 0 J/cm
2
) e sob as doses de luz de 2,75; 5,5 e 11 J/cm

2
. A sobrevida 

média foi calculada a partir de três experimentos independentes. A dispersão dos dados está representada pelo 

desvio padrão-médio. 

Observa-se claramente que nas concentrações estudadas ambos os FSs no escuro (não 

irradiados) não são citotóxicos para células HaCaT. Entretanto, após a fotoativação a 633 nm 

observa-se a diminuição da sobrevida celular com o aumento da dose de luz. Observa-se 

também a diminuição da sobrevida com o aumento da concentração
 
de ambos FSs analisados 

(Figura 5). Nota-se também que, a faixa de concentração na qual os compostos são 

fototóxicos é bem distinta. No caso do DMMB a fototoxicidade é observada na faixa de 

nanomolar e no caso do MB, a faixa é micromolar. 

Para continuar a análise comparativa dos efeitos biológicos dos FSs após irradiação, 

considerou-se a dose de luz 11 J/cm
2
, uma vez que nesta dose de luz detectou-se nas 
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concentrações de 2,0 µmol/L para o MB e de 10 nmol/L para o DMMB o valor do IC50 

(Figura 6). Nota-se que no caso do DMMB há um aumento aparente da sobrevida quando a 

medida é realizada por NRU, o que é sugestivo de morte celular autofágica (Figura 6B) 

(Martins et al., 2013). 

  
Figura 6: Curva dose-resposta 48 h após a fotoativação do MB (0 a 3,0 µmol/L) (A) e do DMMB (0 a 20 

nmol/L) (B). Irradiado a 633 nm, na dose de 11 J/cm
2
. Ensaio de viabilidade pelos métodos de redução do MTT, 

acúmulo de vermelho neutro (NRU) e de marcação citoquímica com cristal violeta (CVS). A sobrevida média foi 

calculada a partir de três experimentos independentes. A dispersão dos dados está representada pelo desvio 

padrão-médio. Setas indicam valores de NRU acima das medidas de sobrevida quantificada pelos outros dois 

métodos.  

O índice de morte celular após fotoativação do DMMB foi obtido numa concentração 

significativamente menor do que a concentração do MB (na escala de duas ordens de 

grandeza), em todas as doses de luz analisadas (Figura 5). Desta forma, pode-se afirmar que o 

DMMB apresenta maior eficiência fotodinâmica quanto à indução de morte celular do que o 

MB. Dados semelhantes de fototoxicidade entre o DMMB e o MB foram observados por 

Waingwright e colaboradores (1997) em células de tumor mamário murino (EMT-6) pelo 

teste colorimétrico de redução do MTT. Como já comentado na introdução, essa maior 

eficiência foi justificada devido ao caráter mais lipofílico e ao menor potencial de redução do 

DMMB em relação ao MB. 

Considerando que a eficiência fotodinâmica tem sido geralmente relacionada com a 

eficiência de geração de EROs, a maior eficiência do DMMB sugere que este FS pode gerar 

um maior nível de desbalanço redox. No entanto, esta relação não é necessariamente 
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verdadeira, uma vez que outros fatores, como o mecanismo de morte celular fotoinduzido e a 

citolocalização dos FSs, também estão relacionados com a eficiência de morte celular. 

4.2. Mensuração de EROs a partir da fluorescência de H2DCFDA e de MitoTracker 

Red 

As quantificações de vários parâmetros do desbalanço redox têm sido comumente 

realizadas através de sondas fluorescentes. Neste trabalho utilizaram-se duas sondas, 

H2DCFDA e MitoTracker Red. 

Apesar das limitações na interpretação do aumento de fluorescência de H2DCFDA 

pela formação de DCF (Kalyanaraman et al., 2012), empregamos essa metodologia como uma 

abordagem de mensuração de EROs após fotossensibilização das células HaCaT em presença 

de MB e DMMB, na dose de luz de 11 J/cm
2
 e nas concentrações dentro do intervalo em que 

se analisou a morte celular fotoinduzida. Este tipo de ensaio não sofre as principais 

interferências nos ensaios de DCF, uma vez que se trabalhou com a mesma linhagem celular e 

a única variável alterada foi justamente a quantidade de espécies reativas geradas por 

excitação em luz visível. Não houve, também, possibilidades de fotossensibilização da sonda 

e consequente geração estresse oxidativo pela mesma, uma vez que a DCF não absorve no 

comprimento de onda de excitação dos FSs analisados (633 nm) (Daghastanli, Itri and 

Baptista, 2008).  

Como se pode observar no gráfico de intensidade de fluorescência relativa de DCF em 

função da concentração dos FSs, que está expressa em função dos múltiplos do valor de IC50 

(Figura 7), a intensidade de fluorescência de DCF aumenta proporcionalmente ao aumento da 

concentração de MB (1,0 a 4,0 µmol/L), indicando que a geração de EROs e a eficiência de 

morte celular aumentam proporcionalmente ao aumento da concentração do MB. Já a 

intensidade de fluorescência de DCF emitida após fotossensibilização do DMMB, nas 

concentrações 5,0 a 20 nmol/L, não sofre grandes variações e é menor em uma ordem de 
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grandeza àquela emitida após fotossensibilização do MB. Esse resulado mostra-se contrário 

ao paradigma “quanto mais EROs mais morte celular”, pois, no caso da fotossensibilização do 

DMMB, há morte celular sem um aumento significativo na fluorescência de DCF, ou seja, 

sem a geração de EROs capaz de ser detectada pela tal sonda (Figura 7). 

 
Figura 7: Gráfico da análise de intensidade de fluorescência relativa de DCF em função dos múltiplos de IC50 

dos FSs MB (X = 2,0 µmol/L) e DMMB (X = 10 nmol/L), após fotoativação a 633 nm e dose de 11 J/cm
2
. A 

dispersão dos dados está representada pelo desvio padrão-médio. CT, corresponde à células controle, não 

tratadas com FSs. 

Os resultados de desbalanço oxidativo, obtidos no intervalo de concentração dos FSs 

que incluem seus respectivos valores de IC50, foram correlacionados com os dados 

fototoxicidade através da construção e análise de gráficos de dispersão (Figura 8).  

  
Figura 8: Correlação linear entre fluorescência relativa de DCF e sobrevida celular dada por CVS após a 

fotoativação dos FSs em diferentes concentrações de MB (0 a 4,0 µmol/L) (A) e DMMB de (0 a 20 nmol/L) (B), 

a 633 nm na dose de 11 J/cm
2
. Coeficientes de correlação linear foram calculados segundo o teste não-

paramétrico de correlação de Spearman. 
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Conforme demonstrado na Figura 8A, há uma correlação forte e significativa (Rho = -

0,8; p = 10
-6

) entre os níveis de EROs gerados pela fotossensibilização do MB e a diminuição 

de sobrevida celular. O mesmo não ocorre após fotossensibilização do DMMB (Figura 8B), 

em que a correlação entre o nível EROs e a diminuição de sobrevida celular é muito pequena 

(Rho = -0,5; p = 5 x 10
-4

).  

Esses resultados indicam que a morte das células HaCaT após a fotoativação do 

DMMB incorporado tem pequena correlação com a quantidade de EROs gerada, uma vez que 

o aumento na concentração do FS aumenta o índice de morte celular sem alterações no nível 

de EROs gerado (Figura 8B). 

A fim de confirmar os resultados obtidos com a sonda H2DCFDA, o desbalanço 

oxidativo gerado após a fotossensibilização também foi mensurado utilizando a sonda 

MitoTracker Red (CM-H2XRos), a partir da análise de emissão de fluorescência em função da 

concentração de FS, que também está expressa em função de múltiplos do IC50 (Figura 9). 

  
Figura 9: Gráfico da análise de intensidade de fluorescência relativa de CMXRos para detecção de EROs após 

fotoativação dos FS MB e DMMB a 633 nm, na dose de 11 J/cm
2
. A concentração dos FSs está em função dos 

seus valores fracionais de IC50 (X = 2,0 µmol/L para MB e X = 10 nmol/L para DMMB). A dispersão dos dados 

está representada pelo desvio padrão. CT, corresponde à células controle, não tratadas com FS. 

Ratificando os dados obtidos pelo ensaio com DCF, a correlação entre fluorescência 

de CMXRos e concentração de FS, após fotossensibilização das células HaCaT, foi 

significativa apenas para o MB (Rho = 0,7 p = 0,021). Esses dados corroboram com a 
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correlação direta entre fototoxicidade do MB e desbalanço oxidativo. Nota-se que, após 

fotossensibilização das células HaCaT em presença do DMMB, o aumento da concentração 

deste FS não resultou em aumento significativo da intensidade de fluorescência de CMXRos 

(Rho = -0,2 p = 0,45) (Figura 9). 

Portanto, destaca-se que a eficiência de fototoxicidade do DMMB não está relacionada 

com um desbalanço oxidativo suficiente para ser mensurado pela oxidação destas sondas, 

sugerindo que este composto é capaz de induzir morte celular com pequenas concentrações de 

EROs. Uma vez que a elevada eficiência de morte celular do DMMB não está relacionada à 

maior eficiência de geração de EROs, investigou-se se o DMMB estaria induzindo um 

mecanismo específico de morte celular programada. 

4.3. Detecção de autofagia in vitro 

A análise de detecção de autofagia foi inicialmente realizada a partir do perfil de 

incorporação do NRU em comparação com CVS e MTT (Martins et al., 2013). Esta 

estratégia, conforme descrito no item 3.5.2, está baseada na maior captação de vermelho 

neutro em caso de morte autofágica, uma vez que este corante tem afinidade por vacúolos 

ácidos, que estão presentes em maior quantidade em células realizadoras do processo 

autofágico. Sendo assim, a avaliação de porcentagem de sobrevida por NRU fornece um valor 

superestimado. Quando o valor de sobrevida obtido por NRU é comparado com os valores de 

sobrevida obtidos por CVS e MTT obtém-se o valor de AAU (do inglês autophagy arbitrary 

units). Valores de AAU acima de 1,0 indicam morte celular por autofagia (Martins et al., 

2013) e quanto maior este valor, maior é a correlação com morte celular programada tipo II 

(autofagia). 

Observou-se que, após fotossensibilização de células HaCaT com dose de luz de 11 

J/cm
2
 em presença de DMMB, o valor de sobrevida celular avaliado pelo ensaio NRU estava 

superestimado (Figura 6B, setas indicativas), não correspondendo àqueles medidos pelos 
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ensaios de redução do MTT e CVS. Conforme proposto por Martins e colaboradores (2013), 

essa discrepância se deve à maior incorporação de NR por vacúolos ácidos autofágicos 

(autolisossomas/anfissomos) em células fotossensibilizadas em comparação ao controle não-

irradiado, em que o NR é incorporado apenas por lisossomas viáveis. Após a 

fotossensibilização em presença de MB, diferente do observado para o DMMB, os valores de 

sobrevida pelos ensaios de NRU, MTT e CVS foram semelhantes (Figura 6A), não 

apresentando assim indícios de excesso de vacúolos ácidos quantificados pelo ensaio de NRU. 

Diante deste resultado prévio, calculou-se o valor de AAU 48 horas após 

fotossensibilizar as células HaCaT com MB e DMMB. Este foi graficado em hitogramas 

conforme podemos observar na Figura 10. 

 
Figura 10: Histograma com os valores de AAU calculados a partir dos ensaios de viabilidade MTT, CVS e 

NRU, 48 h após o tratamento com os FSs, MB nas concentrações de 1,0 a 3,0 µmol/L (A) e com DMMB nas 

concentrações de 10 a 20 nmol/L (B). AAU média foi calculada a partir de três experimentos independentes. A 

dispersão dos dados está representada pelo desvio padrão médio. ESC: Escuro; IRR: Irradiado a 633 nm na dose 

de 11 J/cm
2
. 

O histograma com valores de AAU para as células tratadas com MB mostra que, à 

medida que a concentração desse FS aumenta, os valores de AAU permanecem em torno de 

1,0, não apresentando variações significativas tanto em células no escuro quanto nas 

irradiadas a 633 nm, na dose de luz de 11 J/cm
2 

(Figura 10A), indicando ausência de morte 

celular por autofagia.  

Cálculos de correlação entre AAU e sobrevida celular dependente da concentração de 

MB segundo o teste não-paramétrico de correlação de Spearman, mostraram que não há 
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correlação relevante entre valores de AAU e diminuição da sobrevida celular após 

fotossensibilização do MB (Rho = -0,5 p<0,001) (Figura 11A), sugerindo que a diminuição 

observada na viabilidade das celulas HaCaT esteja correlacionada com outros mecanismos de 

morte celular diferente da autofagia. Trabalhos anteriores já demonstraram o 

desencadeamento de morte celular por apoptose após TFD com MB em células HeLa (Lu et 

al., 2008), em células de melanoma murino (B16F1) (Chen et al., 2008) e em célula de 

adenocarcinoma de pulmão (Lim et al., 2013). 

Diferente do que foi observado após TFD com MB, os valores de AAU para as células 

HaCaT sob TFD com DMMB foram maiores que 1,0 e crescentes a medida que a 

concentração de DMMB aumentava (Figura 10B), confirmando os dados de super estimação 

de sobrevida pelo ensaio com vermelho neutro, observados na Figura 6B. Desta forma, foi 

possível avaliar estatisticamente, a partir do coeficiente de correlação de Spearman, a 

associação da diminuição da sobrevida após a fotoativação do DMMB com o aumento dos 

valores de AAU (Rho = -0,9 p<0,001) (Figura 11B), sugerindo que a fotossensibilização das 

células HaCaT em presença de DMMB induz morte celular por autofagia. 

 
Figura 11: Correlação linear entre AAU e sobrevida celular dada por CVS após a fotoativação dos FSs em 

diferentes concentrações de MB (0 a 3,0 µmol/L) (A) e DMMB de (0 a 20 nmol/L) (B), a 633 nm na dose de 11 

J/cm
2
. Coeficientes de correlação linear foram calculados segundo o teste não-paramétrico de correlação de 

Spearman. 
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4.4. Detecção de vacúolos autofágicos por fluorescência de AO 

Após identificarmos a correlação entre os valores de AAU e a sobrevida celular após o 

tratamento com MB e DMMB, validou-se a indução de autofagia usando o ensaio de detecção 

de fluorescência de laranja de acridina (AO), amplamente aplicado para identificação de 

ambientes celulares ácidos, endossomo/lisossoma e vacúolos autofágicos tardios (anfissomos 

e autolisossomas) (Paglin et al., 2001). 

A fim de se visualizar o acúmulo de vacúolos autofágicos tardios, ou autolisossomas, e 

a presença de dano na membrana citoplasmática, células HaCaT tratadas com os FSs foram 

marcadas com AO e IP 0 hora e 3 horas após a TFD (Figuras 12). Para ambos FSs nas 

respectivas concentrações de IC50 não houve indução de necrose em nenhum dos tempos 

avaliados, uma vez que não se observaram células com núcleos picnóticos marcados com IP. 

 
Figura 12: Análise de vacúolos ácidos e de necrose dada pela marcação com AO e IP, respectivamente, 0 h e 3 h 

após a fotoativação de células HaCaT em presença dos FSs DMMB 10 nmol/L e MB 2,0 µmol/L, a 633 nm na 

dose de 11 J/cm
2
. Controle: células não tratadas com FSs. Setas vermelhas indicam células com lisossomas 

viáveis. Aumento de 520X. Escala 20 µm. Todas as imagens representam campos aleatórios a partir de duas 

repetições de dois experimentos independentes. 

Conforme pode-se observar na Figura 12, as células HaCaT irradiadas na ausência de 

FSs, nos tempos 0 e 3 horas analisados após a TFD, apresentaram seus lisossomas viáveis 

Controle DMMB 10 nmol/L MB 2,0 mol/L 

PÓS 0 H 

PÓS 3 H 
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corados em vermelho brilhante por AO (seta vermelha). Diferentemente, nos campos 

avaliados, as células HaCaT em presença dos FSs MB e DMMB logo após a TFD, 

apresentaram diminuição de marcação por AO comparadas às células na ausência de FS 

(células controle), sugerindo ocorrência de comprometimento lisossomal após TFD. No 

entanto, 3 horas após a TFD, observou-se que apenas as células fotossensibilizadas com MB 

recuperaram a marcação por AO, indicando presença de células morfologicamente 

compatíveis com células viáveis, tais como as visualizadas no controle. Já, as células 

fotossensibilizadas com DMMB obtiveram um dano lisossomal, este podendo ser alteração de 

pH ou lesão em membranas lisossomais, tal que a marcação pelo corante AO permaneceu 

comprometida mesmo passado 3 horas após a TFD.  

Esses dados sugerem que ambos fotossensibilizadores possuem, nas células HaCaT, os 

lisossomas como alvo subcelular. Oliveira e colaboradores (2011), por exemplo, mostraram 

que em células HeLa o MB apresentou os lisossomas como sítio de localização inicial.  

Para se avaliar a extensão do comprometimento lisossomal observado 0 e 3 horas após 

fotoativação do DMMB, realizou-se a mesma abordagem de avaliação morfológica mostrada 

na Figura 12, mas 48 horas após a TFD (Figura 13).  
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Figura 13: Células HaCaT marcadas com AO 48 h após fotoativação do MB (2,0 µmol/L) e do DMMB (10 

nmol/L) e após o tratamento por 24 h a 37C com controle positivo para autofagia, Cloroquina (CQ) a 60 

µmol/L. Controle: células não tratadas com FS. Seta Azul: células apresentando lisossomas viáveis corados com 

AO. Seta Branca: células apresentando vacúolos ácidos sugestivos de autolisossomas. Aumento 520X. Escala 20 

µm. Todas as imagens representam campos aleatórios a partir de duas repetições de dois experimentos 

independentes. 

A Figura 13 apresenta a digitalização das imagens obtidas por microscopia de 

fluorescência, após marcar celulas com AO 48 horas após TFD, a partir dos canais de 

detecção vermelho e verde e a sobreposição de ambos.  Nas células fotossensibilizadas com 

DMMB é observado um excesso de marcação de AO no canal vermelho (seta branca) por 

organelas vesiculares ácidas, sugestivas de vacúolos autofágicos tardios 

(autolisossomas/anfissomos), assim como é observado no controle positivo para acúmulo de 

autolisossomas, células tratadas com cloroquina (CQ). De forma contrária, nas células 

fotossensibilizadas com MB, observa-se no canal vermelho marcação pontual (seta azul) 

semelhante ao observado nas células não tratadas com FS, sugestivas de 

endossomos/lisossomas, confirmando a ausência de vacúolos autofágicos conforme 

observado anteriormente pelos valores de AAU. 
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O acúmulo de fluorescência vermelha de AO, indicando ocorrência de autofagia e 

acúmulo de autolisossomas após fotossensibilização com DMMB, condiz com os dados 

analisados anteriormente pelo ensaio colorimétrico com vermelho neutro (Figura 6B) e pelo 

cálculo dos valores de AAU (Figura 10B). Esse resultado sugere que a morte celular 

autofágica detectada pelo AAU é devido à inibição da conclusão do fluxo autofágico normal, 

que levou ao acúmulo de vacúolos ácidos autofágicos tardios, supostamente devido à 

ineficiência digestiva dos autolisossomas. 

4.5. Detecção de autofagia por imunofluorescência LAMP2A e LC3-II em células 

HaCaT após TFD 

A análise de indução de morte celular por autofagia detectada pelas metodologias de 

AAU e AO são uteis para a identificação da indução de autofagia in vitro. No entanto, estas 

análises não são eficientes para verificar o fluxo autofágico na vigência da formação de 

autofagossomas (vacúolos autofágicos iniciais) e de autolisossomas (vacúolos autofágicos 

tardios) (Martins et al., 2013).  

Portanto, a fim de analisar a dinâmica do fluxo autofágico e confirmar se as estruturas 

coradas por AO correspondem aos autolisossomas, realizou-se o ensaio de 

imunofluorescência para LAMP2A, proteína marcadora de lisossoma, e LC3-II, proteína 

marcadora de autofagossoma, objetivando avaliar a colocalização dessas imunomarcações que 

caracterizam a formação de autolisossomas. Para isso, 6 horas após a fotossensibilização de 

células HaCaT em presença do MB ou DMMB efetuou-se o ensaio de imunomarcação 

simultânea para LAMP2A, com emissão de fluorescência vermelha; LC3-II, com emissão de 

fluorescência verde, e marcação nuclear com DAPI, cuja emissão de fluorescência é azul. 

Como controle positivo de indução de autofagia utilizou-se a condição de tratamento de 

células HaCaT com CQ a 60 µmol/L (Figura 14). 
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Figura 14: Imunomarcação de LC3-II e LAMP2A pós 6 h à fotoativação do DMMB 10 nmol/L e do MB 2,0 

µmol/L em células HaCaT. Controle: células HaCaT na ausência de FS. Controle positivo para autofagia: células 

tratadas com CQ a 60 µmol/L por 24 h a 37ºC. Marcação nuclear DAPI em azul; proteína lisossomal LAMP2A, 

em vermelho; proteína LC3-II presente no autofagossoma, em verde; colocalização para as proteínas LC3-II e 

LAMP2A em amarelo. Aumento de 1260X. Escala em 20 µm. 

Nota-se que em células fotoativadas em presença de MB a 2,0 µmol/L, assim como 

observado nas células controle, há presença apenas de marcação da proteína lisossomal 

LAMP2A (em vermelho) e ausência de marcação para proteína de autofagossoma, LC3-II, 

indicando que a TFD com MB não induz autofagia, conforme já previsto nos ensaios 

anteriores por AAU e marcação por AO.  

No entanto, após a fotossensibilização das células HaCaT em presença de DMMB a 10 

nmol/L observa-se além da marcação lisossomal em vermelho, a marcação para proteína de 

autofagossoma, LC3-II, em verde, similar ao observado nas células sob indução de autofagia 

por CQ. E, verifica-se ainda, devido à presença de coloração amarela, a fusão dos marcadores 

de LC3-II e de LAMP2A, cuja colocalização medida pelo coeficiente de Mander apresentou-

se elevada (R = 0,8), assim como é para o controle autofágico, CQ (R = 0,85). Confirmando 
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que as estruturas coradas por AO, 48 horas após fotoativação de DMMB em células HaCaT, 

correspondem de fato aos autolisosomas, e que a ocorrência do fluxo autofágico é normal até 

a etapa de maturação, ou seja, até formação dos autolisossomas. 

Tal fato nos leva a propor que o prejuízo lisossomal observado 0 hora e 3 horas após a 

fotoativação do DMMB (Figura 12) não foi grande o suficiente para inviabilizar toda a 

população lisossomal celular e anular o fluxo autofágico na etapa de fusão do autofagossoma 

com o lisossoma formando o autolisossoma, ou seja, o dano lisossomal observado não 

prejudicou o início do fluxo autofágico até a etapa de maturação, mas foi suficiente para 

interromper o fluxo autofágico no estágio terminal de maturação, conforme pode se observar 

na Figura 13 o acúmulo de vacúolos autofágicos tardios.  

Isto indica que a morte celular autofágica desencadeada após TFD com o DMMB, é 

resultado da interrupção na degradação do conteúdo presente nos autolisossomas, devido à 

falha lisossomal em degradá-lo com sucesso, assim como foi sugerido por Kessel e 

colaboradores (2012), de que FSs que possuem os lisossomas/endosomas como alvos 

subcelular possuem considerável eficiência fotodinâmica, uma vez que a inviabilização destas 

organelas levaria à interrupção do fluxo autofágico normal, impedindo que funções 

autofágicas de sobrevivência celular se concluam levando, então, à indução de morte celular 

autofágica. Resultados de eficiência fotodinâmica semelhantes foram obtidos por Rodriguez e 

colaboradores (2009), apesar de não ter sido mencionado nada sobre autofagia nessa pesquisa, 

constatou-se que a fotossensibilização de células de adenocarcinoma mamário humano (MCF-

7c3) com ftalocianina (Pc) cujo alvo subcelular são os lisossomas (Pc181) gera fototoxicidade 

semelhante à obtida após fotossensibilização com ftalocianina cujo alvo subcelular são as 

mitocôndrias (Pc4), mesmo a Pc181 estar numa concentração cerca de 10 vezes menor e 

apresentar uma indução de apoptose muito menos eficiente do que a Pc4, o que é sugestivo de 
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ocorrência de morte celular autofágica em função da inviabilização lisossomal causada pela 

fotoativação da Pc181. 

4.6. Análise do comprometimento lisossomal avaliado pela atividade de β-D-

galactosidase 

A análise do possível comprometimento lisossomal de células HaCaT causado pela 

TFD foi realizada através da detecção da atividade da enzima lisossomal β-D-galactosidase, 

usando como substrato cromogênico o X-Gal, cujo produto de reação, após clivagem, é um 

composto azulado insolúvel. 

 
Figura 15: A- Imagens de microscopia de transmissão 120 h após a fotoativação celular em presença de DMMB 

a 10 nmol/L e MB a 2,0 µmol/L. Controle: corresponde às células não tratadas com FS. Seta vermelha: produto 

insolúvel azulado resultado da reação enzimática β-D-galactosidase com o substrato X-Gal. Aumento 520X. 

Escala 20 µm. Todas as imagens representam campos aleatórios a partir de repetição de dois experimentos 

independentes. B- Quantificação dos valores médios da intensidade de coloração azul observadas nas imagens de 

microscopia de transmissão (A). A dispersão dos dados está representada pelo desvio padrão médio. 

A partir das imagens obtidas (Figura 15A) se observou que, após a fotossensibilização 

celular em presença de DMMB a 10 nmol/L, há uma diminuição significativa na intensidade 

da coloração azul, indicando menor atividade enzimática dessa hidrolase lisossomal e 
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sugerindo que mesmo após a TFD, as células remanescentes ficam com os lisossomas 

comprometidos, isto é, não funcionais. Todavia, para a fotossensibilização com MB não 

observou tal diminuição, assim como para as células controle não tratadas com FS. 

Os valores médios da intensidade da coloração azul foram obtidos a partir da análise 

de campos aleatórios, usando-se o plugin “Segmentation”, disponibilizado no Image J. A 

partir da análise estatística comparativa, calculou-se a significância da diferença da 

intensidade da coloração azul aplicando-se o teste pareado t-student (Figura 15B). Conforme 

apresentado na Figura 15B, após fotossensibilização celular em presença de DMMB há um 

decréscimo significativo (p< 0,001) da atividade enzimática da β-D-galactosidase lisossomal. 

Isto confirma que houve prejuízo à população lisossomal das células HaCaT, conforme 

observado anteriormente imediatamente (0 hora) e 3 horas após a fotossensibilização em 

presença de DMMB (Figura 12). 

Esses resultados indicam que os lisossomas representam a organela alvo para o FS 

DMMB, cujo comprometimento após fotossensibilização sinaliza para a ativação de morte 

autofágica. E, mesmo as células HaCaT que sobreviveram à esse processo de morte celular 

programada, há uma persistente diminuição da atividade enzimática lisossomal (Figura 15B). 

Strømhaug e colaboradores (1997) relataram que a fotoativação da porfirina tetra-

4sulfonatofenilporfirina, cujo alvo subcelular é o lúmen lisossomal, quando utilizado em 

baixa concentração molecular e sob baixa dose de luz acarreta a degradação oxidativa das 

enzimas desta organela sem causar a ruptura de sua membrana, induzindo assim um extenso 

comprometimento lisossomal sem afetar o citosol e sem comprometer a integridade de outras 

organelas. Provavelmente, isso se dá pelo fato desse fotossensibilizador ser capturado pela 

célula pelo processo de endocitose, localizando-se direto no lúmen da organela, de maneira 

que o acesso para a membrana lisossomal fica restringido pelo revestimento de 
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polissacarídeos na região interna da membrana dos lisossomas, não acarretando assim danos 

às mesmas.  

Esses dados nos levam a propor que algo semelhante tenha ocorrido com os 

lissosomas das células HaCaT após serem fotossesibilizadas com DMMB. Contudo, para a 

fotossensibilização com MB o prejuízo lisossomal, observado logo após o tratamento e 

recuperado parcialmente após 3 horas (Figura 12), parece ser totalmente recuperado pós 120 

horas de tratamento (Figura 15B), diferente do observado após fotossensibilização com 

DMMB, cujas células sobreviventes apresentam lisossomas remanescentes não funcionais. 

4.7. Análise do comprometimento mitocondrial avaliado pela sonda fluorescente 

Rodamina 123 

Além do comprometimento lisossomal observado após TFD com ambos FSs nas 

respectivas concentrações de IC50, verificou-se também o comprometimento mitocondrial de 

células HaCaT após fotossensibilização, utilizando a sonda Rodamina 123. Tal fluorocromo é 

atraído pela diferença de potencial eletroquímico da membrana mitocondrial interna. Desta 

forma, a diminuição na detecção de fluorescência em relação às células controle (não 

fotossensibilizadas) e em relação às células tratadas com os FSs na ausência de irradiação, 

indica efeito danoso da TFD para tal organela. 

Inicialmente analisou-se a intensidade de emissão de fluorescência de R123 após o 

tratamento das células HaCaT com os FSs em estudo na concentração de 20 nmol/L, seguido 

ou não de irradiação. Os resultados obtidos com DMMB foi a diminuição de fluorescência de 

R123 nas células irradiadas a 633 nm, sob dose de luz de 11 J/cm
2 

(Figura 16A). No entanto, 

para as células tratadas com MB não houve diminuição de fluorescência de R123 tanto para 

células no escuro quanto para as células irradiadas (Figura 16B).  
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Figura 16: Gráfico de intensidade de fluorescência relativa de R123 para análise de dano mitocondrial após 

fotossensibilização de células HaCaT com DMMB 20 nmol/L (A) e MB 20 nmol/L (B) no escuro e irradiado a 

633 nm e 11 J/cm
2
. CT, células na ausência de FS (células controle). A dispersão dos dados está representada 

pelo desvio padrão médio. 

Como a incorporação de R123 é mediada via diferença de potencial da membrana 

mitocondrial, esses dados indicam que a fotoativação do DMMB a 20 nmol/L (Figura 16A) 

causou uma perturbação no ambiente mitocondrial que alterou seu potencial de membrana, 

diminuindo assim a incorporação de R123 na matriz mitocondrial. No entanto, após a 

fotoativação do MB a 20 nmol/L (concentração cem vezes menor que seu valor de IC50) não 

foi verificado dano mitocondrial, uma vez que não se observou alteração no índice de 

intensidade fluorescência de R123 comparados às células controles na ausência de FS, e na 

ausência de irradiação (Figura 16B). 

Gabrielli e colaboradores (2004) relataram, a partir de estudos com mitocôndrias 

isoladas de fígado de rato, que o MB, por apresentar lipofilicidade suficiente para cruzar 

membranas e apresentar carga positiva, é atraído por tais organelas devido ao ambiente 

eletroquímico negativo da matriz mitocondrial. No entanto, dependendo da concentração de 

MB o mesmo pode encontrar-se nessa organela totalmente reduzido, ou seja, na forma leuco. 

Esses dados nos levam a propor que a possível ausência de detecção de dano mitocondrial 

após a fotoativação do MB na concentração de 20 nmol/L, seja devido ao fato de que este FS 

nessa concentração encontrar-se totalmente na forma fotoquimicamente inativa (leuco), 

devido à redução pelas coenzimas mitocondriais NADH e FADH2. Como o DMMB possui 
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um potencial de redução menor que o MB (Rice et. al., 1998), o mesmo não se encontra 

reduzido a 20 nmol/L, sendo então fototóxico às células HaCaT nessa concentração, conforme 

observamos os dados da Figura 6B, e com prejuízo às organelas mitocondriais, conforme 

observamos os dados da Figura 16A. 

A fim de confirmar a presença de dano mitocondrial após a fotoativação do MB, usou 

a sonda R123 após a irradiar as células HaCaT incubadas com os FSs nas suas respectivas 

concentrações de IC50 (Figura 17). 

 
Figura 17: Gráfico de intensidade de fluorescência de R123 para análise de dano mitocondrial após fotoativação 

de células HaCaT com DMMB 10 nmol/L e MB 2,0 µmol/L. CT, células na ausência de FS (células controle). A 

dispersão dos dados está representada pelo desvio padrão médio. 

A Figura 17 apresenta uma diminuição de fluorescência de R123 após fotoativação de 

ambos FSs, indicando que tanto o MB quanto o DMMB, nas concentrações de IC50, 

produzem um efeito deletério para as mitocôndrias. Esses resultados nos levam a propor que, 

a falta de verificação de dano mitocondrial após a fotoativação do MB a 20 nmol/L não é 

devido à ausência deste FS em tal organela, mas sim à sua presença na forma reduzida 

(leuco), inativa fotoquimicamente a 633 nm. 

Estudos recentes afirmam que, em células fotossensibilizadas com moléculas cujo alvo 

subcelular são preferencialmente as mitocôndrias causando-nas apenas um desbalanço 

oxidativo brando, incapaz de invibializar totalmente essas células, desencadeia-se o 

mecanismo de eliminação seletivo dessas organelas por mitofagia (Yan and Yan, 2011; Mai et 

al., 2012). Dessa maneira, prolonga-se a vitalidades dessas células ao protegê-las de danos 
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causados por mitocôndrias com metabolismo desordenado, de liberação de proteínas pró-

apoptóticas e consequentemente, de mecanismos de morte celular. Baseando-se nas idéias 

desses estudos e diante aos dados de dano mitocondrial e de brando desbalanço redox, 

propomos estar ocorrendo uma resposta mitofágica após fotoativação do DMMB em células 

HaCaT. E, o acúmulo de vacúolos ácidos observados 48 horas após fotoativação do DMMB 

seria devido à interrupção do fluxo mitofágico, uma vez que os lisossomas, essenciais para 

conclusão do fluxo, também são inviabilizados após TFD com DMMB. 

4.8. Análise de localização subcelular dos FSs MB e DMMB  

Relatos na literatura destacam que o mecanismo de resposta para TFD, bem como a 

eficiência do dano celular causados pela fotoativação dos FSs, depende da localização 

intracelular dos mesmos (Kessel, 2004). Uma vez que as EROs geradas fotoquimicamente 

possuem tempo de meia vida pequeno, elas atuam próximas ao seu local de geração, assim, o 

conhecimento da localização subcelular dos FSs é importante para compreender os 

mecanismos de morte celular envolvidos na TFD. Desta forma, pode-se contribuir na escolha 

do FS, bem como, dos parâmetros a serem empregados para obtenção de uma melhor 

eficiência terapêutica da TFD (Castano, Deminova and Hamblin, 2004). 

De acordo com os resultados obtidos e descritos anteriormente, sugere-se que ambos 

FSs estudados, MB e DMMB, possuem as organelas mitocondrial e lisossomal como alvo 

subcelular. Trabalhos presentes na literatura relatam que o MB localiza-se primariamente nos 

lisossomas de células epiteliais de ratos RR1022 (Rück et. al., 1992); nos lisossomas de 

células de fibrosarcoma de camundongo RIF-1 (Mellish et. al., 2002); nas mitocôndrias e nos 

lisossomas de células de adenocarcinoma de útero humano HeLa (Oliveira et. al., 2011). No 

entanto, é difícil estabelecer padrões de localização destas substâncias fotossensíveis porque 

suas propriedades fotofísicas podem sofrer interferências de diferentes microambientes dentro 

da célula (Gabrielli et al., 2004). 



67 

 

 

Para confirmar a organela alvo destes FSs em células HaCaT, foram realizados ensaios 

de colocalização entre marcadores específicos de lisossomas, Lysotracker Green (LYS), e de 

mitocôndrias, Rodamina 123 (R123), que emitem fluorescência verde, e os FSs MB e 

DMMB, que emitem fluorescência vermelha. A colocalização pode ser caracterizada pela 

coloração amarela, proveniente da sobreposição das imagens de fluorescência da sonda e do 

FS. 

A distribuição de fluorescência do DMMB a 0,2 µmol/L e a distribuição de 

fluorescência das sondas podem ser observadas nas micrografias confocais apresentadas na 

Figura 18 para a sonda mitocondrial, R123, e na Figura 19 para a sonda lisossomal, LYS. 

Trabalhou-se com DMMB a 0,2 µmol/L, diferente do valor IC50 (10 nmol/L), pois não se 

consegue detectar emissão de fluorescência do DMMB a 10 nmol/L (dado não apresentado). 

 
Figura 18: Imagens de microscopia confocal de células HaCaT em presença simultânea de DMMB a 0,2 

µmol/L e R123 a 0,3 µmol/L. Excitação do FS no comprimento de onda 633 nm e emissão a 650 nm (A), 

excitação da sonda no comprimento de onda 488 nm e emissão 505 nm (B), sobreposição das imagens A e B 

(C). Aumento 882X. Escala 20 µm. 
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Figura 19: Imagens de microscopia confocal de células HaCaT em presença simultânea de DMMB a 0,2 

µmol/L e LYS a 0,3 µmol/L. Excitação do FS no comprimento de onda 633 nm e emissão a 650 nm (A), 

excitação da sonda no comprimento de onda 488 nm e emissão 505 nm (B), sobreposição das imagens A e B 

(C). Aumento 480X. Escala 20 µm.  

As micrografias apresentadas nas Figuras 18 e 19 sugerem a localização subcelular do 

DMMB nas mitocôndrias e nos lisossomas, corroborando com os dados obtidos anteriormente 

de fotodano gerado pelo DMMB (10 a 20 nmol/L) à essas organelas. O cálculo da área de 

colocalização entre o DMMB 0,2 µmol/L e o marcador mitocondrial foi de 33,4% ± 11 e de 

colocalização entre o DMMB e o marcador lisossomal foi de 66,6% ± 11,4.   

A análise de localização subcelular do MB foi inicialmente realizada na mesma 

concentração utilizada para ensaio com o DMMB, 0,2 µmol/L, no entanto não se conseguiu 

observar emissão de fluorescência após excitação desse FS (Figura 20). Como já mencionado, 

isso ocorre pelo fato de que nessa concentração, em ambiente celular, o MB encontra-se 

totalmente na forma não fluorescente, reduzida (leuco), impedindo sua visualização direta. 
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 Figura 20: Imagens de microscopia confocal de células HaCaT em presença simultânea de MB a 0,2 µmol/L e 

R123 a 0,3 µmol/L. Excitação do FS no comprimento de onda 633 nm e emissão a 650 nm (A), excitação da 

sonda no comprimento de onda 488 nm e emissão 505 nm (B), sobreposição das imagens de transmissão 

juntamente com as imagens de fluorescência A e B (C). Aumento 882X. Escala 20 µm. 

 Devido ausência de emissão de fluorescência do MB a 0,2 µmol/L, o ensaio de 

localização subcelular desse FS nas células HaCaT foi realizado em sua respectiva 

concentração de IC50, 2,0 µmol/L, com o marcador mitocondrial, R123 a 0,3 µmol/L, Figura 

21, e, com o marcador lisossomal, LYS a 0,3 µmol/L, Figura 22. 

 
Figura 21: Imagens de microscopia confocal de células HaCaT em presença simultânea de MB  2,0 µmol/L e 

R123 a 0,3 µmol/L. Excitação do FS no comprimento de onda 633 nm e emissão a 650 nm (A), excitação da 

sonda no comprimento de onda 488 nm e emissão 505 nm (B), sobreposição das imagens A e B (C). Aumento 

480X. Escala 20 µm. 
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Figura 22: Imagens de microscopia de fluorescência de células HaCaT em presença simultânea de MB 2,0 

µmol/L e LYS 0,3 µmol/L. Excitação do FS no comprimento de onda 633 nm e emissão a 650 nm (A), excitação 

da sonda no comprimento de onda 488 nm e emissão 505 nm (B), sobreposição das imagens A e B (C). Aumento 

480X. Escala 20 µm. 

A visualização de fluorescência após alteração na concentração de MB confirma que 

sua detecção depende da concentração intracelular do FS, e que os locais de acúmulo 

intracelular também afetam seu comportamento de emissão fluorescência (Rück et. al., 1992). 

E, assim como observado nas micrografias para o DMMB, as micrografias para o MB 

(Figuras 21 e 22) confirmam os dados obtidos anteriormente de dano mitocondrial e 

lisossomal após a fotoativação do MB 2,0 µmol/L, sendo que a porcentagem de colocalização 

entre o FS e o marcador mitocondrial foi de 44,5% ± 4, e de colocalização entre o MB e o 

marcador lisossomal foi de 55,5% ± 10. 

4.9. Indução de autofagia em células HaCaT após fotossensibilização com MB 

O resultado de dano lisossomal e mitocondrial juntamente com o de citolocalização, 

mostraram que ambos FSs possuem alvos subcelulares semelhantes (lisossomos e 

mitocôndrias). No entanto, essa semelhança não é suficiente para que eles induzam a mesma 

resposta de dano às células HaCaT. Conforme pode ser observado pelos dados de toxicidade 

na mesma dose de luz (Figuras 5 e 6), o DMMB induz porcentagem de fototoxicidade 

semelhante ao MB, mesmo estando numa concentração 200 vezes menor do que este, gerando 

um desbalanço oxidativo também menor, e induzindo um mecanismo específico de morte 

celular programada (autofágica) não observado após TFD com o MB. 
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Sabendo que as EROs mitocondriais são importantes moléculas de sinalização para 

indução de autofagia (Chen et al., 2007) e formação de autofagossomas (Scherz-Shouval, et 

al., 2007), Frank e colaboradores (2012) concluíram que, em condições brandas e transitória 

de desbalanço oxidativo mitocondrial há indução exclusiva e seletiva de mitofagia para 

remoção específica de mitocôndrias danificadas, redução das EROs derivadas dessas 

mitocôndrias e recuperação da homeostase celular sem haver perda da viabilidade. Todavia, 

em condições cujo nível de estresse oxidativo é elevado, não há tempo para as células se 

adaptarem às vias sinalização autofágica (Scherz-Shouval and Elazar, 2007), assim, danos 

oxidativos em proteínas de membrana mitocondrial levam a transição de permeabilidade de 

membrana desta organela (MPT), que por sua vez desencadeia o inchamento osmótico da 

matriz mitocondrial causando a ruptura da membrana externa, a liberação de proteínas pró 

apoptóticas e liberação de citocromo c que ativam caspases para indução de apoptose. Em 

condições cujo estresse oxidativo é mais severo, a MPT causa dissipação do potencial de 

membrana e consequente desacoplamento da fosforilação oxidativa, havendo então 

incapacidade síntese de ATP e consequente morte por necrose (Kim, He and Lemasters, 

2003). Portanto, EROs mitocondriais, dependendo da intensidade, podem estar envolvidas 

tanto na ativação de mitofagia citoprotetora, quanto nas vias de sinalização de morte celular 

por apoptose ou por necrose (Rubio et al. 2012). 

Diante da análise de Frank e colaboradores (2012) e com os resultados obtidos até 

então, propomos que as células HaCaT utilizam o mecanismo autofágico, mais 

especificamente mitofágico, para se recuperar da injúria mitocondrial decorrente do brando 

desbalanço oxidativo desencadeado pela  TFD com DMMB a 10 nmol/L (Figuras 7 e 9). No 

entanto, como os lisossomas destas células também são prejudicados pela fotoativação do 

DMMB (Figuras 12 e 15), a conclusão fluxo autofágico se torna inviabilizada, conforme é 
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observado pelo acúmulo de vacúolos ácidos (Figura 13), ocasionando então a morte celular 

autofágica. 

Propomos ainda que, o mesmo não é observado para as células HaCaT 

fotossensibilizadas com MB, pois em baixas concentrações de MB em que o nível de estresse 

oxidativo gerado seria brando, este FS encontra-se nas mitocôndrias na forma leuco devido a 

redução pelas coenzimas NADH e FADH2 (Gabrielli et al., 2004), não podendo ser 

fotoativado e, consequentemente, não gerando desbalanço oxidativo. E, em concentrações de 

MB mais elevadas, em que o MB não se encontra totalmente reduzido, e se observa um nível 

de EROs significativo (Figuras 7 e 9), ausência de sinalização para necrose (Figura 12) e para 

autofagia (Figura 14), supõe-se estar ocorrendo morte celular por apoptose, conforme 

verificado em trabalhos desenvolvidos pelos pesquisadores Lu et al. (2008), Chen et al. 

(2008) e Lim et al. (2013). 

Portanto, diante da dificuldade de indução de vias autofágicas após fotoativação do 

MB, propomos ser possível reproduzir a mesma resposta autofágica observada nas células 

HaCaT após fotoativação do DMMB, mas agora utilizando o MB numa concentração baixa e 

não fototóxica em conjunto à um indutor de mitofagia. Dessa maneira, a indução de EROs 

pela fotoativação deste FS será branda, gerando apenas um comprometimento lisossomal que 

impediriam a conclusão do fluxo mitofágico induzido previamente pelas moléculas indutoras 

de mitofagia, levando então ao acúmulo de vacúolos ácidos e consequente morte celular 

autofágica, semelhante ao que foi observado após fotoativação do DMMB 10 nmol/L.  

Assim, trabalhando-se com MB a 0,5 µmol/L em células HaCaT pré-tratadas com os 

indutores de mitofagia, peróxido de hidrogênio (H2O2) e rotenona, nas condições descritas por 

Frank e colaboradores (2012), essa ideia foi confirmada utilizando o marcador de vacúolos 

ácidos, laranja de acridina (AO), conforme podemos observar na Figura 23. A concentração 

de MB selecionada para esse experimento, 0,5 µmol/L, não é fototóxica (Figura 7), os níveis 
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de EROs gerados após sua fotossensibilização são baixos (cerca de duas vezes menor que o 

nível obtido na concentração de IC50) e sabe-se que não se trata de uma concentração cujo 

MB encontra-se totalmente reduzido à forma leuco, uma vez que há visualização por 

microscopia da emissão de sua fluorescência (dados não apresentados).  

 
Figura 23: Imagens de microscopia de fluorescência de células HaCaT  marcadas com AO para visualização de 

vacúolos ácidos, 48 h após tratamento com indutores mitofágicos seguido ou não de fotossensibilização com MB 

0,5 µmol/L a 633 nm na dose de 11 J/cm
2
. A- Controle negativo, ausência de indutores mitofágicos e de 

fotossensibilização com MB. B- Células fotossensibilizadas com MB 0,5 µmol/L. C- Células tratadas apenas 

com H2O2 3,3 mmol/L por 10 minutos. D- Células tratadas com H2O2 3,3 mmol/L por 10 minutos, seguido de 

fotoativação do MB 0,5 µmol/L. E- Células tratadas apenas com rotenona 1,0 µmol/L por 1 h. F- Células 

tratadas com rotenona 1,0 µmol/L por 1 h, seguido de fotoativação do MB 0,5 µmol/L. Seta azul: Células 

apresentando lisossomas viáveis. Seta Branca: Células contendo acúmulo de vacúolos ácidos sugestivos de 

autolisossomas. Todas as imagens representam campos aleatórios a partir de duas repetições de dois 

experimentos independentes. Aumento 520X. Escala 20 µm. 

As células controle (Figura 23A), as células fotossensibilizadas com MB 0,5 µmol/L 

(Figura 23B) e as células tratadas apenas com os indutores de mitofagia, H2O2 (Figura 23C) 
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ou rotenona (Figura 23E), apresentam imagens de fluorescência com marcação vermelha 

característica de organelas ácidas endossomos/lisossomas (Seta azul). Já as células pré-

tratadas com os indutores mitofágicos, H2O2 ou rotenona, seguido de fotossensibilização com 

MB 0,5 µmol/L (Figura 23D e 23F, respectivamente), observa-se um excesso de marcação de 

fluorescência vermelha por AO, indicando o acúmulo de vacúolos ácidos autofágicos (Seta 

branca), semelhante ao observado após a fotossensibilização do DMMB 10 nmol/L (Figura 

13).  

A intensidade média de fluorescência vermelha foi quantificada e representada em um 

gráfico em função da fluorescência média das imagens de células controle (Figura 24). Esse 

dado nos permite concluir quantitativamente o que foi classificado qualitativamente, ou seja, 

o nível de fluorescência vermelha observado nos tratamentos somente com os indutores de 

mitofagia ou somente com o MB, foi semelhante às células não tratadas (controle), já o nível 

de fluorescência de células pré-tratadas com indutores mitofágicos e então fotossensibilizadas 

com MB foi maior para as duas condições empregadas, confirmando o acúmulo de vacúolos 

ácidos.  

 
Figura 24: Quantificação dos valores médios da intensidade de fluorescência vermelha, obtida após marcação 

com AO, observadas nas imagens de microscopia de fluorescência (Figura 23). CT, células na ausência de 

indutor mitofágico e de FS (células controle); MB, células fotossensibilizadas com MB; PER, células tratadas 

com H2O2; MB+PER, células tratadas com H2O2, seguido de fotossensibilização com MB; ROT, células tratadas 

com rotenona; MB+ROT, céluls tratadas com rotenona, seguido de fotossensibilização com MB. A dispersão 

dos dados está representada pelo desvio padrão médio. 
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Após confirmar o acúmulo de vacúolos ácidos supostamente devido ao 

comprometimento da via mitofágica, iniciada pelos indutores H2O2 ou rotenona, e 

inviabilizada pela presença de lisossomas danificados pela TFD com MB 0,5 µmol/L, testou-

se a viabilidade celular pelo método colorimétrico de redução do MTT (Figura 25) e 

calcularam-se os valores de AAU (Figura 26).  

 
Figura 25: Gráfico de viabilidade celular 48 h após o tratamento com os indutores de mitofagia, H2O2 ou 

rotenona, seguidos ou não de fotoativação do MB a 633 nm e dose de 11 J/cm
2
. A dispersão dos dados está 

representada pelo desvio padrão-médio. O Controle corresponde à células na ausência de  H2O2 ou rotenona. A 

dispersão dos dados está representada pelo desvio padrão médio. 

O gráfico de viabilidade (Figura 25) confirma que o tratamento apenas com H2O2 ou 

apenas com rotenona, nas concentrações e nos períodos de incubação propostos por Frank e 

colaboradores (2012), não é citotóxico às células HaCaT. O FS MB a 0,5 µmol/L sob a dose 

de 11 J/cm
2
 também não é fototóxico às células. No entanto, quando usados em conjunto, o 

indutor mitofágico mais a fotoativação do MB, ocorre uma perda de viabilidade de cerca 

30%.  

O cálculo de AAU, plotado no gráfico abaixo (Figura 26), confirma o acúmulo de 

vacúolos ácidos autofágicos após os pré-tratamentos com H2O2 ou rotenona seguido da 

fotoativação do MB, pois os valores de AAU calculados estão acima de 1,0 (1,2 para células 

tratadas com rotenona, seguido de fotossensibilização com MB e 1,39 para células tratadas 

com H2O2, seguido de fotossensibilização com MB). Ou seja, a fotossensibilização de células 
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HaCaT, com MB, sob condiçoes de mitofagia induz morte celular por autofagia, semelhante 

ao que é observado após os tratamentos com o controle positivo para autofagia, Cloroquina 60 

µmol/L, cujo valor de AAU é 1,56, e com o FS DMMB 10 nmol/L, cujo valor de AAU é 

1,59. 

 
Figura 26: Histograma com os valores de AAU calculados a partir dos ensaios de viabilidade MTT, CVS e 

NRU, 48 h após o tratamento com os indutores mitofágicos, H2O2 e rotenona, e com o FS MB. CT, células na 

ausência de indutor mitofágico e de FS (células controle); MB IRR, células fotossensibilizadas com MB 0,5 

µmol/L; MB+ROT, células tratadas com rotenona, seguido de fotossensibilização com MB; MB+PER, células 

tratadas com H2O2, seguido de fotossensibilização com MB. DMMB, céluas fotossensibilizadas com DMMB 10 

nmol/L; CQ, controle positivo para autofagia, Cloroquina (CQ) a 60 µmol/L. A média dos valores de AAU foi 

calculada a partir de três experimentos independentes. A dispersão dos dados está representada pelo desvio 

padrão médio. 

4.10. Comparação da sobrevida celular após fotossensibilização do MB e 

DMMB em células HaCaT e em células HeLa  

A fim de verificar se o padrão de resposta celular à TFD mediada por MB e DMMB 

seria obtido por outra linhagem celular, submeteram-se células de adenocarcinoma de útero 

humano, HeLa, às mesmas condições aplicadas às células HaCaT. A Figura 27 apresenta os 

resultados de viabilidade após tratar células HeLa com MB e DMMB nos respectivos valores 

de IC50 obtidos para as células HaCaT. 
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Figura 27: Média de sobrevida de células HeLa (cinza escuro) e HaCaT (cinza claro), 48 h após a 

fotossensibilização com  MB a 2,0 µmol/L e DMMB a 10 nmol/L  no escuro e irradiado a 633 nm na dose de 11 

J/cm
2
. A sobrevida média foi calculada a partir de três experimentos independentes. A dispersão dos dados está 

representada pelo desvio padrão-médio. 

 

Conforme apresentado na Figura 27, observou-se pelo ensaio colorimétrico de redução 

do MTT que nas concentrações de FS próximas ao IC50 (MB 2,0 µmol/L e DMMB 10 

nmol/L) para células HaCaT, na dose de luz de 11 J/cm
2
, não houve citotoxicidade no escuro 

para ambas linhagens celulares. Após a fotoativação dos FSs a 633 nm a 11 J/cm
2
, houve 

diminuição na sobrevida celular média das células HeLa similar para ambos FS (cerca de 

30%), mas em menor proporção quando comparado aos valores obtidos para as células 

HaCaT (cerca de 50%).  

Ao analisar os resultados de sobrevida após a fotoativação concentração-dependente 

de DMMB em células HeLa, e correlacioná-los com seus respectivos valores de AAU 

segundo o teste não-paramétrico de correlação de Spearman (gráfico de correlação não 

apresentado), notou-se uma moderada e significativa correlação entre diminuição de 

viabilidade celular e autofagia (Rho = -0,6 p<0,001), semelhante ao observado para células 

HaCaT (Rho = -0,9 p<0,001). A partir dessa análise, sugere-se que a fotossensibilização do 

DMMB é capaz de induzir morte celular por autofagia independente do tipo celular.  

Todavia, a mesma análise após a fotoativação do MB em células HeLa mostrou baixa 

correlação entre a diminuição de sobrevida e os valores de AAU (Rho = -0,4 p<0,001), 
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conforme também foi observado após sua fotoativação em células HaCaT (Rho = -0,5 

p<0,001), o que nos permite afirmar que, em ambas as linhagens celulares, a perda de 

viabilidade após TFD por MB não está correlacionada com autofagia, ou seja, a morte celular 

detectada pelo método colorimétrico de redução de MTT não é devido ao mecanismo de 

morte celular autofágica. 

A presença de vacúolos autofágicos em células HeLa após o tratamento com DMMB, 

foram confirmados pelo ensaio de fluorescência com AO (Figura 28).  

 
Figura 28: Imagens células HeLa e HaCaT marcadas com AO, mostrando apenas o canal de emissão de 

fluorescência vermelha indicando vacúolos ácidos, 48 h após fotoativação do MB a 2,0 µmol/L e DMMB a 10 

nmol/L a 633 nm, sob dose de 11 J/cm
2
. Controle: células não tratadas com FS. Aumento 520X. Escala 20 µm. 

Todas as imagens representam campos aleatórios a partir de duas repetições de dois experimentos independentes 

De acordo com a Figura 28, a presença de vacúolos ácidos após o tratamento com 

DMMB a 10 nmol/L em células HeLa é muito mais expressivo quando comparado às células 

controle, indicando, principalmente, o acúmulo de vacúolos autofágicos. Esses dados 

assemelham-se ao padrão de marcação obtido após a fotossensibilização do DMMB em 

células HaCaT (Figura 13). Entretanto, o padrão de marcação de AO após fotossensibilização 
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do MB em células HeLa revelou um perfil de maior quantidade de vacúolos ácidos quando 

comparado às células HaCaT após fotoativação deste mesmo FS, mas esse perfil é semelhante 

ao das células HeLa na ausência de FS (células controle). 

Esses dados confirmam a presença de vacúolos autofágicos em ambas as linhagens 

celulares após fotossensibiliza-las com DMMB, indicando que o padrão de resposta celular 

após TFD com este FS é semelhante, independente do tipo celular. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A análise concentração-dependente da toxicidade dos FSs MB e DMMB em células 

HaCaT, usando-se três ensaios colorimétricos comumente utilizados na avaliação de 

sobrevida celular, demonstrou que na ausência de irradiação, ambos FSs não são citotóxicos, 

mas sob irradiação a 633 nm, região de excitação dos FSs, mostraram fototoxicidade dose de 

luz-dependente.  

Dentre os FSs, o DMMB mostrou ser mais eficiente quanto à indução de morte por 

TFD, uma vez que, numa concentração diferindo à do MB em duas ordens de grandeza, gerou 

mesmo índice de morte celular que o MB. As análises de geração de EROs, dentro do limite 

de detecção das sondas utilizadas, apresentaram que a indução de estresse oxidativo 

promovido após fotoativação do MB foi mais proeminente do que a observada para o 

DMMB. E, conforme análises de correlação, o aumento do nível EROs concentração-

dependente mostrou-se alto e significativamente correlacionado com aumento de morte 

celular após fotoativação de MB em células HaCaT. Ao contrário, para DMMB esta 

correlação não foi relevante.  

Através das estratégias de medida de AAU e de quantificação de vacúolos autofágicos, 

foi possível determinar a associação da fotossensibilização de DMMB com morte celular 

autofágica em células HaCaT e em células HeLa. E, por imunoensaios pela dupla-marcação 

de LC3-II e LAMP2A, foi possível verificar em células HaCaT que o fluxo autofágico 

prossegue até a etapa de maturação, na formação de autolisossomas.  

Ao analisar as organelas danificadas após TFD, verificou-se que ambos os FSs causam 

injúrias tanto ao lisossomas quanto às mitocôndrias de células HaCaT. Além disso, os ensaios 

de citolocalização do MB e DMMB confirmam a localização desses FSs nessas organelas.  
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Apesar da localização subcelular de ambos FSs ser a mesma, não se observou 

fotodano após TFD com MB nas mesmas concentrações nanomolares obtidas após TFD com 

DMMB, pois, em tais condições, o MB encontra-se fotoquimicamente inativo nas 

mitocôndrias devido à redução pelas coenzimas presentes nesta organela. Como o DMMB 

possui um potencial de redução menor, o mesmo não se encontra reduzido, sendo então 

fototóxico às células mesmo em baixas concentrações, condições estas que justificam o 

brando desbalanço oxidativo gerado e a indução de autofagia como resposta celular. As 

condições em que o MB não se encontra totalmente reduzido são em concentrações mais 

elevadas, nas quais se observa a geração de um nível de EROs maior e não se observa 

resposta autofágica após fotossensibilização. 

A partir desses dados concluímos que a indução de autofagia por fotoirradiação do 

DMMB está correlacionada com a morte celular fotoinduzida, em que observamos uma 

interrupção do fluxo autofágico tardio, e consequentemente uma morte celular autofágica em 

condições cujo desbalanço oxidativo fotoinduzido é pequeno. Portanto, a morte celular 

fotoinduzida por DMMB não está exclusivamente relacionada com o nível geral de estresse 

oxidativo por ele gerado, mas em vez disso, esta se relaciona com a geração de EROs em 

níveis brandos, no local adequado da célula e na indução de mecanismos específicos de morte 

celular. Sugere-se então que, o dano mitocondrial observado após TFD-DMMB acarreta a 

indução de mitofagia, porém, como os lisossomas também foram comprometidos pela TFD o 

fluxo autofágico não pôde ser concluído, conforme foi observado o acúmulo de vacúolos 

ácidos. 

Esses resultados nos levaram a propor que seria possível induzir a mesma resposta 

autofágica obtida com TFD-DMMB usando o MB. A partir de uma indução prévia de 

mitofagia, utilizando H2O2 e rotenona em condições de induzir um desbalanço oxidativo 

mitocondrial brando e, consequentemente, a autofagia desta organela, seguiu-se com 
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fotoativação do MB, numa concentração não fototóxica, mas que possivelmente o desbalanço 

oxidativo gerado causasse injúrias lisossomais que impediriam o fluxo mitofágico. O 

esperado foi observado pelo acúmulo de vacúolos ácidos autofágicos, pelo aumento dos 

valores de AAU e pela diminuição da viabilidade celular, assim como foi observado para o 

DMMB. 

Os trabalhos de Reiners e colaboradores (2010) sugeriram que a TFD cujos FSs têm 

como alvo subcelular os lisossomas, provavelmente induzirão uma forma abortada de 

autofagia, uma vez que lisossomas danificados não poderão concluir o fluxo autofágico. No 

entanto, diferente do que observamos para o DMMB em células HaCaT, os pesquisadores 

propõem que nesses casos o fluxo autofágico ocorreria somente até a etapa de extensão, ou 

seja, até a etapa de formação de autofagossoma, não podendo ser prolongado, pois não 

haveria lisossomas viáveis cujo autofagossoma pudesse se fundir para cumprir a etapa de 

maturação. Todavia, a extensão em que a interrupção do processo autofágico afeta a 

fototoxicidade relativa de FSs cujo alvo subcelular são os lisossomas, não é conhecida. 

Dado que as células cancerosas normalmente desenvolvem resistência a tratamentos 

que induzem morte celular por apoptose (Dias and Bailly, 2005; Olie e Zangemeister- Wittke, 

2001), a ativação seletiva de autofagia possibilitada pelo tratamento de TFD com DMMB em 

células cancerosas, poderia ser uma estratégia viável para tratamento de cânceres resistentes 

para vias apoptoticas. 

Além disso, os mecanismos pelos quais o DMMB fotoativo pode interferir nas funções 

celulares são de interesse não só do ponto de vista terapêutico, mas também do ponto de vista 

experimental, ao servir de metodologia para o estudo das vias de interação autofágica com 

vacúolo lisossômico. 

Essa dissertação apresenta resultados conclusivos mostrando que a eficiência 

fotodinâmica está relacionada à condições de fotossensibilização em organelas específicas, 
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mitocôndria e lisossomas, desencadeando a morte celular autofágica, sob baixas 

concentrações de geração de EROs. Esse trabalho também ajuda a desenvolver o conceito de 

que propor fotossensibilizadores mais eficazes para a TFD, significa melhoria na 

especificidade das reações de fotossensibilização e não apenas melhoria na eficiência de 

geração de EROs.  
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