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Resumo- A Terapia Fotodinâmica (TFD) é fundamentada no acúmulo preferencial de fotossensibilizante no 
tecido neoplásico, depois excitado por luz de comprimento de onda 630 a 700 nm, ocasionando morte do 
tecido tumoral. O presente trabalho buscou verificar os níveis de ATP em células HEP-2, 04 e 24 horas após 
a Terapia Fotodinâmica e possível inicialização de apoptose. Foram plaqueadas 5 x 10

4
 células/ml em 

placas NUNC de 24 poços contendo lamínulas. Estas foram incubadas com 10mM AlPcS4 em meio de 
cultura sem soro, por 60 minutos. Então, foram irradiadas no escuro com um aparelho clínico portátil de 
laser semicondutor (Thera Lase-DMC) com meio ativo de InGaAlP, operando com onda contínua em 
comprimento de onda (l) de 670 nm, com uma potência de 30 mW, a uma densidade de energia de 4,5 
J/cm

2
. Após a irradiação foram feitas marcações fluorescentes específicas nas células para a detecção de 

ATP. Tal marcação foi realizada em grupos celulares 04 e 24 horas após o tratamento fotodinâmico. Pôde-
se então inferir que a Terapia Fotodinâmica pode vir à causar um processo de inicialização de morte celular 
por apoptose em células Hep-2. 
 
Introdução 
 

A terapia fotodinâmica (TFD) é uma 
modalidade que envolve a irradiação de tumores 
com um comprimento de onda apropriado de luz, 
após a captação de um fotossensibilizador pelo 
tecido tumoral [1]. A TFD é fundamentada no 
acúmulo preferencial do fotossensibilizante no 
tecido neoplásico, depois excitado por luz de 
comprimento de onda 630 a 700 nm, 
ocasionando necrose tumoral. O mecanismo pelo 
qual a TFD destrói os tecidos ainda é investigado 
[2]. 

Um dos critérios básicos na escolha de um 
agente a ser utilizado em TFD, é que o mesmo 
apresente uma absorção espectral acima de 
600nm, a chamada janela óptica onde os 
componentes endógenos do tecido biológico são 
transparentes à radiação incidente [3, 4, 5, 6], 
além do que tais agentes deverão apresentar  
retenção seletiva aos tecidos neoplásicos em 
relação aos tecidos sadios. 

A descoberta de que a TFD pode levar a uma 
resposta apoptótica em células malignas 
forneceu justificativa para a extensa eficácia 
observada. Embora a apoptose fosse descrita 
primeiramente em 1972 por Kerr e outros, ela não 
foi usada até 1991, quando Agarwal e outros 
relataram ocorrência de resposta apoptótica à 
TFD. Relatos de que a TFD pode induzir 
apoptose rapidamente, tanto in vitro [7, 8] quanto 
in vivo [9, 10], estabeleceram a noção da 
natureza da destruição (morte) fotoinduzida. 

Este trabalho teve por objetivo verificar a 
variação dos níveis de ATP em células HEP-2, 04 
horas e 24 horas após a Terapia Fotodinâmica e 
possível inicialização de apoptose. 

 
Materiais e Métodos 
 

As células foram plaqueadas a um número de 
5 x 10

4
 células/ml em placas NUNC de 24 poços 

contendo lamínulas e deixadas 24 horas para 
adesão. Foram utilizados 04 grupos de células 
para o estudo, um grupo controle cujas células 
não receberam nenhum tipo de tratamento, um 
segundo grupo, que continham células tratadas 
somente com a droga Cloro Alumímio 
Ftalocianina Tetrasulfonada -AlPcS4 (10mM por 
60 minutos), um terceiro grupo que foi tratado 
somente com a luz laser e um quarto grupo o 
qual sofreu Terapia Fotodinâmica. 

A preparação celular para a Terapia 
Fotodinâmica se deu da seguinte forma, as 
células foram incubadas com AlPcS4 a uma 

concentração de 10mM em meio de cultura sem 
soro, por 60 minutos. 

Passado o tempo de incubação as células 
foram lavadas 3 vezes com PBS e mantidas com 
500ml deste para a irradiação. Então, foram 
irradiadas no escuro com um aparelho clínico 
portátil de laser semicondutor (Thera Lase-DMC) 
com meio ativo de InGaAlP, operando com onda 
contínua em comprimento de onda (l) de 670 nm, 
com uma potência de 30 mW, a uma densidade 
de energia de 4,5 J/cm

2
.  
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Após a irradiação foram feitas marcações 
fluorescentes específicas nas células para a 
detecção de ATP. Tal marcação foi realizada em 
grupos celulares 04 e 24 horas após o tratamento 
fotodinâmico. Foi utilizado o marcador Luciferin-
Luciferase, o qual foi incubado com as células por 
20 minutos no escuro; após as células foram 
fixadas com paraformaldeído a 4% por 5 minutos. 
As células foram então analisadas e fotografadas 
em microscópio de Epifluorescência modelo 
Leica DMLB com sistema fotográfico  Leica MPS-
30.  
 
 
Resultados 
 

Foram verificados os níveis de ATP 4 horas 
após a Terapia Fotodinâmica:  

 

 
 

Figura 1A: células controle, sem nenhum tipo 
de tratamento, após 04 horas, X2500. 

 

 
 

Figura 1B: células incubadas somente com a 
droga AlPcS4, após 04 horas, X2500. 

 

 
 
Figura 1C: células tratadas somente com o laser, 
após 04 horas, X2500. 
 

 
 

Figura 1D: células que sofreram Terapia 
Fotodinâmica, após 04 horas, X2500. 

 
 
 
 
Foram verificados os níveis de ATP 24 horas 

após a Terapia Fotodinâmica;  
 
 

 
Figura 2A: células controle, sem nenhum tipo de 
tratamento, após 24 horas, X2500. 
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Figura 2B: células incubadas somente com a 
droga AlPcS4, após 24 horas, X2500. 

 
 

 
Figura 2C: células tratadas somente com o laser, 
após 24 horas, X2500. 
 

 
Figura 2D: células que sofreram Terapia 
Fotodinâmica, após 24 horas, X2500. 
 
 
 
Discussão 
 

Oleinick, 1998 [11], discutiu o possível 
mecanismo de morte celular decorrente de TFD, 
concluindo que há evidências de apoptose e 
necrose após a terapia. O tempo necessário para 
iniciação da apoptose é bem variável. A maior 
parte das células, em resposta a agentes 
indutores, experimenta um período de latência, 
cuja duração é indeterminada a priori , resultando 

usualmente na morte de mais de 80% da 
população celular em intervalo de tempo 
compreendido entre 1 e 3 dias [12, 13, 14]. Sabe-
se então que a quebra do período de latência 
pode ser determinado pelo aumento da produção 
de ATP celular, já que o estado de latência é 
aquele no qual a célula está em um estado de 
baixo metabolismo. Sendo assim, pode ser 
observado que a Terapia Fotodinâmica pode vir a 
induzir às células à morte por apoptose pois, 
como mostram as figuras 1D e 2D, as células que 
sofreram Terapia Fotodinâmica apresentaram um 
aumento significativo na produção de ATP, o que 
é evidenciado pelo aparecimento da coloração 
amarelada nas figuras referentes ao tratamento 
com TFD, diferentemente das células dos outros 
grupos estudados, como o grupo das células 
controle (figuras 1A e 2A), como o segundo grupo 
das células somente incubadas com a droga 
(figuras 1B e 2B) e como o terceiro grupo das 
células somente irradiadas com o laser (figuras 
1C e 2C) os quais não apresentaram níveis 
alterados de produção de ATP, o que é 
apresentado pela coloração esverdeada, já que a 
alta concentração de ATP se caracteriza pelo 
aparecimento de coloração amarelada no 
material. 
 
 
Conclusão 
 

Pode-se inferir que a Terapia Fotodinâmica 
pode vir à causar um processo de inicialização de 
morte celular por apoptose em células Hep-2, 
devido ao aumento dos níveis de ATP nas células 
após o tratamento. 
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