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Resumo- A Terapia Fotodinâmica (TFD) é uma modalidade terapêutica para o tratamento de doenças 
neoplásicas e não-neoplásicas caracterizadas pelo crescimento exagerado de células não desejadas ou 
anormais. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a ativação da protease indicadora de apoptose 
caspase-3 após o TFD com Cloroalumínio Ftalocianina Lipossomal. Células HEp-2 (carcinoma de laringe 
humana) foram incubadas por 1h com o fotossensibilizante Cloroalumínio Ftalocianina lipossomal (5µM) e 
então irradiadas com laser diodo (λ 685nm; 4,5J/cm2; 35mW/cm2). 1, 6 e 48 horas após a irradiação as 
células foram marcadas com solução de DEVD-amc (120 min) para a análise da ativação de caspase-3 
através de microscopia de fluorescência. A análise dos resultados indicou um aumento crescente da 
ativação da caspase-3 após TFD, dependente do tempo. A ativação desta protease indica o 
desencadeamento de uma morte celular por apoptose após a TFD com o fotossensibilizante Cloroalumínio 
Ftalocianina Lipossomal. 
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Introdução 
 

A Terapia Fotodinâmica (TFD) é uma 
modalidade terapêutica para o tratamento de 
doenças neoplásicas e não-neoplásicas 
caracterizadas pelo crescimento exagerado de 
células não desejadas ou anormais (MOOR, 2000; 
OLEINICK et al., 2002).  

A técnica requer a exposição das células, 
ou tecidos, a um composto sensível à luz 
(fotossensibilizante), oxigênio molecular e luz 
visível com o comprimento de onda compatível 
com o espectro de absorção da droga 
(DOUGHERTY et al., 1998; MOOR, 2000), esses 
elementos quando combinados criam uma reação 
fotodinâmica (ALLISON, et al., 2004). Embora TFD 
possa mediar a sinalização de inúmeros eventos, 
tem sido proposto que geralmente o tratamento 
resulte em morte celular. 

Em mamíferos a apoptose pode ser 
desencadeada de duas formas, intrínseca e 
extrínseca, que está ligada a estímulos 
intracelulares e extracelulares, respectivamente 
(YAN; SHI, 2005). Na primeira opção um estímulo 
interno, como dano ao DNA, ativa , principalmente, 
a família de proteínas Bcl-2 permitindo a liberação 
de fatores pro-apoptóticos do espaço 
intermembrana da mitocôndria para o citoplasma 
como o citocromo c (CORY; ADAMS, 2002). O 
citocromo c liberado se liga na Apaf-1 (fator de 
ativação apoptótica-1), na presença de ATP, 
formando um complexo denominado apoptossomo 

que irá mediar a clivagem da caspase-9 (LAUBER 
et al., 2001; ADAMS; CORY, 2002; YAN; SHI, 
2005).  

No segundo modo receptores de 
superfície da família de proteínas denominada 
Fator de Necrose Tumoral (TNF) são estimulados 
através da ligação na porção Fas, ativando o 
iniciador caspase-8 (WALLACH et al., 1999; YAN; 
SHI, 2005). Em ambas as situações a ativação de 
caspases iniciadoras (caspase-9 e caspase-8) leva 
a ativação das caspases efetoras (caspase-3 ,-6 e 
caspase-7) diretamente relacionadas com a 
efetuação da apoptose (ALMEIDA et al., 2004). 
 O objetivo do trabalho é observar a 
ativação da protease indicadora de apoptose 
caspase-3 em células HEp-2, permitindo avaliar o 
tipo de evento de morte celular desencadeado 
pela TFD com o fotossensibilizante Cloroalumínio 
Ftalocianina Lipossomal. 

Metodologia 
 

A linhagem celular utilizada foi a HEp-2 
(carcinoma de laringe humana) cultivadas em meio 
de cultura MEM (Gibco®), suplementado com 10% 
de Soro Fetal Bovino - SBF(Gibco®), 1% de 
antibiótico e antimicótico (Gibco®),  incubadas em 
atmosfera de 5% de CO2 a 37oC (Forma 
Scientific). 

Terapia Fotodinâmica: As células foram 
incubadas por 1 hora com o fotossensibilizante 
Cloroalumínio Ftalocianina lipossomal (5µM). Após 
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a incubação as células foram lavadas 2x com 
solução tampão fosfato (PBS) 0,1M, para a total 
retirada do agente fotossensibilizante, e 
submetidas a irradiação com laser diodo λ=685nm, 
4.5J/cm2, 35mW/cm2. 

Microscopia de Fluorescência: 1, 6, e 48 horas 
após a TFD as células foram incubadas com 
solução de Albumina 0,1% (Sigma®) com 0,5% de 
Tween 20 (Synth®) em PHEM (60 mM PIPES,. 25 
mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgC12, pH 7,2) 
por 15 minutos. Após o período a cultura foi lavada 
e incubada com solução de DEVD-amc (8μL de 
DEVD-amc,Molecular Probes®; 40 μL de HEPES; 
10 μL de NaCl; 10 μL de DTT e 132 μL de PHEM) 
por 120 minutos. Posterior a marcação as células 
foram lavadas com tampão PHEM e fixadas com 
paraformaldeído (Sigma®) a 4% em PHEM por 10 
min. As lâminas foram montadas com n-propil-
galato e posteriormente analisadas em 
microscópio de epifluorescência modelo Leica 
DMLB com sistema fotográfico Leica MPS-30. 

 
 
Figura 2 - Células Hep-2 1h após TFD, coradas com 
DEVD-amc; marcação ao redor do núcleo. 
 

Posterior a 6 horas (Figura 3) foi 
observada a distribuição do corante em toda a 
extensão da célula com uma intensificação da 
fluorescência nas regiões próximas ao núcleo.  
  

Resultados 
 

O acompanhamento na distribuição da 
protease caspase-3  na cultura HEp-2 denotou a 
ausência de marcação nas células do grupo 
controle (Figura 1). 
 

 
 
Figura 3 - Células HEp-2 6h após TFD, coradas com 
DEVD-amc; intesificação da marcação. 
 

Em 48 horas  (Figura 4) a marcação torna-
se mais forte quando comparada com os tempos 
anteriores, o corante se mantém por todo o 
citoplasma principalmente ao redor do núcleo.  

  Figura 1 - Células HEp-2 sem qualquer tratamento, 
coradas com DEVD-amc; possível obrservar a ausência 
de marcação. 
 

As células submetidas a TFD ostentaram a 
marcação ao decorrer dos períodos estudados. O 
grupo TFD 1 hora (Figura 2) exibiu a presença do 
corante na região perinuclear em algumas células. 
 

 
 
Figura 4 - Células HEp-2 48h após TFD, coradas com 
DEVD-amc; marcação forte por todo citoplasma. 
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