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Resumo 
 

O cancro é uma das principais causas de morte em todo o mundo. A terapia 

fotodinâmica é um procedimento clinicamente aprovado que tem demonstrado um 

grande potencial para o tratamento de tumores sólidos. Esta terapia é caracterizada 

pela administração de um fotossensibilizador que quando irradiado, na presença de 

oxigénio, vai gerar espécies reativas de oxigénio. Estas moléculas têm a capacidade de 

criar um stress oxidativo que vai danificar as biomoléculas envolventes e 

consequentemente, pode causar a morte das células tumorais. A terapia fotodinâmica, 

para além da ação directa que tem no cancro, apresenta ainda a vantagem de estimular 

o sistema imunitário a reconhecer e destruir células cancerígenas. 

 Os lípidos são um dos tipos de biomoléculas que podem sofrem oxidação após 

tratamentos de terapia fotodinâmica. Os lipídios podem ser oxidados pelas espécies 

reactivas de oxigénio ou diretamente pelo fotossensibilizador no estado tripleto e como 

resultado, surgem uma série de moléculas, algumas das quais com propriedades 

citotóxicas. Tipicamente, após a oxidação lipídica é característico observar-se a 

formação de malonaldeído, 4-hidroxi-2-nonenal, hidroperóxidos lipídicos assim como a 

diminuição dos tióis.  Estas moléculas podem ter diversos efeitos biológicos como por 

exemplo, a ativação de diversas vias de sinalização associadas a variados mecanismos 

de morte celular.   

Este trabalho teve como objectivo perceber a extensão da oxidação lipídica causada por 

tratamentos de terapia fotodinâmica usando três fotossensibilizadores com 

lipofilicidades diferentes: LUZ51b, LUZ11-α3β e LUZ10. Num primeiro conjunto de 

estudos, optimizaram-se as concentrações e doses de luz necessárias de modo a obter 

níveis de morte celular semelhantes para os três fotossensibilizadores. Estas condições 

foram usadas para os estudos posteriores relacionados com a avaliação lipídica. Os 

resultados obtidos nos nossos estudos exploratórios demonstraram que a terapia 

fotodinâmica com as três moléculas em estudo resultou na produção de espécies 

reactivas de oxigénio, quer em solução quer no meio intracelular. A avaliação da 

oxidação lipídica, nomeadamente pela quantificação de hidroperóxidos lipídicos, MDA 

e grupos tióis demonstra que de facto ocorre a oxidação de lípidos. Contudo, e ao 

contrário do antecipado, a terapia fotodinâmica com LUZ10 induz maiores níveis de 

oxidação lipídica.  

Palavras-chave: Terapia fotodinâmica; Cancro; Espécies reativas de oxigénio, Malonaldeído 

(MDA); Oxidação lipídica; Tióis 
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Abstract 
 

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Photodynamic therapy is a 

clinically approved procedure that has shown great potential for the treatment of solid 

tumors. This therapy is characterized by the administration of a photosensitizer that 

when irradiated, in the presence of oxygen, will generate reactive oxygen species. These 

molecules can create an oxidative stress that will damage the surrounding biomolecules 

and consequently can cause the death of tumor cells. Photodynamic therapy, besides its 

direct action on cancer, also has the advantage of stimulating the immune system to 

recognize and destroy cancer cells. 

Lipids are one of the types of biomolecules that can suffer oxidation after photodynamic 

therapy treatments. Lipids can be oxidized by reactive oxygen species or directly by the 

photosensitizer in the triplet state and as a result, several molecules emerge, some of 

which have cytotoxic properties. Typically, after lipid oxidation it is characteristic to 

observe the formation of malonaldehyde, 4-hydroxy-2-nonenal, lipid hydroperoxides as 

well as the decrease of thiols.  These molecules can have various biological effects such 

as the activation of various signaling pathways associated with various cell death 

mechanisms.   

This work aimed to understand the extent of lipid oxidation caused by photodynamic 

therapy treatments using three photosensitizers with different lipophilicities: LUZ51b, 

LUZ11-α3β and LUZ10. In a first set of studies, the required light concentrations and 

doses were optimized to obtain similar levels of cell death for the three photosensitizers. 

These conditions were used for the subsequent studies related to lipid evaluation. The 

results obtained in our exploratory studies demonstrated that photodynamic therapy 

with the three molecules under study resulted in the production of reactive oxygen 

species, both in solution and in the intracellular medium. The evaluation of lipid 

oxidation, namely by quantification of lipid hydroperoxides, MDA and thiol groups 

demonstrates that lipid oxidation does indeed occur. However, and contrary to what 

was anticipated, photodynamic therapy with LUZ10 induces higher levels of lipid 

oxidation. 

Keywords: Photodynamic therapy; Cancer; Reactive oxygen species; Malonaldehyde (MDA); 

Lipid oxidation; Thiols 

 

 

 

 

 



 

iv 
 

Índice   

Agradecimentos ............................................................................................................................. i 

Resumo ......................................................................................................................................... ii 

Abstract ........................................................................................................................................ iii 

Índice de figuras............................................................................................................................vi 

Índice de equações ...................................................................................................................... vii 

1. Introdução............................................................................................................................. 1 

1.1. Terapia fotodinâmica (PDT) ......................................................................................... 2 

1.1.1. Terapia fotodinâmica (PDT) ................................................................................. 2 

1.1.2. Aplicações terapêuticas da PDT ........................................................................... 6 

1.2. Morte celular imunogénica (ICD) ................................................................................. 8 

1.2.1. Morte celular imunogénica induzida PDT .......................................................... 11 

1.3. Oxidação lipídica mediada pela PDT .......................................................................... 12 

2. Materiais e métodos........................................................................................................... 16 

2.1. Linha celular e reagentes ............................................................................................ 16 

2.2. Fotossensibilizador ..................................................................................................... 16 

2.3. Solução stock de cada fotossensibilizador ................................................................ 17 

2.4. Avaliação da viabilidade celular usando o método do Alamar Blue (resazurina) .... 17 

2.5. Avaliação da produção de ROS em solução ............................................................... 18 

2.6. Avaliação da produção de ROS em células por microscopia de fluorescência ......... 19 

2.7. Avaliação da peroxidação lipídica através do BODIPY™ 581/591 C11 ..................... 19 

2.8. Avaliação da peroxidação lipídica através da quantificação do malonaldeído ....... 20 

2.9. Avaliação da peroxidação lipídica através da quantificação dos grupos tióis ......... 21 

2.10. Avaliação dos grupos carbonilo nas proteínas ...................................................... 21 

3. Resultados e discussão ....................................................................................................... 23 

3.1. Viabilidade celular após activação dos fotossensibilizadores presentes no meio 

intracelular .............................................................................................................................. 23 

3.2. Viabilidade celular após activação dos fotossensibilizadores presentes no meio 

extracelular ............................................................................................................................. 24 

3.3. Avaliação da produção de ROS em solução ............................................................... 25 

3.4. Produção de ROS em células avaliada por microscopia de fluorescência ................ 26 

3.5. Avaliação da peroxidação lipídica através do BODIPY™ 581/591 C11 ..................... 29 

3.6. Avaliação da peroxidação lipídica através da quantificação do malonaldeído ....... 31 

3.7. Avaliação da peroxidação lipídica através da quantificação dos grupos tióis ......... 32 

3.8. Avaliação da oxidação proteica através da quantificação dos grupos carbonilo..... 33 

4. Conclusão ............................................................................................................................ 35 



 

v 
 

5. Bibliografia .......................................................................................................................... 36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

vi 
 

Índice de figuras 
 

Figura 1. Características do Cancro (retirado de Hanahan et al4) ............................................................ 1 
Figura 2. A) Procedimento clínico geral para a PDT; B) Ilustração esquemática simplificada do 

mecanismo a PDT. ......................................................................................................................... 3 
Figura 3. A) Janela fototerapêutica (Dąbrowski e Arnaut, 2015); B) Profundidade de penetração da luz 

nos tecidos (Agostinis et al11) ........................................................................................................ 4 
Figura 4. Diagrama de Jablonski demonstrando os vários modos de excitação e decaimento eletrónico 

de uma molécula. Excitação; Fluorescência; Cruzamento inter-sistema; fosforescência; 

transferência, não radioativo (Adaptado de Schweizer et al13) ...................................................... 5 
Figura 5. Mecanismos da terapia fotodinâmica (retirado de Donohoe et al12) ....................................... 5 
Figura 6. Representação esquemática da indução da ICD. Após diferentes tratamentos as células estão 

em processo de morte celular. E existe exposição de alguns DAMPS e libertação de outros no 

meio extracelular para serem reconhecidos pelas células apresentadoras de antigénios. (retirado 

de J. Zhou et al35) ........................................................................................................................... 8 
Figura 7. Principais características da ICD (retirado de Lobo et al45) ..................................................... 10 
Figura 8. Morte celular imunogénico (retirado de Donohoe et al12) ..................................................... 12 
Figura 9. Mecanismo de oxidação lipídico (adaptado de Barrera et al57) .............................................. 13 
Figura 10. Fotossensibilizadores LUZ10 (A); LUZ11 (B); LUZ51b (C)....................................................... 17 
Figura 11 Viabilidade na presença de luz (fototoxicidade), após a incubação com o fotossensibilizador 

durante 24 h. A) LUZ11-α3β numa gama de concentrações desde 1 até 0.008 µM com uma dose 

de luz de 1 J/Cm2. B) LUZ51b com uma gama de concentrações de 200 nM até 1,56 nM com uma 

dose de luz de 1 J/Cm2. C) LUZ11-α3β numa gama de concentrações desde 10 até 0,08 µM com 

uma dose de luz de 8 J/Cm2. As barras indicam médias + SEM de 2 experimentos independentes. 

O tratamento estatístico foi avaliado usando o método one-way ANOVA da Luz51b vs células 

sem tratamento; * p < 0,05, ** p < 0,01, e *** p < 0,001, **** p < 0,0001. .................................. 23 
Figura 12. Viabilidade na presença de luz (fototoxicidade), após a irradiação imediatamente a seguir a 

adição da luz51b. A LUZ51b foi adicionada numa gama de concentrações desde 80 até 1.25 µM e 

usou-se uma dose de luz de (A) 1 J/cm2 e (B) 1 J/cm2 . As barras indicam médias + SEM de 2 

experimentos independentes. O tratamento estatístico foi avaliado usando o método one-way 

ANOVA da Luz51b vs células sem tratamento; * p < 0,05, ** p < 0,01, e *** p < 0,001. ............... 24 
Figura 13. Produção de ROS em PBS com uma concentração de APF ou DHE de 5 uM.  (A) Soluções com 

APF) ou (B) DHE e uma gama de concentrações de 0,04 a4 5 µM para a LUZ11-α3β foram 

irradiadas de forma cumulativa com doses de luz que vão desde 0 j/cm2 até 12 j/cm2 (n=2).  

Soluções com (C) APF ou (D) DHE e uma gama de concentrações de 0,043 até 5 µM para a LUZ51b 

foram irradiadas de forma cumulativa com doses de luz que vão desde 0 j/cm2 até 12 j/cm2 

(n=2). ........................................................................................................................................... 26 
Figura 14. Avaliação do stress oxidativo em células 4T1 avaliado indirectamente com a sonda DHE por 

microscopia de fluorescência. As células foram incubadas durante 24 h com LUZ51b (100, 50 e 25 

nM) seguindo-se a adição da sonda DHE (5 µm). As células foram irradiadas com 1 j/cm2 e as 

imagens de microscópia foram tiradas após (A) 30 min, (B) 3 h e (C) 6 h (C). A coloração vermelha 

é proveniente do DHE oxidado e o Hoechst, a azul, indica a marcação do núcleo. Escala de 100 

µm ............................................................................................................................................... 28 
Figura 15. Peroxidação lipídica avaliada por intermédio do BODIPY™ 581/591 C11 usado na 

concentração de 5 µM após tratamentos de PDT com os fotossensibilizadores (A) LUZ11-α3β na 

gama de concentrações de 1, 0.5 e 0.25 µM (n=3); (B) LUZ51b nas concentrações de 100, 75, 50 

nM (N=2) e, (C) LUZ10 nas concentrações de 20 e 10 µM (n=3). Os resultados obtidos foram 

normalizados pelo controlo negativo (ctr-) o qual consistiu em células apenas incubadas com o 

BODIPY™ 581/591 C11). Os fotossensibilizadores foram incubados durante 24 h e o controlo 

positivo foi o hidroperóxido de cumeno (ctr+). As barras indicam a média +/- SEM de 2 a 3 

experimentos independentes. O tratamento estatístico foi avaliado usando o método ONE-way 

ANOVA das células tratadas vs ctr-; * p < 0,05 ............................................................................. 29 



 

vii 
 

Figura 16. Peroxidação lipídica avaliada por intermédio do com BODIPY™ 581/591 C11 usado na 

concentração de 5 µM e após tratamentos de PDT com a LUZ51b nas concentrações de 80, 60 e 

40 µM. O controlo positivo (ctr+) foi o hidroperóxido de cumeno (ctr+) (n=2). As barras indicam 

as médias +/- SEM de 2 experimentos independentes. O tratamento estatístico foi avaliado 

usando o método ONE-way ANOVA das células tratadas vs ctr- .................................................. 30 
Figura 17. Quantificação do malonaldeído. LUZ51b foi incubada durante 24 h e irradiada com 1 J/cm2. 

A quantificação de MDA foi realizada 30 min e 1h30min após a das células. (n=2). As barras 

indicam as médias +/- SEM de 2 experimentos independentes. O tratamento estatístico foi 

avaliado usando o método two-way ANOVA da Luz51b vs células sem tratamento; ................... 31 
Figura 18. Concentração de tióis normalizado pelo controlo. LUZ51b nas concentrações de 50, 25,12,5 

nM. A quantificação dos tióis foi realizada 30 min(n=1), 3h(n=3) e 6h(n=1) após a irradiação. As 

barras indicam as médias +/- SEM de 1 (30 min e 6 h) ou 3 (3 h) experimentos independentes. O 

tratamento estatístico foi avaliado usando o método two-way ANOVA dasda LUZ51b vs células 

sem tratamento; * p < 0,05, ** p < 0,01,  *** p < 0,001 e **** p < 0,0001 ................................... 33 
Figura 19.Conteúdo de grupos Carbonilo após o tratamento com a LUZ51b nas concentrações de 100, 

75 e 50 nM e irradiação com 1J/cm2(n=1) ................................................................................... 34 

 

 

Índice de equações 
 

Equação 1. Equação de Lambert – Beer; A) Absorvância; Ɛ) coeficiente de absorção molar; l) 

comprimento do caminho ótico .................................................................................................. 17 
Equação 2.Equação para o cálculo do tempo de irradiação 63 .............................................................. 18 

 

 

 

 

file:///C:/Users/Luis/Desktop/Tese%20Parte%20escrita/Tese-v9-pos.docx%23_Toc115288676
file:///C:/Users/Luis/Desktop/Tese%20Parte%20escrita/Tese-v9-pos.docx%23_Toc115288676


 

1 
 

1. Introdução 

O cancro é uma das principais causas de morte em todo o mundo. Em 2020 foram 

descobertos cerca de 19,3 milhões novos casos de cancro e cerca de 10 milhões de 

mortes. Sendo o cancro da mama o mais comum, seguido pelo cancro do pulmão, 

colorretal, próstata e estômago.1 

O cancro é uma doença caracterizada pelo crescimento rápido e descontrolado de 

células e pela capacidade de aquisição de propriedades metastáticas e 

consequentemente a capacidade de se expandir para outras partes do corpo.  Na 

maioria dos casos ocorre a ativação de oncogenes  e/ou inativação de genes supressores 

de tumores e consequentemente o ritmo de crescimento descontrolado com a inibição 

de mecanismos apoptóticos2,3. O cancro tem a capacidade de evitar os mecanismos 

supressores de crescimento, evitar a deteção/destruição por parte do sistema 

imunitário e de induzir o aumento da vasculatura na zona tumoral. É característico a 

instabilidade genómica, a presença de mutações genéticas e a desregulação metabólica 

(Figura 1)4.  

 

Figura 1. Características do Cancro (retirado de Hanahan et al4) 

Actualmente existem vários tratamentos para o cancro. Como a quimioterapia que 

permite destruir as células tumorais ou diminuir a sua progressão e pode ser combinada 

com outras terapias. Mas em contrapartida, é um tratamento bastante agressivo, com 

diversos efeitos secundários bastante debilitantes para os pacientes, como por exemplo 

fadiga, vómitos ou perda de cabelo. A cirurgia é um tratamento que permite remover 

diretamente e de imediato as células tumorais. Mas em contrapartida, a cirurgia pode 

não remover as células tumorais na totalidade, existe sempre um risco de morte 

associado ao procedimento cirúrgico, assim como não permite o tratamento das 

metástases. A radioterapia que por si só pode eliminar as células tumorais, mas é mais 
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eficaz quando combinada com outras terapias. Apresenta alguns efeitos secundários e 

tem como factor limitante a quantidade de radiação que cada corpo pode receber de 

forma segura. A imunoterapia é um tratamento que tem tido uma forte expansão 

recentemente e é uma terapia, que de uma forma geral, usa o sistema imunitário do 

paciente contra o cancro. É uma terapia sem grandes efeitos secundários.5 

Apesar dos avanços obtidos nos últimos anos, quer ao nível do diagnóstico quer ao nível 

do tratamento, observa-se um aumento contínuo de novos casos de cancro. Este 

aumento pode ser explicado pelo aumento da esperança média de vida, mas também 

por alterações no estilo de vida (e.g. alimentação, sedentarismo, tabagismo, maior 

exposição a agentes químicos, etc.).   A perceção de que o cancro é uma das doenças 

mais prevalentes e associada a uma elevada mortalidade o que evidencia a necessidade 

de se continuar a investigar/ desenvolver novas opções terapêuticas.  

 

1.1. Terapia fotodinâmica (PDT)  

 

1.1.1. Terapia fotodinâmica (PDT) 

O uso da luz para o tratamento de cancro remota há mais de 3 mil anos. As antigas 

civilizações egípcias, chinesas e romanas  usavam a luz para tratar doenças como 

psoríase, raquitismo, vitiligo e cancro de pele6,7. 

Há mais de um século atrás cientistas verificaram que a luz combinada com um 

composto químico podia induzir morte celular. Em 1900, Oscar Raab verificou que 

alguns comprimentos de onda combinados com acridina provocavam a morte de uma 

espécie de protozoários. Em 1903, Niels Finsen ganhou o prémio Nobel de Fisiologia ou 

Medicina pelo uso de luz vermelha no tratamento de pústulas de varíola e ainda pelo 

uso de luz ultravioleta no tratamento da tuberculose e morte de bactérias. Em 1960, 

Richard Lipson e Samuel Schwartz criaram um composto que era uma mistura de 

derivados de hematoporfirina para detecção e diagnóstico de tumores, mais tarde 

descobriram que quando irradiado iria matar células tumorais. Von Tappeiner e Jesionek 

criaram o termo “photodynamic action” para descrever o tratamento do carcinoma 

basocelular com eosina e luz branca. Anos mais tarde Dougherty, selecionou e purificou 

um dos derivados hematoporfirina e lançou o primeiro composto disponível para uso 

clínico aprovado pela Food and Drug Administration (FDA). Este composto foi chamado 

de Photofrin® e usado no tratamento do cancro do esófago  em estado avançado.6–8 

A terapia fotodinâmica (PDT, do inglês photodynamic therapy) é um procedimento 

terapêutico pouco invasivo e que apresenta resultados promissores no tratamento do 

cancro.  Em termos práticos, a PDT consiste na administração de um composto químico 

chamado de fotossensibilizador que por si só é inerte. Após um tempo definido, 

denominado como drug-to-light interval (DLI), que corresponde ao tempo desde a 
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inoculação do composto até a sua irradiação, o fotossensibilizador é activado por 

incidência de uma luz a um comprimento de onda específico.  Na presença de oxigénio, 

vai ocorrer a produção de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglês reactive oxygen 

species).  Os ROS tais como oxigênio singleto (1O2), radicais hidroxilo (•OH), peróxido de 

hidrogénio (H2O2) e radical superóxido (O2
•-), são tóxicos para as células envolventes 

através da oxidação das moléculas envolventes  (Figura 2).9–12  

 

Figura 2. A) Procedimento clínico geral para a PDT; B) Ilustração esquemática simplificada do mecanismo a PDT. 

O DLI usado tem um impacto muito importante nos alvos da PDT. Elevado DLI (e.g DLI > 

24 h) facilita uma melhor internalização e distribuição pelos organelos celulares, 

causando um maior stress oxidativo e proporcionando uma morte direta das células 

tumorais (PDT celular). Um reduzido DLI (e.g. < 30min) não proporciona tempo 

suficiente para ocorrer uma internalização significativa, o fotossensibilizador está 

localizado maioritariamente na vasculatura tumoral, quando irradiado vai provocar a 

destruição da vasculatura que vai cortar o fornecimento de oxigênio e nutriente às 

células tumorais levando a hipóxia e por última à morte celular (PDT Vascular). Quer a 

PDT celular, quer a PDT vascular, podem activar uma resposta do sistema imunitário que 

contribui para a detecção e destruição de células cancerígenas em qualquer parte do 

organismo. Por esta razão, a PDT não tem efeitos apenas locais, ao nível do tumor 

irradiado, podendo também contribuir de forma significativa para a redução de 

metástases distantes e não submetidas a irradiação .9–11 

 

1.1.1.1. Luz e oxigénio 

O uso de luz na PDT evoluiu desde o uso de luz solar até ferramentas de iluminação mais 

sofisticadas como o recurso a um díodo emissor de luz (LED, em inglês: light-emitting 

diode) e laser (amplificação da luz por emissão estimulada de radiação). Atualmente, é 

possível dar uma dose de luz adequada e precisa, a uma grande parte do corpo humano, 
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usando LEDs ou lasers acoplados a fibras óticas que são inseridas nos tecidos. Cada 

tratamento deve usar sistemas de irradiação apropriados para a especificidade da cada 

doente/tumor. A escolha do comprimento de onda da luz utilizada para a ativação do 

fotossensibilizador é um parâmetro de grande importância. Tipicamente, é usada uma 

fonte de luz cujo comprimento de onda corresponde ao pico de máxima absorção do 

fotossensibilizador. O comprimento de onda ideal deve permitir uma boa penetração da 

luz nos tecidos, evitar absorção por vários constituintes do corpo humano, como por 

exemplo a água, hemoglobina, vitaminas ou aminoácidos, e ainda ter energia suficiente 

para a ativação do fotossensibilizador (Figura 3 A). Para o efeito, deve-se utilizar um 

comprimento de onda compreendido entre 650 e 850 nm. Esta gama de comprimentos 

de onda é denominada de janela fototerapêutica(Figura 3 B) 9,11  

 

Figura 3. A) Janela fototerapêutica (Dąbrowski e Arnaut, 2015); B) Profundidade de penetração da luz nos tecidos 

(Agostinis et al11)  

O oxigénio é uma das peças mais importantes da PDT, servindo como ponto de partida 

para o surgimento de ROS. A quantidade de oxigênio presente nas células e tecidos 

tumorais pode ditar uma maior ou menor eficácia da PDT. Para a formação de ROS, 

começamos pela administração de um fotossensibilizador que irá ser excitado, ou seja 

iremos fornecer energia ao fotossensibilizador. Este que está no seu estado 

fundamental vai passar para o seu estado excitado. A partir do seu estado excitado 

ocorre um cruzamento inter-sistema convertendo o fotossensibilizador para o seu 

estado tripleto. Partindo do estado tripleto, o fotossensibilizador vai transferir energia, 

eletrões para a formação de ROS como por exemplo o oxigénio singleto (1O2). Quando 

o fotossensibilizador está num estado excitado pode haver decaimento de energia por 

fluorescência, por decaimento não radioativo ou por cruzamento inter-sistema (Figura 

4). Quando o fotossensibilizador está no seu estado tripleto, pode haver decaimento 

não radiativo, fosforescência ou pela transferência de energia e eletrões.8,9,11  
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Figura 4. Diagrama de Jablonski demonstrando os vários modos de excitação e decaimento eletrónico de uma 

molécula. Excitação; Fluorescência; Cruzamento inter-sistema; fosforescência; transferência, não radioativo 

(Adaptado de Schweizer et al13) 

Existem 2 mecanismos de transferência de energia do estado tripleto da molécula de 

fotossensibilizador para outras moléculas para a formação de ROS.  No mecanismo tipo 

I, o fotossensibilizador no estado tripleto transfere um electrão para oxigénio ou para 

biomoléculas resultando na formação de radicais como o hidroxilo (OH), radical 

superóxido (O2•-) ou peróxido de hidrogénio (H2O2). No mecanismo de tipo II, o 

fotossensibilizador no estado tripleto transfere energia para uma molécula de oxigénio 

molecular (3O2). O oxigénio molecular no seu estado fundamental apresenta-se como 

uma molécula no estado tripleto e que quando recebe um electrão esta passa para um 

estado singleto (1O2) que é um importante e reativo ROS (Figura 5).8,9,11,14 

 

 

Figura 5. Mecanismos da terapia fotodinâmica (retirado de Donohoe et al12) 
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1.1.1.2. Fotossensibilizadores  

 A escolha ou desenvolvimento de um fotossensibilizador deverá ser feita tendo em 

conta uma série de propriedades que são desejáveis para a obtenção de bons efeitos 

terapêuticos. O fotossensibilizador deverá ter uma elevada absorção dentro da janela 

fototerapêutica de modo a ter uma boa penetração nos tecidos. Composto como 

bacterioclorinas, clorinas ou ftalocianinas apresentam, por norma, uma boa absorção 

dentro da janela fototerapêutica.11,15. Idealmente, um fotossensibilizador deverá ter 

uma longa vida do estado tripleto e também uma boa capacidade para transferir essa 

energia/electrões para outras moléculas capazes de formar ROS, ou seja, deverá possuir 

um alto rendimento quântico de ROS. No estado fundamental, ou seja, sem ser 

irradiado, o fotossensibilizador deverá apresentar uma toxicidade reduzida ou nula para 

as células. Deverá ser um composto estável quimicamente e fotoquimicamente assim 

como ser de fácil produção e ter custos de produção baixos. Uma boa solubilidade em 

meio aquoso é valorizada, tal como um elevado grau de pureza. Para protocolos de PDT 

celular, é importante que o fotossensibilizador exiba uma boa internalização, 

nomeadamente nas células tumorais, mas não nas células saudáveis. O tempo de 

eliminação do fotossensibilizador do organismo é outro parâmetro importante. 

Fotossensibilizadores que residem por muito tempo no organismo aumentam o risco de 

efeitos secundários, nomeadamente fotossensibilidade da pele.   9,15,16  

O primeiro fotossensibilizador a receber aprovação para o tratamento do cancro foi o 

Photofrin® (Porfímero sódico), composto este que apresentava algumas desvantagens 

tais como uma baixa absorção na janela fototerapêutica, baixa penetração nos tecidos 

e fotossensibilidade bastante prolongada.10,17Desde então surgiu a segunda geração de  

fotossensibilizadores, como temoporfina (Foscan®), talaporfina (LS11®) ou verteporfina 

(Visudyne®), os quais apresentaram algumas melhorias em relação a primeira geração. 

Conseguiu-se melhorar a absorção dentro da janela fototerapêutica e diminuir o período 

de fotossensibilidade.9,10,17 Na última geração de fotossensibilizadores surgiram as 

bacterioclorinas, como a padeliporfina e redaporfina (LUZ11-α3β) ainda na fase de 

ensaios clínicos. A vantagem destas bacterioclorinas incluem uma elevada absorção 

entre 740-760 nm e um alto rendimento quântico de ROS. Além disso, possuem um 

tempo relativamente baixo de fotossensibilidade.9,10 

1.1.2. Aplicações terapêuticas da PDT 

A PDT é uma terapia com grande potencial e o seu número de aplicações tem vindo a 

aumentar a um bom ritmo. Actualmente a PDT está a ser investigada para a destruição 

de biofilms 18, a inativação de bactérias gram positivas e também negativas 19 mas 

também para a inativação de fungos e vírus 20,21. A PDT tem sido bastante usada para o 

tratamento de doenças da pele como a queratose actínica22. Contudo, uma das mais 

importantes aplicações é no tratamento do cancro.9,10,12,23 
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O cancro é uma patologia de difícil tratamento e de enorme variedade. Existem 

diferentes tipos e subtipos de cancro com especificidades diferentes e as suas diferentes 

localizações tornam os tratamentos mais difíceis. Para alguns tipos de cancro existem 

poucas opções terapêuticas, ou mesmo nenhuma. Nestes casos, a PDT poderá ser uma 

mais-valia. Atualmente existem vários fotossensibilizadores aprovados para uso clínico 

da qual podemos destacar o Photofrin® para o tratamento de cancro esofágico e do 

pulmão, o Foscan® para o tratamento do cancro do pulmão e pele, a bacterioclorina 

WST11® para o tratamento do cancro da próstata. Existem também outros  em fases 

finais dos ensaios clínicos como é o caso da Redaporfina (LUZ11-α3β) que esta em 

ensaios para o tratamento de cancro do pescoço e cabeça.9,12    

1.1.2.1. Protocolos de PDT: celular vs vascular 

Como mencionado anteriormente, a PDT pode ser executada com base em dois 

protocolos que actuam sobre alvos terapêuticos diferentes. A PDT vascular e a PDT 

celular diferem inicialmente no DLI. A PDT vascular apresenta um DLI < 15/30min, ou 

seja, um período entre a administração do fotossensibilizador e a irradiação do tumor, 

muito reduzido. O facto de termos um DLI reduzido tem consequências, a principal é a 

distribuição do fotossensibilizador. Este no momento da irradiação encontra-se 

sobretudo na vasculatura tumoral e periferia. Quando irradiado, os ROS vão atuar 

sobretudo nos vasos sanguíneos, provocando o colapso dos mesmos. Quando a 

vasculatura é destruída, não há transporte de substâncias nocivas para fora do tumor, 

de nutrientes e O2 para as células tumorais, o que leva a hipóxia. Neste protocolo de 

PDT não há morte direta das células tumorais, mas sim uma destruição da vasculatura 

que consequentemente leva à  morte celular essencialmente por necrose acidental.24–

27 

A PDT celular apresenta um DLI tipicamente superior a 24 horas e como consequência a 

distribuição do composto será diferente da PDT vascular. Após 24 horas, espera-se que 

o fotossensibilizador tenha sido internalizado pelas células. Assim, no momento da 

irradiação, os ROS serão gerados dentro das células., indo atacar os constituintes 

celulares na sua proximidade.  O stress oxidativo gerado dentro das células desencadeia 

mecanismos de morte regulada, como é o caso da apoptose, mas também formas não 

reguladas como a necrose.12,14,28 Assim, pode-se afirmar que neste tipo de protocolo, a 

morte das células tumorais ocorre por acção directa da PDT nas células alvo. 

Ambos os protocolos têm vindo a ser associados à activação do sistema imunitário. A 

actuação do sistema imunitário é fundamental para a obtenção de bons resultados 

terapêuticos. Por exemplo, vários estudos demonstram de forma inequívoca que a 

eficiência da PDT é muito menor em animais imunodeprimidos. Actualmente sabe-se 

que a activação do sistema imunitário depende dos mecanismos de morte celular que 

são desencadeados. Este tipo de morte celular capaz de gerar imunidade anti-tumoral é 

genericamente conhecida como morte celular imunogénica (ICD, do inglês immunogenic 
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cell death).  Neste tipo de morte celular, ocorre a libertação de padrões moleculares 

associados a perigo/dano (DAMPS, do inglês danger associated molecular patterns), os 

quais são reconhecidos por vários receptores das células do sistema imunitário. .12,26 

 

1.2. Morte celular imunogénica (ICD) 

O comité de Nomenclatura em morte celular29 definiu a ICD como “uma forma de morte 

celular regulada que é suficiente para ativar uma resposta imunológica adaptativa num 

hospedeiro imunocompetente”. A ICD pode ser induzido por diferentes agentes 

patogénicos, fármacos usados na quimioterapia, radioterapia, ervas medicinais 

chinesas, capsaicina ou radiações ionizantes. 29–32. Também a PDT pode desencadear 

ICD, sendo um facto que tem sido cada vez relatado e tem vindo a ganhar cada vez mais 

atenção da comunidade científica.8,9,12,26,29–33 

Durante a ICD, ocorre a libertação de uma série de moléculas com capacidades de 

estimular o sistema imunitário, estas moléculas são chamadas de padrões moleculares 

associados ao dano (DAMPs). Estas moléculas estão normalmente retidas dentro das 

células e integram o normal funcionamento das células. Quando as células recebem 

certos estímulos agressores, há um conjunto de alterações bioquímicas e morfológicas 

que ocorrem. Durante este processo, ocorre a exposição na superfície das células e/ ou 

a libertação de certos DAMPs para o meio extracelular (Figura 6). Estes DAMPs vão ser 

reconhecidos pelas células do sistema imunitários, nomeadamente por receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) como os receptores “Toll-like”(TLRs) ou os 

receptores “NOD-like”.29–31,34 

 

Figura 6. Representação esquemática da indução da ICD. Após diferentes tratamentos as células estão em processo 

de morte celular. E existe exposição de alguns DAMPS e libertação de outros no meio extracelular para serem 

reconhecidos pelas células apresentadoras de antigénios. (retirado de J. Zhou et al35) 

Existe uma série de marcadores característicos da ICD (Figura 7). A Calreticulina (CARL) 

está localizada sobretudo no lúmen do retículo endoplasmático (ER, do inglês 
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endoplasmic reticulum), é uma proteína responsável pela regulação da homeostase do 

Ca2+ e também por auxiliar no enrolamento de proteínas. Quando a ICD é desencadeada, 

a CALR é transportada do ER para a superfície das células, juntamente com a proteína 

ERp57, onde vai funcionar como um sinal “eat me”.  O transporte da CARL é activado 

pelo mecanismo de stress do retículo endoplasmático que envolve a fosforilação do 

fator de iniciação da tradução eucariótica 2 (eIF2α) normalmente pela quinase eIF2α 3 

(EIF2AK3; mais conhecida por PERK).  A CALR na superfície das células vai funcionar 

como um sinal “eat me “que vai ser reconhecido pelo receptor CD91 expresso em células 

apresentadoras de antígenos (APC, do inglês antigen presenting cells), tais como as 

células dendríticas (DC, do inglês dendritic cells). Este reconhecimento vais estimular a 

fagocitose das células em processo de morte celular e debris, assim como a 

apresentação cruzada de antigénio.12,32,34,36,37 

As “heat shock proteins” (HSP) são uma família de chaperonas, tem um papel importante 

no enrolamento de novas proteínas. Em casos de stress celular, as HSP vão rearranjar as 

proteínas desnaturadas. Estas proteínas estão normalmente distribuídas intra-

celularmente e só se deslocam para a membrana celular após um estímulo agressor. 

Uma vez expostas na membrana celular, as HSP70 E HSP90 vão actuar como um sinal 

“eat me” que vai ser reconhecido pelos receptores CD91, LOX1, E CD40 das APC. Estas 

células vão mediar a fagocitose das células que estão em processo de morte celular, 

assim como possibilitar a apresentação cruzada de antigénio a linfócitos T. A HSP70 pode 

ter uma ação inibitória sobre a apoptose, para além disso a HSP70 pode ser reconhecida 

pelos receptores CD94 dos linfócitos “natural killer” (NK). Estes linfócitos depois de 

ativos podem atacar diretamente as células tumorais.12,36,38,39  

A adenosina trifosfato (ATP) pode ser encontrada em todas as células e é a principal 

fonte de energia das células. Após um estímulo que provoque a morte das células, o ATP 

é libertado para o meio extracelular, de uma forma dependente da autofagia, e por 

norma associada à perda da integridade da membrana celular. Uma vez no meio 

extracelular, as moléculas de ATP vão ser reconhecidas pelos receptores purinérgico 

P2Y2 E P2X7 que se encontram na superfície das células dendríticas. O ATP é também 

responsável por estimular a produção o inflamassoma, de interleucina 1 beta e 18, a 

produção de linfócitos T  e estimulação do sistema imunitário adaptativo.12,32,37,39,40 

A “High Mobility Group Box 1” (HMGβ1) é uma proteína não-histona muito abundante 

no núcleo. Esta proteína liga-se à cromatina e ajuda na organização do DNA, 

nomeadamente na regulação da transcrição. A HMGβ1 é libertada nas últimas etapas 

da morte celular na ICD, quando a integridade das membranas nucleares são 

comprometidas. Com a libertação da HMGβ1 para o meio extracelular há uma forte ação 

inflamatória uma vez que é reconhecida por receptores PRR, sobretudo TLR4.12,32,36,37,41 
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A anexina A1(ANXA1) é conhecida pelas suas funções imunossupressoras. Esta proteína 

quando é libertado para o meio extracelular liga-se aos receptores de peptídeo formil 1 

(FPR1) que são expressos sobretudo em células dendríticas. 12,32,41  

Durante a ICD, ocorre também libertação de interferão gama (IFN-γ), o qual se liga a 

receptores PRR TLR3 ativando a produção de mais interferão tipo 1 nas células tumorais, 

e estimulando a produção de CXCL10 que é responsável por atrair linfócitos T.32,37,41. A 

presença dos diferentes marcadores bioquímicos da ICD pode variar entre diferentes 

linhas de cancro e com o tipo de tratamentos aplicado. 

Durante a fagocitose de células em processo de morte celular, as células dendríticas vão 

atingir completa maturação e libertar citocinas (IL)(IL-6, IL-2…). Estas, por sua vez, vão 

promover a atração, diferenciação e proliferação de linfócitos T CD4+ e CD8+ 42,43. Os 

linfócitos CD8+ têm um papel muito importante na imunidade anti-tumoral uma vez que 

conseguem detectar e destruir células tumorais em qualquer parte do organismo. Na 

literatura tem sido bastante descrito que a ICD desencadeia um efeito vacina (memória 

imunológica) contra as células tumorais e consequentes metástases.26,30,37,44 

 

 

Figura 7. Principais características da ICD (retirado de Lobo et al45) 
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1.2.1. Morte celular imunogénica induzida PDT 

 A ICD foi inicialmente descoberta com alguns fármacos citostáticos, como por exemplo 

o mitoxantrone e a doxurrubicina 46. A observação de que a morte celular imunogénica 

pode ser induzida pela  PDT é relativamente mais recente e teve como um dos grandes 

impulsionadores o trabalho realizado pelo grupo de Agostinis, com o fotossensibilizador 

hipericina33. A PDT com hipericina induz ICD com várias das características clássicas 

como: libertação e exposição de CARL na superfície das células, fosforilação da eIF2α 

pela PERK e libertação de ATP. Contudo, a forma como estes mecanismos se 

desencadeiam são diferentes da ICD clássica, induzida por alguns fármacos citostáticos. 

Por exemplo, na PDT com hipericina, a CARL é exposta de forma independente da 

fosforilação da eIF2α ou da ativação da caspase 8 e o ATP é libertado de forma 

independente da autofagia.33  

PDT com diferentes fotossensibilizadores podem desencadear vários a exposição/ 

libertação de vários marcadores bioquímicos da ICD. No caso do tratamento com a 

redaporfina, um fotossensibilizador que tende a acumular no ER e no complexo de Golgi 

(GA), observou-se a exposição de CALR, ATP, HGMB1 e fosforilação da eIF2α. Contudo, 

a fosforilação da eIF2α ocorre por meio do fator de iniciação da tradução eucariótica 2-

alfa-cinase 1 (EIF2AK1, conhecida como HRI) e não pela PERK. 10,47 

Desde cedo foi associado que fotossensibilizadores que se situam no ER são melhores a 

induzir ICD por causa da sua capacidade em causar stress no ER.33,39,48. Contudo, 

fotossensibilizadores como Photofrin, que se  acumula nos lisossomas, e a Verteporfin, 

que  localiza-se na mitocôndria, também mostraram ser capazes de iniciar ICD e de obter 

uma boa irradicação do tumor.48–50 Para além disto, verifica-se que mesmo protocolos 

de PDT vascular também induzem ICD. 26,44,51,52. Assim, é possível que os mecanismos 

de ICD induzidos pela PDT não sejam completamente iguais aos mecanismos clássicos 

de ICD que têm vindo a ser descritos para fármacos citostáticos. 
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Figura 8. Morte celular imunogénico (retirado de Donohoe et al12) 

 

1.3. Oxidação lipídica mediada pela PDT 

A oxidação lipídica ocorre quando os ROS, reagem com lípidos contendo duplas ligações 

carbono-carbono. Especialmente ácidos gordos polinsaturados (PUFA) encontrados em 

fosfolípidos das membranas, lipoproteínas, glicoproteínas e outros tipos de lípidos. A 

PDT é um método que gera ROS e estes vão reagir com os PUFA. Mas o 

fotossensibilizador (3S) no estado excitado também pode oxidar diretamente os 

lípidos53,54. Quando estes reagem com os lípidos vão produzir uma série de compostos 

intermédios dos quais se destaca o malonaldeído (MDA) e o 4-hidroxi-2-nonenal (4-

HNE), sendo estes dois compostos usados com biomarcadores para a oxidação lipídica 
53–55 (Figura 9). 

A oxidação dos lípidos ocorre em 3 etapas: a iniciação, propagação e terminação. Na 

iniciação ocorre a reação entre os PUFA e os ROS/3S, dos quais destaca-se o radical 

superóxido (O2
•-) e o hidroxilo (•OH). Estes ROS vão remover um hidrogénio de um dos 

carbonos adjacentes às duplas ligações formando um radical lipídico (L.). No caso do 3S 

existe a transferência de um electrão para um dos carbonos adjacentes às duplas 

ligações fazendo com que exista libertação de um hidrogénio radicalar, formando o 

radical lípido insaturado.53–55 

Na segunda etapa, designada por propagação, o radical lipídico reage rapidamente com 

o oxigénio molecular (O2) para formar o radical peroxil lipídico (LOO.). O radical peroxil 

lipídico tem a capacidade de remover um hidrogénio de outra molécula PUFA formando 
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de um lado outro radical lipídico (L.), e do lado oposto, hidroperóxidos lipídicos (LOOH). 

Assim, desencadeia-se uma reação em cadeia que propaga a oxidação lipídica53–56.  

 

 

Figura 9. Mecanismo de oxidação lipídico (adaptado de Barrera et al57) 

A última etapa da oxidação lipídica, é designada de terminação. Nesta fase, todas as 

espécies químicas chegam a formas mais estáveis e menos reativas. Os hidroperóxidos 

lipídicos são pouco ou moderadamente reactivos quando comparados aos radicais, em 

condições de baixa temperatura e na ausência de iões metálicos. Devido a estas 

características, estas moléculas podem ser alvo de diferentes reações, sendo elas a 

inibição ou indução. A inibição é catalisada com recurso sobretudo a enzimas e são 

responsáveis por uma redução de 2 electrões. As principais enzimas são a glutationa 

peroxidase, selenoproteína P e glutationa peroxidase de hidroperóxido fosfolipídico. As 

reacções mediadas por estas enzimas têm como objectivo final a neutralização dos sítios 

ativos/citotóxicos dos hidroperóxidos lipídicos, funcionado, de certa forma, como um 

mecanismo antioxidante. A indução consiste numa redução de 1 electrão mediada por 

iões metálico e resulta na regeneração da forma radicalar. Esta forma radicalar poderá 

voltar a reagir com outros PUFA ajudando a propagar ainda mais a oxidação lipídica55,58.  

O MDA é uma molécula formada durante a oxidação lipídica e é uma molécula estável. 

Esta molécula pode ser produzida por via enzimática e não enzimática. Na via 

enzimática, esta molécula é formada como produto secundário na biossíntese do 

tromboxano A2 pela ação do tromboxano A2 sintase sobre endoperóxido lipídico. Este 
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último, é formado por ação das cicloxigenases nos PUFA. Os endoperóxidos lipídicos 

também podem ser formados por via não enzimática. Neste caso, partindo do radical 

peroxil lipídico é possível ocorrer uma ciclização por adição de radical intramolecular à 

dupla ligação e a formação de um novo radical. Os radicais peroxil lipídicos livres 

intermediários formados após a ciclização podem ciclizar novamente para formar 

endoperóxidos lipídicos bi-ciclicos, os quais podem sofrer clivagem para produzir 

MDA55,58. 

O 4-Hidroxinonenal (4-HNE) é gerado pela decomposição de ácido araquidónico e PUFAs 

de grandes dimensões através de processos enzimáticos ou não enzimáticos. No 

processo enzimático, o 4-HNE é o produto final da degradação do ómega-6 PUFA por 

meio da acção da 15- lipoxigenase. Por processo não enzimáticos, a primeira parte 

envolve a formação do radical peroxil lipídico e numa segunda parte, este radical sobre 

várias reacções como ciclização e fragmentação, que resultam no 4-HNE55,58. 

A oxidação lipídica causada pela PDT, e os produtos que daí resultam, podem ter várias 

consequências biológicas. Numa primeira fase, quando o tratamento não é demasiado 

agressivo, as células vão estimular a produção de antioxidantes num sentido de eliminar 

os ROS e os radicais lipídicos. 53,54,59,60 Um dos mecanismos antioxidades mais 

importantes é por via fator nuclear E2 relacionado ao fator 2 (NRF2), esta molécula é 

responsável pelo controlo de genes associados a eliminação de ROS e biomoléculas 

oxidadas. Em situações normais a proteína 1 associada à ECH do tipo Kelch (Keap1) tem 

a capacidade de manter a NRF2 no citosol, ou seja, fora do núcleo. Mas quando está 

molécula é oxidada pelos ROS está fica inativa e a NRF2 está livre de migrar para o 

núcleo. Quando esta chega ao núcleo liga-se á sequências de elementos de resposta 

antioxidante (ARE) e activa a expressão de vários genes. Genes estes que são 

responsáveis pela síntese de vários antioxidantes como por exemplo Quinone 

oxidoreductase-1, glutationa, glutationa S-transferases, heme-oxigenase-1, superóxido 

dismutase, catálase entre outras. Estas moléculas constituem a linha de defesa das 

celulas contras os ROS 12.  

Mas estes mecanismos antioxidantes podem não ser suficientes para evitar danos nas 

celulas. A oxidação lipídica pode alterar a permeabilidade da membrana.  E pode mesmo 

induzir as células em apoptose e isto pode ocorrer por 2 mecanismos. O primeiro deve-

se à interação da 4-HNE com o receptor de morte FAS(CD95/APO-1) fazendo aumentar 

a sua actividade e expressão, resultando da ativação de uma serie de cinases a jusante 

(cinase reguladora de sinal de apoptose 1) o que leva à ativação da caspase-3 e 

terminando em apoptose. O segundo mecanismo vem da interação do 4-HNE com 

proteína tumoral 53 (p53), nesta interação a p53 é fosforilada e transportada para o 

núcleo. No nucleo, vai inibir a transcrição de genes anti-apoptóticos (Bcl2) e promove a 

transcrição de genes pró-apoptóticos (BAX) levando a activação da caspase-3 e 

consequentemente morte55. Pode também existir morte por necrose e esta deve-se 
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sobretudo à destruição dos lipídios da membrana celular, que consequentemente leva 

a uma perda de integridade da membrana.53,54,59,60.  

Os fosfolípidos oxidados (OxPL) são consideradas moléculas pró-inflamatórias que 

contribuem para o processo inflamatório associado a várias doenças. O papel dos lípidos 

oxidados na fisiopatalogia da aterosclerose tem sido muito estudado 55,61. Os OxPL são 

detetados por receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) do sistema imunitário 

inato, como por exemplo, os receptores CD36 E SR-A dos macrófagos. Outros receptores 

com capacidade de reconhecer os OxPL são os TLR4, os quais estão tipicamente 

associados ao reconhecimento de DAMPs. Células que estão em processo de apoptose 

contém um nível aumentado de OxPL e foi demonstrado que a fagocitose das células 

apoptóticas pelos macrófagos poderia ser inibida com um anticorpo que bloqueasse os 

OxPL62. Pelos exemplos ilustrados, é possível verificar que os lípidos oxidados podem 

activar diversas vias de sinalização e mecanismos bioquímicos com consequências nos 

mecanismos de sobrevivência, morte celular e inflamação. Considerando que a PDT é, 

por excelência, um mecanismo altamente oxidante, neste trabalho pretendeu-se avaliar 

o stress oxidativo, com especial foco na oxidação lipídica, utilizando três 

fotossensibilizadores diferentes. 
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2. Materiais e métodos 

 

2.1. Linha celular e reagentes 

Foi utilizada a linha celular de cancro da mama de origem de ratinho, 4T1, a qual foi 

adquirida à AATC. As células foram mantidas em meio de cultura “Dulbescco’s Modified 

Eagle’s Medium, DMEM” (Sigma) com 10% soro bovino fetal inativado (Thermofisher) e 

1% da mistura penicilina/estreptomicina (Sigma). As células foram mantidas a 37ºC 

numa atmosfera humidificada com 5% CO2. Os fotossensibilizadores usados neste 

trabalho pertencem à classe das bacterioclorinas, LUZ51b, LUZ10 e o atropoisómero α3β 

da redaporfin, e foram gentilmente oferecidos pela Luzitin SA (Coimbra, Portugal). O 

“Alamar blue”, bem como o kit para a quantificação do malonaldeído (MDA) (número 

de catálogo MAK085), o kit para a quantificação dos grupos tióis (número de catálogo 

MAK151) e o kit para a quantificação dos grupos carbonilo nas proteínas oxidadas kit 

Protein Carbonyl Content Assay Kit (número de catálogo MAK094) foram adquiridos à 

Sigma.  O kit para a quantificação da peroxidação lipídica, (Image-iT® Lipid Peroxidation, 

número de catálogo C10445) foi adquirido a Thermofisher. O Dimetilsulfóxido (DMSO) 

e tripsina-EDTA foram adquiridos à Sigma. O dihidroetídio (DHE) e aminofenil 

fluoresceína (APF) adquiridos à ThermosFisher.  

 

2.2. Fotossensibilizador 

Neste trabalho estudaram-se três bacterioclorinas a LUZ10, LUZ11 (nomeadamente o 

atropoisómero α3β) (Figura 10) e a LUZ51b. A LUZ10 é um composto que tem 

coeficiente de absorção molar de 68800 M-1cm-1 em tampão fosfato (PBS do inglês 

Phosphate buffer saline), é solúvel em meio aquoso, tem um Coeficiente de partição 

(logP) de -1,4, e um peso molecular de 1082,94 g/mol. A LUZ11-α3β é um composto que 

tem coeficiente de absorção molar de 101267 M-1cm-1 em dimetilsulfóxido (DMSO), não 

é solúvel em meio aquoso, tem um Coeficiente de partição (logP) de 3.3, e um peso 

molecular de 1135.11 g/mol. A LUZ51b é um composto que tem coeficiente de absorção 

molar de 61000 M-1cm-1 em dimetilsulfóxido (DMSO), não é solúvel em meio aquoso, 

tem um Coeficiente de partição (logP) de 2,9, e um peso molecular de 595.96 g/mol. 
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Figura 10. Fotossensibilizadores LUZ10 (A); LUZ11 (B); LUZ51b (C) 

 

2.3. Solução stock de cada fotossensibilizador  

Para preparar os stocks de LUZ51b, LUZ11-α3β e LUZ10 foi pesada uma pequena 

quantidade de cada composto para um tubo de 1,5 ml. Os compostos LUZ51b e LUZ11-

α3β foram dissolvidos em DMSO enquanto a LUZ10 foi dissolvida em PBS. Considerando 

que estes compostos apresentam algumas impurezas, a concentração real foi 

confirmada pela absorção (espectrofotómetro PekinElmer Lambda 25) de uma amostra 

diluída 1000 x e usando a equação de Lambert-Beer e os coeficientes de absorção molar:  

61000 M-1cm-1 em DMSO para a LUZ51b; 68800 M-1cm-1 em PBS para a LUZ10 e 101267 

M-1cm-1 em DMSO para a LUZ11, atropoisómero α3β). 

 

2.4. Avaliação da viabilidade celular usando o método do Alamar Blue 

(resazurina) 

Para avaliar a viabilidade celular, foram adicionadas 7.000 células 4T1 a cada poço de 

uma placa de 96 poços, num volume final de 200 µL de DMEM. Para o efeito, as células 

mantidas em cultura em frascos de 75 cm2 foram destacadas com tripsina-EDTA e 

posteriormente centrifugadas (1200 rpm durante 5 min). O pellet celular obtido foi 

posteriormente ressuspendido em meio de cultura e a concentração celular foi 

determinada utilizando uma câmara de Neubauer. O número de células e volume de 

DMEM necessários para toda a experiência foram calculados tendo em conta a 

densidade celular pretendida, 7000 células/ poço num volume final de 200 µL. 

Após 24 h, foram adicionados às células os vários fotossensibilizadores em estudo. A 

gama de concentrações utilizadas variou entre 0,008 e 1 µM para a LUZ11-α3β, 1.56 e 

Equação 1. Equação de Lambert – Beer; A) Absorvância; Ɛ) coeficiente de absorção molar; l) comprimento do 
caminho ótico 

 

 



 

18 
 

200 nM para a LUZ51b, por último, 0.08 e 10 µM para a LUZ10. Todas as concentrações 

foram testadas em triplicados. Após um período de incubação de 24 h, as células foram 

lavadas 3x com 200 µl de PBS de forma a remover o composto que não foi internalizado.  

As células foram irradiadas a 740 nm com recurso a um LED BioLambda BLACKBOX 

SMART (740 nm).  As doses de luz testadas foram 1 J/cm2 para a LUZ51b e LUZ11-α3β e 

8 J/cm2 para a LUZ10.  

Em paralelo, realizou-se um conjunto de experiências que visavam a avaliação da 

fototoxicidade da LUZ51b após activação apenas no meio extracelular.  Para o efeito, 

adicionou-se às células LUZ51b numa gama de concentrações entre 1.25 e 80 µM. As 

células foram irradiadas de imediato a 740 nm usando uma dose de luz de 1 e 2 J/cm2.  

 Os tempos de irradiação foram determinados tendo em conta a Equação 2 e os factores 

de correção de 0,43 para a LUZ11-α3β, 0,57 para LUZ51b e de 0,54 para a LUZ1063. 

 

Equação 2.Equação para o cálculo do tempo de irradiação 63 

Em ambos os protocolos de PDT testados, a viabilidade celular foi avaliada 24 h após a 

irradiação celular usando o método de resazurina, mais conhecido como Alamar blue. 

Este método consiste na avaliação da fluorescência da resofurina (composto rosa e 

fluorescente) que resulta da metabolização da resazurina (composto azul e pouco 

fluorescente) pelas células viáveis. 

Para o efeito, as células foram incubadas com 150 µL de resazurina (0.01 mg/ mL) 

durante aproximadamente 1,5 h. A fluorescência da resofurina foi determinada 

recorrendo a um leitor de placas Synergy HT Multi-mode microplate reader (Biotek) 

após excitação a 528 nm e recolha da emissão de fluorescência a 590 nm. A média de 

cada triplicado foi normalizada em função das células não tratadas, às quais se assumiu 

uma metabolização de 100% da resazurina. 

 

 

2.5. Avaliação da produção de ROS em solução 

Para avaliar a produção de ROS, usou-se duas sondas, (DHE) e (APF), nas concentrações 

de 5 µM. Numa placa branca de 96 poços, adicionou-se cada um dos três 

fotossensibilizadores em estudo, numa gama de concentrações de 0.04 µM a 5 µM. Após 

a adição de 5 µM da respectiva sonda, as placas foram irradiadas a 740 nm (LED 

BioLambda BLACKBOX SMART) com doses de luz crescentes, de 1 J/cm2 até 12 J/cm2   A 

fluorescência associada a cada uma das sondas foi determinada recorrendo a um leitor 

de placas Synergy HT Multi-mode microplate reader (Biotek).  



 

19 
 

Para o DHE, a excitação foi realizada a 485 nm e recolha da emissão de fluorescência a 

590 nm. No caso do APF, excitação foi a 485 nm e recolha da emissão de fluorescência 

a 530 nm. O sinal obtido com o solvente PBS foi subtraído a todas as amostras. 

 

2.6. Avaliação da produção de ROS em células por microscopia de 

fluorescência  

Foram adicionadas 30 000 células 4T1 por cada poço de uma placa de 24 poços num 

volume final de 500 µL. Depois de 24 h, adicionou-se LUZ51b nas concentrações finais 

de 100, 50 e 25 nM. Após 24 h de incubação, adicionou-se o DHE com uma concentração 

final de 5 µM seguindo-se a irradiação das células a 740 nm (LED BioLambda BLACKBOX 

SMART) com 1 J/cm2. Os tempos de irradiação foram calculados usando a Equação 2. As 

células foram analisadas 0.5, 3 e 6 h após a irradiação das células com recurso a um 

microscópio de fluorescência Olympus U-RLT50 usando a objectiva de 20 x. A cada 

tempo de avaliação, as células foram incubadas com o Hoechst 33342 (Life 

Technologies) na proporção de 1:5000, de forma a garantir a marcação do núcleo. 

 

2.7. Avaliação da peroxidação lipídica através do BODIPY™ 581/591 C11 

Para avaliar a peroxidação lipídica, usou-se o kit Image-iT® Lipid Peroxidation (número 

de catálogo C10445, Thermofisher). Este kit permite a deteção da peroxidação lipídica 

em células vivas através da oxidação do reagente BODIPY™ 581/591 C11. Este reagente 

vai ser oxidado por hidroperóxidos lipídicos, apresentando uma mudança do pico de 

fluorescência de 590 nm (gama do vermelho) para 510 nm (gama do verde). 

Para o efeito, foram adicionadas 30 000 mil células 4T1 por poço em placas de 24 poços. 

Após 24 h, foi adicionado as concentrações de 100, 75, 50 nM deLUZ51b; 20, 10 µM de 

LUZ10; e 1, 0.5, 0.25 µM de LUZ11-α3β. Passadas 24 h, removeu-se o meio de cultura, 

lavou-se as células com PBS e adicionou-se 500 µL da sonda Lipid Peroxidation Sensor 

com uma concentração de 5 µM. As células foram incubadas durante 30 min seguindo-

se a irradiação a 740 nm (LED BioLambda BLACKBOX SMART) com 1 J/cm2. No final 

substituiu-se o meio de cultura e aguardou-se 30 minutos. Para a etapa final, as células 

foram lavadas com PBS, destacadas com tripsina-EDTA, ressuspendidas em PBS e 

analisadas num citómetro de fluxo Novocyte 3000(ACEA) usando o laser a 488 nm para 

a excitação e o filtro 530/30 nm para a recolha do sinal de fluorescência associado ao 

Bodipy oxidado. 

Paralelamente, executou-se uma experiência de oxidação lipídica com o 

fotossensibilizador activado extra-celularmente. Para esta experiência, foram incubadas 

60 000 células 4T1 por poço em placas de 24 poços. Depois de 24 h, adicionou-se 250 µL 

Lipid Peroxidation Sensor com uma concentração de 10 µM. Trinta min depois, e sem 

remover a sonda Lipid Peroxidation, adicionou-se LUZ51b nas concentrações de 80, 60 
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e 40 µM. As células foram imediatamente irradiadas com uma dose de luz de 2 J/cm2. 

Em todas as experiências realizadas, o hidroperóxido de cumeno na concentração de 40 

µM foi utilizado como controlo positivo. Este foi incubado com as células durante 1h e 

30 min seguindo-se a adição de 250 µL Lipid Peroxidation Sensor com uma concentração 

de 10 µM por mais 30 min. Estas células foram avaliadas por citometria de fluxo como 

descrito anteriormente. 

 

2.8. Avaliação da peroxidação lipídica através da quantificação do 

malonaldeído 

Para avaliarmos a quantidade de MDA presente nas amostras usou-se um kit de ensaio 

de peroxidação lipídica (MDA, malonaldeído) (número de catálogo MAK085, Sigma-

Aldrich). O kit faz reagir o MDA com ácido tiobarbitúrico (TBAR) para a formação de um 

produto que absorve a 532 nm (ensaio colorimétrico em λ = 532 nm). 

Adicionou-se 260 000 células/poço, com um volume final de 3 mL, numa placa de 6 

poços. Após uma incubação de 24 h, adicionou-se LUZ51b nas concentrações de 70, 50 

e 25 nM. Depois de 24 h, as células foram lavadas com PBS e irradiou-se as células a 740 

nm (LED BioLambda BLACKBOX SMART) com uma dose de luz de 1 J/cm2. Trinta min ou 

1 h 30 min após a irradiação, as células foram lisadas com 300 µL do tampão de lise 

fornecido pelo kit (MDA Lysis Buffer) (sobre o gelo), o qual continha 3 µL de Butil 

hidroxitolueno (BHT)(100X). Posteriormente, as células foram centrifugadas a 13 000 G 

durante 10 min para remover o material insolúvel. Do sobrenadante obtido, para cada 

amostra foram recolhidos 200 µL para análise posterior. 

Para a preparação da recta de calibração de MDA usou-se o stock de MDA a 4,17 M 

disponibilizado com o kit. De acordo com as instruções do kit, este foi diluído duas vezes 

de modo a obter uma solução padrão de concentração de 2 mM. Desta solução, usou-

se 0, 2, 4, 6, 8 e 10 µL, os quais foram diluídos para um volume final de 200 µL obtendo-

se standards de 0 (em branco), 4, 8, 12, 16 e 20 nmol.   

Seguidamente, para a formação do aducto MDA-TBA, adicionou-se 600 µL de uma 

solução de TBA a todos os tubos, contendo os padrões ou amostras, os quais foram 

submetidos a uma incubação a 95°C por 60 min. Após arrefecimento até à temperatura 

ambiente, transferiu-se 200 µL de cada amostra e padrão para uma placa de 96 poços. 

A absorbância do aducto de MDA-TBA foi medida a 532 nm num leitor de placas Synergy 

HT Multi-mode microplate reader (Biotek). 
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2.9. Avaliação da peroxidação lipídica através da quantificação dos grupos 

tióis 

Os grupos tióis da GSH foram quantificados usando o Kit fluorométrico (número de 

catálogo MAK151) adquirido à Sigma-Aldrich. Para a execução do kit, incubou-se 30 000 

células 4T1 por poço em placas de 24 poços. Passadas 24 h, adicionou-se LUZ51b nas 

concentrações de 50, 25 e 12.5 nM e incubou-se durante 24 h. As células foram 

irradiadas a 740 nm (LED BioLambda BLACKBOX SMART) com uma dose de luz de 1 

J/cm2. A quantificação dos tióis foi realizada 30 min, 3 h ou 6 h após a irradiação das 

células. Para o efeito, começou-se pela lise celular usando 175 µL de Triton 1% diluído 

no assay buffer disponibilizado com o kit. De seguida, centrifugou-se as várias amostras 

e transferiu-se 50 µL do sobrenadante para uma placa de 96 poços. 

Para a preparação da recta de calibração usou-se uma solução de glutationa (GSH) a 1 

mM disponibilizada pelo kit. Esta solução foi diluída para 10 µM sendo posteriormente 

sujeita a várias diluições sucessivas de 1/3 originando standards de 0 (Controlo), 0.014, 

0.04, 0.12, 0.37, 1.1, 3.3 e 10 µM.  

No próximo passo, transferiu-se 25 µL das amostras e dos padrões para uma placa opaca 

de 96 poços. Posteriormente, adicionou-se 25 µL Master Reaction Mix, a qual qual 

continha o Thiol Detection Reagent. Por último, mediu-se a fluorescência do aduto 

obtido num leitor de placas Synergy HT Multi-mode microplate reader (Biotek). A 

excitação foi realizada com recurso ao filtro a 485/20 nm e emissão foi recolhida com o 

filtro a 530/25 nm. 

 

2.10. Avaliação dos grupos carbonilo nas proteínas 

Um dos pontos fundamentais da PDT é a geração de ROS, estes vão induzir danos no 

DNA, lípidos e proteínas. As cadeias laterais das proteínas vão ser oxidadas pelos ROS, 

levando à formação grupos carbonilo. A formação dos grupos carbonilo também pode-

se dever a reação com alguns produtos da peroxidação lipídica tais como: MDA, 4-HNE64.  

A quantificação dos grupos carbonilo foi feita com recurso ao kit Protein Carbonyl 

Content Assay Kit. Este kit faz reagir os grupos carbonilo com uma molécula de 2,4-

Dinitrofenilhidrazina (DNPH) tendo como consequência a formação de aducto de 

dinitrofenil hidrazona que pode ser detectado por absorção a 375nm. 

Para esta experiência adicionou-se 3 350 000 celular por frasco de 25 Cm3 e aguardou-

se 24 h. Adicionou-se a LUZ51b nas concentrações de 100, 75 e 50 nM e incubou-se 

durante 24h. As células foram irradiadas a 740 nm (led BioLambda BLACKBOX SMART) 

com uma dose de luz de 1 J/cm2. Depois de 3 h, adicionou-se 1mL de RIPA Buffer (por 

frasco e aguardou-se 5 min em gelo. Após isto removeu-se o lisado e centrifugou-se a 

14,000 × g por 15 min. Descartou-se o pellet.  
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De seguida fizemos a quantificação da proteína através do kit Pierce™ BCA Protein Assay. 

Para isso retirou 25µL de cada amostra para um poço (fazer duplicados por amostra) e 

adicionou-se 200µL de working reagente (50:1, Reagente A:B). Preparou-se também a 

reta de calibração fornecida pelo kit. De seguida, incubou-se a 37ºC durante 30 min. 

Passado esse tempo, leu-se a absorbância a 562 nm. 

Na etapa seguinte executou-se o Protein Carbonyl Content Assay. Adicionou-se 10 µL de 

10% Streptozocin por cada 100 µl de amostra. Incubou-se durante 15 min e centrifugou-

se a 13,000 × g por 5 min, transferindo o sobrenadante para um novo tubo. De seguida 

adicionou-se 100 µL de DNPH a 100 µL de amostra e incubou-se durante 10 min. Na 

próxima etapa, adicionou-se 30 mL de 100% TCA por 5 minutos (em gelo) e centrifugou-

se a 13,000 × g por 2 min. Removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 500 µL de acetona 

e levou-se a incubar a -20ºC durante 5 min. Centrifugou-se a 13,000 × g por 2 min, 

removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 200 µl de 6 M guanidina. Transferiu-se 100 

µl de cada amostra para uma placa de 96 e leu-se a absorbância a 375 nm. 
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3. Resultados e discussão  

 

3.1. Viabilidade celular após activação dos fotossensibilizadores presentes 

no meio intracelular 

 O estudo de viabilidade na presença de luz permite-nos saber se os compostos 

apresentam citotoxicidade quando irradiados por uma fonte de luz de comprimento de 

onda apropriado. No âmbito deste trabalho, pretendia-se estudar o stress oxidativo 

causado pelo tratamento com fotossensibilizadores com forte absorção na zona do 

infra-vermelho mas com diferentes lipofilicidades. A primeira tarefa consistiu na 

optimização das concentrações de fotossensibilizador e da dose de luz de forma a 

induzir níveis de morte celular semelhantes para os três fotossensibilizadores. Este 

parâmetro é bastante importante pois pretendemos comparar os fotossensibilizadores 

em termos de oxidação lipídica e proteica causado pelo stress oxidativo da PDT. Assim, 

e com base em alguns estudos anteriores, foram testadas diferentes gamas de 

concentrações para cada fotossensibilizador.  

 

Figura 11 Viabilidade na presença de luz (fototoxicidade), após a incubação com o fotossensibilizador durante 24 h. 

A) LUZ11-α3β numa gama de concentrações desde 1 até 0.008 µM com uma dose de luz de 1 J/Cm2. B) LUZ51b com 

uma gama de concentrações de 200 nM até 1,56 nM com uma dose de luz de 1 J/Cm2. C) LUZ11-α3β numa gama de 

concentrações desde 10 até 0,08 µM com uma dose de luz de 8 J/Cm2. As barras indicam médias + SEM de 2 

experimentos independentes. O tratamento estatístico foi avaliado usando o método one-way ANOVA da Luz51b vs 

células sem tratamento; * p < 0,05, ** p < 0,01, e *** p < 0,001, **** p < 0,0001. 

O que observamos na Figura 11, e como esperado, é que estes compostos apresentam 

citotoxicidade quando irradiados, a qual é dependente da concentração do 

fotossensibilizador. É possível observar que a LUZ51b é a molécula com maior 

fototoxicidade apresentando fototoxicidade com concentrações na gama dos nM. Por 

outro lado, a LUZ10 é o fotossensibilizador com menor eficácia. Apesar do perfil de 

fototoxicidade destas moléculas ser muito diferente, observamos que foi possível 

encontrar condições que induziram níveis de morte celular semelhantes. Podemos 

constatar que para induzir aproximadamente a mesma percentagem de morte celular, 

foi preciso usar diferentes condições para cada fotossensibilizador: para a LUZ11-α3β 

entre 0.25 e 0.625 µM, LUZ51b entre 0.005 e 0,0125 µM e LUZ10 entre 10 e 5 µM. 
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Considerando que os três fotossensibilizadores em estudo têm rendimentos de 

produção de oxigénio singuleto muito similares, as diferenças observadas ao nível da  

fototoxicidade  pode dever-se aos facto destes compostos terem diferentes capacidades 

de internalização.  A LUZ51b é o composto de menor dimensão e de maior 

internalização, enquanto a LUZ10 é o composto com pior capacidade de internalização. 

A LUZ51b e a LUZ11-α3β são compostos que se tendem a acumular no ER e GA, enquanto 

que a LUZ10 acumulam-se nos endossomas10,65. Sendo os fotossensibilizadores com 

acumulação no ER/mitocôndria normalmente associados a um maior efeito citotóxico 

do que aqueles que acumulam nos endossomas/lisossomas 9. 

 

3.2. Viabilidade celular após activação dos fotossensibilizadores presentes 

no meio extracelular 

A viabilidade celular na presença de luz foi avaliada com a LUZ51b num segundo 

protocolo de PDT em que o composto apenas se encontrava no meio extracelular. Para 

o efeito, a irradiação foi realizada imediatamente após a adição do fotossensibilizador 

às células. Uma vez que com este tipo de protocolo espera-se uma menor eficiência da 

PDT, optou-se por apenas utilizar a LUZ51b que corresponde ao fotossensibilizador de 

maior eficácia. Com este estudo pretendeu-se selecionar/ optimizar as condições de 

tratamento que permitiam obter níveis de morte celular semelhantes ao protocolo 

anteriormente descrito.  Isto para a posterior realização de ensaios que permitam 

comparar os níveis de stress oxidativo entre os diferentes fotossensibilizadores e 

diferentes protocolos. 

 

Figura 12. Viabilidade na presença de luz (fototoxicidade), após a irradiação imediatamente a seguir a adição da 

luz51b. A LUZ51b foi adicionada numa gama de concentrações desde 80 até 1.25 µM e usou-se uma dose de luz de 

(A) 1 J/cm2 e (B) 1 J/cm2. As barras indicam médias + SEM de 2 experimentos independentes. O tratamento estatístico 

foi avaliado usando o método one-way ANOVA da Luz51b vs células sem tratamento; * p < 0,05, ** p < 0,01, e *** p 

< 0,001. 



 

25 
 

O que observa na Figura 12 A é que com a dose de luz de 1 J/cm2 só começamos a ter 

morte celular significativa a partir de 80 µM mas não é equiparável aos resultados 

obtidos com o protocolo em que as células foram incubadas com os 

fotossensibilizadores durante 24 h.  Então, optou-se por aumentar a dose de luz para 2 

J/cm2 (Figura 12 B). Neste caso, verificou-se uma viabilidade muito próxima de zero com 

80 µM e de 40 a 20 µM, temos viabilidade celular inferior a 50%, ou seja, uma 

percentagem de morte celular equiparável ao obtido com o protocolo anterior (Figura 

11). É de salientar que as concentrações de LUZ51b usadas neste protocolo são muito 

elevadas. Contudo, a opção de usar concentrações de LUZ51b mais baixas e aumentar a 

dose de luz não é uma opção viável. A LUZ51b é um composto de rápida internalização 

e aumentar a dose de luz faria aumentar o tempo de irradiação, o que teria como 

consequência a entrada do composto nas células. Sendo assim, não é possível aumentar 

a dose de luz para trabalhar com concentrações mais baixas de LUZ51b. 

 

3.3. Avaliação da produção de ROS em solução 

Para avaliar a capacidade que cada fotossensibilizador tem em gerar ROS foram usadas 

2 sondas, o DHE é oxidação por O2
•- intracelular forma 2-hidroxietídio que emite uma 

fluorescência com excitação a 510 nm 66. E o APF que reage especialmente com radicais 

hidroxilo (•OH). Quando esta reação se dá obtemos um produto que emite a 490/515nm 

Ambas as sondas não emitem fluorescência na forma reduzida mas após oxidação, 

produzem um composto que emite fluorescência 67. 

Na Figura 13 o que podemos constatar é que a intensidade da fluorescência aumenta 

em função do aumento da concentração do fotossensibilizador. Verificamos, que a 

intensidade da fluorescência também aumenta com o aumento da dose de luz. A LUZ11-

α3β tem quase o dobro da concentração do que a LUZ51b e o que observamos é que as 

fluorescências são semelhantes entre compostos, o que nos pode indicar que a LUZ51b 

tem uma maior capacidade em gerar ROS68–71. Esta experiência não pode ser realizada 

com a LUZ10 uma vez que que o stock usado estava contaminado com clorina.  O 

espectro de fluorescência da clorina sobrepõe-se ao espectro de emissão das duas 

sondas usadas, pelo que não foi possível realizar estes estudos de forma fiável com a 

LUZ10. Estes resultados reforçam que as diferenças observadas na fototoxicidade da 

LUZ11-α3β e LUZ51b deverão estar relacionadas com variações ao nível da 

internalização celular e não com diferenças relativas ao rendimento de produção de 

diferentes tipos de ROS.  
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Figura 13. Produção de ROS em PBS com uma concentração de APF ou DHE de 5 uM.  (A) Soluções com APF) ou (B) 

DHE e uma gama de concentrações de 0,04 a4 5 µM para a LUZ11-α3β foram irradiadas de forma cumulativa com 

doses de luz que vão desde 0 j/cm2 até 12 j/cm2 (n=2).  Soluções com (C) APF ou (D) DHE e uma gama de concentrações 

de 0,043 até 5 µM para a LUZ51b foram irradiadas de forma cumulativa com doses de luz que vão desde 0 j/cm2 até 

12 j/cm2 (n=2). 

 

3.4. Produção de ROS em células avaliada por microscopia de fluorescência  

De seguida, procedeu-se à avaliação da produção de ROS, e consequentemente do 

stress oxidativo, em células 4T1 com recurso à sonda DHE. Esta sonda exibe 

fluorescência no azul quando no citosol e quando oxidada intercala com o DNA nuclear 

e emite luz no vermelho esta experiência foi feita com o intuito de verificar se os 

compostos tinham a capacidade de gerar ROS dentro das células e também avaliar a 

fluorescência da sonda oxidada em função do tempo. 

Podemos observar na Figura 14 A) a morfologia das células através da transmissão de 

luz e verifica-se que as células se apresentam saudáveis, 30 min após a irradiação. É 

possível observar uma ligeira coloração vermelha (DHE oxidado) nas células submetidas 

à PDT com LUZ51b. Em todos os tempos de avaliação, verificou-se que a intensidade do 
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sinal associado ao DHE oxidado aumenta   para a maior concentração de LUZ51b e vai 

diminuindo à medida que diminuímos a concentração deste (Figura 14). Nas Figura 14 

B) e C), 3 e 6 h após a irradiação, conseguimos verificar, através das alterações 

morfológicas, que já existem várias células mortas. Conseguimos distinguir as células 

vivas das células mortas (apoptose), pelo facto de as células mortas por apoptose 

encolherem, ficarem com uma morfologia mais arredondada, apresentarem uma 

intensidade de brilho superior e também por se apresentarem num plano de imagem 

superior as células vivas (isto se estiverem destacadas). Já as células mortas por necrose 

apresentam-se com um volume superior ao normal, com e possivelmente com os 

organelos mais visíveis. Com a Figura 14 C) verificamos que já existe bastante morte 

celular o que pode explicar a menor   intensidade do DHE Em suma, verificamos que a 

LUZ51b é capaz de gerar ROS em meio celular e que o melhor tempo entre a irradiação 

e a análise são 3h, pois conseguimos ter um equilíbrio entre intensidade do sinal e a 

morte celular. 
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Figura 14. Avaliação do stress oxidativo em células 4T1 avaliado indirectamente com a sonda DHE por microscopia de 

fluorescência. As células foram incubadas durante 24 h com LUZ51b (100, 50 e 25 nM) seguindo-se a adição da sonda 

DHE (5 µm). As células foram irradiadas com 1 j/cm2 e as imagens de microscópia foram tiradas após (A) 30 min, (B) 

3 h e (C) 6 h (C). A coloração vermelha é proveniente do DHE oxidado e o Hoechst, a azul, indica a marcação do núcleo. 

Escala de 100 µm 
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3.5. Avaliação da peroxidação lipídica através do BODIPY™ 581/591 C11 

Para avaliar os níveis de peroxidação lipídica em células submetidas a tratamentos de 

PDT recorreu-se ao reagente comercial BODIPY™ 581/591 C11. Este reagente  é oxidado 

por hidroperóxidos lipídicos que são produtos resultantes da oxidação lipídica58,72. O 

resultado da oxidação do BODIPY pelos hidroperóxidos lipídicos é a deslocalização do 

pico de fluorescência a 590 nm (gama do vermelho) para 510 nm (gama do verde).  

Os fosfolipídios insaturados, glicolipídios e colesterol que estão na membrana celular e 

em diversos organelos são suscetíveis a ataques das ROS. Espera-se que as ROS geradas 

pelo tratamento da PDT reajam com fosfolipídios insaturados, glicolipídios e colesterol 

originando hidroperóxidos lipídicos, 58,72 os quais poderão mediar a oxidação do BODIPY.  

 

Figura 15. Peroxidação lipídica avaliada por intermédio do BODIPY™ 581/591 C11 usado na concentração de 5 µM 

após tratamentos de PDT com os fotossensibilizadores (A) LUZ11-α3β na gama de concentrações de 1, 0.5 e 0.25 µM 

(n=3); (B) LUZ51b nas concentrações de 100, 75, 50 nM (N=2) e, (C) LUZ10 nas concentrações de 20 e 10 µM (n=3). Os 

resultados obtidos foram normalizados pelo controlo negativo (ctr-) o qual consistiu em células apenas incubadas com 

o BODIPY™ 581/591 C11). Os fotossensibilizadores foram incubados durante 24 h e o controlo positivo foi o 

hidroperóxido de cumeno (ctr+). As barras indicam a média +/- SEM de 2 a 3 experimentos independentes. O 

tratamento estatístico foi avaliado usando o método ONE-way ANOVA das células tratadas vs ctr-; * p < 0,05 

Constatamos pelos resultados apresentados na Figura 15 que de facto existe 

peroxidação lipídica após os tratamentos de PDT com as três bacterioclorinas em 

estudo. Os níveis mais elevados de peroxidação lipídica foram obtidos para a LUZ10 

seguindo a LUZ11-α3β e a LUZ51b com valores aproximados. Estes resultados foram 

contrários ao que foi inicialmente antecipado. PDT com LUZ10 foi o tratamento que 

apresentou maior peroxidação lipídica embora seria de esperar que este tivesse os 

resultados mais baixos uma vez que a LUZ10 é caracterizada por baixa lipofilicidade e 

elevada solubilidade em meio aquoso.  Por esta razão, este composto tende a localizar-

se nos endossomas/ lisossomas, não próximo da membrana celular, e nem em outros 

organelos ricos em lípidos73. A LUZ51b e a LUZ11-α3β apresentam valores muito 

semelhantes com um padrão de crescimento em função da concentração. Estes valores 

são mais baixos que os da LUZ10 o que não seria de esperar uma vez que estes 

apresentam uma maior afinidade para o ER/ GA que são organelos ricos em membranas 

lipídicas. Seria expectável que a proximidade da LUZ11-α3β e LUZ51b com as membranas 
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lipídicas iria fazer com que os ROS produzidos pelos fotossensibilizadores reagissem 

mais facilmente com os lípidos e assim, aumentasse a peroxidação lipídica.  Estes 

resultados poderão ser explicados pelo facto de que a LUZ10 é adicionada em 

concentrações muito superiores aos outros fotossensibilizadores em estudo. No futuro 

talvez seja vantajoso equiparar os fotossensibilizadores pela quantidade de composto 

internalizada  

Dos Santos et al 74, usou o azul metileno como fotossensibilizador para avaliar a oxidação 

lipídica com o BODIPY™ 581/591 C11, em células de cancro de glândula mamária 

humana. Com recurso a um microscópio de fluorescência calculou o rácio entre a forma 

reduzida/oxidada e o que se verificou é que de facto existe oxidação lipídica após o 

tratamento da PDT. Usando um método de quantificação semelhante Sakharov et al75 

testou o fotossensibilizador ftalocianina (Cp4) em fibroblastos Rat-1 e voltou a verificar 

que existe de facto oxidação lipídica. Shui et a76.l usou  BODIPY™ 581/591 C11 em células 

epiteliais de carcinoma de pulmão (A549) tratadas com o fotossensibilizador  Hipericina 

(2 μM) para avaliar a oxidação lipídica. As células foram analisadas com recurso a 

citometria de fluxo e novamente se confirmou a que existia oxidação lipídica. 

Realizou-se uma segunda experiência de peroxidação lipídica, mas desta vez com a 

LUZ51b activada no meio extracelular. Na Figura 16 verificamos que existe peroxidação 

lipídica, mas esta não é tão expressiva como na Figura 15 B. Verifica-se ainda que não 

existe uma tendência de aumento da peroxidação lipídica em função da concentração. 

Este resultado pode ser explicado por uma pequena proximidade e/ ou acumulação da 

LUZ51b com os lípidos da membrana celular. Em contraste, no protocolo usado na Figura 

15 B), é expectável uma grande acumulação da LUZ51b no ER/GA, os quais contém cerca 

de 50% dos lípidos das células.    

 

Figura 16. Peroxidação lipídica avaliada por intermédio do com BODIPY™ 581/591 C11 usado na concentração de 5 

µM e após tratamentos de PDT com a LUZ51b nas concentrações de 80, 60 e 40 µM. O controlo positivo (ctr+) foi o 
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hidroperóxido de cumeno (ctr+) (n=2). As barras indicam as médias +/- SEM de 2 experimentos independentes. O 

tratamento estatístico foi avaliado usando o método ONE-way ANOVA das células tratadas vs ctr- 

3.6. Avaliação da peroxidação lipídica através da quantificação do 

malonaldeído 

Os lípidos existentes nas células são suscetíveis a ataques de ROS, sobretudo os ácidos 

gordos polinsaturados (PUFA). Quando os ROS reagem por exemplo com os PUFA tem-

se como resultado vários produtos primários tais como os hidroperóxidos lipídicos. Estes 

vai sofrer nova reação o que leva à formação de vários produtos secundários, como por 

exemplo  o malonaldeído (MDA) e o 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE)55,77. Para avaliarmos a 

quantidade de MDA presente nas amostras usamos um kit comercial cuja método se 

baseia na reacção do MDA com ácido tiobarbitúrico (TBA). Desta reacção resulta na 

formação de TBARS (do inglês: Thiobarbituric acid reactive substances) que absorve a 

532 nm.  

Constatamos na Figura 17, que existe um ligeiro aumento da quantidade de MDA 

nomeadamente 30 min após o tratamento de PDT com LUZ51b. Verificamos que os 

valores para 25 e 75 nM são bastante semelhantes para a concentração de 50 nM é 

ligeiramente inferior. Para o ensaio dos 1h30 min observamos que os valores para as 

concentrações de 75 e 25 nM estão todas muito próximas do controlo. Os valores da 

concentração de 50 nM não são concordantes com as restantes e umas das possíveis 

causas e algum tipo de erro experimental.  

 

Figura 17. Quantificação do malonaldeído. LUZ51b foi incubada durante 24 h e irradiada com 1 J/cm2. A quantificação 

de MDA foi realizada 30 min e 1h30min após a das células. (n=2). As barras indicam as médias +/- SEM de 2 

experimentos independentes. O tratamento estatístico foi avaliado usando o método two-way ANOVA da Luz51b vs 

células sem tratamento;   

A menor quantidade de MDA após 1h30 min poderá ter várias explicações.  As células 

vivas têm mecanismos para eliminar/ remover as moléculas oxidadas, assim como o 



 

32 
 

MDA é capaz de reagir com outras moléculas, por exemplo que contenham grupos 

tiois55,78. Observamos que a variação entre concentrações de 25 nM e 75 nM não é muito 

significativa. Saczko et al79 avaliou a quantidade de MDA através da reação com TBA. 

Para isto tratou as células com o fotossensibilizador Photofrin II incubado durante 4 h 

nas concentrações de 15 e 30 μg/ml (irradiado a 6 J/cm2). Depois de 5 min apos a 

irradiação analisou-se as células e o que verificou foi que para a concentração de 15 

μg/ml a quantidade de MDA triplicou em relação ao controlo e quando passamos para 

a concentração de 30 μg/ml essa mesma quantidade é 5 vezes superior ao controlo79. 

 Zheng et al80 relata situações semelhantes usando como fotossensibilizador DTTP(  5-5-

(4-N, N-diacetoxylphenyl) -10, 15, 20 -tetraphenylporphyrin) nas concentrações de 2.5, 

5 E 10.0 μg/mL (2,4 J/cm2) com uma incubação de 24 h. Uma hora após a irradiação as 

células foram analisadas e o que se vê é que existe um grande aumento da quantidade 

de MDA especialmente na concentração de 10.0 μg/mL onde existe um aumento de 

aproximadamente 5 vezes.80 As diferenças entre os resultados obtidos pela LUZ51b e os 

autores anteriores poderão ser explicados pelo uso de diferentes linhas celulares, 

diferentes fotossensibilizadores ou ainda por condições experimentais diferentes. 

 

3.7. Avaliação da peroxidação lipídica através da quantificação dos grupos 

tióis 

Os tióis são uma classe de compostos caracterizada por terem um grupo –SH, que por 

sua vez está ligado a um carbono. Os tióis presentes nas células encontram-se 

essencialmente em proteínas ou outras moléculas como a glutationa (GSH). Os tióis tem 

um papel bastante importante na defesa antioxidante e tem bastante afinidade para os 

produtos da peroxidação lipídica tais como, o malonaldeído, 4-hidroxi-2-nonenal e 

acroleína. Quando estes reagem com a glutationa formam a Glutationa dissulfeto 

(GSSG). Isto faz com que a quantidade de GSH na forma reduzida disponível diminua.81 

Na Figura 18 observamos que 30 min após a irradiação não existem alterações no nível 

dos tióis. Três horas depois da irradiação verificamos que os tióis diminuíram e essa 

diferença aumenta conforme a concentração de LUZ51b aumenta. O mesmo acontece 

para as 6h, sendo neste caso, a diferença mais significativa. 

 Observamos na Figura 18 que existe uma diminuição da quantidade de tióis e isto deve-

se ao facto de os tióis reagirem com os produtos da peroxidação lipídica e passarem à 

sua forma oxidada. Consequentemente a forma reduzida dos tióis que reage com a 

sonda vai diminuir nas células. Saczko et al79 avaliou a quantidade de tióis após o 

tratamento das células A549 com o fotossensibilizador  Photofrin II na concentração de 

30 μg/ml. Ac células foram irradias a 6 J/cm2 e após 6h o resultado que existia uma 

diminuição bastante significativa dos tióis. Tal como acontece com a LUZ51b as 6h.  

Kessel et al82 relata uma situação muito semelhante usando o fotossensibilizador SnET2 
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(ethyl etiopurpurin) 30 μg/ml em células L1210( Murine leukemia cells), aponta uma 

redução ainda mais significativa para o numero de tióis. 

 

 

Figura 18. Concentração de tióis normalizado pelo controlo. LUZ51b nas concentrações de 50, 25,12,5 nM. A 

quantificação dos tióis foi realizada 30 min(n=1), 3h(n=3) e 6h(n=1) após a irradiação. As barras indicam as médias 

+/- SEM de 1 (30 min e 6 h) ou 3 (3 h) experimentos independentes. O tratamento estatístico foi avaliado usando o 

método two-way ANOVA dasda LUZ51b vs células sem tratamento; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 

0,0001 

 

3.8. Avaliação da oxidação proteica através da quantificação dos grupos 

carbonilo 

Um dos pontos fundamentais da PDT é a geração de ROS, estes vão induzir danos no 

DNA, lípidos e proteínas. As cadeias laterais das proteínas vão ser oxidadas pelos ROS, 

levando à formação grupos carbonilo. A formação dos grupos carbonilo também pode-

se dever a reação com alguns produtos da peroxidação lipídica tais como: MDA, 4-HNE64.  

Na Figura 19, os resultados não conclusivos, verificamos que temos um grande desvio 

padrão. Este resultado pode ser devido a erros experimentais. Ao facto de a quantidade 

aconselhável de proteína para a realização da experiência ser 10 mg por amostra e de 

nos estarmos a trabalhar com uma quantidade de proteína significativamente inferior a 

recomendável. Grimm et al83 usando o fotossensibilizador Ácido Aminolevulínico (5-

ALA) relata que existe de facto um aumento da quantidade de grupos carbonilo. Os 

trabalhos de  Doina et al84 e Tsaytler et al85 com diferentes fotossensibilizadores relatam 

um aumento da quantidades dos grupos carbonilo nas células quando tratadas com PDT. 

Vários autores que usaram vários fotossensibilizadores, afirmam que de facto existe um 
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aumento dos grupos carbonilo devido a PDT, então será expectável que a LUZ51b 

também resultados concordantes. 

 

Figura 19.Conteúdo de grupos Carbonilo após o tratamento com a LUZ51b nas concentrações de 100, 75 e 50 nM e 

irradiação com 1J/cm2(n=1) 
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4. Conclusão 

No presente trabalho, realizou-se uma optimização das concentrações e dose de luz 

para alcançar o mesmo nível de morte celular com os três fotossensibilizadores em 

estudo. Observou-se que a LUZ51b é a molécula que apresenta maior fototoxicidade, 

seguindo-se a LUZ11-α3β e por último, a LUZ10. Na avaliação de ROS em solução, 

verificou-se que a LUZ51b tem melhor capacidade de geração de ROS do que a LUZ11 

Confirmou-se que a LUZ51b tem capacidade de gerar ROS, e consequentemente stress 

oxidativo, em meio intracelular. 

A avaliação da oxidação lipídica foi realizada através da quantificação da oxidação do 

BODIPY™ 581/591 C11 por hidroperóxidos, bem como pela quantificação do produto 

intermediário de oxidação lipídica, MDA, e pela quantificação dos grupos tióis. Os 

resultados obtidos mostram que a maior oxidação do BODIPY™ 581/591 C11 foi 

mediada pela PDT com LUZ10, obtendo-se valores muito semelhantes para a LUZ51b e 

LUZ11-α3β. A oxidação do BODIPY™ 581/591 C11 foi muito menor quando a LUZ51b foi 

fotoactivada extra-celularmente. A quantificação do malonaldeído revelou um ligeiro 

aumento, que foi semelhante para todas as concentrações de LUZ51b que foram 

testadas. Após a PDT com LUZ51b, verificou-se ainda uma diminuição dos grupos tiol, o 

que indicativo de que estão a reagir com produtos a oxidação lipídica. A diminuição dos 

grupos tióis foi muito mais expressiva do que os resultados obtidos com a quantificação 

do MDA.  

Infelizmente não foi possível avaliar os níveis de MDA e tiol após os tratamentos de PDT 

com LUZ11-α3β e LUZ10. Estes estudos seriam de grande relevância para que se pudesse 

realizar uma comparação mais aprofundada do perfil de oxidação lipídica desencadeado 

por estas moléculas após a irradiação das células. Seria igualmente importante avaliar 

os lípidos oxidados por espectrometria de massa, que é o método mais consensual. Isto 

permitiria ver que lípidos são oxidados e os seus produtos. 
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