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Resumo  

A nanobiotecnologia, que aplica técnicas, princípios biológicos e nanotecnológicos para 

melhorar a compreensão e transformação dos biossistemas, é oferecida como proposta de 

inovação tecnológica para tratamento do câncer. Dentre os avanços da nanobiotecnologia 

nos diversos setores do campo da saúde, destacam-se aqueles aplicados à terapia 

fotodinâmica (TFD), modalidade terapêutica minimamente invasiva e cujo uso é 

clinicamente aprovado para o tratamento de diferentes tipos de doenças oncológicas e não 

oncológicas. A TFD é capaz não apenas de destruir o tumor devido à sua toxicidade direta 

às células cancerosas, mas também de causar infarto do tecido canceroso por destruir a 

microvasculatura tumoral, bem como por ativar o sistema imunitário contra antígenos 

tumorais. Diante disso, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a indução de morte 

celular imunogênica (MCI) causada pela TFD mediada por nanoemulsão com cloreto de 

alumínio-ftalocianina (TFD-NE-AlFtCl) em células de câncer de mama murino in vitro e 

in vivo. Para tanto, foi realizada a produção de um novo lote da NE-AlFtCl, que foi 

caracterizado e teve a estabilidade para suas prorpiedades coloidais, fotofísicas e físico-

química avaliada. Concomitantemente aos testes de estabilidade, a NE-AlFtCL foi 

utilizada para avaliação do perfil de internalização pelas células 4T1, bem como para a 

avaliação de qual via de endocitose estava sendo utilizada para internalização, além da 

investigação de sua colocalização subcelular. Após a avaliação dos perfis de 

internalização, da via endocítica e da colocalização, as células 4T1 foram submetidas a 

diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl, variando os tempos e doses de energia (J/cm²). 

As células 4T1 foram avaliadas quanto à via de morte desencadeada pela exposição a 

TFD-NE-AlFtCl. Foi verificada também a emissão de padrões moleculares associados a 

dano (DAMP) —HSP70, HSP90, Calreticulina, HMGB1 e IL-1β—, fator-chave para a 

indução de morte celular imunogênica (MCI). Por fim, após a avaliação dos perfis de 

liberação desses DAMP, as células pré-tratadas com TFD-NE-AlFtCl foram utilizadas 

como vacina em camundongos da espécie Balb-C a fim de verificar a ativação de uma 

resposta antitumoral. Para tanto, após as vacinações, os animais foram submetidos ao 

enxerto de células 4T1 viáveis, e monitorados quanto ao surgimento de tumor, volume 

tumoral e sobrevida durante todo experimento. O tempo de 15 minutos foi suficiente para 

identificação do FS AlFtCl dentro das células 4T1 e essa internalização foi dependente 

de caveolinas. Os resultados obtidos quanto à internalização e à colocalização subcelular 

do FS AlFtCl nas organelas núcleo, lisossomos, mitocôndrias e no retículo 

endoplasmático (RE) demonstraram diferenças na retenção do FS AlFtCl. Sendo que, os 

tempos de 15, 30 e 45 minutos apresentaram uma maior quantidade de FS AlFtCl nas 

organelas supracitadas, quando comparados como os tempos de 60, 120 e 240 minutos. 

Os diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl aplicados nas células foram eficazes quanto 

à diminuição da viabilidade das células 4T1. Vale ressaltar ainda que à medida em que o 

tempo e a dose de energia foram variados, houve variação do perfil de morte e da via de 

morte ocasionada (apoptose/necrose). Os tratamentos com TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 

J/cm² apresentaram maior perfil de apoptose, o que refletiu numa maior emissão de 

DAMP: HSP70, HSP90, Calreticulina, HMGB1 e IL-1β, quando comparados com os 

demais protocolos. Esses resultados apresentados pelo tratamento com TFD-NE-AlFtCl 

9,01 nM 25 J/cm² se refletiram também, na avaliação in vivo, sendo verificada uma maior 

resistência dos animais quanto ao surgimento do tumor, a apresentação de menores 

volumes tumorais e maior sobrevida. Contudo, o presente estudo conclui que os diferentes 

protocolos de TFD-NE-AlFtCl aplicados às células 4T1 foram capazes de fazer a emissão 

dos DAMP — sendo esse requisito chave para ação de uma ativação de MCI e uma 

ativação antitumoral — porém, essas emissões ocorreram de formas diferentes mediante 
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as alterações de tempo de dose de energia. Conclui-se também que a aplicação da TFD-

NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm² mais branda demonstrou melhores resultados quanto ao 

surgimento e desenvolvimento do tumor, além de apresentaremm uma maior taxa de 

sobrevida.  
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Abstract 

 

Nanobiotechnology, which applies techniques, biological principles and 

nanotechnologies that improve the understanding and transformation of biosystems, is 

offered as a proposal of technological innovation for the treatment of cancer. Among the 

advances in nanobiotechnology in the various sectors of the health field, the most 

important are those applied to photodynamic therapy (PDT), a minimally invasive 

therapeutic modality and whose use is clinically approved for the treatment of different 

types of oncological and non-oncological diseases. PDT is capable not only of destroying 

the tumor due to its direct toxicity to the cancer cells but also by causing infarction of the 

cancerous tissue by destroying the tumor microvasculature as well as by activating the 

immune system against tumor antigens. Therefore, the main objective of these studies 

was to evaluate the induction of immunogenic cell death (ICD) of nanoemulsion-

mediated PDT with aluminum chloride-phthalocyanine (PDT-NE-AlFtCl) in murine 

breast cancer cells in vitro and in vivo. For this, the production of a new batch of NE-

AlFtCl was carried out, which was characterized and had its stability for its colloidal, 

photophysical and physicochemical properties evaluated. In parallel to the stability tests, 

NE-AlFtCL was used to evaluate the internalization profile by 4T1 cells, as well as to 

evaluate which pathway of endocytosis was being used for internalization, and to evaluate 

its subcellular colocalization. After the evaluation of the internalization profiles, the 

endocytic pathway and colocalization, the 4T1 cells were submitted to different protocols 

of the PDT-NE-AlFtCl, varying the time and energy doses (J/cm²). 4T1 cells were 

evaluated for the path of death triggered by exposure to PDT-NE-AlFtCl. DAMPs—

HSP70, HSP90, Calreticulin, HMGB1 and IL-1β—, a key factor for the induction of 

immunogenic cell death (ICD), were also verified. Finally, after evaluation of the release 

profiles of these DAMPs, cells that we pretreated with PDT-NE-AlFtCl were used as 

vaccine in mice of the Balb-C species in order to verify the activation of an antitumor 

response. To do this, after the vaccinations, the animals were submitted to the grafting of 

viable 4T1 cells and monitored for appearance of tumor, tumor volume and survival 

throughout the experiment. The time of 15 minutes was sufficient for identification of the 

FS AlFtCl within the 4T1 cells and this internalization was dependent on caveolinas. The 

results obtained on the internalization and the subcellular colocalization of FS AlFtCl in 

the nucleus, lysosomes, mitochondria and in the endoplasmic reticulum (ER) showed 

differences in the retention of FS AlFtCl. The times of 15, 30 and 45 minutes showed a 

higher amount of FS AlFtCl in the aforementioned organelles when compared with the 

times of 60, 120 and 240 minutes. The different protocols of PDT-NE-AlFtCl applied in 

cells were effective in decreasing the viability of the 4T1 cells. It is worth noting that as 

time and energy dose were varied, there was variation of the death profile and of the way 

of death (apoptosis / necrosis). Treatments with 9.01 nM PDT-25 J/cm² had a higher 

apoptosis profile, which reflected in a higher emission of DAMPs: HSP70, HSP90, 

Calreticulin, HMGB1 and IL-1β, when compared to the other protocols. These results 

presented by the treatment with PDT-NE-AlFtCl 9.01 nM 25 J /cm2 also reflected in the 

in vivo evaluation, which demonstrated a greater resistance of the animals regarding the 

appearance of the tumor, the presentation of smaller tumor volumes and greater survival 

rates. However, the present study concludes that the different PDT-NE-AlFtCl protocols 

applied to the 4T1 cells were able to make the DAMPs emission — this being a key 

requirement for the action of ICD activation and antitumor activation —; it is worth 

mentioning that these emissions occurred in different ways regarding modification in time 

and energy doses. It was also concluded that the application of the milder 9,01 nM 25 J / 
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cm2 PDT-NE-AlFtCl demonstrated better results regarding the occurrence and 

development of the tumor, besides presenting better survival rates. 

 

Keywords: Nanobiotechnology. Apoptosis. Molecular Patterns Associated with 

Damage. Immunogenic Cell Death. 
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1 Introdução  

 

1.1 Câncer  

 

A enfermidade câncer é oriunda de desordens celulares desencadeadas por 

alterações no material genético de vários tipos celulares. Essas alterações podem ser 

desencadeadas por fatores genéticos, epigenéticos e/ou ambientais. Uma vez iniciada essa 

diferenciação celular e a promoção da doença, as células cancerosas, também 

denominadas de células neoplásicas, começam a se proliferar de forma descontrolada 1-3.  

Os principais fatores de risco para o aparecimento de células cancerosas estão, 

em sua maioria, relacionados ao ambiente e a hábitos. De acordo com INCA 2018, os 

principais fatores de risco relacionados ao surgimento do câncer geralmente estão 

relacionados à exposição aos principais fatores carcinogênicos representado na Figura 1. 

Fatores de risco podem ser ambientais ou genéticos (hereditário). O meio ambiente 

responsabiliza por cerca de 90% da transformação de células normais em células 

neoplásicas. Tranformações essas que podem ser desencadeadas pelo excesso à exposição 

aos raios ultravioleta (UV); má alimentação (ex.: frituras); uso de álcool em excesso e 

regularmente; tabagismo; exposição a agentes químicos e radioativos e etc. Já os outros 

10% restantes estão relacionadas hereditariedade, ou seja, histórico familiar do mesmo 

tumor.  

 

 

Figura 1: Principais fatores de risco para o surgimento do câncer. UV - ultravioleta. 
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Evitar a exposição a esses fatores de risco ajuda a dificultar que as células 

normais do organismo passem por mutações que podem torná-las células cancerosas3. 

Porém, se isso ocorrer, dá-se início à multiplicação descontrolada dessas células 

neoplásicas e consequentemente à formação de uma massa tumoral. Tumores podem se 

apresentar de duas maneiras: como uma massa tumoral do tipo benigna ou como uma 

massa tumoral do tipo maligna (Figura 2) 2,3.  

 

 

Figura 2: Representação dos tipos de massa tumoral formada por células neoplásicas. A) representação de 

células neoplásicas benignas se multiplicando sem romper a membrana basal (mb). B) representação das 

células neoplásicas malignas: multiplicação de células cancerosas malignas rompendo a mb e invadindo 

vasos sanguíneos (vs) e vasos linfáticos (vl).  

 

As neoplasias do tipo benignas caracterizam-se pelo aparecimento de uma 

massa tumoral que não apresenta a capacidade de se disseminar para outras partes do 

corpo, ou seja, a proliferação dessas células não ultrapassa a membrana basal (in situ) 

(Figura 2A). Já as neoplasias do tipo malignas possuem a capacidade de romper a 

membrana basal e de invadir tecidos adjacentes. A capacidade de disseminação das 

células malignas para outros tecidos do organismo é responsável por cerca de 90% das 

mortes em pacientes com câncer, sendo essa característica dos tumores malignos 

denominada de metástase (Figura 2B)1-4.  
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Mesmo com a exposição a fatores de risco, em alguns casos, é possível contar 

com o não surgimento do câncer, uma vez que existe uma gama de fatores relacionados 

à iniciação, à promoção e à proliferação da célula cancerosa até sua disseminação. Quanto 

antes o câncer diagnosticado, maiores as chances de reverter o crescimento e até a 

disseminação da doença. Recentemente Fouad e Aanei (2017) publicaram uma revisão 

que descreve as sete principais etapas do surgimento do câncer após as células sofrerem 

diferenciação (i, ii e iii), sendo elas: 1) crescimento seletivo e avanço da proliferação da 

célula cancerosa; 2) alterações ocasionadas pelo estresse favorecendo o desenvolvimento 

do câncer; 3) formação de vasos sanguíneos (angiogênese) – vascularização; 4) invasão 

e metástase; 5) alterações metabólicas5; 6) alterações no microambiente, tornando-o 

favorável para célula cancerosa, 7) modulação imunitária (Figura 3) 2,5. 

 

 

Figura 3:  Etapas de desenvolvimento do câncer. i – representação de uma célula normal; ii – célula com 

alteração genética; iii – célula cancerosa. Em seguida as sete etapas que caracteriza o câncer: 1 – 

proliferação; 2 – modulação do meio; 3 - angiogênese; 4; disseminação das células cancerosas; 5 – 

alterações no metabolismo; 6 – alterações no microambiente e por fim 7 – modulação imunitária.  

 

A células cancerosas são capazes de alterar o meio para o desenvolvimento 

desenfreado de novas células malignas. Na Figura 4 estão representados os fatores que 

proporcionam o desenvolvimento contínuo e desenfreado das células cancerosas, descrito 

por Hanahan e Weinberg no ano de 2011. De acordo com esses autores, as células 

tumorais são capazes de induzir sinais que promeovem a manutenção proliferativa por 

meio de sinais parácrinos, são capazes também de serem inativas a supressores de 

crescimento. Além disso, as células cancerosas ou neoplásicas adquirem uma capacidade 
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de mortalidade replicada e resistência a morte pela intabilidade genômica oriunda de 

mutações genéticas. Com essa multiplicação descontrolada ocorre a formação de uma 

massa tumoral que necessita continuamente de nutrientes e oxigênio, sendo assim, para 

que chegue os suprimentos necessários no tumor, as células cancerosas irão liberar fatores 

que proporcionaram a formação de novos vasos sanguíneos. Vale ressaltar que além da 

chegada de suprimentos ao tecido tumoral por meio dos vasos sanguíneos neoformados, 

ocorre também a disseminação de células tumorais por esses vasos que podem cair na 

corrente sanguínea e formar novos sítios tumorais em tecidos adjacentes, desencadeando 

um processo metastárico. As células cancerosas também são capazes de desencadear uma 

evação ao sistema imunitário, por meio de uma imunoedição contra as respostas de 

células de defesa, sendo este um dos principais fatores para dificuldade de tratamento da 

doença1-5.   

Figura 4:  Progressão tumoral. Após o surgimento de uma célula neoplásica ocorre uma gama de fatores 

que são induzidas para proporcionar o desenvolvimento de uma massa tumoral. Na figura estão 

representados esses principais fatores relacionados a multiplicação desenfereada das células tumorais; a 

capacidade das células de resistirem a morte; alta mutagenicidade que se refere a uma instabilidade 

genômica; ativação de neoangiogenes e assim formação de novos vasos para suprir a massa tumoral com 

nutrientes e oxigênio; capacidade de invadir demais tecidos por meio da metástase; evasão ao sistema 

imunitário bem como a modulação da resposta imunitária. Imagem adaptada de Hanahan e Weinberg, 2011. 

 

De acordo com INCA, somente no Brasil para o ano de 2018, estima-se a 

ocorrência de aproximadamente 600 mil novos casos de câncer, número que deve se 

repetir também em 2019. Desse montante, o câncer de pele não-melanoma 
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responsabiliza-se por cerca de 28% dos novos casos. Já os restantes 72% de novos casos 

de câncer no Brasil seguem a ordem de maior prevalência para o de próstata, pulmão, 

mama feminina e colorretal, respectivamente. Dentre os tipos de câncer mais ocorrentes 

no Brasil destaca-se câncer de mama feminino, que corresponde 13,4 % do total de novos 

casos de câncer no Brasil para o ano de 20183. 

 

1.1.1 Câncer de mama  

 

O câncer de mama é uma enfermidade oriunda pela multiplicação anormal 

das células da mama, que desencadeia a formação de um tumor. É o segunto tipo de 

neoplasia mais comum entre mulheres no Brasil e no mundo, ficando atrás apenas do 

câncer de pele não melanoma3. Segundo INCA, somente para o ano de 2018 há uma 

extimativa pelo surgimento de aproximadamente 59 mil novos casos de câncer de mama 

em mulheres, somente no Brasil, número esse que se repete para o ano de 2019. O 

surgimento da doença pode estar ligado a idade da mulher, sendo este um fator primordial 

para o aparecimento do câncer de mama, uma vez que a chance de surgir a doença 

aumenta à medida que a mulher envelhece.  Heretidaridade, em menor proporção, é outro 

fator está ligado ao surgimento da doença, uma vez que cerca de 4-9% dos casos de câncer 

de mama são geralmente causados pela mutação nos genes das proteínas BRCA1 e BRCA2 

A. expressão desses genes aumenta muito o risco do aparecimento da doença, 

principalmente em mulheres que têm casos na família com câncer de mama ou câncer de 

ovário3. 

Os hábitos de vida é outro fator relacionado ao surgimento do câncer de mama 

em mulheres. Uso do tabaco, vida sedentária e uma má alimentação estão relativamente 

mais susceptíveis ao aparecemento da doença. Vale ressaltar também que mulheres que 

tiveram inicio da ovulação muito cedo ou fim muito tardia estão mais sujeitas a terem 

câncer de mama. Mulhes que nuca tiveram filhos (nuliparidade) ou que tiveram gestação 

tardia — com mais de 30 anos —  com ciclos menstruais irregulares e obesas estão 

também mais susceptíveis ao surgimento do câncer de mama. Em homens o diagnóstico 

do câncer de mama é muito raro, porém é possível3-5. 
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Exames periódicos como o toque e a mamografia auxiliam na descoberta 

precpoce da doença. Os diagnósticos do câncer de mama em estágios iniciais refletem 

significativamente em um bom proagnóstico da doença com taxa de aproximadamente de 

65% de sobrevida das pacientes. No entanto, o número de mulheres que morrem antes do 

fim do tratamento ainda é alto e continua crescendo. Atualmente os tratamentos 

convencionais utilizados para a eliminação do câncer de mama consistem principalmente 

em quimioterapia, radioterapia, cirurgia, hormonioterapia e em imunoterapia3, 6-9. O 

estágio da doença pode determinar qual treatamento será aplicado nas mulhes com câncer 

de mama, outros fatores que são determinantes para os tipos de tratamento é o 

desenvolvimento e localização do tumor, sendo assim, os tratamentos convencionais aqui 

citados podêm ser usados de forma combinada3, 6-9.  

Uma das formas de tratamento é por meio de processo cirúrgico que consiste 

na remoção total ou parcial da mama com tumor, esse processo é denomindado de 

mastectomia. Dependendo do tamanho do tumor ocorre também a remoção dos nódulos 

linfáticos adjacentes. Existem casos em que é necessário a retirada dos ovários quando 

nos estágios metastáticos, dependendo do estágio em que se encontra o câncer. No 

entanto, a mastectomia traz efeitos adversos como a diminuição da autoestima com a 

mutilação do órgão; fraqueza no braço próximo à cirurgia e suor nas mãos3-5. 

A radioterapia que é um tratamento oncológico baseado em radiações 

ionizantes para destruir células tumorais. A radioterapia é considerada como tratamento 

comum e primário, aproximadamente 50% dos pacientes que são submetidos a este tipo 

de tratamento para o câncer de mama, associam a radioterapia durante a quimioterapia. 

No entanto, a eficiência da radioterapia é controlada utilizando um cálculo prévio da 

radiação e do tempo da exposição do paciente. O tempo de radiação erá depender do 

estágio, bem como o tamanho que se encontra o tumor. Mesmo com os cálculos prévio 

da irradiação, pode ocorrer danos aos tecidos sadios, por se tratar de um técnica pouco 

especifica. A aplicação em tecidos saudáveis traz efeitos colaterais após sua aplicação. 

Os riscos de desenvolvimento de toxicidades crônicas oriundas ao tratamento com 

radioterapia podem aparecer tempos após a aplicação. Os efeitos nocivos oriundos da 

radioterapia em tecidos normais são caracterizados pelo surgimento de ichaços nos 

membros superiores como edemas, disfunção da juntura superior, que pode levar a uma 

alteração na qualidade de vida do paciente, a radioterapia tembém pode desencadear 

complicações mais graves como carditoxicidade7-9. 
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A quimioterapia que é amplamente utilizada para tratamento de doenças 

causadas por agentes biológicos, como câncer. Este tipo de tratamento é bastante utilizado 

pelo quimioterápico ser capaz de atingir preferencialmente células com elevadas taxas de 

proliferação — células cancerosas. No entanto, a quimioterapia para o tratamento de 

células cancerosas desencadeia efeitos colaterais, que muita das vezes são irreversíveis 

como:  comprometimento nas funções cognitivas, morte de células sanguíneas, queda de 

cabelo (alopecia), alterações gastrointestinais, perda de apetite e em alguns casos até 

infertilidade, dentre outros, decorrentes da ação de quimioterápicos em células normais, 

ou seja, células não alvos do tratamento6-8. 

Outras formas de tratar o câncer de mama são por meio de técnicas 

denomindadas de tratamentos específicos para células tumorais como a homonioterapia 

e a imunoterapia. A hormonioterapia é utilizada como uma técnica ajuvante, podendo ser 

utilizada antes ou após o processo de retirada do tumor por meio de cirurgia. Essa 

aplicação pode ser vantajosa, pois diminuiu a produção de estrógeno, conhecido como 

um combustível para o desenvolvimento de células cancerosas na mama. No entanto, 

efeitos colaterais como enjoos, náuseas, irregularidade nos períodos menstruais, 

alterações do endométrio, diminuição da libido, dores de cabeça, calores intensos e vagina 

ressecada podem ser desencadeados com aplicação dessa terapia2 e 3. Já aqueles aplicados 

com imunoterapia tem dispertado bastante interesse em pesquisas do mundo todo, uma 

vez que a imunoterapia utilizada recursos do próprio organimo para combater tumores 

primários9.  

Imunoterapia consiste na ativação de moduladores que realizam uma 

atividade imunitária, desencadeando assim um aresposta pelo sistema imunitário no 

combate das células cancerosas. Vale ressaltar também que a imunoterapia revela novos 

caminhos para o desenvolvimento de novos fármacos ou de fármacos já descritos como 

quimioterápicos, não sendo somente utilizadas para o tratamento do câncer, mas 

ativadores de respostas imunogênicas no combate do tumor primário, combate a focos 

metastáticos e até na recidiva do mesmo tumor por meio de células de memória. 

Entretanto, a imunoterapia ainda é um tratamento que está na fase pré-clínica, precisando 

assim ser mais bem compreendida para aplicação efetiva10-12.  

Neste sentido, o uso de tratamentos que ativam de forma eficaz o sistema 

imunitário de pacientes oncológicos é um objetivo comum em pesquisas no mundo todo. 

Ressalta-se também que a utilização de terapias oncológicas associados com a 
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nanobiotecnologia vem demosntrando resultados promissores no que se diz respeito ao 

tratamento do câncer, bem como na eliminação de focos metastáticos por intermédio da 

ativação de uma resposta imunogênica. Dessa forma, a busca por novas técnicas de 

tratamento para o câncer é um objetivo de diferentes estudos na área de oncologia10. Neste 

sentido, o presente estudo ressalta a utilização da Terapia Fotodinâmica (TFD) como um 

subárea da nanobiotecnologia como um tratamento contra células de câncer de mama. A 

TFD é uma técnica segura e eficaz e pouco invasiva que é aprovada pelo Food and Drug 

Administration (FDA) para tratamento de doenças oncológicas e não oncológicas10-19.   

 

1.2 Nanobiotecnologia no tratamento do câncer de mama: Terapia Fotodinâmica  

 

A nanobiotecnologia, que aplica técnicas, princípios biológicos e 

nanotecnológicos que permitem melhorar a compreensão e transformação das 

biossistemas, apresenta-se como proposta de inovação tecnológica. Muitos estudos 

utilizam ferramentas da nanobiotecnologia para aumentar a eficiência terapêutica de 

fármacos10,11. Dentre os avanços da nanobiotecnologia nos diversos setores do campo da 

saúde, destacam-se aqueles aplicados à terapia fotodinâmica (TFD), modalidade 

terapêutica minimamente invasiva e cujo uso é clinicamente aprovado para o tratamento 

de diferentes tipos de doenças oncológicas e não oncológicas12. 

A TFD é baseada na combinação de três componentes atóxicos: oxigênio 

molecular, fotossensibilizante e luz de comprimento de onda específico. Apenas quando 

combinados estes elementos induzem efeitos tóxicos aos tecidos e células-alvo com base 

na produção de espécies reativas de oxigênio (ERO)13-20 (Figura 5). 
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Figura 5: Esquema do mecanismo de ação da TFD. O FS é excitado com luz em comprimento de onda 

específico ocorrendo, a partir do O2 tecidual, a formação de espécies reativas de oxigênio que são tóxicos 

a células tumorais. ERO: espécies reativas de oxigênio; FS: fotossensibilizante.  Imagem retirada de 

Rodrigues, 2014.  

 

O mecanismo de ação dos FS na TFD é atribuído à transformação da energia 

luminosa a energia química, essencial para a geração das ERO. Desta forma, o FS é uma 

peça-chave indispensável para o êxito da TFD. No entanto, para atingir esse sucesso, o 

FS dependerá de algumas características, essenciais, como: 1) pureza química; 2) 

acúmulo preferencial em tecidos tumorais; 3) ativação em comprimentos de onda 

específicos; 4) capacidade de geração de elevadas quantidades de espécies reativas de 

oxigênio (ERO); 5) rápida eliminação tecidual o que minimiza os danos a tecidos 

normais, e 6) atóxicos sem a exposição luminosa13,16 e 21.  

FS do tipo ftalocianinas são bastante utilizados como mediadores da TFD 

como tratamento de diversas doenças, devido a suas propriedades fotoquímicas e 

fotofísicas. Ftalocianinas apresentam alto coeficiente de absorção espectral na faixa de 

comprimentos de onda longos – 650-850 nm. Esse comprimento de onda corresponde ao 

intervalo da região do vermelho visível que tem maior poder de penetração. Devido a 

essas características, a aplicabilidade desses FS para o tratamento de diversas doenças, 

dentre elas o câncer, tem demonstrado resultados bastante promissores no meio 

acadêmico16, 22 e 23. 

A maioria dos FS, como no caso das ftalocianinas, são caracterizados como 

aromáticos e de natureza hidrofóbica (Figura 6). Desta forma, sua disposição em meios 

fisiológicos faz com que esses se agreguem reduzindo seu rendimento quântico de forma 
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significativa na produção de ERO – principal fator citotóxico da TFD. Neste contexto, a 

associação de fototerápicos a sistemas nanoparticulados melhora a atividade de FS em 

meios fisiológicos 10,13,16 e 24. 

 

 

Figura 6: Estrutura química da ftalocianina. 

 

Muitos estudos têm demonstrado uma maior eficiência do FS associado a 

nanopartículas tanto em testes in vitro, quanto em testes in vivo. De acordo com 

Muehlmann e colaboradores (2011), a utilização do FS cloreto de alumínio-ftalocianina 

associado a nanopartículas poliméricas como mediador da TFD apresentou maior 

eficiência contra células de câncer de mama MCF7 quando comparado como o mesmo 

FS na sua forma livre. Essa melhor eficiência do FS está diretamente relacionada à 

nanopartícula à qual foi associado. Dentre os diferentes tipos de nanopartículas destacam-

se as nanoemulsões, que são de fácil obtenção, produzidas com componentes de baixo 

custo e que se apresentam bastante estáveis em meios biológicos sob diferentes 

temperaturas13 e 16. 

Sendo assim, diversas pesquisas têm demonstrado que a TFD é capaz não 

apenas de destruir o tumor devido à sua toxicidade direta às células cancerosas, mas 

também por causar infarto do tecido canceroso por destruir a microvasculatura tumoral, 

e por ativar o sistema imunitário contra antígenos tumorais19,25-29. Particularmente, a 

ativação do sistema imunitário pela TFD e por quimioterápicos diversos tem sido objeto 

de investigação intensa nos últimos anos, pois, se induzida de maneira adequada, pode 

eventualmente levar à destruição não apenas do tumor primário, mas também de 
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metástases, estabelecendo uma proteção imunitária sistêmica de longa duração contra 

possível recorrência do mesmo câncer19, 26 e 30 (Figura 7). 

 

 

Figura 7: Ilustração da aplicação da TFD em um tumor de mama. A) injeção local do FS; B) acumulo de 

FS na massa tumoral; C) exposição do tumor ao LED com comprimento de onda específica; D) erradicação 

do tumor. 

 

1.3 Morte Celular Imunogênica: Padrões Moleculares Associados a Dano 

 

O retículo endoplasmático (RE) é uma organela intracelular complexa e 

dinâmica que desempenha funções extremamente importantes nas células eucariotas, tais 

como: dobragem de proteínas e translocação, armazenamento de Ca2+ e metabolismo de 

lipídeos e carboidratos. O desequilíbrio dessas funções pode ser desencadeado por 

agentes causadores de estresse oxidativo na organela (ex.: mitoxantrona19, 26-28, 

doxorrubicina31-33 e TFD19, 26-28). Estresse oxidativo no RE pode levar à liberação 

desregulada do Ca2+, alterações no acumulo de lipídeos ou carboidratos que acarretará na 

má formação de proteínas. Proteínas mal formadas se acumulam no lúmen da organela, 

ocasionandoestresse no retículo endoplasmático35-38.  

Durante o estresse no retículo endoplasmático, três proteínas de 

transmembrana são ativadas: ATF6 (do inglês activating transcription factor 6); PERK 

(do inglês protein kinase RNA-like ER kinase); e IRE1 (do inglês nositol-requiring 

enzyme 1). Essas proteínas iniciam uma cascata de sinalização que coletivamente 

constitui uma resposta a proteínas mal formadas – UPR (do inglês Unfolded Protein 

Response)35-38. Quando isso ocorre, uma de duas vias é tomada pelo retículo 

endoplasmático: 1) tentar restabelecer a homeostasia na organela por meio da resposta 

das UPR – esse restabelecimento dependerá da quantidade de proteínas mal formadas que 
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se encontram no retículo endoplasmático; 2) conduzir à morte celular por apoptose, caso 

não ocorra o reparo na organela.35  

Uma forma de reverter o estado de estresse no RE é por meio da clivagem da 

proteína transmembrana ATF6 (Figura 8). Com isso ocorre o desprendimento da proteína 

ATF6 do RE quando este inicia um estado de estresse. Após se desprender, AFT6 trafega 

até o complexo de Golgi onde será fragmentada (ATF6N) e retida. A liberação ocorre 

somente após a clivagem de duas proteases, S1P e S2P (do inglês sphingonise-1 ou 2 

phosatase). Essas proteases clivam na região citosólica transmembrana (complexo de 

Golgi) liberando assim fragmentos de ATF6N que, por sua vez, é translocada até o núcleo. 

No núcleo, ATF6N irá impulsionar uma transcrição gênica para formação de mais 

chaperonas (ex.: calreticulina, GRP78/BiP e GRP94) no RE e mais componentes de 

degradação de proteínas associadas ao RE (ERAD), para com isso tentar estabilizar a 

homeostase na organela35-37.  

 

Figura 8: Ativação de respostas a má formação de proteínas - UPR: IRE1α, ATF6 e PERK para restabelecer 

a homeostasia do RE após sofre estresse oxidadtivo. A) IRE1α. B) ATF6. C) PERK. RE – retículo 

endoplasmático; CG – complexo de Golgi; Pm – proteínas mal formadas.  

 

Outra forma utilizada pelas UPR é pela proteína transmembrana IRE1α. 

Durante o estresse no retículo endoplasmático, essa proteína se dimeriza e se 
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autofosforila, com isso favorece a mudança de conformação que ativará domínios de 

endorribonuclease. Desta forma, a ativação de IRE1α catalisa o processamento não 

convencional do mRNA que codifica XBP-1 em XBO-1S (splicing). Essa codificação 

ativa uma síntese lipídica através de fatores de transcrição no núcleo. Com isso, ocorre a 

regulação da expressão de genes relacionados com impulso do dobramento de proteínas 

mal formadas, além de facilitar a entrada de proteínas para o RE como por exemplo as 

ERAD35,36-38 (Figura 8). 

Outra proteína presente na tentativa da regulação da homeostase é proteína 

PERK. Essa proteína também dimeriza e autofosforila quando ocorre estresse no retículo 

endoplasmático. No caso dessa proteína, sua autofosforilação favorece uma outra proteína 

denominada de elF2α que também é fosforilada (do inglês eukaryotic initiation factor 2α 

– elF2αs). Assim, elF2αs desencadeia a tradução seletiva do fator de transcrição 

conhecido como AFT4. O ATF4 fará então a regulação de genes envolvidos também no 

dobramento de proteínas, no metabolismo de aminoácidos e regulação ao estresse 

oxidativo19 e 38 (Figura 8). 

No entanto, dependendo do grau de estresse ocasionado no RE a retomada à 

homeostasia pode ser irreversível acarretando assim na segunda via tomada pela UPR, 

ativar uma morte celular por apoptose. Isso acontece quando um grande número de 

proteínas mal formadas são acumuladas no lúmen do retículo endoplasmático, e a UPR 

não consegue reverter a situação. O processo utilizado pela UPR é bastante parecido, 

porém, em vez de ativar fatores para acelerar o processo de formação das proteínas no 

lúmen do retículo endoplasmático, a UPR irá ativar um outro fator, o fator de pró-

apoptótico denominado de CHOP36-40 (Figura 9).  



 
 

14 
 

 

igura 9: Estresse oxidativo no RE e ativação de morte por apoptose pelas proteínas IRE1α, ATF6 e PERK. 

 

A proteína PERK sinaliza por meio de eIF2α-ATF4 da UPR a produção 

dosfatores de transcrição pro-apoptótico denominado de CHOP. CHOP irá então mediar 

apoptose ativando assim a superexpressão da proteína BIM/BH-3, que irá assim ativar as 

proteínas BAX e BAK. Essas duas proteínas ativadas irão se ligar à membrana da 

mitocôndria e com isso liberar complexo citocormo C (Ct c) no citosol da célula. Ct c no 

citosol se encarregará de ativar proteínas apoptossomos, esses então ativarão caspases 

(ex.: caspases 3) iniciando assim a apoptose celular19,32 e 38. Vale ressaltar ainda que 

CHOP também age na proteína BCL2 (fator de ativação de autofagia), inibindo sua ação.  

PERK também pode ativar apoptose de outra forma, ligando-se à membrana 

da mitocôndria por meio do receptor Mfn2, evento denominado de MAM – processo de 

ligação das membranas da mitocôndria e do retículo endoplasmático. Essa ligação entre 

RE e mitocôndria permite uma rápida transferência de sinais de ERO – hidroperóxidos 

lipídicos do RE para mitocôndria. Essa transferência acarreta também na liberação de Ct 

c que pode se ligar ao RE ou ativar caspases. Desta forma, ocorre a indução de BAX ou 

BAK na membrana da mitocôndria, com isso liberando mais Ct c e assim é desencadeada 

uma apoptose mitocondrial (Figura 9). ATF6 e IRE α também irão ativar CHOP por meio 
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dos fragmentos de ATF6N ou da proteína XBP1S e com isso desencadear a apoptose35 e 

40. 

O estresse oxidativo desencadeado no RE não apenas ativa morte celular por 

apoptose, mas também é capaz de ativar uma morte celular imunogênica (MCI). Isso 

acontece porque, dentro do lúmen do retículo endoplasmático, existem proteínas 

específicas que auxiliam no dobramento de novas proteínas que são formadas na organela 

como por exemplo a calreticulina, GRP78/BiP; GRP9438. Elas são denominadas de 

“chaperonas”, fazem a função de acompanhantes de proteínas recém-formadas no retículo 

e auxiliam na sua liberação no citoplasma pelas proteínas de transmembrana mencionadas 

aqui (IREIα, ATF6 e PERK)35. Uma vez em estresse contínuo como mencionado acima, 

essas proteínas chaperonas não conseguem estabelecer o dobramento das proteínas, com 

isso, elas são emitidas do RE para o citosol e, em seguida, são expostas na membrana 

plasmática da célula. E é por meio desta exposição que as chaperonas mudam de função, 

sendo denominadas agora de padrões moleculares associados a dano (DAMP)19,20,26-28 e 

40.  

E é nesse sentido que muitas pesquisas têm sido voltadas para o retículo 

endoplasmático, buscando meios de atingir a organela e, com isso, ativar o mecanismo 

de regulação da emissão de DAMP, bem como da atuação destes na MCI. 

De acordo com Garg e Agostinis (2014), a reposta antitumoral exercida pela 

TFD pode ser induzida por uma resposta de morte celular imunogênica (MCI), através da 

emissão de padrões moleculares associados a dano celular (DAMP) (Figura 10). A MCI 

é induzida com ocorrência combinada de EROs e estresse no RE (ER), sendo altamente 

imunogênica19,20,26,27 e 40. Contudo, o efeito do estresse no RE ocasionado pela TFD pode 

estar diretamente relacionado com localização subcelular do FS. O FS é o fator-chave 

para o desencadeamento de uma difusão (aproximadamente 220 nm) das espécies reativas 

moleculares dentro ou próximo do retículo endoplasmático, influenciando assim à 

emissão desses DAMPs29 e 42-44. Além da localização do FS, a dose de energia (J/cm²) 

aplicada em células submetidas à TFD, também é um fator importante para determinar o 

tipo de morte das células, o que consequentemente interfere na emissão dos DAMPs 

(Wang et al. 2015).  
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Figura 10:  Ativação de morte celular imunogênica (MCI) pela terapia fotodinâmica (TFD). A) exposição 

da massa tumoral ao fotossensibilizante (FS); B) exposição à luz com comprimento de onda específico - 

excitação do FS - FS↑ - excitação do FS e produção de espécies reativas de oxigênio (EROs); C) oxidação 

dos componentes celulares, estresse no retículo endoplasmático, infarto da vascularização do tumor e morte 

celular imunogênica – liberação de padrões moleculares relacionados a danos (DAMPs); D) Ativação do 

sistema imunitário (inato  adaptativo) pela TFD, maturação de macrófagos e células dendrídicas seguida 

da ativação de células T – memória antitumoral.   

 

De acordo com Koberlik et al. (2015), a emissão dos DAMPs os tornam 

imunoativadores potentes em células em processo de estresse, dano ou morte26. 

Normalmente esses DAMPs desempenham funções específicas enquanto permanecem 

sequestrados pelas células. Fora das células esses DAMPs são capazes de ativar vários 

receptores de células do sistema imunitário, que incluem as famílias de receptores de 

reconhecimento padrão. São capazes também de potencializar efeitos pró-inflamatórios 

como a maturação e ativação de células apresentadoras de antígenos, tais como as células 

dendrídicas e macrófagos, que por fim ativam células T (CD8+), criando uma imunidade 

antitumoral como representado na Figura 1126, 29 e 40. 

 



 
 

17 
 

Figura 11: Representação do mecanismo de ativação de morte celular imunogênica (MCI) ocasionada pelo 

estresse no RE após TFD. Estresse no RE agudo leva a emissão de proteínas como: calreticulina, HSP70, 

HSP90 expostas na membrana e ATP é liberado no meio extracelular, isso ocorre na fase pré-apoptótica. 

Esses DAMPs tem a função de acionar uma resposta inflamatória e com isso permitir o reconhecimento de 

células, como por ex.: células apresentadoras de antígeno – células dendrídicas (DC). Nas células 

dendrídicas ainda imaturas contém receptores para os DAMP, uma vez ligados, ocorre a maturação das 

células que então ativará células linfocitárias (ex.: cpeluals T CD4+/CD8+ e Treg) por meio de processos 

pró-inflamatórios. Céulas T por sua vez criarão uma atividade antitumoral contra células do mesmo tumor 

remanescentes. Figura adaptada40.  

 

Os DAMPs são os fatores-chave para essa resposta imunogênica. Dentre os 

diferentes tipos de DAMPs descritos na literatura, o presente estudo destaca: High-

Mobility Group Box 1(HMGB1); calreticulina (CRT); Proteínas de choque térmico 

(HSP70 e 90) e IL-1β. 

Calreticulina é uma proteína chaperona bastante importante na formação de 

novas proteínas, homeostasia do Ca2+ e em processos de sinalização dentro do retículo 

endoplasmático45 e 46. Outras duas chaperonas encontradas no lúmen do RE são as 

GRP78/BiP e GRP94, que pertencem às classes das famílias HSP 70 e 90 (do inglês Heat 

Shok Protein), respectivamente47-49. Essas proteínas estão relacionadas a funções vitais e 

específicas dentro da célula, como: regulação da maioria das proteínas; funcionamento 

como receptores de hormônios; e atuação nas de vias sinalização e também em resposta 

ao estresse celular47-51. No entanto, quando essas proteínas são deslocadas para a etapas 

superfície da membrana plasmática de células que sofreram estresse, essas chaperonas 

atuam como potentes ativadoras de uma resposta imunitária, funcionando assim como 

DAMP, essências na ativação de MCI19,26 ,40 e 52.  
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Em estudo feito Garg et al. (2013), observou-se observaram altas taxas de 

exposição de calreticulinas, HSP70 e HSP 90 em células cancerosas sendo esta exposição 

detectada poucas horas após as células serem submetidas à TFD52. Em um estudo recente 

realizado por Tanaka et al. (2016), foi demonstrado que o tratamento com TFD mediado 

pelo FS G-Chlorin induziu morte celular imunogênica in vivo, onde eles verificaram que 

esssa imunogenicidade foi devida à exposição de calreticulina e liberação de HMGB153. 

Garg et al. (2016) ressaltam ainda que as liberações dessas proteínas foram fundamentais 

na resposta à imunização de camundongos da espécie Balb-C. Neste estudo foram 

utilizadas células da linhagem CT26 submetidas à TFD mediada por Hipericina. HSPs 

também estão relacionadas na ativação da liberação de IL-1β, potente mediador 

inflamatório.41  

A interleucina-1 beta (IL-1β) pertencem a uma classe de citocinas pró-

inflamatáorias. Muitos estudos têm relacionado a liberação de IL-1 β com a emissão de 

DAMP o que acarreta em uma amplificação dos efeitos associados à imunidade, 

sobremaneira em resposta inata e adaptativa a danos em células alvo54.  Sua produção é 

dose dependente da emissão de DAMP. IL-1β liberada funciona como moduladora da 

atividade imunitária em células leucocitárias, desta forma promovendo a liberação de 

outros moduladores inflamatórios como citocinas e quimiocinas (TNF-α, MIP-2, NF-kB 

além de outras interlucinas – IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23) importantes na ativação de 

resposta imuno adaptativa40,55 e 56.  

A proteína HMGB1 é um dos principais DAMPs relacionados à MCI, no 

entanto, sua liberação e ação na ativação de células do sistema imunitário ocorrerá muito 

tempo depois de ser desencadeada a morte por apoptose em células submetidas a algum 

tipo de estresse56-58. Antes de ser liberada por algum processo que desencadeia a MCI, a 

proteína HMGB1 desempenha funções específicas dentro do núcleo de células eucariotas. 

HMGB1 funciona como uma chaperona auxiliando na conformação da estrutura e 

dinâmica dos nucleossomos, no aumento da afinidade de transcrição gênica (ex.: p53, 

p73, NF-kB e em receptores de estrógeno), auxilia também no reparo de danos às 

moléculas de DNA, na recombinação gênica e na homeostase da telomerase56. No 

entanto, HMGB1 liberado por células que desencadeiam um MCI é extremamente 

seletivo na ativação da resposta imunitária58 e 59. HMGB1 tem função de alarme, atraindo 

e consequentemente maturando células dendrídicas e macrófagos que, por sua vez, ativam 

células T19,40 e56.  
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Diante do exposto, a nanobiotecnologia tem mostrado um grande potencial 

para melhorar o tratamento e o diagnóstico de diversas doenças, dentre elas o câncer. E 

das diversas aplicações biomédicas utilizando os nanomateriais destaca-se o seu uso 

como sistemas carreadores de fármaco e, também, o uso destes carreadores de FS como 

mediador da TFD. Sendo assim, o desenvolvimento de pesquisas relacionadas a 

nanobiotecnologia no tratamento de doenças oncológicas, em especial, do câncer de 

mama, vem crescendo nos últimos anos e presentando resultados promissores. Desta 

forma, o FS cloreto de alumínio-ftalocianina é apresentado como uma alternativa para a 

aplicação como mediador da TFD no tratamento de células de câncer de mama com 

estudos in vitro e in vivo. Além disso, outro diferencial deste trabalho é avaliação da 

resposta imunitária desencadeada pela TFD com emissão de padrões moleculares a dano, 

fator-chave para morte celular imunogênica.  
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2 Objetivo Geral 

 

O objetivo principal deste estudo é investigar por meio de diferentes 

protocolos de Terapia Fotodinâmica mediada por cloreto de alumínio-ftalocianina 

associado à nanoemulsões (TFD-NE-AlFtCl) como indutor da liberação de padrões 

moleculares associados a dano (DAMP) e consequentemente ativação de uma morte 

celular imunogênica (MCI) em células de carcinoma mamário murino (4T1), bem como 

investigar a ação de resposta antitumoral em animais da espécie Balb-c por meio de 

vacinação com células 4T1 pré-tratadas. 

 

2.1 – Objetivos Específicos  

 

2.1.1 NE-AlFtCl: obtenção, caracterização e estabilidade  

 

 Preparar um novo lote da nanoformulação cantendo FS cloreto de alumínio-

ftalocianina (AlFtCl) e valaiar a caracterização para as propriedades coloidais 

como: diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão (PDI) e potencial 

zeta (Zp). Avaliar também as propriedades fotofísicas (absorção e emissão de 

fluorescência) e ficicoquímicas (produção de ERO) do AlFtCl incorporado pelas 

nanoemulsões (NE-AlFtCl) em meios aquosos.  

 

2.1.2 Investigação in vitro da TFD-NE-AlFtCl em células de carcinoma mamário murino 

(4T1)  

 

 Investigar o perfil de incorporação intracelular do FS AlFtCl e idendntificar a 

colocalização subcelular para as organelas lisossomos, RE, mitocôndrias e núcleo; 

 Verificar também por qula (is) via (s) de endocitose ocorre a internalização de 

NE-AlFtCl; 
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 Avaliação do efeito citotóxico da TFD-NE-AlFtCl, sob diferentes concentrações 

e tempos de exposição: obtenção das concentrações que ocasionaram 50% e 90% 

de morte das células, CC50 e CC90, respectivamente;  

 Avaliação do efeito citotóxico da TFD-NE-AlFtCl CC50, sob diferentes doses de 

energia luminosa; 

 Detecção da geração de espécies reativas no meio intracelular durante a TFD-NE-

AlFtCl; 

 Análise do tipo de morte ocasionado pela TFD-NE-AlFtCl, 

 Estudo do potencial de indução de morte celular imunogênica (MCI) com analise 

da presença de DAMPs: Calreticulina, HSP70, HSP90, IL-1β e HMGB1; 

 

 

2.1.3 Investigação in vivo da TFD-NE-AlFtCl em camundongos fêmeas da espécie Balb-

c  e avaliação de resposta antitumoral por meio de ensaio de vacinação  

 

 Investigação do efeito da TFD-NE-AlFtCl em animais com tumor 4T1 implantado 

no flanco esquerdo. Monitoramento do volume tumoral e avaliação de metástases 

no pulmão por microtomografia. 

 Ensaio de vacinação em animais Balb-c com células 4T1 pré-tratadas por 

diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl: avaliar o perfil de imunização nos 

animais após as vacinas e submissão do teste com inóculo de células 4T1 viáveis. 

Monitoramento da resistência do surgimento do tumor, bem como avaliar o 

volume tumoral e a sobrevida dos animais. 
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3 Métodos 

 

A lista de equipamentos, materiais e reagentes utilizados neste estudo estão 

descritos nas Tabelas 1, 2 e 3.  

 

Tabela 1: Equipamentos utilizados para realização dos experimentos.  

Equipamentos  Modelo  Fabricante  

Agitador Magnético  Q221M Quimis, BRA 

Autoclave  Vitae 12 Cristófoli, BRA 

Balança analítica  AA200 Denver Instrument, USA 

Banho Maria  240-2 J. Prolab, BRA 

Banho ultra sônico  T-14 Thornton, BRA 

Centrifuga de Bancada  Excelsa baby  Fanem, BRA 

Centrifuga com rotot de placas  Universal 320R LtettichZentrifugen, ALE 

Citômetro  FACSVerse BD, USA 

Espectrofotômetro  Spectramax M2 Molecular devices, USA 

Estufa  TLZ 10 DeLeo, BRA 

Fluxo Laminar  CFLV 12 Veco, BRA 

Incubadora de CO2 3425 Thermo S. Inc., USA 

LED  XL001WP01NRC600 Shenzhen S. O. Co., CHI 

Microscópio EVOS  FL  Thermo S. Inc., USA 

Microscópio de luz invertido  Ck 2 Olympus, JPN 

Microscópio Confocal  SP5 Leica, BRA 

Refrigerador  DC39 Eletrolux, BRA 

Zetasizer ZS90 Malven/Reino Unido  
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Tabela 2: Materiais utilizados para realização dos experimentos.  

Materiais Fabricante   

Microtubos  TPP, CHE 

Filtro para seringa  (0,22µm) TPP, CHE 

Frascos de cultura (25 cm³ e 75 cm³)  TPP, CHE 

Hemocitômetro de Neubauer C. A. Hausser e Son, USA 

Lâminas para microscopia  Bioslide  

Lamínulas para microscopia  Ecaxta Perfecta, BRA 

Lamínulas redondas  Glasscyto 

Micropipetas  Gilson, Inc., USA 

Micropipeta Multicanal  Gilson, Inc., USA 

Microplacas (12 e 96 poços) TPP, CHE 

Ponteiras para micropipetas   Axygen, USA 

Seringas AdvantivE, NLD 
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Tabela 3: Reagentes utilizados para realização dos experimentos.  

Reagentes  Fabricante   

1,4-difenil-isobenzofurano (DBF) Sigma-Aldrich Co., USA 

4´,6-diamidino-e-fenilindol (DAPI) Sigma-Aldrich Co., USA 

Amilorida  Sigma-Aldrich Co., USA 

Antibiótico (penicilina e Estreptomicina) Gibco, USA 

Azída sódica  Sigma-Aldrich Co., USA 

Azul de Trypan Sigma-Aldrich Co., USA 

Bicarbonato de Sódio   Sigma-Aldrich Co., USA  

Clorofórmio PA  Sigma-Aldrich Co., USA 

Citocalasina   Sigma-Aldrich Co., USA 

DMSO  M. Chemiclas, USA 

Etanol 98 GL Sigma-Aldrich Co., USA 

ER-Tracker  Life, USA 

Filipina  Sigma-Aldrich Co., USA 

HMGB1 ABCAM, USA 

HSP70/90 ABCAM, USA 

IgG 488 ABCAM, USA 

IL-1β Life, USA 

Lyso-Tracker  Life, USA  

Kolliphor ELP  Sigma-Aldrich Co., USA 

MTT Invitrogen, USA 

MitoTracker Life, USA 

Nistatina  Sigma-Aldrich Co., USA 

Óxido de fenilarsina  Sigma-Aldrich Co., USA 

PBS   Laborclin, BRA  

RPMI Gibco, USA 

Tripsina-EDTA Gibco, USA  
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3.1 Preparo e caracterização da NE-AlFtCl  

 

No Fluxograma 1, estão representados os processos aplicados com a 

utilização da NE-AlFtCl após a obtenção de um novo lote como descrito em Muehlmann 

et al. (2015)16. Após a obtenção da NE-AlFtCl foram realizados testes coloidais para 

caracterização e estabilidade; testes fotofísicos e fisícoquímicos além da aplicação da NE-

AlFtCl como mediadora da TFD em testes in vitro e in vivo.  

 

 

Fluxograma 1: Preparo e etapas de caracterização e aplicação da NE-AlFtCl – cloreto de alumínio-

ftalociania associado a nanoemulsões. Em amarelo: Caracterização coloidal: DH – diâmetro hidrodinâmica; 

Zt – potencial zeta; e PDI – índice de polidispersão. Em Verde: Caracterização fotofísica: absorbância e 

fluorescência. Em vermelho: Avaliação na produção de ROS – espécies reativas de oxigênio. Em Roxo: 

Testes biológicos: in vitro nas linhagens de carcinoma mamário murino – 4T1 e fibroblastos murino – NIH 

3T3; in vivo camundongos da linhagem Balb-C. 

 

3.1.1 Preparo da nanoemulsão incorporada ao cloreto de alumínio-ftalocianina (NE-

AlftCl) 

 

As nanoemulsões com cloreto de alumínio-ftalocianina (NE-AlFtCl) 

utilizadas neste estudo foram preparadas pelo método de nanoemulsificação espontânea 
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descrito por Muehlmann et al. (2015)16. Para tanto, no preparo da nanoformulação 

contendo o FS AlFtCl foi utilizado o Kolliphor® EPL (surfactante) como tensoativo e óleo 

de rícino como solubilizante do FS, na proporção de 3:1, respectivamente (Figura 12).   

O esquema de preparo da nanoformulação NE-AlFtCl foi dividido nas 

seguintes etapas representadas na Figura 12, onde: A) disposição em um béquer do 

Kolliphor® (9 g) e o óleo de rícino (3 g). Em seguida o béquer contendo os excipientes 

tensoativo e óleo foi colocado sob agitação (300 RPM) com temperatura de 50 °C por 10 

minutos – até formar uma mistura homogênea. B) Após homogeneização dos excipientes 

adicionou-se o FS AlFtCl (0,0023 g) solubilizado em 4 mL de etanol, sendo mantido os 

parâmetros de agitação e temperatura por mais 30 minutos. Esse processo foi mantido por 

esse tempo para que ocorresse toda a evaporação do solvente. C) Após a evaporação do 

solvente, foram adicionados 10 mL de água destilada. Com a adição da água ocorreu a 

nanoemulsificação, ou seja, a formação das nanogotículas de óleo em água, sendo 

estabilizada pelo tensoativo e ficando o FS retido dentro da fase oleosa. D) Representação 

das naoemulsões incorporadas ao FS cloreto de alumínio-ftalocianina (NE-AlFtCl). A 

concentração final de FS AlFtCl foi de 40 µM.  

 

 

Figura 12: Etapas do preparo da nanoemulsão incorporada ao cloreto de alumínio-ftalociania (NE-AlFtCl). 

Esta figura foi uma adaptação de Rodrigues 2015. A)  adição dos excipientes: Kolliphor° e óleo de rícino; 

B) adição do FS AlFtCl. C) adição de água destilada. D) NE-AlFtCl pronta na concentração de 40 µM 

referente ao AlFtCl. 
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3.1.1 Caracterização e Estabilidade da NE-AlFtCl  

 

3.1.1.1 Propriedades Coloidais das NE-AlFtCl  

 

As variáveis físicas como o diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de 

polidispersão (PDI) e potencial zeta (Zt) da nanoformulação (NE-AlFtCl) foram 

verificadas logo após o preparo. Para tanto, neste experimento foram utilizados 20 µL de 

NE-AlFtCl diluídos em 980 µL de PBS. O diluído foi posto em cubetas e analisado. As 

análises foram feitas utilizando o equipamento Zetasizer (Zetasizer, ZS90, Malvern), pelo 

método de dispersão dinâmica de luz (DLS). Esse teste foi realizado uma vez por ano 

durante o tempo de quatro anos.  

 

3.1.1.2 Propriedades fotofísicas das NE-AlFtCl  

 

Para análise fotofísica do AlFtCl associado à NE foram utilizadas a mesma 

diluição descrita na seção 3.1.2.1. Para tanto, as avaliações espectrais de absorção e 

emissão de fluorescência foram analisadas utilizando o equipamento Espectrofotêmetro. 

Para essa análise foram ajustados os parâmetros de leitura como descritos na Tabela 4. 

Esse teste foi realizado uma vez por ano durante o tempo de quatro anos.  

 

Tabela 4: Comprimentos de ondas ajustados para acessar os picos de absorção e emissão fluorescência do 

FS associado à nanoformulação (NE-AlFtCl). 

NE-AlFtCl: nanoemulsão contendo cloreto de alumínio-ftalocianina. nm: nanômetro. Em: emissão. Ex: 

excitação. λ significa comprimento de onda. 

 

Outro teste fotofísico realizado foi a avaliação da excitação em relação à 

emissão de fluorescência do FS AlFtCl associado à NE. Desta forma, a NE-AlFtCl foi 

 Faixas espectrais 

Absorbância (nm)  λ = Em. 400-800 

Fluorescência (nm) λ = Ex. 350; Em. 400-750 
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diluída na concentração de 1 µM referente ao AlFtCl e colocada em uma placa de 96 

poços, em seguida excitada em 300 nm sendo quantificada a emissão em 600 nm. Esse 

processo foi repetido, sendo que a excitação foi ajustada com intervalos 50 nm e a emissão 

de fluorescência foi ajustada a cada 10 nm. Para esse experimento foi utilizado o 

equipamento Espectrofotômetro.  

 

3.1.1.3 Propriedades físico-química da NE-AlFtCl  

 

O teste de avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) pela 

NE-AlFtCl foi realizado de acordo com método descrito por Rodrigues et al. 2015. 

Brevemente, 100 µL de NE-AlFtCl (0,5 µM) foram colocados em poços de uma 

microplaca de 96 poços e imediatamente lida a absorção (414 nm) com auxílio de um 

espectrofotômetro com leitora de placas – valor de absorbância. Em seguida, adicionou-

se 10 µL da solução do reagente 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF) às nanoformulações 

de cada poço e feito uma nova leitura – valores de absorbância referentes à produção de 

EROs60. As NE-AlFtCl com DBF foram então irradiadas a cada 15 segundos e foi a leitura 

da placa para absorbância em 414 nm. Esse procedimento se repetiu até que houvesse a 

estabilização da absorbância das amostras. 

 

3.2 Experimentos biológicos in vitro: carcinoma mamário murino (4T1)3 

 

Os experimentos in vitro foram realizados utilizando a linhagem de 

carcinoma mamário murino – 4T1. Para tanto, todos os testes realizados com 4T1 estão 

representados no Fluxograma 2.  
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Fluxograma 2: Etapas de desenvolvimento do estudo in vitro utilizando células 4T1 submetidas a 

diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl. Siglas: NE-AlFtCl - cloreto de alumínio-ftalocianina associado 

a nanoemulsões; ≠ - diferente; [ ] – concentrações; 15´- 15 minutos; CC – concentração citotóxica; MTT - 

brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazólio;  IL-1β –Interleucina 1 beta; High-Mobility Group 

Box 1; Heat Shock Protein.  AO – alaranjado de acridina; PI – iodeto de propídeo. 

 

3.2.1 Manutenção da linhagem celular 

 

A linhagem celular utilizada neste estudo foi preservada em criotubo 

contendo 5% de DMSO e 95% de soro fetal bovino (SFB), sendo devidamente 

identificada e armazenada em tanque de nitrogênio líquido. Alíquotas dessas suspensões 

celulares na concentração de 2 x 106 células/mL foram retiradas do tanque de nitrogênio 

líquido e descongeladas a 37 °C. Em fluxo laminar (esterilizado – álcool 70% e luz UV 

por 15 minutos), a alíquota foi transferida para tubo de centrifugação de 15 mL, 

adicionando-se mais 1 mL de meio (RPMI 1610) e, em seguida, foi centrifugada a 750 G 
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por três minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de 

meio de cultura fresco, que, por sua vez, foi transferido para garrafas de cultivo celular 

de 25 cm3, identificadas e mantidas em incubadora a 37 °C e atmosfera 5% CO2 e 80% 

de umidade. O meio de cultura utilizado foi RPMI 1610, tamponado com bicarbonato de 

sódio, pH 7,2 e suplementado com 10% (v/v) SFB, penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 

100 µg/mL. O cultivo foi mantido em incubadora a 37 °C e atmosfera 5% CO2 e 80% de 

umidade e, quando necessário, o meio de cultivo foi trocado. 

 

3.2.1.1 Estabelecimento de subculturas celulares 

 

O estabelecimento de subculturas foi feito a partir da remoção da 

monocamada das células confluentes das garrafas de 25 cm3 para cultivo inicial e 

transferência de menor densidade para uma nova garrafa de 75 cm3. Quando as células 

atingiam uma confluência de aproximadamente 80%, foram desassociadas 

enzimaticamente com 4 mL do reagente Tripsina-EDTA 0,25%, deixadas em incubadora 

por três minutos – processo de determinação das passagens das células. Após o 

desprendimento das células, foram adicionados 4 mL de meio de cultura para neutralizar 

a tripsina e, em seguida, o conteúdo da garrafa foi transferido para um tubo de 

centrifugação de 15 mL e centrifugado a 750 g por três minutos. O sobrenadante foi 

descartado e as células foram ressuspendidas com 1 mL de meio de cultura. Para 

determinação da quantidade de células viáveis, 10 µL da suspensão foram adicionados a 

90 µL de azul de tripan (0,4% em PBS) – este corante não é capaz de penetrar em células 

que apresentam a membrana plasmática intacta. Do preparado contendo o corante, 10 µL 

foram retirados e aplicados em hemocitômetro de Neubauer. A concentração de células 

foi determinada baseando-se em seus quadrantes laterais e de acordo com a equação 

abaixo: 
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Após a contagem celular, 20% da suspensão foi repassada para uma nova 

garrafa. O meio de cultivo foi trocado a cada 72 horas, aproximadamente. Para a 

realização dos experimentos, após a quantificação, as células foram transferidas para 

microplacas de cultura de acordo com o experimento a ser realizado. Quando utilizadas 

as microplacas de 12 poços, foi utilizada a concentração de 5 x 105 células por poço, já 

nas microplacas de 96 poços a concentração utilizada era de 1 x 104 células por poço.  

 

3.2.1.2 Determinação da viabilidade celular pelo método MTT 

 

Todos os testes de viabilidade celular foram feitos utilizando o método de 

avaliação colorimétrica de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazólio 

(MTT), descrita por Mosmann (1983)61. Após os tratamentos propostos, as células foram 

expostas à solução de MTT em meio de cultivo. Essa solução em células viáveis interage 

com as desidrogenases mitocondriais como a succinil desidrogenase, promovendo a 

redução do reagente MTT a um composto denominado formazan, caracterizado pela 

coloração púrpura e pela insolubilidade em meios hidrofílicos. A viabilidade celular é 

indicada pela quantificação da produção de cristais de formazan de acordo com a presença 

de desidrogenases ativas. Após os tratamentos nos tempos estabelecidos, o meio de 

cultura foi substituído por um novo meio contendo MTT a 10%. O preparado era incubado 

a 37 °C e atmosfera de 5% CO2 e 80% de umidade. A solução contendo MTT foi 

removida após duas horas e 200 µL de DMSO foram adicionados para a solubilização do 

formazan. A partir da medida do espectro de absorbância com comprimento de onda de 

595 nm, obtido em espectrofotômetro conjugado à leitora de microplacas, a produção de 

formazan foi quantificada e, portanto, determinada a viabilidade celular. 

 

3.2.2 Visualização da incorporação intracelular de NE-AlFtCl nas células 4T1 por 

citometria de fluxo  

 

Para visualização da internalização da NE-AlFtCl, pelas células 4T1 foi 

padronizada uma concentração de 1 µM. A realização deste teste foi de acordo com as 

etapas representadas pelas letras na Figura 13, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 
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em microplaca de 12 poços como descrito na seção 3.2.1.1. B) Após 24 horas de 

crescimento em incubadora, o meio das células foi removido e adicionou-se 1 mL de NE-

AlFtCl na concentração de 1 µM por 15 minutos na incubadora. C) Findo o tempo de 

incubação o meio contendo NE-AlFtCl foi descartado e as células lavadas com PBS 

gelado por 2 vezes (PBS 2X) e adicionou meio RPMI fresco. Para análise da presença do 

AlFtCl foram escolhidos os tempos de 0; 15; 30; 45; 105 e 240 minutos após os 15 

minutos de exposição das células a NE-AlFtCl, denominados de T0, T15, T30, T45, T105 

e T225, respectivamente.  D) Ao fim de cada tempo determinado foi realizada a remoção 

das células utilizando tripsina EDTA. E) As células, junto com o sobrenadante, foram 

dispostas em criotubos devidamente identificados e centrifugados para remoção da 

tripsina e lavadas com PBS 2X. F) Após a centrifugação foi feito o descarte do 

sobrenadante e as células foram analisadas no citometro de fluxo (633 nm). G) Os 

resultados foram tratados pelo programa FlowJO e plotados utilizando GraphPrisms7.   

 

 

Figura 13: Teste de internalização da NE-AlFtCl pelas células 4T1 pelo método de citometro de fluxo.  
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3.2.3 Avaliação das vias de endocitose   

 

A verificação da via ou vias de endocitose utilizadas pelas células 4T1 para 

interiorizar a NE-AlFtCl foi feita de acordo com um protocolo descrito na literatura 

(Zeng, et al. 2012)62. A realização deste teste foi de acordo com as etapas representadas 

pelas letras na Figura 14, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 12 

poços como descrito na seção 3.2.1.1. B) Após 24 horas de crescimento em incubadora, 

o meio das células foi removido e adicionou-se os inibidores de endocitose por 30 

minutos: azida sódica (100 mM); filipina (1 µg/mL); nistatina (20 µg/mL); óxido de 

fenilarsina (0,2 µM); citocalasina D (1 µM); amilorida (0,2 mM); e mantidas em 4 °C. 

Células não expostas aos inibidores ou a 4 °C. C) Findo o tempo de incubação, o meio 

contendo NE-AlFtCl foi descartado e as células lavadas com PBS 2X seguida da adição 

de meio RPMI fresco. Para análise da presença por qual (is) via (s) ocorreu a endocitose 

de AlFtCl. D) As células foram a removidas das placas utilizando tripsina EDTA e postas 

em criotubos devidamente identificados. E) Os criotubos foram centrifugados para 

remoção da tripsina e lavadas com PBS gelado. F) Após a centrifugação foi feito o 

descarte do sobrenadante e as células foram analisadas no citômetro de fluxo (633 nm). 

G) Os resultados foram tratados pelo programa FlowJO e plotados utilizando 

GraphPrisms7.  
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Figura 14: Teste para verificação da via pela qual a NE-AlFtCl foi incorporada pelas células 4T1. 

 

3.2.4 Visualização da incorporação intracelular de NE-AlFtCl e análise de sua 

colocalização com organelas de células 4T1  

 

Para visualização da internalização da NE-AlFtCl, pelas células 4T1 foi 

padronizada uma concentração de 1 µM.  A realização deste teste se deu de acordo com 

as etapas representadas pelas letras na Figura 15, sendo. A) Plaqueamento das células 

4T1 em microplaca de 12 poços contendo uma lamínula de 0,22 mm por poço como 

descrito na seção 3.2.1.1. B) Após 24 horas de crescimento em incubadora, o meio das 

células foi removido e adicionou-se 1 mL de NE-AlFtCl na concentração de 1 µM por 15 

minutos na incubadora. C) Findo o tempo de incubação o meio contendo NE-AlFtCl foi 

descartado e as células lavadas com PBS gelado por 2 vezes (PBS 2X) e adicionou-se 

meio RPMI fresco. Para análise da presença do AlFtCl foram escolhidos os tempos de 0; 

15; 30; 45; 105 e 240 minutos (T0, T15, T30, T45, T105 e T225, respectivamente) após 

os 15 minutos de exposição das células à NE-AlFtCl. D) Ao final de cada tempo, as 

células foram marcadas para lisossomos, retículo endoplasmático, mitocôndria – 

exposição de 30 minutos e núcleo exposição de 5 minutos – e, em seguida analisadas 

quanto à presença do AlFtCl e sua localização intracelular. E) Após a exposição aos 

marcadores, a lamínula foi removida com auxílio de uma pinça e colocada em uma 

lâmina. F) Seguida da montagem das lâminas foi feita a identificação de colocalização 
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pela técnica de microscopia confocal. O microscópio Confocal foi ajustado quanto às 

faixas espectrais utilizadas descritas na Tabela 5. G). As imagens obtidas foram tratadas 

utilizando os programas PhotoShop CC2015, ImageJ e a concentração do FS AlFtCl 

presente em cada subunidade celular tratada pelo GraphPrisms7. 

 

 

 

Figura 15: Teste de colocalização subcelular (núcleo, lisossomos, mitocôndria e retículo endoplasmático) 

do AlFtCl pelas células 4T1 utilizando a técnica microscopia confocal.  

 

Tabela 5: Faixas espectrais ajustadas para detecção das fluorescências dos marcadores subcelulares e do 

FS AlFtCl.  

 

 

 

 

 

nm 

nanômetros; AlFtCl – Cloreto de alumínio-ftalocianina 
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3.2.4.1 Obtenção e análise das imagens pelo programa ImageJ 

 

As imagens foram obtidas em alta resolução utilizando microscópio confocal 

de varreadura a laser ajustado com objetiva HCX PL APO 63x/1.40-0.60 CS-BL (imersão 

a óleo), resolução 1024x1024 pixels e com frequência de 100 Hz. Todas as imagens foram 

obtidas em TIFF (Tagged Image File Format). Após a obtenção das imagens, foi utilizado 

o programa Adobe Photoshop CC 2015 para ajuste da opacidade e montagem da 

colocalização (merge). As análises das imagens foram feitas utilizando o programa 

ImageJ (NIH, USA).  

Para verificar se o AlFtCl se colocalizava com as organelas, foi utilizado o 

programa de processamento de imagens ImageJ. Primeiramente, foram feitas as divisões 

dos canais: canal vermelho (AlFtCl), canal verde (MitoTracker®) e canal azul (ER-

Tracker®, LysoTracker® e DAPI). Em seguida, as imagens foram colocadas na escala 

de cinza – pluginImage, Type 8-bit –, já que a escala de cinza facilita a análise da 

localização da marcação e contagem dos pixels através do histograma da imagem (escala 

de 0-255). O próximo passo foi analisar a intensidade de correlação das imagens – plugin 

Colocalisation, Intensity Correlation Analysis.  

Essa análise permite a verificação do valor total de pixels colocalizados nas 

duas imagens analisadas. A intensidade de colocalização foi obtida através da 

porcentagem de pixels positivos (Ne+ve). Os valores dos pixels são representados pelo 

Produto das Diferenças da Média (PDM), ou seja, o PDM = (intensidade do vermelho - 

intensidade média vermelho) x (intensidade do verde/azul - intensidade média 

verde/azul).  

Também foram feitas as avaliações da colocalização utilizando o Coeficiente 

de Correlação de Pearson’s (Rr) e o Coeficiente de Sobreposição Mander’s (R)63, como 

descrito em Manders, et al. (2009)64. O coeficiente de Pearson’s (Rr) é referente à 

correlação da distribuição de intensidades entre dois canais fluorescentes, sendo que essa 

correlação pode ser analisada pela variação de -1 a +1, ou seja: valores negativos indicam 

que não há correlação entre as duas imagens; valores 0 e próximos a 0 indicam baixa 

correlação; e valores próximos a 1 indicam que houve correlação (0,9 – 1:correlação 

muito forte; 0,7-0,9: correlação forte; 0,5-0,7: correlação moderada; 0,3-0,5: correlação 

fraca; 0,0-0,3: desprezível). O coeficiente de Mander’s (R) é referente à sobreposição de 
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dois canais fluorescentes normalizando as diferenças de intensidade entre eles, sendo que 

essa correlação varia de 0 a 1, onde valores próximos a 0 referenciam baixa colocalização 

e valores próximos a 1, alta colocalização. 

 

3.2.5 TFD-NE-AlFtCl in vitro 

 

3.2.5.1 Efeito da TFD-NE-AlFtCl sob diferentes concentrações do AlFtCl: obtenção das 

CC50 e CC90 

 

Este teste foi realizado de modo a avaliar a eficácia da TFD-NE-AlFtCl e 

obter a concentração citotóxica que ocasiona 50% e 90 % de morte (CC50 e CC90), como 

descrito em Rodrigues (2014). Por tanto, a realização deste teste foi de acordo com as 

etapas representadas pelas letras na Figura 16, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 

em microplaca de 96 poços como descrito na seção 3.2.1.1. B) Após 24 horas de 

crescimento das células em incubadora, foi descartado e as células foram expostas a 

diferentes concentrações NE-AlFtCl (0-1µM) por 15 minutos. Findo o tempo de 

exposição aguardou-se os tempos de 0; 15; 30; 45; 105 e 240 minutos (T0, T15, T30, T45, 

T105 e T225, respectivamente). D) Após o final de cada tempo escolhido, as células 

foram irradiadas com LED 660 nm por 10 minutos chegando a uma densidade de energia 

de 25 J/cm². Finalizada a exposição das células ao LED, as microplacas foram colocadas 

na incubadora e aguardou-se o tempo de 24 horas. Findo do tempo, foi realizado o teste 

colorimétrico MTT, descrito na seção 3.2.1.2, brevemente representado nas letra E, F e 

G. E) o meio foi descartado e adicionou-se solução de MTT. F) Descarte da solução 

contendo MTT e adição de DMSO. G) As placas foram lidas utilizando-se uma leitora de 

placas ajustada à absorbância em 595 nm. Por fim, H) Os resultados obtidos foram 

tratados utilizando os programas Excel e GraphPrisms7. 
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Figura 16: Avaliação do efeito da TFD-NE-AlFtCl (0-1 µM) na viabilidade celular de 4T1. Obtenção das 

concentrações citotóxicas que causaram morte de 50% e 90% das células (CC50 e CC90) nos diferentes 

tempos: T0, T15, T30 T45, T105 e T225.  

 

3.2.5.2 Efeito da TFD-NE-AlFtCl sob diferentes densidades de energia utilizando as 

CC50 de cada tempo da seção 3.2.5.1 

 

Este teste foi realizado de modo a avaliar se diferentes doses de energia 

ocasiona diferenças na viabilidade das células submetidas à TFD-NE-AlFtCl. A 

realização deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas letras na Figura 

17, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 96 poços como descrito 

na seção 3.2.1.1. B) Após 24 horas de crescimento das células em incubadora, foi 

descartado o sobrenadante e as células foram expostas por 15 minutos as diferentes 

concentrações CC50 NE-AlFtCl encontradas na seção 3.2.6.1 (T0, T15, T30, T45, T105 

e T225). C) as células foram lavadas com PBS 2X e meio novo foi adicionado. Findo o 

tempo de exposição aguardou-se os tempos de T0, T15, T30, T45, T105 e T225. D) Após 

o final de cada tempo escolhido, as células foram irradiadas com LED 660 nm. As 

diferentes densidades de energia foram acessadas de acordo com o tempo de exposição 

das células 4T1 ao LED, sendo encontradas as diferentes doses de energia quando 
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irradiados por: 1 (2,54 J/cm2), 5 (13,98 J/cm2), 10 (25,88 J/cm2), 15 (38,77 J/cm2), 20 

(52,12 J/cm2) e 25 minutos (67,56 J/cm2). Finalizada a exposição das células ao LED, as 

microplacas foram colocadas na incubadora e aguardou-se o tempo de 24 horas. Findo do 

tempo, foi realizado o teste colorimétrico MTT, descrito na seção 3.2.1.2, brevemente 

representado nas letras E, F e G. E) O meio foi descartado e adicionou-se solução de 

MTT. F) Descarte da solução contendo MTT e adição de DMSO. G) As microplacas 

foram lidas utilizando uma leitora de placas ajustada à absorbância em 595 nm. H) Os 

resultados obtidos foram tratados utilizando os programas Excel e GraphPrisms7. 

 

 

Figura 17: Avaliação do efeito da TFD-NE-AlFtCl utilizando as concentrações CC50 de cada tempo 

avaliado na seção 3.2.6.1 (T0, T15, T30, T45, T105 e T225) variando as densidades de energia (J/cm²) na 

viabilidade celular de 4T1. As diferentes doses de energia foram acessadas por diferentes tempos de 

irradiação, sendo: 1 (2,54 J/cm2), 5 (13,98 J/cm2), 10 (25,88 J/cm2), 15 (38,77 J/cm2), 20 (52,12 J/cm2) e 25 

minutos (67,56 J/cm2). 

 

3.2.6 Teste de viabilidade para Mitoxantrona  

 

Este teste foi realizado de modo a avaliar o efeito citotóxico do 

quimioterápico Mitoxantrona (MTX) com diferentes concentrações. O quimioterápico 
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MTX foi dissolvido em DMSO e as concentrações foram ajustadas para verificação do 

teste de viabilidade. A realização deste teste foi de acordo com as etapas representadas 

pelas letras na Figura 18, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 96 

poços como descrito na seção 3.2.1.1. B) Após 24 horas de crescimento das células em 

incubadora, foi descartado e as células foram expostas a diferentes concentrações de MTX 

(0-10 µM) por 30 minutos. C) Findo o tempo de exposição, as células foram lavadas com 

PBS 2X e meio novo foi colocado. Aguardou-se o tempo de 24 horas. D) Findo do tempo, 

foi realizado o teste colorimétrico MTT, descrito na seção 3.2.1.2, brevemente 

representado nas letras E e F. E) O meio foi descartado e adicionou-se solução de MTT 

e deixado por 2 horas; ao final deste tempo o MTT foi descartada e adiciou-se DMSO. F) 

As placas foram lidas utilizando uma leitora de placas ajustada à absorbância em 595 nm. 

Os resultados obtidos foram tratados utilizando os programas Excel e GraphPrisms7. 

 

 

 

Figura 18: Avaliação do efeito de citotoxicidade do quimioterápico Mitoxantrona (MTX) sob diferentes 

concentrações contra células 4T1.  

 

3.2.7 Análise de morte celular pelo método AO/PI  

 

Este teste foi realizado de modo a avaliar qual a via de morte celular 

ocasionada por diferentes protocolos de TFD-NE-AlFtCl. Como controles de apoptose e 
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necrose, foram utilizados os tratamentos com mitoxantrona (MTX – 1,5 µM) e as células 

foram congeladas e descongeladas por três vezes (C/D), respectivamente. A realização 

deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas letras na Figura 19, sendo: A) 

Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 12 poços como descrito na seção 3.2.1.1. 

B) Após 24 horas de crescimento das células em incubadora, foi descartado o meio e as 

células 4T1 foram expostas aos tratamentos, sendo: 1) células sem tratamento; 2) Com 

mitoxantrona (exposição a 1,5 µM por 30 minutos); 3) diferentes protocolos de TFD-NE-

AlFtCl nas concentrações de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4 nM (CC90) – CC50 referentes 

ao T15, por 15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células foram 

expostas ao LED 660 nm nas fluências de 25 J/cm² ou 67 J/cm²; 4) células congeladas e 

descongeladas 3 vezes (C/D). C) Após o fim de cada tratamento as células foram lavadas 

com PBS (2X) e adicionou-se meio fresco. Para avalição da via de morte, aguardou-se o 

tempo de 4 horas em incubadora. D) Findo o tempo, as células foram fixadas com Álcool 

70% a 4 °C por uma hora. E) Após a fixação, as células foram removidas e dispostas em 

critotubos devidamente identifico e centrifugados para descartar o solvente e foi feita a 

ressuspensão das células com 0,2 mL de PBS. F) Exposição das células aos marcadores 

Laranja de Acridina (AO – 5 µg/mL) e Iodeto de Propídeo (PI – 20 µg/mL) por 5 minutos 

em temperatura ambiente (TA). G) as imagens das marcações foram obtidas com auxílio 

do microscópio de fluorescência EVOS. H) tratamento das imagens, foram contadas 300 

células para cada tratamento sendo estas identificadas de acordo com a coloração da 

marcação como representado pela Figura 20 nesta seção.  
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Figura 19: Avaliação da via de morte pelo método AO e PI após 4 horas dos tratamentos MTX e diferentes 

protocolos da TFD-NE-AlFtCl nas células 4T1. AO – alaranjado de acridina; PI – iodeto de protídeo. 1) 

células sem tratamento; 2) Com mitoxantrona (exposição a 1,5 µM por 30 minutos); 3) Diferentes 

protocolos de TFD-NE-AlFtCl nas concentrações de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4 nM (CC90) – CC50 

referentes ao T15, por 15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células foram expostas ao 

LED 660 nm nas fluências de 25 J/cm² ou 67 J/cm²; 4) células congeladas e descongeladas 3 vezes (C/D). 

 

Para detecção e quantificação do número de células em processo de apoptose 

ou necrose, foi realizada a avaliação do perfil de marcação para AO/PI descrita por 

Kasibhatla et al. (2006)65. Essa verificação foi realizada por meio de duplo cego para que 

não houvesse resultados tendenciosos – por três pessoas. Desta forma, as imagens foram 

divididas em pastas identificas por letras sortidas e passadas a três pessoas que realizaram 

as contagens em relação às cores referentes à marcação, sendo: contagem de células 

verdes, contagem de células amarelas/laranjas e contagem de células vermelhas. O 

marcador AO faz marcação tanto de células viáveis quanto de células mortas, já o 

marcador PI cora apenas células mortas, ou seja, que perdeu a integridade da membrana. 

Neste contexto, as formas de identificação foram divididas em três estágios representados 

na Figura 20, sendo:  
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A) célula viável – marcação em verde uniforme tanto o núcleo quanto 

citoplasma;  

B) célula em apoptose – membrana plasmática parcialmente degradada, o que 

permite a entrada do PI. Formação de corpos apoptóticos com a fragmentação 

e a condensação da cromatina (seta branca). As células apresentam uma 

coloração alaranjada.  

C)  célula necrótica – a célula fica uniformemente marcada de vermelho, isso 

se dá pela alteração na membrana que permite a entrada do PI.  

 

 

Figura 20: Fotomicrografia das células da linhagem 4T1 marcadas com alaranjado de acridina (AO) e 

iodeto de propídeo (PI) analisadas em microscópio de fluorescência EVOS. A) célula viável; B) célula 

apoptótica (as setas indicam a formação dos corpos apoptóticos); e C) célula necrótica. 

 

3.2.8 Análise de morte celular pelo método Anexina V/PI  

 

Este teste foi realizado de modo a avaliar qual a via de morte celular 

ocasionada por diferentes protocolos de TFD-NE-AlFtCl. Como controles de apoptose e 

necrose, foram utilizados os tratamentos com MTX e C/D, respectivamente como descrito 

na seção 3.2.7. A realização deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas 

letras na Figura 21, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 12 poços 

como descrito na seção 3.2.1.1. B) Após 24 horas de crescimento das células em 

incubadora, foi descartado e as células 4T1 foram expostas aos tratamentos 1, 2, 3 e 4 

descritos na seção 3.2.8. C) Após o fim de cada tratamento, as células foram lavadas com 

PBS (2X) e adicionou-se meio fresco. Pra avalição da via de morte aguardou-se o tempo 

de 24 horas em incubadora. D)  Ao fim de cada tratamento determinado, foi realizada a 
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remoção das células utilizando tripsina EDTA. E) As células junto com o sobrenadante 

foram dispostas em criotubos devidamente identificados e centrifugados para remoção da 

tripsina e lavadas com PBS 2X. F) Após a centrifugação foi feito o descarte do 

sobrenadante e as células expostas aos marcadores Anexina V (5 µL) e PI (10 µL) por 5 

minutos a temperatura ambiente. G) As células foram levadas ao Citômetro de Fluxo e 

analisadas quanto à exposição da proteína fosfatidilserina referente ao sinal de apoptose 

pelo marcador Anexina V (488 nm) e perda da integridade da membrana celular referente 

ao sinal de necrose pelo marcador PI (570 nm). H) Os resultados obtidos foram tratados 

utilizando FlouJO e GraphPrisms7.  

 

 

Figura 21: Avaliação da via de morte pelo método Anexina V e PI após 24 horas dos tratamentos: 1) 

células sem tratamento; 2) Com mitoxantrona (exposição a 1,5 µM por 30 minutos); 3) Diferentes 

protocolos de TFD-NE-AlFtCl nas concentrações de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4 nM (CC90) – CC50 

referentes ao T15, por 15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células foram expostas ao 

LED 660 nm nas fluências de 25 J/cm² ou 67 J/cm²; 4) células congeladas e descongeladas 3 vezes (C/D). 

 

3.2.9 Teste para detecção do estresse oxidativo celular após à TFD-NE-AlFtCl por 

Microscopia de Fluorescência  
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A detecção do estresse oxidativo por microscopia de fluorescência nas células 

4T1 submetidas à TFD-NE-AlFtCl (0,5 µM) foi feita utilizando-se o KIT CellROX® 

Oxidative Stress Reagents (Life Technologies). A realização deste teste foi de acordo com 

as etapas representadas pelas letras na Figura 22, sendo: A) Plaqueamento das células 

4T1 em microplaca de 12 poços contendo uma lamínula 0,22 mm em cada poço como 

descrito na seção 3.2.1.1.  B) Após 24 horas, as células 4T1 foram expostas à NE-AlFtCl 

por 15 minutos e consequentemente lavadas com PBS (2x). C) Em seguida, o reagente 

CellROX® foi adicionado na concentração de 5 µM e deixado incubado por 30 minutos a 

37 °C. Findo do tempo de incubação com reagente, as células foram novamente lavadas 

com PBS (2x). D) Marcação do núcleo utilizando o marcador DAPI (5 minutos) e lavadas 

com PBS (2X); E) As lamínulas contendo as células foram montadas em uma lâmina. F) 

Em seguida, a lâmina foi analisada utilizando um microscopio de fluorescência. Para que 

fosse possível identificar a fluorescência referente ao estresse oxidativo, as imagens 

foram obtidas basicamente ao mesmo tempo em que foram irradiadas com LED 660 nm. 

 

Figura 22: Identificação do estresse oxidativo utilizando o reagente CellROX® ocasionado pela exposição 

das células 4T1 a TFD-NE-AlFtCl.  
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3.2.10 Detecção e quantificação de DAMPs após a TFD-NE-AlFtCl 

 

3.2.10.1 Detecção da exposição de Calreticulina, HSP70 e HSP90 após 1 hora da 

aplicação da TFD-NE-AlFtCl 

 

A detecção da exposição dos DAMPs calreticulina (CTR), HSP70 e HSP90 

foram feitas através da técnica de imuno-histoquímica utilizando um microscópio de 

fluorescência EVOS. A realização destes testes foi de acordo com as etapas representadas 

pelas letras na Figura 23, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 12 

poços contendo uma lamínula de 0,22 mm por poço como descrito na seção 3.2.1.1.  B) 

Após 24 horas de crescimento das células em incubadora foi descartado e as células 4T1 

foram expostas aos tratamentos 1, 2, 3 e 4 descritos na seção 3.2.8. Foram utilizadas 

também células permeabilizadas com TritonX100 0,1% por 15 minutos, a fim de avaliar 

a marcação interna da Calreticulina, HSP70 e HSP90. C) Após o fim de cada tratamento, 

as células foram lavadas com PBS (2X) e adicionou-se meio fresco. Aguardou-se o tempo 

de 1 (uma) hora, com as células mantidas em incubadora. D) Findo o tempo de incubação, 

as células foram fixadas com Álcool 70% gelado por 20 minutos – 4 °C. E) Findo o tempo 

de fixação as células foram, expostas aos anticorpos primários para anti-CRT/ anti-HSP70 

ou anti-HSP90 por 1 hora em estufa com temperatura regulada a 37 °C (testes 

independentes) seguida da lavagem com PBS gelado (2X). F) Após a exposição aos 

respectivos anticorpos primários, adicionou-se o anticorpo secundário anti-IgG 488 por 

30 minutos em temperatura ambiente. Toda essa etapa foi realizada ao abrigo da luz e, ao 

fim do tempo proposto, foi realizada a lavagem com PBS (2X); G) As células foram 

analisadas por microscopia de fluorescência utilizando o Microscópio de Fluorescência 

EVOS. O núcleo das células também foi marcado utilizando o marcador DAPI - não 

representado na figura, como descrito na seção 3.2.5. H)  As imagens obtidas foram 

tratadas utilizando os programas PhotoShop CC2015, ImageJ e a concentração do FS 

AlFtCl presente em cada subunidade celular tratado pelo GraphPrisms7. 
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Figura 23: Teste para detecção dos padrões moleculares associados a danos (DAMP): Calreticulina, HSP70 

ou HSP90 por imuno-histoquímica 1 hora após as células serem submetidas aos tratamentos: 1) células sem 

tratamento; 2) Com mitoxantrona (exposição a 1,5 µM por 30 minutos); 3) Diferentes protocolos de TFD-

NE-AlFtCl nas concentrações de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4 nM (CC90) – CC50 referentes ao T15, por 

15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células foram expostas ao LED 660 nm nas 

fluências de 25 J/cm² ou 67 J/cm²; 4) células congeladas e descongeladas 3 vezes (C/D). 

 

3.2.10.2 Interleucina 1 beta (IL-1β) e Hight mobility molecule box-1 (HMGB1) 

 

A detecção da exposição dos DAMPs IL-1β e HMGB1 foi feita através da 

técnica de ELISA de acordo com a descrição dos fabricantes. A realização destes testes 

foi de acordo com as etapas representadas pelas letras na Figura 24, sendo: A) 

Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 12 poços como descrito na seção 3.2.1.1.  

B) Após 24 horas de crescimento das células em incubadora, foi descartado e as células 

4T1 foram expostas aos tratamentos 1, 2, 3 e 4 descritos na seção 3.2.8. C) Após o fim 

de cada tratamento, as células foram lavadas com PBS (2X) e adicionou-se meio fresco. 

Aguardou-se o tempo de 24 horas e 48 horas para detecção de IL-1β e HMGB1, sendo as 

células mantidas em incubadora. D) Foi coletado o sobrenadante e posto em criotubos 

devidamente, identificados. E) Os critotubos contendo o sobrenadante de cada tratamento 
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foi centrifugados por 5 minutos com 1000 RPM e temperatura de 25 °C. F) A detecção 

da emissão dos DAMPs IL-1β e HMGB1 foram feitas pela técnica de ELISA descrita 

pelos fabricantes. G) A absorbância foi obtida por espectrofotometria em 450 nm, para 

ambas análises. H) Os dados obtidos foram tratados utilizando Excel e GraphPrims7.  

 

Figura 24: Teste para detecção e quantificação no sobrenadante de células 4T1 para IL-1β e HMGB1 após 

24 e 48 horas de serem submetidos a diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl, respectivamente. Os 

tratamentos aplicados: 1) células sem tratamento; 2) com mitoxantrona (exposição a 1,5 µM por 30 

minutos); 3) Diferentes protocolos de TFD-NE-AlFtCl nas concentrações de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4 

nM (CC90) – CC50 referentes ao T15, por 15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células 

foram expostas ao LED 660 nm nas fluências de 25 J/cm² ou 67 J/cm²; 4) células congeladas e 

descongeladas 3 vezes (C/D). 

 

3.3 Testes in vivo 

 

Os experimentos in vivo foram realizados em camundongos fêmeas da 

espécie Balb-C. Todos os testes realizados neste estudo com animais foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade de Brasília (CEUA), com 

número de protocolo: UnBDoc 5529/2015 (Anexo VI). Para tanto, todos os testes 

realizados estão representados no Fluxograma 3.  
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Fluoxograma 3: Etapas de desenvolvimento do estudo in vivo utilizando camundongos fêmeas da espécies 

Balb-C. Os testes foram divididos em duas estapas, sendo a primeira etapa o enxerto de células 4T1 viáveis 

e tratamento com TFD-NE-AlFtCl após o surgimento do tumor. Segunda etapa, independente da primeira, 

os animais foram vacinados com células 4T1 pré-tratadas com diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl e 

depois realizado o teste de imunização com o enxerto de células 4T1 viávies.  

 

3.3.1 Ensaio de TFD-NE-AlFtCl em camundongos fêmeas (Balb-C) com tumor 4T1 

 

Para a realização deste estudo foram utilizados camundongos fêmeas da 

linhagem Balb-C. A realização deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas 

letras na Figura 25, sendo: A) As células utilizadas no inóculo foram da linhagem 4T1, 

preparadas como descrito na seção 3.2.1.1. B) Os animais recebem no flanco esquerdo o 

enxerto de células 4T1 na concentração de 2x104 células/animal. A partir do dia da 

inóculo os animais foram monitorados diariamente. No 14° dia após o enxerto, observou-

se um volume tumoral em todos os animais de cada grupo de aproximadamente 1 mm³. 

C) Após o surgimento de uma massa tumoral palpável, os tratamentos foram realizados, 

sendo: grupo 1 animais que receberam 0,2 mL de PBS no tumor (in situ); grupo 2 e 3 

animais que receberam 0,2 mL de NE-AlFtCl (5 µM) no tumor (in situ), porém os animais 

do grupo 3 após 30 minutos de exposição à NE-AlFtCl foram expostos por 20 minutos a 

irradiação utilizando um LED de 660 nm chegando a uma fluência de 52,12 J/cm². D) 

Após a realização dos tratamentos, os animais foram monitorados quanto ao volume 
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tumoral e microtomografados para verificação de metástases no pulmão. Nos 

procedimentos realizados nas etapas B e C, os animais foram anestesiados utilizando uma 

solução de Cetamina (80 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg).  

As avaliações utilizando o microtomografia foram obtidas utilizando um 

microtomógrafo Skyscan 1076 MicroCT (Skyscan, Kontich, Bélgica). Para as análises de 

digitalização dos animais, o equipamento foi ajustado para 50 kV, 100 mA e 35 - p pixel 

tamanho com um filtro Al de 0,5 mm, um passo de rotação de 0,7 e uma média de frame 

de 4. A reconstrução foi realizada utilizando o software NRecon (Skyscan, Kontich, 

Bélgica) para reconstrução e CTAn software (Skyscan, Kontich, Bélgica) para análise de 

imagens. As fatias foram analisadas com o software Dataviewer (Skyscan,Kontich,  

Bélgica). 

 

 

Figura 25: Aplicação da TFD-NE-AlFtCl em animais como tumor de mama enxertado no flanco esquerdo 

de animais da linhagem Balb-C.  
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3.3.2 Ensaio de vacinação em camundongos fêmeas (Balb-C) utilizando células 4T1 

submetidas a diferentes protocolos de TFD-NE-AlFtCl  

 

Para realização deste estudo foram utilizados camundongos fêmeas da 

linhagem Balb-C. A realização deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas 

letras na Figura 26, sendo: A) As células da linhagem 4T1 foram dispostas em placas de 

12 poços como descrito na seção 3.2.1.1 e em seguida foram submetidas aos diferentes 

tratamentos e enxertadas nos animais divididos em sete grupos, sendo: 1) PBS sem células 

– grupo 1; 2)  células submetidas ao congelamento e descongelamento (3 X) – grupo 2; 

3) células tratadas como MTX - grupo 3; 4) células tratadas como TFD-NE-AlFtCl (CC50 

9,01 nM – 25 J/cm²) - grupo 4; 5)  células tratadas como TFD-NE-AlFtCl (CC90 19,46 

nM – 25 J/cm²) - grupo 5; 6) células tratadas como TFD-NE-AlFtCl (CC50 9,01 nM – 

67 J/cm²) - grupo 6; 7) células tratadas como TFD-NE-AlFtCl (CC90 19,46 nM – 67 

J/cm²) - grupo 7; B)  Após as células serem submetidas aos diferentes tratamentos e 

protocolos de TFD aguardou-se o tempo de 4 horas, findo o tempo as células foram 

removidas da microplaca utilizando um Screper contadas como descrito na seção 3.2.1.1 

e vacinadadas no flanco direito dos animais referentes a cada grupo; C)Após 10 dias da 

primeira vacina repetiu-se os tratamentos e os animais foram novamente submetidos a 

vacinação das células pré-tratadas; D) Após a seguda vacina, aguardou-se o período de 

sete dias e então os animais de todos os grupos receberão o inóculono flanco esquerdo de 

células 4T1 viáveis, a fim de testar se os protocolos de TFD foram capases de ativar uma 

resposta imnutitária nos animais; E) Após a realização das vacinas e do teste os animais 

foram monitorados quanto o volume tumoral utilizando um paquímetro digital. Nos 

procedimentos realizados nas etapas B, C e D os animais foram anestesiados utilizando 

um solução de Cetamina (80 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg).  
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Figura 26: Vacinação dos animais Balb-C com células 4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-

NE-AlFtCl.  

 

3.4 Testes estatísticos  

 

Os dados foram avaliados por meio de estatística paramétrica ou não 

paramétrica de acordo com a distribuição da normalidade. Para os dados paramétricos foi 

realizada ANOVA (análise de Variância) seguido do teste Tukey-Kramer e os nãos 

paramétricos foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis, seguindo do teste de Dunn. 

O programa estatístico utilizado foi GraphPad Prims 7 (GraphPad software, EUA). 

Valores outlier, ou seja, isolados, foram descartados pelo program Grubbs. 
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4 Resultados e Discussão   

 

A formulação de nanoemulsão contendo cloreto de alumínio-ftalocianina 

(NE-AlFtCl) utilizada neste estudo foi produzida por meio da técnica de 

nanoemulsificação espontânea, descrita por Muehlmann et al. (2015)16. Após o preparo 

da nanoformulação, foram verificadas as características coloidais, especificamente 

diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão (PDI) e potencial zeta (Zp) 

(Figura 27). 

 

 

Figura 27: Desenho representativo da NE-AlFtCl e suas propriedades coloidais. Imagem obtida de 

Rodrigues 2014.  

 

A caracterização das propriedades coloidais de nanopartículas é um 

parâmetro indispensável quando se trata da utilização desses nanomaterias como 

carreadores de fármacos para uso terapêutico66. Para tanto, os resultados aqui encontrados 

(Figura 27) demonstraram que as NE-AlFtCl apresentaram características coloidais 

favoráveis como DH, PDI e Zp condizentes com o descrito na literatura, o que as 

referenciam como nanomulsões10,13, 16 e 66. Vale ressaltar ainda que essas variáveis físicas 

se mantiveram estáveis por um período de quatro anos após o preparo da nanoformulação, 

como representado na Figura 28. Foi igualmente verificada a manutenção do DH abaixo 

de 30 nm, não sendo observada variação significativa entre os tempos analisados (Figura 

28A). Observou-se também que há uma monodispersividade da nanoformulção com PDI 

abaixo de 0,12, para estes resultados; não foram verificadas diferenças significativas após 

os diferentes tempos de avaliação. Para os resultados referentes ao potencial zeta (Zp), 

não foram observadas diferenças entre os tempos avaliados, mantendo assim uma carga 

negativa durante todo o período de avaliação (Figura 28B). Desta forma, esses resultados 
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da estabilidade corroboram o demonstrado por Muehlmann et al. (2015)16, que 

registraram uma estabilidade por 365 dias da mesma nanoformulação em diferentes 

condições de armazenamento: 4 °C, temperatura ambiente e em 37 °C. Rodrigues et al. 

(2015)13 demonstraram resultados similares utilizando uma NE contendo extrato de 

crajiru, porém neste estudo a NE não se apresentou estável quando armazenada nas 

condições de 37 °C. As NE-AlFtCl utilizadas neste estudo foram armazenadas a 

temperatura ambiente.  

 

 

Figura 28: Estabilidade coloidal da NE-AlFtCl no período de quatro anos. A) diâmetro hidrodinâmico – 

DH e índice de polidispersividade – PDI. B) potencial zeta – Zp. mV – mili volts. 
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Muito além das propriedades coloidais, as nanopartículas precisam apresentar 

outras características favoráveis para seu uso em terapias, como: 1) estabilidade em meios 

biológicos; 2) não toxicidade – isso dependerá do porque utilizar nanopartículas; 3) 

manutenção das propriedades do fármaco carreado; 4) fácil manuseio; 5) estabilidade sob 

diferentes condições de tempo e temperatura; 6) de fácil obtenção; e 7) acessibilidade e 

baixo custo10, 13, 15 e 66. Diante disso, o próximo passo foi verificar se as propriedades 

físico-químicas do FS AlFtCl foram alteradas com sua associação à NE. 

Os resultados referentes às propriedades fotofísicas do FS AlFtCl associado 

à nanoemulsão apresentaram picos de absorção e emissão de fluorescência de 676 e 680 

nm, respectivamente. Após essa constatação, o mesmo lote de NE-AlFtCl caracterizado 

teve esses parâmetros analisadas anualmente. Os resultados representados na Figura 29 

demonstram que, quando avaliado pelo maior pico de absorção ou emissão de 

fluorescência do FS AlFtCl associado à nanoemulsão, não foram observadas diferenças 

significativas para o período de tempo analisado. Esses resultados demonstram a 

eficiência da NE na proteção das propriedades fotofísicas do FS AlFtCl. 

 

Figura 29: Estabilidade fotofísica do AlFtCl associado à nanoemulsão (NE-AlFtCl). Cor azul claro refere 

aos resultados de absorção (676 nm) e a cor vermelha é referente aos picos de emissão de fluorescência 

(680 nm).  

 

A maioria dos FS, como por exemplo as ftalocianinas, é de natureza 

quimicamente hidrofóbica, o que dificulta sua disposição em meios biológicos16,22 e 67. 

Sendo assim, a disposição destes em meios aquosos pode levar à agregação e 

consequentemente acarretar na perda das suas propriedades fotofísicas, bem como suas 

__*__ 
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propriedades fotoquímicas 13, 16, 23 e 68. Sendo assim, também foi verificado se ocorreu a 

estabilização das propriedades fotofísicas e físico-químicas do FS AlFtCl associado à NE. 

Desta forma, observou-se que a formulação NE-AlFtCl apresentou picos de 676 e 680 

nm referentes à absorção e emissão de fluorescência (excitação em 350 nm), 

respectivamente, propriedades que são atribuídas ao FS AlFtCl16. Além disso, quando 

avaliada a estabilidade desses valores de absorção (676 nm) e de emissão de fluorescência 

(680 nm) por um período de quatro anos, verificou-se a manutenção dessas propriedades 

fotofísicas, não sendo observadas diferenças significativas durante todo o período de teste 

para valores de absorção e apenas no último ano houve diferença de valores para 

avaliação da fluorescência (Figura 29). Um outro fator chave para manutenção das 

propriedades fotofísicas dos FS está diretamente atribuído à forma de armazenamento, 

uma vez que sua exposição à luz irá acarretar na degradação13, 16 e 22.  

Também foi verificado o perfil de absorção sobre a emissão de fluorescência. 

Os resultados obtidos dessa avaliação estão representados na Figura 30. Nesse sentido, 

observou-se que, quando a NE-AlFtCl é excitada com um comprimento de onda de 660 

nm, há pico de emissão em 680 nm (representado pela seta de cor branca). Demostrando, 

assim, um maior pico na região do vermelho.  

 

 

Figura 30: Fluorescência da NE-AlFtCl. Os quadros de cor branca referem-se ao maior pico de emissão 

de fluorescência na região do vermelho em 680 nm quando excitado em aproximadamente 350 nm e 630 

nm.  
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Dos muitos FS utilizados hoje como agentes terapêuticos, os que absorvem 

luz na região do vermelho ganham destaque16. Isso se deve ao fato de a luz no 

comprimento de onda na região do vermelho possuir grande capacidade de permear 

estruturas biológicas13, 16 e 22.  Como já esperado e demonstrado nesse estudo (Figura 30), 

o FS AlFtCl apresenta essa propriedade16 e 22. Sendo assim, esse perfil de absorção e 

emissão de fluorescência de FS permite otimizar o uso desses fototerápicos como 

mediadores terapêuticos13 e 16. 

Para tanto, o próximo passo foi avaliar o perfil de produção de ERO pela NE-

AlFtCl após ser irradiada com LED com λ 660 nm. Os resultados estão representados na 

Figura 31. A NE-AlFtCl foi analisada uma vez a cada ano e verificou-se que a eficiência 

fotoquímica do FS na produção de ERO foi mantida, não sendo demonstradas diferenças 

significativas entre os períodos avaliados. Já quando comparado com o controle de NE-

AlFtCl não exposto ao benzofurano (cor azul), como esperado, foram detectadas 

diferenças significativas a partir do tempo de 10 segundos após irradiação, já que a NE-

AlFtCl é inativa na ausência de luz.  

 

 

Figura 31: Produção de espécies reativas de oxigênio pelo método benzofurano para o FS AlFtCl associado 

à nanoemulsão (NE-AlFtCl). A cor azul refere-se à NE-AlFTCl analisado sem a exposição ao benzofurao. 

A NE-AlFtCl foi posta junto ao reagente benzofurano e irradiada por diferentes tempos com LED 660 nm 

e verificada a absorbância em 411 nm, cor vermelha, laranja, verde e roxa referem-se às análises feitas após 

o período de 1, 2, 3 e 4 anos, respectivamente.  

 

A eficiência da TFD está intimamente ligada às propriedades físico-químicas 

dos FS16. Os FS apresentam a capacidade de absorver luz (comprimento de onda 
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específico - nm) e transmitir a energia luminosa absorvida para o oxigênio molecular 

contido em tecidos-alvo (ex. tecido canceroso), alterando o estado energético da molécula 

de oxigênio — que, antes em um estado fundamental, passará para um estado excitado, o 

que o torna mais reativo, formando assim as ERO.16, 19, 26,69-73. As ERO são os fatores-

chave para a eficiência terapêutica dos FS quando utilizado como mediadores da TFD em 

células tumorais16 e 20. De acordo com Muehlmann et al. (2015)16, o FS AlFtCl apresenta 

elevado rendimento quântico para a produção de ERO quando associado a 

nanomemulsões. Neste presente estudo, foi verificada a eficiência da produção de ERO 

pelo FS AlFtCl associado à nanoemulsão em meio aquoso pelo método descrito por 

Spiller et al. (1998), utilizando o reagente 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF). O DBF é 

um reagente degradado pelo oxigênio singlete e outras ERO, o que pode ser mensurado 

pela queda na intensidade de seu pico de absorbância em comprimento de onda de 411 

nm13, 16 e 60. Conforme observado, a capacidade de produção de ERO por NE-AlFtCl 

permaneceu estável durante o período de 48 meses (Figura 31), indicando que esta 

formulação deve manter sua eficácia na TFD durante este período sob as condições de 

armazenamento descritas nos métodos.  

Os resultados supracitados reforçam a ideia de que a associação de FS 

hidrofóbicos, como FS AlFtCl, a nanoestruturas dispersíveis aperfeiçoa a sua atividade 

por manter suas propriedades fotofísicas e fisico-químicas em meios aquosos 10, 13, 16 e 22. 

Além disso, idealmente, a nanoestrutura deve aumentar o acúmulo do FS em tecidos ou 

células-alvo10,23 e 29, e levar a uma distribuição intracelular do FS que melhore o seu 

desempenho terapêutico 19,26, 29, 40, 44, 73-75. Weijer et al. (2015)29 ressaltam que a 

internalização de FS livres por meio de difusão livre ou de vias endocíticas de células 

eucarióticas, seguida de sua distribuição pelas estruturas subcelulares, é afetada pelas 

propriedades fisico-químicas destas moléculas29. Ainda, caso o FS seja veiculado por 

alguma nanoestrutura, seu destino intracelular pode ser alterado em relação ao da mesma 

molécula livre10. O FS AlFtCl é hidrofóbico e se agrega em meios aquosos, o que dificulta 

a sua internalização por células16 e 17. Além disso, o destino intracelular do FS afeta 

sobremaneira sua eficácia e mesmo a ativação do sistema imunitário contra antígenos 

tumorais após a aplicação da TFD. Neste contexto, a nanotecnologia tem sido uma 

ferramenta útil para melhorar as diferentes características de fármacos anticâncer, não 

somente para atingir a massa tumoral, mas também para alcançar determinados 

compartimentos subcelulares, ou seja, organelas específicas de células cancerosas, 

conforme descrito em uma revisão produzida por nosso grupo de pesquisa10. 
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Para tanto, o objetivo principal deste estudo foi aprofundar o conhecimento 

sobre os mecanismos de ação da TFD-NE-AlFtCl, mais especificamente aqueles ligados 

às vias de morte celular e de ativação do sistema imunitário tanto in vitro quanto in vivo. 

Para tanto, o primeiro passo foi verificar o perfil de internalização do NE-AlFtCl pelas 

céluals 4T1. Desta forma, foi padronizado o tempo de 15 minutos de exposição à 

formulação e feita análise de colocalização do AlFtCl com as principais organelas 

celulares em diferentes tempos pós-exposição. Assim, foi observada uma rápida 

internalização do FS AlFtCl pelas células 4T1 após os 15 minutos de exposição à NE-

AlFtCl (1 µM), analisados nos tempos 0, 15, 30, 45, 105 e 225 minutos (T0, T15, T30, 

T45, T105 e T225, respectivamente) (Figura 32). Células não expostas à NE-AlFtCl 

foram utilizadas como controle (barra de cor preta – Ø). Para todos os tempos analisados, 

foi observada uma internalização significativa (p < 0,01) do FS AlFtCl pelas células 4T1 

em comparação com o controle. Porém, nos menores tempos, T0 e T15, foi observada 

maior intensidade de fluorescência, não sendo observada diferença significativa entre 

esses dois tempos (Figura 32). Já na análise de comparação de T0 com T30, T45, T105 

e T225, foi observada uma internalização significativamente maior (p < 0,05) do FS 

AlFtCl pelas células 4T1.  

 

Figura 32: Intensidade de fluorescência de AlFtCl em células 4T1 expostas à NE-AlFtCl. A intensidade 

de fluorescência foi acessada utilizando laser de 633 nm e a detecção foi realizada entre 650 e 700 nm. 

Letras iguais correspondem grupos sem diferença estatística. Dados plotados como ± Erro Padrão da Média 

(EPM) para triplicatas. 
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Após a verificação da internalização do FS AlFtCl, o passo seguinte foi a 

avaliação das vias endocíticas envolvidas na internalização da NE-AlFtCl pelas células 

4T1. Desta forma, os resultados obtidos por meio de citometria de fluxo (excitação em 

633 nm e emissão em 680 nm) com a exposição das células 4T1 aos inibidores de 

endocitose, a 4 °C por 30 minutos antes da exposição à NE-AlFtCl, estão representados 

na Figura 33. Como controle positivo foram utilizadas células expostas à NE-AlFtCl sem 

inibidores e como controle negativo células que não foram expostas à NE-AlFtCl nem 

aos inibidores de endocitose (Ø). Somente foi observada diferença significativa da 

quantidade de FS AlFtCl interiorizada quando as células foram expostas ao inibidor 

nistatina (p < 0,01). 

 

Figura 33: Internalização do AlFtCl (NE-AlFtCl) por células 4T1 expostas a diferentes inibidores de 

endocitose. Células 4T1 sem exposição à NE-AlFtCl e inibidores de endocitose foram utilizadas como 

controle negativo (Ø); células 4T1 expostas à NE-AlFtCl por 15 minutos sem inibidores de endocitose 

foram utilizadas como controle positivo (NE-AlFtCl); os inibidores utilizados foram: 4 °C; Amilorida; 

Azida Códica; Citocalasina D; Fenilarsina; Filipina e Nistatina. Sobrescrito (*) significa diferença 

significativa p < 0,01. Dados plotados como ± EPM para triplicatas. 

  

A avaliação da endocitose de FS associados à NP têm ganhado destaque em 

pesquisas relacionadas ao câncer, pois a via endocítica é uma variável importante no 

mecanismo de ação do fármaco10 e 29. Células tratadas com inibidores de diferentes vias 

endocíticas e expostas à NE-AlFtCl foram usadas para este estudo. A azida sódica inibe 
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a endocitose por vias dependentes de ATP76; a filipina e a nistatina são inibidores da via 

por caveolina; o óxido de fenilarsina inibe vias mediadas por clatrina; e a citocalasina D 

e a amilorida são inibidores de pinocitose.77 O uso dos inibidores supracitados para 

bloquear vias de endocitose é amplamente mencionado na literatura77-82. No entanto, a 

toxicidade destes inibidores contra células 4T1 não é descrita. Diante disso, a exposição 

das células 4T1 a diferentes concentrações de inibidores por 30 minutos, tempo descrito 

como suficiente para inibição das vias endocíticas desempenhada por cada inibidor77 e 78. 

Os inibidores azida sódica e filipina demonstraram perfil citotóxico em todas as 

concentrações testadas, apresentando diferenças significativas quando compradas ao 

controle de células não expostas aos inibidores. Já os inibidores nistatina (40 e 80 µg/mL) 

e amilorida (0,2 e 0,4 mM), foram significativamente citotóxicos apenas nas 

concentrações mais altas. Os outros dois inibidores utilizados, óxido de fenilarsina e 

citocalasina D, não apresentaram citotoxicidade significativa para todas as concentrações 

utilizadas (conferir em Anexo I). Diante desses resultados, foram escolhidas as 

concentrações de cada inibidor que ocasionou menor efeito citotóxico nas células, 

levando também em consideração concentrações que executam o efeito77 e 78. No entanto, 

o inibidor nistatina foi o único que reduziu a internalização do FS AlFtCl quando 

identificado por citometria de fluxo (laser - 633 nm). Esse inibidor age por meio da 

depleção do colesterol existente na membrana da célula e que é fundamental para a 

formação das cavéolas79. Lajoie e Nabi (2007)80 ressaltam que a endocitose mediada por 

cavéola é feita pela invaginação na membrana plasmática em forma de balão com 

diâmetro entre 50-100 nm. Santos et al. (2011)81, destacam ainda que o inibidor nistatina 

age por meio da depleção do colesterol existente na membrana da célula e que é 

fundamental para a formação das cavéolas79 e 81. Quando utilizado o inibidor nistatina, foi 

observada uma redução de 40,95±11,06% na internalização celular do FS AlFtCl se 

comparado ao controle positivo (células expostas à NE-AlFtCl sem inibidores). Esses 

resultados sugerem que a internalização utilizada pelas células 4T1 pode envolver, em 

certa extensão, a via das caveolinas. No entanto, este resultado não é corroborado pelo 

efeito observado com o uso da nistatina, a qual também inibe a via das caveolinas, mas 

por meio do bloqueio das quinases envolvidas nesta via79 e 81. Alguns autores sugerem 

que encoditose por caveolinas é uma via de escape à degradação lisossomal79, o que 

poderia reduzir a degradação dos componentes da NE-AlFtCl internalizada82 e 87.  Porém, 

o provável mecanismo de internalização da NE-AlFtCl deve ser permeação através da 

membrana, de maneira independente, de vias de endocitose, já que a sua permeação foi 
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mantida mesmo quando as células foram expostas à azida ou à temperatura de 4 ºC. Essa 

fácil permeção pode ser relacionada a um efeito porador da membrna exercido pela 

nanoemulsão88-90.  

O passo seguinte neste trabalho foi avaliar a localização subcelular do AlFtCl 

nas células 4T1 expostas à NE-AlFtCl como descrito nos métodos utilizando o programa 

ImageJ 63, 87 e 91. Para tanto, o perfil de colocalização subcelular obtida do FS AlFtCl nas 

organelas das células 4T1: lisossomos, retículo endoplasmático, mitocôndria e núcleo 

estão representadas na Figura 34 e as imagens obtidas com microscópio confocal, 

utilizadas para quantificar o perfil de colocalização subcelular podem ser conferidas em 

Anexo II. Desta forma, os tempos de T0 e T15 demonstraram as maiores porcentagens 

de retenção do FS AlFtCl nas subunidades das células 4T1, sendo verificados valores de 

86,93 e 84,93%, respectivamente.  No T0, foi observado que o AlFtCl ficou retido em 

maior concentração na mitocôndria (33,03±10,21%), seguido dos lisossomos 

(30,24±2,99%), RE (18,59±1,02%) e núcleo (5,07±2,34%) (Figura 34, 1a coluna: 0 

minuto). No tempo de T15, o maior percentual de retenção manteve-se na mitocôndria 

(36,79±7,56%), seguido do RE (25,66±5,28%), lisossomos (17,87±3,09%) e núcleo 

(4,22±2,68%) (Figura 34, 2a coluna: 15 minutos). No núcleo, foi observada uma menor 

retenção significativa (p<0,05) comparada com as outras organelas nos dois tempos 

supracitados. Verificou-se também que no tempo de 0 minuto pós-exposição nos 

lisossomos e no retículo endoplasmático, foi observada uma diferença significativa 

(p<0,05) da retenção do AlFtCl entre as organelas. Essa mesma diferença foi observada 

entre lisossomos e mitocôndria no tempo de 15 minutos pós-exposição.  

A 3a coluna da Figura 34 é referente ao tempo de T30 pós-exposição das 

células 4T1 à NE-AlFtCl. Para esse tempo foi observada uma diminuição da retenção do 

FS AlFtCl nas organelas analisadas, apresentando um perfil de internalização do AlFtCl 

de 74,04%. Em relação às duas primeiras colunas, essa diminuição foi de 12,89 e 10,91% 

em relação aos tempos de T0 e T15, respectivamente. O perfil de retenção se manteve nas 

mitocôndrias (22,15±3,27%), seguido dos lisossomos (21,15±6,21%), RE (19,28±9,30%) 

e núcleo (11,47±2,56%). No tempo de T15, somente entre a mitocôndria e o núcleo foi 

observada diferença significativa da colocalização do AlFtCl (p<0,05).  

Em T45, T105 e T225, houve diminuição da intensidade de fluorescência do 

AlFtCl nas células 4T1, de 46,66; 35,47 e 45,65%, resepectivamente, em relação ao tempo 

de 0 minuto (1a coluna). Nos tempos de 45 e 105 minutos, houve maior retenção do 
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AlFtCl nos lisossomos (17,02±6,21% e 19,23±10,21%), seguido da mitocôndria 

(9,71±7,36% e 13,28±3,54%), RE (10,79±5,47% e 10,19±3,33%) e núcleo (2,73±2,46% 

e 8,71±2,01%), respectivamente. Sendo que, no tempo de 45 minutos pós-exposição, 

foram verificadas diferenças significativas (p<0,05) nos lisossomos, em comparação com 

a mitocôndria e o núcleo (Figura 34, 4a coluna). No tempo de 105 minutos pós-exposição, 

foram observadas diferenças significativas (p<0,05) nos lisossomos em comparação com 

o RE e núcleo (Figura 34, 5a coluna). Já o tempo de 225 minutos pós-exposição 

apresentou maior retenção do AlFtCl no RE (13,79±3,54%), seguido dos lisossomos 

(11,91±3,81%), mitocôndria (9,37±4,48%) e núcleo (6,27±3,08%). Comparando a 

colocalização do AlFtCl entre as diferentes organelas no tempo de 225 minutos, foi 

observada diferença significativa (p<0,05) somente para RE e núcleo (Figura 34, 6a 

coluna). 

 

Figura 34: Perfil de internalização e colocalização da NE-AlFtCl nas células 4T1 marcadas para 

lisossomos, retículo endoplasmático, mitocôndria e núcleo. A - barras na cor azul claro representam a 

colocalização nos lisossomos; azul escuro, no retículo endoplasmático; verde, na mitocôndria; e em roxo, 

no núcleo. O eixo x refere-se ao tempo de análise após as células serem expostas à NE-AlFtCl por 15 

minutos. Sobrescrito (*) indica correlação estatisticamente significativa, p<0,05. Dados plotados como ± 

EPM para quintuplicatas.  

 

Considerando-se que ainda não há na literatura uma descrição detalhada do 

perfil de internalização, retenção e localização do FS AlFtCl nanoestruturado (NE-

AlFtCl) em organelas de células cancerosas, o presente trabalho torna-se uma referência 

importante na área de TFD. De fato, conforme descrito nos resultados, o perfil de retenção 

do FS AlFtCl em lisossomos, retículo endoplasmático, mitocôndria e núcleo foi afetado 

pelo tempo após a exposição à formulação, mostrando que há uma dinâmica de 
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distribuição intracelular do FS internalizado (conferir em Anexo II). Quando avaliamos 

tempo T0, a retenção do FS AlFtCl foi maior na mitocôndria, seguida por lisossomos, RE 

e no núcleo (Figura 34). Para os tempos T15 e T30, a maior retenção do FE AlFtCl se 

manteve nas mitocôndrias, enquanto caiu nos lisossomos e aumentou no RE. No núcleo 

foi observada a menor retenção em todos os tempos avaliados, conforme resultados 

previamente publicados na literatura.16 e 23 A maior retenção observada nas mitocôndrias 

das células 4T1 também foi observada no estudo feito por Weijer et al. (2015)29, no qual 

foi demonstrado que a exposição de células A431 por 10 minutos à zinco-ftalocianina 

(ZnFt) incorporada a lipossomos catiônicos levou a uma intensa colocalização com 

mitocôndrias após 30 minutos do tempo de exposição29. Neste mesmo estudo, observaram 

também que, após exposição por 4 horas ou 24 horas, o FS apresentou-se difusamente 

distribuído pelo citoplasma das células. Lan et al. (2016)73 também demonstraram que 

células HepG2 expostas por 2 horas ao ZnFt (8 µM) estabilizado com Cremophor® 

apresentaram-se colocalizada tanto com mitocôndrias quanto com lisossomos73 e 86. 

Mroze et al. (2011)92 ressaltam ainda que derivados de ftalocianina, quando 

internalizados por células eucarióticas, são preferencialmente retidos na mitocôndria e/ou 

nos lisossomos. Outros estudos também demonstraram que FS em sua forma livre ou 

associados NPs são preferencialmente retidos nas mitocôndria e lisossomos, 

corroborando os achados desse presente estudo29, 44, 73-75. Allen e et al. (1991)93 reforçam 

ainda que os fatores que influenciam a localização subcelular, principalmente na 

mitocôndria ou nos lisossomos, estão relacionados à carga positiva líquida e às 

características anfifílicas de certos FS. O estudo relata ainda que os FS aniônicos são 

preferencialmente retidos nos lisossomos, enquanto os FS catiônicos são dirigidos por 

eletroforese para a mitocôndria, já que as mitocôndrias possuem um espaço interno muito 

mais negativamente carregado que o de outras organelas29, 94 e 95. 

A diminuição significativa na retenção do FS AlFtCl pelos lisossomos pode 

estar relacionada a dois fatores: 1) dependendo da via de endocitose, pode ocorrer a 

degradação do NE-AlFtCl pelas enzimas lisossomais; 2) pode ter ocorrido a liberação do 

NE-AlFtCl contido nos lisossomos para o citosol. Vale ressaltar ainda que a via de 

endocitose identificada relatada neste estudo pode ter influenciado diretamente nessa 

diminuição. Nishiyama et al. (2005)96 estudaram um método para a indução da fuga 

endossomal com associação de FS AlFtCl a NPs poliméricas.91 Eles observaram que, após 

a irradiação do FS, ocorreu a produção de EROs e, consequentemente, a ruptura da 

vesícula endossomal, liberando o seu conteúdo para o citosol. Evitar as vias 
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endolisossomais é um dos paradigmas para o desenvolvimento de nanoestruturas que 

atinjam o retículo endoplasmático, a mitocôndria e o complexo de Golgi, uma vez que os 

lisossomos são organelas envolvidas na degradação de vários materiais endocitados – 

como já referenciado nesta seção. O resultado da diminuição do FS AlFtCl nos lisossomos 

sugere que o FS AlFtCl transitou dos lisossomos para o citosol, sendo, em seguida, retido 

pelo retículo endoplasmático e mitocôndria.10, 29 e 43 O escape do FS AlFtCl dos 

lisossomos para o citosol pode acontecer pelo rompimento dos lisossomos pelo 

surfactante que compõe a NE-AlFtCl. Porém, esta hipótese ainda resta a ser estudada 

experimentalmente. 

No núcleo das células 4T1 foi verificada a menor retenção do FS AlFtCl em 

todos os tempos avaliados. Outros estudos também demonstraram a baixa afinidade do 

AlFtCl pelo núcleo13, 16, 22, 71,74 e75. De acordo com Muehlmann et al. (2014)17, células 

MCF-7 e 4T1 expostas ao FS AlFtCl associado à NPs poliméricas não foram retidas pelo 

núcleo, sendo apenas verificada uma alta deposição do FS no citoplasma após 15 minutos 

de exposição. Macdonald e Dougherty (2001)97 ressaltam ainda que a baixa retenção de 

FS no núcleo é considerada favorável, uma vez que, danos oxidativos diretos ao DNA 

poderiam ocasionar alterações genéticas que potencialmente favoreceriam o 

desenvolvimento de novos clones de células neoplásicas eventualmente resistentes à TFD 

ou a quimioterápicos98.  

Nos tempos de T45 e T105 foram observadas as menores concentrações de 

FS AlFtCl nas células 4T1, sendo que, na mitocôndria e no retículo endoplasmático, essas 

diminuições foram significativas em relação ao tempo T15. Já nos lisossomos, a 

intensidade de retenção do FS AlFtCl não apresentou alterações significativas e no núcleo 

foi demonstrado no tempo T45 a menor deposição do FS AlFtCl. Baseando-se na 

literatura, Taiten et al. (2003)43 observaram em células MCF-7 expostas ao FS Foscan® – 

0,1 µg/mL (meta-tetra(hidroxifenil)clorina) – uma baixa retenção nos lisossomos e na 

mitocôndria após 3 horas de exposição, apresentando também uma alta deposição no 

retículo endoplasmático e no complexo de Golgi avaliados pelo mesmo tempo.43 Um 

outro estudo, feito por Marchal et al. (2007)98 demonstrou um resultado bastante similar 

ao discutido acima. O Foscan® – na concentração de 0,25 µg/mL – foi mais retido pelo 

retículo endoplasmático nas células MCF-7, juntamente com uma baixa retenção na 

mitocôndria. Essa mesma retenção foi observada quando avaliada 3, 12 e 24 horas após 

a exposição100. No presente estudo, o maior tempo de exposição avaliado foi o tempo de 

T225 (4 horas), nesse tempo foram apresentadas as menores concentrações do FS AlFtCl 
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nos lisossomos e na mitocôndria, corroborando o estudo supracitado. No retículo 

endoplasmático, no tempo de T225, também houve uma redução significativa da 

concentração de FS AlFtCl. Segundo Garg et al. (2016)41 , estudos relacionados à 

localização subcelular de FS no retículo endoplasmático têm atraído bastante interesse de 

pesquisas relacionadas à ativação de morte celular imunogênica.20, 39-41 e 51 

Os perfis apresentados pelas células 4T1 em relação à internalização, à via de 

endocitose e à retenção subcelular do FS AlFtCl associado à NE foram fundamentais para 

o melhor entendimento dos diferentes protocolos de TFD neste estudo. Estudos da TFD 

in vitro e in vivo visam a não citotoxicidade dos FSs na sua forma livre ou mesmo aqueles 

associados às nanopartículas13, 16 e 29. Sendo assim, o efeito citotóxico da TFD-NE-AlFtCl 

na viabilidade das células 4T1 foi verificado a fim de obter as concentrações citotóxicas 

que ocasionaram 50 e 90 % de mortes das células. Os resultados obtidos estão 

representados na Figura 35 correspondentes aos tempos T0, T15, T30, T45, T105 e T225 

pelas letras A, B, C, D, E e F, respectivamente. Não foi observada morte em intensidade 

estatisticamente significativa nas células 4T1 mantidas no escuro após exposição a todas 

as concentrações de NE-AlFtCl (Figura 35, A-F linhas de cor preta). Este resultado é 

positivo, visto que sistemas fotossensibilizantes devem ser inócuos na ausência de luz 13, 

16, 22, 23, 29 e 96. No entanto, quando as células foram irradiadas após a exposição à NE-

AlFtCl, foram observadas diminuições significativas na viabilidade celular de maneira 

dependente da concentração de NE-AlFtCl (Figura 35, A-F linhas azuis). No estudo 

realizado por Muehlmann et al. (2015)16, foi verificado que a exposição de células MCF-

7 e MCF-10A a diferentes concentrações de NE-AlFtCl e irradiadas por 10 minutos levou 

a uma diminuição significativa de sua viabilidade, de maneira dependente da 

concentração de FS AlFtCl16 corroborando os resultados aqui apresentados. Outros 

estudos também demonstraram que o FS AlFtCl associado a diferentes tipos de 

nanopartículas levou a uma diminuição na viabilidade tanto de células tumorais quanto 

de não tumorais quando expostas a luz16, 17 e 22.  
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Figura 35: Viabilidade de células 4T1 24 horas após a aplicação de diferentes concentrações de NE-AlFtCl 

como mediadora da TFD. A -  controle de células 4T1 expostas a diferentes concentrações de NE-AlFtCl 

mantidas no escuro (linha preta – controle referente a todos os teratamentos – B, C, D, E e F) ou aplicação 

de NE-AlFtCl seguida de irradiação por 10 minutos com luz de comprimento de onda de 660 nm e fluência 

de 25,88 J/cm² (TFD-NE-AlFtCl). Nos grupos que receberam TFD-NE-AlFtCl, as células foram 

primeiramente expostas à NE-AlFtCl por 15 minutos, e então mantidas no escuro até o momento em que a 

irradiação foi aplicada, nos tempos especificados nos gráficos: A) 0 minuto; B) 15 minutos; C) 30 minutos; 

D) 45 minutos; E) 105 minutos; e F) 225 minutos. O eixo x refere-se ao tempo de irradiação após 15 

minutos de exposição das células a diferentes concentrações de NE-AlFtCl. Os subscritos (*), (**) e (***) 

indicam diferença estatisticamente significativa, p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente.  Dados 

plotados como  ± EPM para triplicatas. Eixo Y representa a % de viabilidade celular e X representa as 

diferentes concentações de NE-AlFtCl em nM.  

 

Com os resultados obtidos em relação ao efeito citotóxico da TFD-NE-AlFtCl 

nas células 4T1, foi possível calcular a concentração citotóxica que ocasionou a morte de 

50% e 90% das células (CC50 e CC90, respectivamente), os resultados estão descritos na 

Figura 36. Apenas o tempo de 45 minutos não apresentou diferença significativa quando 

comparados os valores de CC50 (colunas brancas) com CC90 (colunas cinzas). 

Entretanto, foram identificadas diferenças significativas (p < 0,01) entre as concentrações 

de CC50 e CC90 para os demais tempos analisados. 
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Figura 36: Diferentes concentrações citotóxicas que ocasionaram morte de 50% e de 90% das células 4T1 

após a exposição à NE-AlFtCl por 15 minutos seguida da irradiação nos tempos representados no eixo x 

(TFD-NE-AlFtCl).  

 

Em um estudo feito por Muehlmann et al. (2011)22, observou-se que, em 

células MCF-7 e 4T1 expostas à FS AlFtCl associado à NPs poliméricas seguida de 

irradiação, CC50 de 0,3 e 1,8 µM, respectivamente. De acordo com Radomska-Soukharev 

(2007)98 , a estabilidade das nanoparticulas é essencial para preservar as propriedades de 

FS carreados. Sendo assim, as baixas CC50 encontradas nesse estudo em comparação 

com de Muehlmann et al. (2011)22, estão diretamente relacionadas à eficiência da 

nanoemulsão utilizada17.  

A citotoxicidade da TFD-NE-AlFtCl sob diferentes densidades de energia 

(J/cm2) também foi avaliada. Os resultados demonstraram que apenas na menor fluência 

utilizada, de 2,54 J/cm2 (referente a um minuto de irradiação), não houve diminuição 

significativa na viabilidade das células 4T1 quando comparadas com o controle 

representado pelo eixo Y (Figura 37, A-F). Em contrapartida, as demais fluências 

utilizadas apresentaram diferenças significativas (p < 0,01) quando comparadas com o 

controle, demonstrando uma maior citotoxicidade à medida que o tempo de irradiação, e 

consequentemente a fluência, foi aumentada. Como esperado17, 19,29,44 e 85, a redução na 

viabilidade celular foi proporcional à dose de energia utilizada, maior a dose aplicada e 

consequentemente maior efeito citotóxico nas células (Figura 37). De acordo com 

Muehlmann et al. (2011)17, a variação da dose de energia influenciou diretamente na 

porcentagem de células mortas bem como na via de morte utilizada após a submissão a 

TFD.  
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Figura 37: Viabilidade celular de 4T1 sob diferentes densidades de energia (fluência J/cm²) expostas às 

CC50 15 minutos e irradiadas após os tempos. A) CC50 T0 (6,99 nM); B) CC50 T15 (9,01 nM); C) CC50 

T30 (9,44 nM); D) CC50 T45 (8,36 nM); E) CC50 T105 (10,13 nM); CC50 T225 (11,37 nM). NE-AlFtCl 

- nanoemulsões com cloreto de alumínio-ftalocianina; CC50 - concentração que ocasionou 50% de morte 

nas células. Subscritos (*) indica correlação estatisticamente significativa, p < 0,01, das diferentes fluências 

em relação ao controle (eixo Y); (#) indica correlação estatisticamente significativa, p < 0,01, entre as 

diferentes fluências testadas; n.s. indica que não houve diferença significativa. Os dados estão apresentdos 

com média ± E. P. M. para quintuplicatas. 

 

A eficiência da TFD está relacionada tanto a dose de energia utilizada quanto 

à localização subcelular do FS, já que FS retidos no citoplasma danificam importantes 

estruturas de células cancerosas, apresentando uma alta citotoxicidade fotodinâmica16, 29 

e 94. Vale ressaltar também que danos caudados a organelas podem desencadear morte 

celular por apoptose, necrose ou autofagia99. Muehlmann et al. (2011)17, demonstraram 

que células MCF-7 e 4T1 submetidas à TFD-NPs-AlFtCl sofreram morte celular por 

necrose e apoptose22. Ndhundhuma et al. (2011)44 acrescentam ainda que a localização 

subcelular do FS AlFtCl pode influenciar no fator-chave para otimizar a TFD, sendo 

demonstrado que quando o FS AlFtCl retido na mitocôndria das células HepG2, foi 

observada morte por apoptose, porém com maior retenção nos lisossomos foi observada 

a indução de uma resposta necrótica e apoptótica22 e 44.  

No presente estudo, a avaliação de qual ou quais vias de morte desencadeada 

pelos diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl foi avaliada. Vale ressaltar que o 

tratamento com à TFD para o tempo T15 (CC50 e CC90) foi escolhido devido a maior 
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retenção de FS AlFtCl no retículo endoplasmático quando avaliado por confocal (Figura 

37). Baseando-se na literatura, o estresse no retículo endoplasmático ocasionado pela 

TFD tanto desencadeia morte por apoptose nas células, como essa via de morte está 

intimamente relacionada também ao desencadeamento MCI pela emissão de DAMP19, 20, 

24-28, 40-42. 

No entanto, com a verificação da contagem de células pela marcação em 

diferentes cores, como demonstrado na Figura 38, foi possível comparar a proporção de 

células em apoptose (barras alaranjadas) ou em necrose (barras avermelhadas) nos 

diferentes tratamentos aplicados e os resultados estão esboçados na Figura 39.  

Para tanto, foi verificado que os tratamentos com MTX e TFD-NE-AlFtCl 

9,01 nM – 25 J/cm² apresentaram maiores números de células apoptóticas que necróticas, 

não sendo observada diferença significativa entre eles (Figura 39). Para a TFD-NE-

AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm² foi verificada uma porcentagem de 63,39% de células em 

apoptose e de 26,71% de células necróticas. Vale ressaltar ainda que, quando a dose de 

energia foi aumentada de 25 J/cm² para 67 J/cm² utilizando a mesma concentração de FS 

de 9,01 nM, foram observados valores contrários, sendo 57,45% de células necróticas 

contra 17,44% de células em apoptose. Com o aumento da concentração do FS AlFtCl de 

9,01 nM para 19,4 nM e fluência de 25 J/cm², observou-se uma proporção de 74,93% de 

células necróticas para 19,31% de células apoptóticas. Além disso, quando alterada a 

fluência de 25 para 67 J/cm² também foi observada morte das células mais por necrose 

que apoptose sendo que: para 9,01 nM e fluência de 67 J/cm² a porcentagem de células 

necróticas foi de 75,6% para apenas 7,48% de células apoptóticas. Os controles utilizados 

como MTX para apoptose apresentaram 87,25% de células apoptóticas para 2,27% de 

células necróticas. E o controle para necrose aplicado de C/D apresentou quase 100% de 

células necróticas (Figura 39). Esses tratamentos com MTX e C/D são amplamente 

utilizados como controles de apoptose e necrose, respectivamente19,20 e 26.  

Além do mais, a utilização do teste AO/PI para identificação de DNA 

fragmentado permitiu uma compreensão prévia do tipo de morte que foi desencadeada 

pelos diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl. A partir desses resultados, o próximo 

passo foi identificar a presença da exposição de fosfolipídeos na membrana como as 

fosfatidilserinas, sendo essa exposição um indicativo de morte celular por apoptose22, 44 e 

65.  
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Figura 38: Marcação pelo método AO/PI das células 4T1 após 4 horas da aplicação dos diferentes 

protocolos da TFD-NE-AlFtCl. A) controle sem tratamento; B) controle apoptose tratadas com MTX (1,5 

µM); C) controle necrose tratadas com C/D (3X); D) expostas ao LED 660 nm por 10 minutos (25 J/cm²); 

E) TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM – 25 J/cm²; F) TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM – 25 J/cm²; G) expostas ao LED 660 

nm por 25 minutos (67 J/cm²); H) TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM – 67 J/cm²; e I) TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM – 

67 J/cm². Gráficos ao lado de cada letra representam porcentagem de células, sendo: coluna verde células 

viáveis; laranja células apoptóticas, e vermelho células necróticas. As setas azuis são referentes às células 
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viáveis; setas brancas células apoptóticas, e setas roxas células necróticas. Os dados estão apresentados com 

média ± E. P. M. para quintuplicatas.  

 

Figura 39: Avaliação via de morte pelo método AO/PI em células 4T1 submetidas a diferentes protocolos 

da TFD mediada pela NE-AlFtCl. Barras de cor alaranjada representam células apoptóticas e barras de cor 

vermelha escura representam porcentagem de células necróticas. Sobrescrito (*) representa diferença 

significativa para p < 0,001 em relação às células apoptóticas e necróticas do mesmo grupo. Letras iguais 

representam resultados sem diferenças significativas entre os grupos, sendo: a,b e c para células em 

apoptose e d,e, f e g células em necrose. Os dados estão apresentdos com média ± E. P. M. para 

quintuplicatas. Os dados estão apresentdos com média ± E. P. M. para quintuplicatas.  

 

De acordo com Garg et al. (2016)19 , a TFD pode promover a ativação de 

morte por apoptose por meio da ativação de caspases – do inglês cysteine-dependent 

aspartate-specific proteases. As caspases são capazes de sinalizar para apoptose e são 

responsáveis por clivar em subprodutos, como isso, levam à condensação e fragmentação 

nuclear, ativação de proteínas como BAX, PARP, p53, diminui a expressão de proteínas 

inibidoras de apoptose, como a Bcl-2, além de exposição de fosfolipídeos na membrana, 

como as fosfatidilserinas, que serão responsáveis por executar uma sinalização para 

células do sistema imunitário40, 56 e 103. No presente estudo o fosfolipídeo fosfatidilserina 

foi identificado exposto por células 4T1 submetidas aos diferentes protocolos da TFD-

NE-AlFtCl após 24 horas do tratamento (Figura 40). As células submetidas aos 

tratamentos com TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM – 25 J/cm² e MTX apresentaram maiores 

proporções significativas (p < 0,001) de apoptose quando comparadas com células em 

necrose. Vale ressaltar ainda que, comparando o tratamento utilizando a TFD-NE-AlFtCl 

9,01 nM – 25 J/cm² , foi significativamente mais eficiente para causar apoptose que a 

MTX utilizada como controle apoptose e todos os outros tratamentos (p < 0,001). Já os 

tratamentos com C/D e TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM – 67 J/cm² apresentaram efeitos 

contrários ao supracitado, ocasionando nas células mais morte por necrose que por 
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apoptose, sendo observadas diferenças significativas dentro do mesmo grupo analisado e 

em relação a todos os outros tratamentos (p < 0,001) (Figura 40). Dessa forma esses 

resultados demonstram que a via de morte desencadeada pela TFD-NE-AlFtCl é 

dependente da dose de energia, sobremaneira da concentração do FS AlFtCl utilizado16, 

17, 22, 23 e 56.  

 

Figura 40: Avaliação via de morte pelo método Anexina V/PI em células 4T1 submetidas a diferentes 

protocolos da TFD mediada pela NE-AlFtCl. Barras de cor cinza representam células apoptóticas e barras 

de rosa claro representam porcentagem de células necróticas. Subscrito (*) representa diferença 

significativa para p < 0,001 em relação às células apoptóticas e necróticas do mesmo grupo. Letras iguais 

representam resultados sem diferenças significativas entre os grupos, sendo: a,b,c e d para células em 

apoptose e e,f e g células em necrose. Os dados estão apresentdos com média ± E. P. M. para quintuplicatas.  

 

Células tumorais submetidas a protocolos da TFD sofrem estresse oxidativo 

por meio da produção de ERO que são formadas durante a exposição à luz de células com 

FS 19, 26 e 51. Sendo assim, a localização subcelular do FS pode influenciar diretamente na 

potencialização do efeito da TFD, uma vez alojado em organelas-chave como, por 

exemplo, retículo endoplasmático, mitocôndrias, complexo de Golgi, lisossomos e ou 

mesmo no citosol 10, 19,20 e 51. Como visto nesse estudo, o FS AlFtCl foi detectado em 

diferentes compartimentos da células 4T1, como mitocôndrias e RE e nos lisossomos. 

Essa retenção nas organelas anteriormente mencionadas foi essencial para análise do 

estresse oxidativo identificado neste estudo nas células 4T1 submetidas a TFD-NE-

AlFtCl nas células 4T1 (Figura 41). O FS AlFtCl nanoestruturado apresentou alta 

capacidade de produzir ERO em meio aquoso, como previamente demonstrado16 e 17, 

também sendo verificada essa no meio intracelular. Na Figura 41, representados os 

resultados referentes ao estresse oxidativo ocasionado pela TFD-NE-AlFtCl (1 µM – 
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LED 660 nm) nas células 4T1. A marcação em verde representada pela imagem A é 

referente à produção das ERO com a marcação do reagente utilizado. Observou-se 

também que a concentração utilizada neste experimento ocasionou a destruição dos 

núcleos marcados em azul (Figura 41 - B). 

 

Figura 41: Imagens de microscopia de fluorescência da produção de espécies reativas causada pela TFD 

mediada pelas NE-AlFtCl (1 µM) irradiada com uma fluência de 25 J/cm². A - Presença de estresse 

oxidativo marcado em verde pelo reagente CellROX® green na concentração de 5 µM; B - marcação do 

núcleo com DAPI; C - sobreposição das imagens A e B. NE-AlFtCl: nanoemulsões com cloreto de 

alumínio-ftalocianina. 

 

Como evidenciado nos resultados, a presença do FS AlFtCl nas células 4T1, 

seguida da sua fotoativação com o LED levou à produção de espécies reativas (Figura 

41). Alexandratoua et al. (2005)104 também demonstraram estresse oxidativo em células 

de fibroblasto humano submetidas à TFD-ZnPc livre (4,7 μM). Em um outro estudo, Garg 

et al. (2016)29 observaram que o tratamento de células GL261 com Hyp-TFD produziu 

estresse oxidativo intracelular19,40-42
.
 O estresse oxidativo causado pelo tratamento com 

TFD em células tumorais pode induzir e potencializar a MCI em células cancerosas26 e 29. 

Vale ressaltar ainda que há emissão de DAMPs durante e após o estresse oxidativo105.  

No presente, foi verificado o perfil de emissão de DAMP (Calreticulina; 

HSP70; HSP90; IL-1β e HMGB1) pelas células 4T1 após serem submentidas aos 

diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl. Para tanto, foi verificado que, logo após uma 

hora da TFD, ocorreu a emissão dos DAMPs: calreticulina; HSP70 e HSP90. Evento esse 

caracterizado por células apoptóticas em fase de MCI19,20,26-28, 40-42.  

Os resultados obtidos em relação à marcação da proteína HSP70 pelas células 

4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl estão representados na 

Figura 42 e as imagens utilizadas para quantificação da % de fluorescência emitida 

referente a HSP70 detectada estão demonstradas na Figura 43. Células 4T1 

permeabilizadas com Triton X100 0,1% foram utilizadas como controle positivo para 
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marcação de HSP70 dentro das células e células sem permeação utilizadas como controle 

negativo para exposição da HSP70. Os resultados obtidos mostraram que as células 

submetidas à TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm² apresentaram exposição da HSP70 

significativamente maior quando comparada com o controle de células não 

permeabilizadas e com os demais protocolos da TFD aplicados (Figura 42). Esses 

resultados foram similares aos apresentados pelas células submetidas ao tratamento com 

MTX – utilizado com controle positivo para expor HSP70.  Para tanto, foi observado que 

as células submetidas a MTX (1,5 µM) e TFD-NE-AlFtCl 9,01 nm – 25 J/cm² 

apresentaram um maior perfil de marcação de HSP70, não sendo observada diferença 

significativa entre esses grupos. 

No entanto, essa proporção da marcação de HSP70 para os grupos 

supracitados em relação aos demais foi significativa maior (p < 0,05) (Figura 42). Vale 

ressaltar ainda que as células submetidas aos tratamentos com MTX (1,5 µM) e TFD-NE-

AlFtCl 9,01 nm – 25 J/cm² não foram permeabilizadas, sendo assim, a marcação da 

proteína HSP70 foi majoritariamente na superfície das células (Figura 43 – linhas C e 

E, respectivamente). Conferir imagens em maior aumento em Anexo IV.  

 

 
Figura 42: Expressão da marcação da proteína HSP70 por células 4T1 após diferentes protocolos da TFD-

NE-AlFtCl.  Ø perm. - células controle permeabilizadas com TritonX100 0,1%; Ø – células controle sem 

permeação; MTX –mitoxantrona (1,5 µM); C/D – células congeladas e descongelas (3X); 0, 9.01 e 19,4 

nM – 25 J/cm² - concentração e fluência aplicada nas células; 0, 9.01 e 19,4 nM – 67 J/cm² - concentração 

e fluência aplicada nas células. Letra iguais indicam que não houve diferença estatística. Dados plotados 

como ± EPM para triplicatas. 
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Figura 43:  Emissão na membrana plasmática da proteína HSP70 em células 4T1 submetidas a diferentes 

protocolos da TFD-NE-AlFtCl. A)  linha referente a células 4T1 permeabilizadas com Triton X100 

(0,01%); B) células 4T1 não permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 µM); D) células 

submetidas a C/D; E-H) aplicação dos diferentes protocolos da TFD alterando concentração e dose de 

energia. Os gráficos à direita são referentes ao perfil de marcação do DAPI para núcleo em azul com HSP70 

na cor verde. Quadro vermelho indica o aumento da imagem e as setas amarelas indicam HSP70 

exposto.Dados plotados como ± EPM para triplicatas.  

 

Os resultados obtidos em relação à marcação da proteína HSP90 pelas células 

4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl foram bem parecidos com os 
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apresentados pela emissão de HSP70. Na Figura 44, estão respresentadas a proporção de 

liberação de HSP90 e as imagens utilizadas para quantificação da % de fluorescência 

emitida referente à HSP90 detectada estão demonstradas na Figura 45. Células 4T1 

permeabilizadas com Triton X100 0,1% e marcadas para HSP90 foram utilizadas como 

controle positivo e células 4T1 submetidas a marcação para HSP90 não permeabilizadas 

foram utilizadas como controle negativo. Para tanto, os resultados obtidos para células 

não permeabilizadas submetidas a C/D, MTX (1,5 µM) e TFD-NE-AlFtCl 9,01 nm – 25 

J/cm² apresentaram um perfil de marcação de HSP90 similar ao de células 

permeabilizadas (Figura 44). No entanto, a exposição de HSP90 nas células 4T1 

submetidas a MTX (1,5 µM) e TFD-NE-AlFtCl 9,01 nm – 25 J/cm² apresentou-se mais 

na superfície da membrana celular (Figura 45 – linhas C e E). Já nas células 

permeabilizadas e submetidas ao tratamento de C/D essa marcação se deu mais no 

citoplasma e no núcleo (Figura 45 – linhas A e D).  Os tratamentos com TFD-NE-AlFtCl 

9,01 nM e 19,04 nM apresentaram resultados similares ao C/D, porém em proporção 

significativamente menor (Figura 45). Conferir imagnes em maior aumento em Anexo 

V.  

 

 

 
Figura 44: Exposição da marcação da proteína HSP90 por células 4T1 após diferentes protocolos da TFD-

NE-AlFtCl. Ø perm. - células controle permeabilizadas com TritonX100 0,1%; Ø – células controle sem 

permeação; MTX –mitoxantrona (1,5 µM); C/D – células congeladas e descongelas (3X); 0, 9.01 e 19,4 

nM – 25 J/cm² - concentração e fluência aplicadas nas células; 0, 9.01 e 19,4 nM – 67 J/cm² - concentração 

e fluência aplicadas nas células. Letras iguais indicam que não houve diferença estatística. Dados plotados 

como ± EPM para triplicatas. 
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Figura 45: Marcação da proteína HSP90 em células 4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-NE-

AlFtCl. A)  linha referente a células 4T1 permeabilizadas com Triton X100 (0,01%); B) células 4T1 não 

permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 µM); D) células submetidas a C/D; E-H) aplicação 

dos diferentes protocolos da TFD alterando concentração e dose de energia. Os gráficos à direita são 

referentes ao perfil de marcação do DAPI para núcleo em azul com HSP70 na cor verde. Dados plotados 

como ± EPM para triplicatas. 

 

Os resultados obtidos em relação à marcação da proteína calreticulina pelas 

células 4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl estão representados 

na Figura 46 e as imagens utilizadas para quantificação da % de fluorescência emitida 
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referente a calreticulina detectada estão demonstradas na Figura 47. Células 4T1 

permeabilizadas com Triton X100 0,1% e marcadas para calreticulina foram utilizadas 

como controle positivo e células 4T1 submetidas à marcação para calreticulina não 

permeabilizadas foram utilizadas como controle negativo. Células permeabilizadas 

apresentaram altas taxas da proteína calreticulina no núcleo e citoplasma, sendo identifica 

uma expressão significativa (p < 0,01) em relação aos demais tratamentos (Figura 46). 

Entretanto, os resultados obtidos com a análise das imagens de células 4T1 submetidas 

aos tratamentos MTX (1,5 µM) e TFD-NE-AlFtCl 9,01 nm – 25 J/cm² foi observada a 

exposição da proteína na superfície das células, sendo a quantidade significativamente 

mais elevada (0,05) que os outros protocolos da TFD (Figura 46). Conferir imagens em 

maior aumento em Anexo VI.  

 

 

Figura 46: Marcação da proteína calreticulina em células 4T1 após diferentes protocolos da TFD-NE-

AlFtCl. Ø perm. - células controle permeabilizadas com TritonX100 0,1%; Ø – células controle sem 

permeação; MTX –mitoxantrona (1,5 µM); C/D – células congeladas e descongelas (3X); 0, 9.01 e 19,4 

nM – 25 J/cm² - concentração e fluência aplicada nas células; 0, 9.01 e 19,4 nM – 67 J/cm² - concentração 

e fluência aplicada nas células. Letras iguais indicam que não houve diferença estatística. Dados plotados 

como ± EPM para triplicatas. 
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Figura 47:  Emissão na membrana plasmática do DAMP Calreticulina em células 4T1 submetidas a 

diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl. A)  linha referente a células 4T1 permeabilizadas com Triton 

X100 (0,01%); B) células 4T1 não permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 µM); D) células 

submetidas a C/D; E-H) aplicação dos diferentes protocolos da TFD alterando concentração e dose de 

energia. Os gráficos à direita são referentes ao perfil de marcação do DAPI para núcleo em azul com 

Calreticulina na cor verde. Dados plotados como ± EPM para triplicatas 

 

De um modo geral a emissão e exposição de HSP70, HSP90 e calreticulina 

apresentaram-se diferentes em relação aos diversos protocolos da TFD-NE-AlFtCl 

aplicados às células 4T1. Como visto neste estudo, a TFD-NE-AlFtCl pode ocasionar 
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diferentes perfis de morte nas células 4T1 e isso afeta diretamente na ação desencadeada 

pela MCI na emissão de DAMP. Para tanto foi verificado que quando as células foram 

submetidas à TFD mais branda (9,01 nM – 25 J/cm²) ocorreu a exposição da calreticulina, 

bem como de HSP70 e HSP90 nas superfícies das células (Figuras 46, 42 e 44). Já essa 

menor eficiência nos demais protocolos da TFD (quando aumentadas as concentrações 

do FS AlFtCl ou a dose de energia) pode estar relacionada à via de morte por necrose que 

ocorreu em maior proporção nesses tratamentos, onde foi observada a presença em menor 

intensidade dos DAMP aqui citados, além de ser observada a presença destes no núcleo 

das células 4T119 e 20. Vale ressaltar que somente a emissão dessas proteínas não as tornam 

ativadoras de uma resposta imunogênica. Proteínas como calreticulina, por exemplo, 

desempenham funções específicas no reticulo endoplasmático das células, funcionando 

como champeronas/acompanhantes de outras proteínas que são formadas no retículo 

endoplasmático.26 e 42 Proteínas malformadas se acumulam no RE dificultando assim a 

ligação à champerona calreticulina, com isso ocorre a emissão da calreticulina para citosol 

das células que, consequentemente, são expostas na membrana plasmática19, 29, 42 e 51. 

Células que expõem a calreticulina durante a MCI são reconhecidas por células 

fagocitárias, como as células dendríticas, que têm como função apresentar antígenos. 

Essas, por sua vez, irão apresentar os antígenos processados da célula tumoral por meio 

de MHC II, que são reconhecidos por células T citotóxicas CD4+ , criando assim uma 

imunidade antitumoral.40 Outros estudos também demonstram essa eficiência de ativação 

de MCI desencadeada pela exposição de HSP7019 e 27 e HSP9019, 26 e 40. De acordo com o 

Garg  et al. (2015)29 , a utilização do quimioterápico MTX e o processo de C/D 

(congelamento e descongelamento das células 3X) foram utilizados como controles. 

Sendo o MTX como controle positivo para emissão de DAMPs19 e 51 e C/D controle 

negativo para emissão de DAMPs20, 41 e 43. 

Após 24 horas da TFD, também foi avaliada a liberação de outro indutor de 

reposta imunitária. A proteína IL-1β foi detectada significativamente no sobrenadante das 

células submetidas à TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm²ou MTX quando comparadas 

como os demais protocolos da TFD e controles (Figura 48). Para tanto, foi observada a 

liberação de IL-1β apenas nas células submetidas à exposição de MTX (barra laranja – 

utilizada como controle positivo) e quando aplicada à TFD com NE-AlFtCl (9,01 nM – 

25 J/cm² - barra rosa), não sendo detectada diferença significativa entre esses tratamentos. 

Entretanto, em comparação com o controle de células não tratadas (Ø), essa liberação foi 



 
 

82 
 

significativamente maior (p < 0,01).  Para os demais tratamentos não foram observadas 

liberações significativas da IL-1β.  

 

Figura 48: Concentração de IL-1 no meio de cultivo 24 horas após células 4T1 serem expostas a diferentes 

protocolos da TFD. Células controle sem tratamento (Ø); MTX –mitoxantrona (1,5 µM); C/D – células 

congeladas e descongelas (3X); nM – nanomolar; J/cm³ - densidade de energia. Letras iguais indicam que 

não houve diferença estatística. Dados plotados como ± EPM para triplicatas. 

 

A liberação de IL-1β pode modificar a atividade de muitos tipos de células do 

sistema imunitário, como monócitos, macrófagos, neutrófilos e linfócitos, além de 

promover a liberação de outras citocinas e quimiocinas importantes na ativação de 

respostas imunitárias adaptativas.19, 26 e 27 A presença de IL-1β no meio extracelular pode 

também promover a ativação de outros DAMPs, como por exemplo HMGB1. Sha et al. 

(2008) demonstraram que o DAMP HMGB1, na presença de IL-1β, promove uma 

resposta inflamatória, ativando significativamente a produção de TFN-α (fator de necrose 

tumoral) e MIP-2 (do inglês Macrophage inflammatory protein 2) em macrófagos e 

neutrófilos em camundongos103.  

Outro DAMP identificado neste estudo foi a HMGB1 (Figura 49). A proteína 

HMGB1 foi detectada após 48 horas da TFD em todos os protocolos aplicados, essa 

liberação foi significativa em comparação com o controle de células sem tratamento e em 

relação às células submetidas a morte por necrose – C/D. No entanto o tratamento das 

células com TFD-NE-AlFtCl 9,01 25 J/cm² apresentou liberação significativamente 

maior que os tratamentos TFD-NE-AlFtCl 9,01 67 J/cm² e TFD-NE-AlFtCl 19,4 67 

J/cm². O tratamento com MTX demonstrou maior perfil de liberação da proteína HMGB1, 

porém em comparação ao TFD-NE-AlFtCl 9,01 25 J/cm² essa liberação não foi 

significativa. 
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Figura 49: Concentração de HMGB1 no sobrenadante 48 horas após células 4T1 serem expostas a 

diferentes protocolos da TFD. Células controle sem tratamento (Ø); MTX –mitoxantrona (1,5 µM); C/D – 

células congeladas e descongelas (3X); nM – nanomolar; J/cm³ - densidade de energia. Dados plotados 

como ± EPM para triplicatas. 

 

Panzarini et al. (2014)27 identificaram a presença da HMGB1 no sobrenadante 

de células HeLa 24 horas após o seu tratamento com TFD mediada pelo FS RBAc (acetato 

de rosa de bengala). HMGB1 desempenha funções específicas no núcleo das células, 

estando associada aos nucleossomos, onde executa a função de guardiã do DNA27. 

Células em processo de apoptose condensam a cromatina e com isso dificultam a 

liberação de HMGB186. Por esse motivo, a proteína HMGB1 é liberada apenas no 

processo de apoptose tardia, pois muito depois do início da apoptose a cromatina 

descondensa e consequentemente a liberação de HMGB1 ocorre. Outros trabalhos 

também descrevem a liberação tardia da proteína HMGB1 após diferentes aplicações da 

TFD20, 26 e 53. Assim, a proteína HMGB1 fora da célula atua como um potente ativador de 

resposta imunitária, ou seja, funciona como DAMP19, 20, 25-28, 40-44, 53 e 108. O DAMP 

HMGB1 liberado por células em processo de MCI funciona como um alarme, atraindo 

células DC e macrófagos20, 53 3 56. Após o reconhecimento, essas células se tornam ativas 

(maduras) e responsáveis por ativar células T40 e56.  

As células 4T1 submetidas aos diferentes protocolos da TFD-NE-AlFtCl 

apresentam perfis de morte imunogênica diferentes quando aumentado a concentração do 

FS AlFtCl e/ou aumentada a dose de energia (J/cm²). Sendo assim, diante da 

caracterização da emissão dos DAMP supracitados o intuito do estudo foi verificar a 

eficiência da TFD-NE-AlFtCl como ativadora de uma resposta imunogênica em 
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camundongos após serem vacinados com células 4T1 pré-tratadas com TFD-NE-AlFtCl. 

Muitos estudos têm demonstrado essa eficiência de células submetidas a TFD e utilizadas 

como vacinas na imunização em animais19, 20, 40-44.  

No presente estudo também foi verificada a eficiência da TFD-NE-AlFtCl in 

vivo utilizando camundongos fêmeas com tumor 4T1 implantado no flanco Balb-C. Os 

resultados obtidos após o tratamento com TFD-NE-AlFtCl estão representados na Figura 

50. Observa-se que os animais submetidos a TFD-NE-AlFtCl (linha vermelha) não 

apresentaram crescimento do tumor após o tratamento, apresentando uma diferença 

significativa quando comparado com os animais tratados com PBS e NE-AlFtCl (sem 

irradiar), que apresentaram crescimento exponencial do tumor, representados pelas linhas 

azul e preta, respectivamente. A medição do tumor foi interrompida no 28° dia após 

aparecimento do tumor.  

 

Figura 50: Volume tumoral após tratamento com TFD-NE-AlFtCl em animais Balb-C com tumor de mama 

enxertado no flanco esquerdo do tipo 4T1. Tempo ) indica o dia que surgíramos tumores nos animais que 

foram clinicamente palpáveis. Linha cinza: animais tratados somente com PBS; Linha vermelha: animais 

tratados com TFD-NE-AlFtCl (5 µM - 52,12 J/cm²) linha preta: animais tratados com NE-AlFtCl (5 µM - 

não irradiados). Subscritos (*) indicam diferença significativa (p < 0,001).  

 

Resultados apresentados na literatura têm demonstrado que a TFD apresenta 

não só a eficiência na redução e eliminação de tumores primários como visto aqui nesse 

estudo, mas também é capaz eliminar e consequentemente diminuir metáteses, e com isso 

aumentar a sobrevida dos animais submetidos a esse tipo de tratamento56 e 109. Tumor do 

tipo 4T1 apresentam-se bastante agressivos após serem enxertados nos camundongos 
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Balb-C109. O crescimento e a disseminação dessas células a partir de um tumor primário 

é rápida e na maioria das vezes inevitável109. Com isso, o maior problema enfrentado nos 

tratamentos de câncer atualmente está relacionado a essa eficiência adquirida por tumores 

malignos em formar outros focos tumorais oriundos de células denominadas de 

metastáticas1 e 5. Nesse sentido esse estudo também propôs a avaliação desse perfil 

metastático após o tratamento com a TFD-NE-AlFtCl. Desta forma, os resultados obtidos 

estão representados na Figura 51, onde os animais que foram submetidos à TFD-NE-

AlFtCl apresentaram uma diminuição seguida da normalização da área do pulmão, — 

órgão com bastante foco de metástase pelas células 4T1 — não apresentaram tecido 

metastático (linha vermelha) até o fim do tratamento. No entanto, os animais que foram 

tratados apenas com PBS apresentaram aumento na área pulmonar, estando relacionados 

à presença de tecido metastático no órgão avaliado (linha azul). O volume pulmonar de 

animais tratados ou não tratados foi comparado com o de animais virgens (linha verde). 

  

 

Figura 51:  Avaliação da área do pulmão por meio de método de Microtumografia. Linha azul: animais 

tratados com PBS; linha vermelha: animais tratados com TFD-NE-AlFtCl; e linha verde: animais saudáveis.  

 

A metástase é a maior causadora de morte em pacientes oncológicos. Cerca 

de 90% dos óbitos ocasionados pelo câncer é devido a metástase. E é por isso que as 

pesquisas relacionadas as doenças oncológicas direcionam o principal objetivo na busca 

para melhorar essa condição19,23 e 56. O número de estudos relacionados à ativação de 

resposta imunitária a partir de células tumorais previamente tratadas vem ganhando 

bastante espaço no mundo da pesquisa26, 39, 41,52 e 53. Como mencionada aqui, as células 

que sofrem morte celular imunogênica (MCI) são capazes de ativar uma resposta 
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imunitária por meio da emissão de moléculas denominadas de DAMP. Por tanto, 

baseando em alguns dados da literatura estudos com células tumorais pré-tratadas com 

TFD in vitro e aplicadas em animais, têm demonstrado resultados promissoras na ativação 

de uma resposta imunitária antitumoral para o tumor tratado 26, 39, 41,52,52 e 110. Desta forma, 

para análise do efeito da vacinação dos animais após os tratamentos descritos na seção 

3.3.2, avaliou-se por quanto tempo o maior número de animais por grupo ficaria livres de 

tumor pós aplicação das células 4T1 viáveis (Figura 52). Para tanto, os animais vacinados 

por duas vezes (intervalo de 10 dias) com células pré-tratadas com MTX (roxo) e TFD-

NE-AlFtCl 9,01 nM – 25 J/cm² (azul) apresentaram maior resistência para o aparecimento 

do tumor após serem submetidos ao enxerto de células 4T1 viáveis em relação ao tempo. 

Essa resistência foi significativa (p < 0,01) quando comparada com os animais 

submetidos a aplicação de PBS (vermelho) ou de céluas pré-tratadas com C/D (preto) e 

TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM – 67 J/cm² (marrom).  

 

Figura 52: Porcentagem de animais livres de tumor após receberem inóculo de células 4T1 viáveis no 

flanco esquerdo. O ínóculo de células viáveis foi feito sete dias após os animais serem submetidos as 

vacinas 1 e 2 com células 4T1 pré-tratadas (dia 0 – eixo x). As vacianas foram aplicadas no flanco direito 

dos animais com intervalo de dez dias entre a vacina 1 e 2, utilizando células 4T1 pré-tratadas, sendo 

representadas aqui como:  somente PBS (vermelho) – sem células; C/D (preto); MTX (roxo); diferentes 

protocolos de TFD-NE-AlFtCl com fluência de 25 J/cm²: 9,01 nM (azul) e 19,4 nM (verde); TFD-NE-

AlFtCl com fluência de 67 J/cm²: 9,01 nM (amarelo) e 19,4nM (marrom). As letras a e b correspondem a 

diferença significativa (p < 0,01) do grupo MTX e 9,01 nM-15 J/cm² em relação aos grupos PBS, C/D e 

19,4 nM -67 J/cm², respectivamente 

 

Esses resultados apresentados na Figura 52 podem estar relacionados com a 

via de morte ocasionada nos diferentes tratamentos da TFD aqui aplicados. Sendo que, a 

células que foram submetidas a TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm2 apresentaram número 

expressivamente maior de células em apoptose que necrose, efeito esse contrário para as 
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demais TFD aplicadas. Sabe-se que células que sofrem morte por necrose não apresentam 

a capacidade de ativar uma MCI, isso por não emitirem de forma ativa os DAMP, o que 

consequentemente não apresentaram eficiência de ativar uma resposta antitumoral29,53,56 

e 107. Vale ressaltar ainda que o grupo de animais vacinados com células 4T1 pré-tratadas 

com MTX apresentaram resultados similares em relação a essa resistência do surgimento 

do tumor do grupo TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm. A utilização da MTX como 

ativador de MCI é amplamente descrita na literatura, sedo esse tipo de tratamento um 

controle positivo para imunização de animais com células pré-expostas a esse 

quimioterápico40-42. Um outro ponto avaliado foi no crescimento do volume dos tumores 

apresentados pelos animais submetidos as vacinas com células pré-tratadas com TFD 

diferentes protocolos -NE-AlFtCl. Desta forma, o TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm² e 

MTX aplicados demonstraram melhores resultados, sendo observada um menor 

crescimento do volume tumoral (mm³) para ambos os grupos (Figura 53). Entre esses 

grupos não foram observadas diferenças significativas do volume tumoral, porém em 

comparação com os demais tratamentos essa diminuição foi significativamente menor 

quando20 e 56. Esses resultados refletiram sobremaneira diretamente na sobrevida dos 

animais, pois foi verificado que os animais submetidos as vacinas utilizando células 4T1 

submetidas a TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm² e MTX apresentaram porcentagem de 

animais com vida maiores que os demais tratamentos.  

 

 
Figura 53: Volume tumoral dos animais após serem submetidos ao inóculo de céluals 4T1 viáveis  no 

flanco esquerdo. Grupo dos animais submetidos as vacinas 1 e 2 referentes aos grupos: somente PBS 

(vermelho) – sem células; C/D (preto); MTX (roxo); diferentes protocolos de TFD-NE-AlFtCl com fluência 

de 25 J/cm²: 9,01 nM (azul) e 19,4 nM (verde); TFD-NE-AlFtCl com fluência de 67 J/cm²: 9,01 nM 

(amarelo) e 19,4nM (marrom). As letras a e b correspondem a diferença significativa (p < 0,01) do grupo 

MTX e 9,01 nM-15 J/cm² em relação aos demais grupos. 
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A eficiência da TFD está inteiramente relacionada a concentração do FS 

AlFtCl utilizado, bem como a dose de energia aplicada. O comportamento das vias de 

morte ocasionados nas células nos testes in vitro refletem de forma significativa os 

resultados aqui apresentados in vivo20, 56 e 109. Vale mencionar ainda que o tratamento mais 

brando com TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM e 25 J/cm² utilizado neste estudo apresentou os 

melhores resultados esperados. Os resultados achados neste estudo sugerem que essa 

maior resistência apresentada pela TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm² esta relaciona com 

maior eficiência da liberação dos DAMP (calreticulina, HSP70, HSp90, IL-1β e HMGB1) 

apresentado pelas células nos ensaios in vitro. Vale ressaltar ainda que para esses animais 

foram observadas uma maior resistência de sobrevida (Figura 54).  

 

Figura 54: Sobrevida dos animais durante todo o tempo do experimento. Grupo dos animais submetidos 

as vacinas 1 e 2 referentes aos grupos: somente PBS (vermelho) – sem células; C/D (preto); MTX (roxo); 

diferentes protocolos de TFD-NE-AlFtCl com fluência de 25 J/cm²: 9,01 nM (azul) e 19,4 nM (verde); 

TFD-NE-AlFtCl com fluência de 67 J/cm²: 9,01 nM (amarelo) e 19,4nM (marrom). As letras a e b 

correspondem a diferença significativa (p < 0,01) do grupo MTX e 9,01 nM-15 J/cm² em relação aos demais 

grupos. 

 

Os resultados in vivo aqui achados podêm estar relacionadas com a 

capacidade de células tumorais de suprir respostas imunes através do aumento de acúmulo 

de células supressoras derivadas de mielodies (MDSC)110-113. Essas células são capazes 

de ocasionar a supressão de células imunitárias, como por exemplo células T111-114. No 

presente estudo não foi avaliado a presença das células MDSC ou supressão de Células 

T. No entanto, de acordo com Elkabets et al. (2010)114, a presença de IL-1β derivadas de 

células tumorais 4T1 funcionou como ativador de MDSC, quando este foi liberado no 

microambiente tumoral. Desta forma, sugere-se que a presença de IL-1β pode ter 

influenciado na progressão do tumor após os tratamentos com TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 

e 25 J/cm² e MTX (usado como controle), vale ressaltar ainda que esses dois grupos 
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apresentaram melhores resultados de sobrevida, apresentaram maior sobrevida que os 

demais grupos avaliados (p < 0,01) (Figura 54).  

A TFD tem se apresentado como uma alternativa segura, eficaz e ainda pouco 

explorada para o tratamento do câncer, porém, ainda carece de melhorias para que possa 

ser usada em larga escala no tratamento do câncer, principalmente no que se refere a 

ativação do SI. Os achados deste estudo contribuem de forma significativa na melhoria 

do entendimento da ação da TFD, bem como no perfil de ativação de MCI em células 

cancerosas. Vale ressaltar que a utilização da nanobiotecnologia neste estudo, permitiu 

uma melhora significativa nos resultados aqui obtidos como carreador da FS AlFtCl. 

Assim, os achados deste estudo apresentam uma abordagem significativa para o 

tratamento do câncer, uma doença que ainda é responsável pela morte ou degradação do 

nível de vida de milhões de pessoas no mundo. E mais, o presente estudo pode conduzir 

ao desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e seguros contra o câncer de mama por 

meio da ativação de uma resposta imunitária antitumoral mais eficiente e duradoura.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 Conclusão  
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:  

 NE-AlFtCl  

o Apresenta DH de ~25 nm, com PDI abaixo de 0,15 e carca negativa; 

o Apresenta pico de absorção e emissão em 676 nm e 680 nm, 

respectivamente; 

o Eficiente na produção de ERO; 

o Apresentou estabilidade coloidal, fotofísica e físico-química por um 

período de quatro anos.  

 

 TFD-NE-AlFtCl in vitro  células de carcinoma mamário murino 4T1 

o Rápida interiorização do NE-AlFtCl por células 4T1 com apenas 15 

minutos de exposição;  

o Diminuição significativa na interiorização quando inibiu endocitose via 

cálveolas, sugerido ser essa uma das vias de interiorização do NE-AlFtCl; 

o  Apresentou maior retenção/colocalização subcelular nas organelas 

mitocôndria, lisossomos, RE e em menor proporção no núcleo. 

Apresentando-se em diferentes concentrações nas organelas avaliadas em 

relação ao tempo; 

o NE-AlFtCl não foi citotóxica no escuro em células 4T1.  

o A TFD-NE-AlFtCl foi citotóxica contra as células 4T1, apresentando 

diferentes CC50 e CC90, dependendo do tempo ocasionando nas células 

morte por apoptose e necrose; 

o TFD -NE-AlFtCl em células 4T1 é dependente da dose de energia e da 

concentração de FS-AlFtCl aplicadas (CC50);  

o TFD-NE-AlFtCl induziu a produção de espécies reativas nas células 4T1.  

o TFD-NE-AlFtCl induziu a emissão de DAMPs: Calreticulina, HSP70 e 

HSP90 1 hora após a exposição ao LED 660nm e emissão de HMGB1 48 

horas após a exposição ao LED 660nm. Evento este característico de MCI; 

o Liberação do mediador inflamatório IL-1β 24 horas após 24 horas a 

exposição ao LED 660 nm; 

 TFD-NE-AlFtCl in vivo  fêmeas Balb-C 

o Erradicação do tumor de células 4T1 no flanco dos animais após TFD-NE-

AlFtCl; 
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o Diminuição de tecido metastático nos pulmões dos animais submetidos à 

TFD-NE-AlFtCl;  

o Células 4T1 pré-tratadas com TFD-NE-AlFtCl 9,01 J/cm² 25 J/cm² 

apresentou um grau de imunização significante: apresentando maior 

resistência no surgimento do tumor, menor desenvolvimento do tumor e 

melhor sobrevida dos animais deste grupo;  
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ANEXOS 

 

Anexo I: Avaliação do efeito citotóxico dos inibidores de endocitose utilizados. 

 

 

 

Figura 55: Toxicidade dos inibidores de endocitose nas células 4T1. A - azida sódica (0; 100; 200; 400 e 

800 mM); B - filipina (0; 1; 2; 4 e 8 µg/mL); C - nistatina (0; 10; 20; 40 e 80 µg/mL); D - óxido de fenilarsina 

(0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8 µM); E - citocalasina D (0; 0,5; 1; 2 e 4 µM); e F - amilorida (0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8 

mM). Os sobrescritos ** e *** indicam diferença estatisticamente significativa, p<0,01 e p<0,001, 

respectivamente, em relação ao controle. Dados plotados como ± EPM para quintuplicatas. 

 

 

 

 

 

 



 
 

103 
 

Anexo II: Internalização do AlFtCl com o RE das células 4T1 expostas à NE-AlFtCl 

Internalização do AlFtCl com os lisossomos das células 4T1 expostas à NE-AlFtCl 

  

 

Figura 56: Análise de colocalização do AlFtCl com lisossomos de células 4T1. A - Fotos obtidas em 

diferentes tempos após a exposição à NE-AlFtCl. A primeira fileira de imagens, representadas pelas letras 

A, D, G, J, M e P, mostra a marcação de lisossomos com LysoTracker® blue; as imagens da segunda fileira, 

representadas pelas letras B, E, H, K, N e Q, são referentes à fluorescência AlFtCl; e as imagens da terceira 

fileira, que estão representadas pelas letras C, F, I, L, O e R, são referentes à sobreposição das imagens da 

primeira fileira com a segunda. A porcentagem de colocalização está apresentada no canto superior das 

imagens C, F, I, L, O e R. A análise de colocalização foi feita no programa ImageJ (Intensity Correlation 

Analysis). Cada imagem é representativa de uma quintuplicata de amostras analisadas. B - Valores dos 

coeficientes da análise da intensidade de correlação do perfil de colocalização da NE-AlFtCl com os 

lisossomos nos diferentes tempos avaliados (eixo x). Valores de coeficiente de correlação de Pearson’s 

(Rr). C - Valores de coeficiente de Mander’s (R). Os dados estão apresentados com média ± EPM para 

quintuplicatas.  
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Figura 57: Análise de colocalização do AlFtCl com RE de células 4T1. A - Fotos obtidas em diferentes 

tempos após a exposição à NE-AlFtCl. A primeira fileira de imagens, representadas pelas letras A, D, G, J, 

M e P, mostra a marcação do RE com ER-Tracker® blue; as imagens da segunda fileira, representadas pelas 

letras B, E, H, K, N e Q, são referentes à fluorescência AlFtCl; e as imagens da terceira fileira, que estão 

representadas pelas letras C, F, I, L, O e R, são referentes à sobreposição das imagens da primeira fileira 

com a segunda. A porcentagem de colocalização está apresentada no canto superior das imagens C, F, I, L, 

O e R. A análise de colocalização foi feita no programa ImageJ (Intensity Correlation Analysis). Cada 

imagem é representativa de uma quintuplicata de amostras analisadas. B - Valores dos coeficientes da 

análise da intensidade de correlação do perfil de colocalização da NE-AlFtCl com o RE nos diferentes 

tempos avaliados (eixo x). Valores de coeficiente de correlação de Pearson’s (Rr). C - Valores de 

coeficiente de Mander’s (R). Os dados estão apresentados com média ± EPM para quintuplicatas. Subscrito 

(**) indica correlação estatisticamente variável, p<0,01. Os dados estão apresentados com média ± EPM 

para quintuplic atas. 
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Figura 58: Análise de colocalização do AlFtCl com mitocôndria de células 4T1. A - Fotos obtidas em 

diferentes tempos após a exposição à NE-AlFtCl. A primeira fileira de imagens, representadas pelas letras 

A, D, G, J, M e P, mostra a marcação de mitocôndria com MitoTracker® blue; as imagens da segunda fileira, 

representadas pelas letras B, E, H, K, N e Q, são referentes à fluorescência AlFtCl; e as imagens da terceira 

fileira, que estão representadas pelas letras C, F, I, L, O e R, são referentes à sobreposição das imagens da 

primeira fileira com a segunda. A porcentagem de colocalização está apresentada no canto superior das 

imagens C, F, I, L, O e R. A análise de colocalização foi feita no programa ImageJ (Intensity Correlation 

Analysis). Cada imagem é representativa de uma quintuplicata de amostras analisadas. B - Valores dos 

coeficientes da análise da intensidade de correlação do perfil de colocalização da NE-AlFtCl com a 

mitocôndria nos diferentes tempos avaliados (eixo x). Valores de coeficiente de correlação de Pearson’s 

(Rr). C - Valores de coeficiente de Mander’s (R). Os dados estão apresentados com média ± EPM para 

quintuplicatas. Subscrito (**) indica correlação estatisticamente variável, p<0,01. Os dados estão 

apresentados com média ± EPM para quintuplicatas. 
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Figura 59: Análise de colocalização do AlFtCl com núcleo de células 4T1. A - Fotos obtidas em diferentes 

tempos após a exposição à NE-AlFtCl. A primeira fileira de imagens, representadas pelas letras A, D, G, J, 

M e P, mostra a marcação do núcleo com DAPI; as imagens da segunda fileira, representadas pelas letras 

B, E, H, K, N e Q, são referentes à fluorescência AlFtCl; e as imagens da terceira fileira, que estão 

representadas pelas letras C, F, I, L, O e R, são referentes à sobreposição das imagens da primeira fileira 

com a segunda. A porcentagem de colocalização está apresentada no canto superior das imagens C, F, I, L, 

O e R. A análise de colocalização foi feita no programa ImageJ (Intensity Correlation Analysis). Cada 

imagem é representativa de uma quintuplicata de amostras analisadas. B - Valores dos coeficientes da 

análise da intensidade de correlação do perfil de colocalização da NE-AlFtCl com o núcleo nos diferentes 

tempos avaliados (eixo x). Valores de coeficiente de correlação de Pearson’s (Rr). C - Valores de 

coeficiente de Mander’s (R). Dados plotados como ± EPM. Subscrito (**) indica correlação 

estatisticamente variável, p<0,01. Os dados estão apresentados com média ± EPM para quintuplicatas. 
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Anexo III: Resultados da diluição seridada do quimioterápico MTX e obtenção da CC50. 

 

 

 

Figura 60: Efeito citotóxico causado por diferentes concentrações do quimioterápico MTX (0-10 µM) em 

células 4T1. Subscrito (**) refere à diferença estatística de p < 0,01. Eixo y refere-se a células que não 

foram expostas à MTX, utilizada como controle.  
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Anexo IV: Imagnes com a marcação da proteína HSP70 (Figura 61).  

 

 

 

A – Marcação de HSP70 em células 4T1 

permeabilizadas com TritonX100 0,1%. 

 

 

B – Marcação de HSP70 em células 4T1 não 

permeabilizadas  

HSP70 

DAPI 

 

HSP70 

DAPI 
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C – Marcação de HSP70 em células 4T1 após o 

tratamento com MTX 

D – Marcação de HSP70 em células 4T1 tratadas 

com C/D (3X) 
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E – Marcação de HSP70 em células 4T1 

submetidas à TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm² 

F – Marcação de HSP70 em células 4T1 

submetidas à TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM 25 J/cm² 
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Figura 61: Emissão na membrana plasmática da proteína HSP70 em células 4T1 submetidas a diferentes 

protocolos da TFD-NE-AlFtCl. A)  células 4T1 permeabilizadas com Triton X100 (0,01%); B) células 4T1 

não permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 µM); D) células submetidas a C/D; E-H) aplicação 

dos diferentes protocolos da TFD alterando concentração e dose de energia.  

G – Marcação de HSP70 em células 4T1 

submetidas à TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 67 J/cm² 

H – Marcação de HSP70 em células 4T1 

submetidas à TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM 67 J/cm² 
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Anexo V: Imagnes com a marcação da proteína HSP90 (Figura 62). 

 

 

A – Marcação de HSP90 em células 4T1 

permeabilizadas com TritonX100 0,1%. 
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B – Marcação de HSP90 em células 4T1 não 

permeabilizadas 
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C – Marcação de HSP90 em células 4T1 após o 

tratamento com MTX 

D – Marcação de HSP90 em células 4T1 tratadas 

com C/D (3X) 
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E – Marcação de HSP90 em células 4T1 

submetidas à TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm² 

F – Marcação de HSP90 em células 4T1 

submetidas à TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM 25 J/cm² 
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Figura 62: Emissão na membrana plasmática da proteína HSP90 em células 4T1 submetidas a diferentes 

protocolos da TFD-NE-AlFtCl. A)  células 4T1 permeabilizadas com Triton X100 (0,01%); B) células 4T1 

não permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 µM); D) células submetidas a C/D; E-H) aplicação 

dos diferentes protocolos da TFD alterando concentração e dose de energia.  

G – Marcação de HSP90 em células 4T1 

submetidas à TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 67 J/cm² 

H – Marcação de HSP90 em células 4T1 

submetidas à TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM 67 J/cm² 
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Anexo VI: Imagnes com a marcação de CRT (Figura 62) Ed.  

 

 

 

A – Marcação de CRT em células 4T1 

permeabilizadas com TritonX100 0,1%. 
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B – Marcação de CRT  em células 4T1 não 

permeabilizadas 
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C – Marcação de CRT em células 4T1 após o 

tratamento com MTX 

D – Marcação de CRT em células 4T1 após o 

tratamento com MTX 
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E – Marcação de CRT em células 4T1 submetidas 

à TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 25 J/cm² 

F – Marcação de CRT em células 4T1 submetidas 

à TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM 25 J/cm² 
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Figura 62: Emissão na membrana plasmática da proteína HSP90 em células 4T1 submetidas a diferentes 

protocolos da TFD-NE-AlFtCl. A)  células 4T1 permeabilizadas com Triton X100 (0,01%); B) células 4T1 

não permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 µM); D) células submetidas a C/D; E-H) aplicação 

dos diferentes protocolos da TFD alterando concentração e dose de energia. 

G – Marcação de CRT em células 4T1 submetidas 

à TFD-NE-AlFtCl 9,01 nM 67 J/cm² 

H – Marcação de CRT em células 4T1 submetidas 

à TFD-NE-AlFtCl 19,4 nM 67 J/cm² 
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Anexo VI: Declaração de autorização do uso de animais para os experientos.  

  


