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Resumo: Proteínas de choque térmico (HSP) são moléculas intracelulares multifuncionais que, 

eventualmente, podem estar envolvidas na malignização celular. Terapia fotodinâmica (TFD) pode levar à 

redução do tumor e vasos sanguíneos ao redor. Objetivo foi avaliar ação da TFD sobre as HSPs em 

células neoplásicas de carcinoma de laringe humana (HEp-2). As células foram irradiadas com LED a 660 

nm, 5 J/cm2, 70 mW, por 3 minutos e 20 segundos; incubadas por períodos de 24, 48 e 72 horas; após os 

períodos de incubação foi realizada a extração de proteínas e corrido gel de poliacrilamida para avaliação 

das proteínas por Western-Blotting. As células foram imunomarcadas com anticorpos anti-HSP27, anti-

HSP70 e anti-HSP90 e analisadas no microscópio confocal. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de 

cristal violeta. No gel de poliacrilamida foram identificadas bandas próximas a 27 kDa, 70 kDa e 90 kDa. 

Nas fotomicrografias observou-se redução do número de células após TFD, comprovado por teste de 

viabilidade (cristal violeta); e intensa marcação de HSPs após TFD, principalmente próximas ao núcleo. 

Concluiu-se que HSP27, HSP70 e HSP90 são muito produzidas em células HEp-2. TFD foi eficaz devido 

à redução do número de células e considerada opção viável para o tratamento dessa doença. Embora 

seja relatada a participação das HSPs 27, 70 e 90 como protetoras das células tumorais, nossos 

resultados indicam que a TFD ativa tais proteínas para a redução das células tumorais. 

Palavras-chaves: Cultura de células; proteínas de choque térmico; LED; ftalocianina. 

 

Abstract: Heat shock proteins (HSPs) are multifunctional intracellular molecules that may eventually be 

involved in cell malignancy. Photodynamic therapy (PDT) can lead to reduction of tumor and surrounding 

blood vessels. OBJECTIVE: To evaluate the effect of PDT on HSPs in neoplastic human laryngeal 

carcinoma cells (HEp-2). Cells were irradiated with LEDs at 660 nm, 5 J / cm2, 70 mW for 3 minutos. and 

20 seconds.; incubated for periods of 24, 48 and 72 hours; after the incubation periods the protein 

extraction and run-on polyacrylamide gel was performed to evaluate the proteins by Western Blotting. 

Cells were immunolabelled with anti-HSP27, anti-HSP70 and anti-HSP90 antibodies and analyzed on the 

confocal microscope. Cell viability was evaluated by the crystal violet test. In the polyacrylamide gel, bands 

close to 27 kDa, 70 kDa and 90 kDa were identified. Photomicrographs showed a reduction in the number 

of cells after PDT, as confirmed by viability test (crystal violet); and intense marking of HSPs after PDT, 

especially close to the nucleus. It has been concluded that HSP27, HSP70 and HSP90 are very produced 

in HEp-2 cells. PDT was effective due to a reduction in the number of cells and considered a viable option 

for the treatment of this disease. Although the involvement of HSPs 27, 70 and 90 as protective of tumor 

cells is reported, our results indicate that PDT activates such proteins for the reduction of tumor cells. 

Keywords: Cell culture; heat shock proteins; LED; phthalocyanine. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A terapia fotodinâmica (TFD) é uma alternativa ao tratamento oncológico, que 

envolve a ação de um fotossensibilizante sob a incidência de luz e a presença de 

oxigênio molecular (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010). Dessa reação resultam espécies 

reativas de oxigênio (EROs) que inviabilizam as células (SILVA et al., 2018; KIM et al., 

2016). TFD é considerada uma técnica pouco invasiva, com boa seletividade e 

provoca baixa toxicidade nas células não alvo (SILVA, 2014), o que justifica o 

interesse por essa linha de tratamento. A TFD induz a autofagia, apoptose e necrose 

em células de câncer (YOON et al., 2010) e é importante que haja equilíbrio entre a 

apoptose e a autofagia, para que os efeitos da TFD sejam máximos (KIM et al., 2016). 

O uso de TFD pode resultar em resistência, dependendo do fotossensibilizante, da 

dose de luz e dos tipos de células utilizadas, e dentre os mecanismos de resistência à 

TFD, incluem-se enzimas antioxidantes, proteínas de resistência a múltiplos fármacos, 

vias anti-apoptóticas, expressão de HSPs e autofagia (CASAS et al., 2011). Nas 

células tumorais, TFD pode induzir a síntese de HSPs e proteínas reguladas por 

glicose (GRPs) (WOZNIAK et al., 2018), que viajam para a superfície da célula e agem 

como sinalizadores, estimulando resposta imunológica (ETMINAN et al., 2011). TFD 

pode ocasionar três efeitos antitumorais: (I) citotoxicidade; (II) danos aos vasos 

sanguíneos tumorais e (III) induzir reação inflamatória (AGOSTINIS et al., 2011). A 

citotoxicidade das EROs leva tanto à apoptose quanto à necrose (VAN STRATEN et 

al., 2017). A concentração de oxigênio molecular no tecido do tumor, a energia da 

fonte luminosa escolhida e a penetrabilidade do fotossensibilizante são fatores 

limitantes para o efeito de morte gerada pela TFD (LI et al., 2019). Sob ação da TFD, 

HSPs podem ser liberadas pelas células mortas e afetar reações imunológicas da 

mesma forma (WOZNIAK et al., 2018). 

O câncer e os tratamentos antitumorais, por estressarem as células, induzem a 

produção de proteínas de choque térmico do inglês “Heat Shock Proteins” (HSPs) nas 

células sobreviventes, levando a mutações, que podem influenciar na progressão, 

malignização e metástase (KAPOOR; VAIDYA, 2013). As HSPs possuem vasta 

capacidade de aplicações clínicas para diferentes tratamentos (TÓTH; GOMBOS; 

SÁNTHA, 2015) por se comportarem como biomarcadores celulares (SEIGNEURIC et 

al., 2011). Em mamíferos, são classificadas conforme seu peso molecular: HSP100, 

HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 e HSPs pequenas (TERRINCA, 2015), podem 

aumentar o potencial imunológico específico para os antígenos tumorais (GRANER et 

al., 2015). Elas também podem ser classificadas em: (I) chaperonas (SRIVASTAVA, 

2002); (II) cross-priming (BLUM; WEARSCH; CRESSWELL, 2013); e (III) HSPs 

indutoras da inflamação (RADONS, 2016). HSPs possuem variadas funções dentro 

das células, maioria citoprotetoras. HSP27 é tumorigênica por agir como chaperona, 

confere capacidade de alterar atividades proteicas do ciclo celular, das quinases e de 

outras proteínas que estimulam o crescimento tumoral (JUHASZ et al., 2014). Na 

oncologia, HSP27 foi detectada no meio extra e intracelular, com papel anti-apoptótico 



45 

 

 
Revista Univap - revista.univap.br 

São José dos Campos-SP-Brasil, v. 25, n. 48, dez. 2019. ISSN 2237-1753 

pela interação com Bid ou citocromo C, e contribui para a invasão e metástase do 

tumor (SEIGNEURIC et al., 2011). Elevados níveis de HSP27 foram encontrados no 

câncer de ovário, próstata e mama, correlacionando-se com mau prognóstico para 

pacientes com essas doenças (KHALIL et al., 2011; CALDERWOOD, 2010). Em um 

estudo citado por Seigneuric et al. (2011), com amostras de biópsia de pacientes com 

câncer de próstata, observou-se que a expressão de HSP27 no tecido foi regulada 

positivamente em comparação com os controles. HSP70 é cito protetora contra lesões 

induzidas pela TFD e tumorigênica (KUMAR et al., 2016). HSP70 é uma poderosa 

chaperona dependente de ATP, com propriedades anti-apoptóticas chave, 

considerada a HSP mais induzida pelo estresse, pode ser um biomarcador 

interessante porque sua super expressão no soro está associada a muitos tipos de 

câncer (SEIGNEURIC et al., 2011). Fragmentos de HSP70 expressos na membrana 

em linhagens celulares de câncer podem ser detectados por um anticorpo (STANGL et 

al., 2011). HSP90 interage com várias moléculas, atua no enovelamento e 

estabilização de proteínas do citoesqueleto, regulação do ciclo celular, diferenciação e 

apoptose, sendo considerada uma ferramenta terapêutica (TERRINCA, 2015). A 

HSP90 é uma chaperona ATP-dependente que tem sido muito estudado para a terapia 

anticâncer (JEGO et al., 2013) com inibidores segmentados. HSP90 é essencial para a 

estabilidade e função de muitas proteínas oncogênicas (TAIPALE; JAROSZ; 

LINDQUIST, 2010). Nos cânceres de mama invasivos, análises imuno-histoquímicas 

mostraram que a HSP90 foi abundantemente expressa em todas as amostras de 

tumor incluídas no estudo (SONG et al., 2010). Em consonância com esses 

resultados, foi sugerido que a super expressão de HSP90 no câncer de mama, no 

carcinoma hepatocelular, no câncer de bexiga e no câncer de ovário e os níveis 

elevados de HSP90 foram correlacionados com tumor de alto grau de malignidade, 

podendo ser um bom indicador de agressividade quando associada a outras HSPs 

(SEIGNEURIC et al., 2011). 

HSPs também podem ser encontradas no meio extracelular (MULLER, 2018). 

Estudos, como os de Buttros (2018), Wozniak et al. (2018), Lu e Kakkar (2010), 

sugerem que HSPs extracelulares indicam morte ou liberação de conteúdo 

intracelular, funcionando como sinalizadoras de antígenos tumorais para o sistema 

imunológico, favorecendo a necrose da célula tumoral. 

O objetivo foi avaliar as HSPs após TFD como uma alternativa ao tratamento de 

carcinoma de laringe humano (HEp-2), avaliando a presença das proteínas HSP27, 

HSP70 e HSP90 em células não tratadas e em células tratadas pela TFD. 

 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
2.1 Linhagem celular 

 
Utilizou-se a linhagem HEp-2 (carcinoma de laringe humana), adquirida do 

Instituto Adolfo Lutz, São Paulo/SP, cultivadas no Laboratório de Dinâmica de 
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Compartimentos Celulares, do IP&D, da UNIVAP. As células foram cultivadas em 

garrafas de cultura com meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino 

(SFB) e 1% de antibiótico e antimicótico (AA), incubadas em estufa a 37°C com 5% de 

CO2 até atingir uma concentração entre 3x106 e 4x106 células/garrafa (confluência), 

contadas com o auxílio do TALI™ Image-Based Cytometer Invitrogen™ 

(ThermoFischer Scientific- Waltham, Massachusetts, EUA). 

 
2.2 Grupos Experimentais 

 

 Grupo Controle: as células foram cultivadas em meio de cultura e não 

foram incubadas com o fotossensibilizante e nem irradiadas períodos de 24, 48 e 72 

horas. 

 Grupo Irradiado: as células foram irradiadas. Em seguida incubadas em 

meio de cultura nos períodos de 24, 48 e 72 horas, sendo os parâmetros descritos no 

item irradiação. 

 Grupo Fotossensibilizante: as células foram incubadas com o 

fotossensibilizante. Em seguida incubadas em meio de cultura nos períodos de 24, 

48 e 72 horas, sendo os parâmetros descritos no item fotossensibilizante. 

 Grupo TFD: As células foram incubadas com o fotossensibilizante, a seguir 

foi realizado a irradiação. Em seguida, incubadas em meio de cultura nos períodos de 

24, 48 e 72 horas. Os parâmetros estão descritos nos itens fotossensibilizante e 

irradiação. 

 
2.3 Plaqueamento 
 

Após a confluência da cultura, as células HEp-2 foram retiradas das garrafas 

com auxílio da solução de tripsina 0,1 %. Sendo então plaqueadas 1x104 células/mL 

para os testes de viabilidade celular em microplacas de 24 poços, ou 1x105 células/mL 

para os demais testes em microplacas de 96 poços, com meio de cultura DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) para adesão das células em estufa 

a uma temperatura de 37ºC e 5% de CO2, overnight. 

 
2.4 Fotossensibilizante 
 

Vinte e quatro horas após o plaqueamento das células HEp-2, o meio de cultura 

foi retirado e os poços foram lavados duas vezes com solução salina tampão fosfato 

(PBS) para remoção das células não aderidas. Em seguida, foi adicionado 200 μL da 

solução de Alumínio Ftalocianina Tetrassulfonada (AlPcS4) a 10 µM diluída em PBS e 

as células foram incubadas por 1 hora em estufa a uma temperatura de 37ºC e 5% 

CO2. Ao término deste período, a solução de AlPcS4  foi retirada, então as células 

foram lavadas novamente duas vezes com PBS (MORAES et al., 2019). 
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2.5 Irradiação 
 

Após a lavagem das células com PBS para remoção do excesso de corante, foi 

adicionado 200 μL de PBS em cada poço para o processo de irradiação. A irradiação 

foi realizada com o dispositivo LED’s Biopdi/Irrad-Led5 660 (Biopdi – São Carlos, São 

Paulo, Brasil) com 54 LEDs. Os parâmetros de irradiação são: comprimento de onda 

de 660nm ± 5nm; densidade de energia de 5J/cm2; potência de 70 mW; por 3 minutos 

e 20 segundos. Após a irradiação, a solução de PBS foi descartada, sendo 

posteriormente adicionado com 500 μL de meio de cultura DMEM suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB) e então as células foram incubadas por 24, 48 e 72 

horas respectivamente a uma temperatura de 37ºC e 5% CO2 (MORAES et al., 2019). 

 
2.6 Extração de proteínas 

 
As células foram coletadas por tripsinização para um tubo de 15 mL; adicionou-

se 1000 μL de DMEM; o tubo foi centrifugado em 603,72 g por 5 minutos; o 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 1000 μL de tampão de 

extração de proteínas (1% de SDS e 10mM de Tris.HCl (pH 7,4), 50 μL de Aprotinina 5 

μg/mL, 200 μL de PMSF 1 mM, 10 μL de Leupeptina 1 μg/mL e 18,9 mg de Ortovanato 

de sódio 10,28 mM – MP Biomedicals - China) preparado na hora; o tubo foi agitado 

em vortex por 3 minutos; em seguida, foi agitado em shaker em banho de gelo a 4ºC, 

por 30 minutos; centrifugado a 12.000 rpm e 4ºC por 20 minutos; quantificadas 

utilizando-se o Qubit® “Protein Assay Kit” e a leitura realizada com Qubit 

Fluorocrometer (Life Technology- Waltham, Massachusetts, EUA) conforme instruções 

do fabricante; alíquotas de 50 µL/ tubo; e conservadas a -80°C. 

 
2.7 Gel de proteínas 

 
Em um tubo de 1 mL foram adicionados 20 μL da amostra e 5 μL de tampão de 

corrida; a solução foi agitada em vortex; aquecida em banho-maria a 70°C por 10 

minutos. A seguir, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida-SDS 10%, 

pré-fabricado, da Sigma-Aldrich®. Como padrão foi utilizado o SeeBlue Plus 2 

Prestained da NuPAGE. A solução tampão de corrida foi o MOPS diluído 1:20, e o 

equipamento foi ajustado para 200 V, 140 mA, por 40 minutos. Após a corrida, o gel foi 

corado Phast Gel Blue R20X, por 2 horas com leve agitação e descorado com solução 

descolorante (Ácido acético + metanol) por 1 hora com leve agitação. O gel foi 

fotografado com câmera Kodak Gel Logic 100 Imaging System. A identificação das 

proteínas foi realizada com base nos parâmetros oferecidos pela Waltham, 

Massachusetts, EUA, (Figura 1). 

 
2.8 Imunofluorescência para HSPs 
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As células foram plaqueadas com uma lamínula redonda estéril em cada poço; 

incubadas com DMEM em estufa a 37°C com 5% de CO2, overnigth. Logo após, 

utilizou-se anticorpos: Anti-HSP27 (produzido em coelho, Sigma-Aldrich®), Anti-HSP70 

(produzido em camundongo, Invitrogen- ThermoFisher Scientific Waltham, 

Massachusetts, EUA) e Anti-HSP90 (produzido em camundongo, Invitrogen®), na 

diluição 1:1000, por 1 hora cada um, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As 

células foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpos secundários, anti-rabbit 

(FITC) para HSP27 e anti-mouse (TRICT) para HSP70 e HSP90, diluídos 1:1000, por 

30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Estão, as lamínulas foram 

cuidadosamente acomodadas em lâminas estéreis com as células voltadas para baixo 

e visualizadas em microscópio confocal para captura de imagens pelo software ZEN 

da Carl ZEISS Microscopy GmbH. 

 
2.9 Teste de viabilidade celular 

 
Utilizou-se protocolo adaptado de Feoktistova, Geserick e Leverkus (2016). As 

células não aderidas foram descartadas da placa de cultura por lavagem com PBS. As 

células aderidas foram incubadas com 100 μL de solução de cristal violeta por 4 

minutos. em temperatura ambiente. Depois, a placa foi lavada com água e 200 μL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) foram adicionados para incubação por 1 hora antes da leitura 

em 570 nm utilizando um espectrofotômetro, SpectraCount – Packard – Cole-Parmer 

Scientific Experts-USA. 

 
2.10 Análise Estatística 
 

Os dados do presente relatório foram apresentados na forma de média com 

desvio padrão, comparados pelo teste de ANOVA two-way e confirmando pelo teste 

tukey. A significância estatística foi admitida com P < 0,05 sendo *P < 0,05; **P < 0,01; 

***P < 0,001; ****P < 0,0001 sendo considerado significante. Para a realização das 

análises estatísticas e gráficos foi utilizado o software GraphPad Prism 6®. 

 
3. RESULTADOS 

 
Os resultados do gel de proteínas para as células HEp-2 demonstraram banda 

proteica próxima à região 90 kDa, (Figura 1) indicando presença da proteína de 

choque térmico HSP90 em células HEp-2. 
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Figura 1 - Gel de poliacrilamida após eletroforese das proteínas de choque térmico 
(HSP) para os tratamentos controle e TFD nos períodos de 24, 48 e 72 horas, 

capturada pela câmera KODAK (P=padrão; 1=controle 24h; 2=TFD 24h; 3=controle 
48h; 4=TFD 48h; 5=controle 72h; 6=TFD 72h). 

 

 
 

 A microscopia confocal confirma a presença das proteínas de choque térmico 

HSP 27 e 70 como apresentado nas fotomicrografias (Figura 2).  
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Figura 2 - Células HEp-2 incubadas com anticorpo anti-HSP27 e anticorpo anti-
HSP70, e marcadas com DAPI. A- Grupo controle 24 horas (estrela, núcleo; cabeça de 
seta, marcação positiva para HSP27). B- Grupo terapia fotodinâmica (estrela núcleo; 

cabeça de seta, marcação positiva para HSP27 e HSP70). C - Grupo controle 48 
horas (estrela, núcleo; cabeça de seta, marcação positiva para HSP70). D- Grupo 

terapia fotodinâmica (estrela núcleo; cabeça de seta, marcação positiva para HSP27). 
E- Grupo controle 72 horas (estrela, núcleo). F- Grupo terapia fotodinâmica (estrela 
núcleo; cabeça de seta, marcação positiva para HSP27), com marcação evidente na 

região perinuclear. 
 

 
 

A microscopia confocal nos confirma a presença das proteínas de choque 

térmico HSP 27 e 70 como apresentado nas fotomicrografias (Figura 3). 
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Figura 3 - Células HEp-2 incubadas com anticorpo anti-HSP90, e marcadas com 

DAPI. A- Grupo controle 24 horas (estrela, núcleo; cabeça de seta, marcação positiva 

para HSP90). B- Grupo terapia fotodinâmica (estrela, núcleo; cabeça de seta, 

marcação positiva para HSP90). C - Grupo controle 48 horas (estrela, núcleo; cabeça 

de seta, marcação positiva para HSP90). D- Grupo terapia fotodinâmica (estrela 

núcleo; cabeça de seta, marcação positiva para HSP90). E- Grupo controle 72 horas 

(estrela, núcleo). F- Grupo terapia fotodinâmica (estrela núcleo; cabeça de seta, 

marcação positiva para HSP90). 

 

 
  
Além da marcação para as HSPs, foi possível notar a redução da população 

celular, principalmente no tempo de 72 horas, o que se levou a utilizar o teste de cristal 
violeta para avaliação da atividade celular (Figura 4).  
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Figura 4 - Células HEp-2 incubadas com anticorpos anti-HSPs. Células HEp-2 
incubadas com anticorpo anti-HSP-27 e anticorpo anti-HSP70, e marcadas com DAPI. 

A- Grupo LED 24 horas (estrela, núcleo; cabeça de seta, marcação positiva para 
HSP27 e HSP70). B- Grupo LED 48 horas (estrela, núcleo; cabeça de seta, marcação 
positiva para HSP27 e HSP70). C - Grupo LED 72 horas (estrela, núcleo; cabeça de 
seta, marcação positiva para HSP27). Células HEp-2 incubadas com anticorpo anti-
HSP-90, e marcadas com DAPI. D- Grupo LED 24 horas (estrela, núcleo, cabeça de 
seta marcação para HSP90). E Grupo LED 48 horas (estrela, núcleo, seta marcação 
positiva para HSP90). F- Grupo LED (estrela, núcleo), fraca marcação para HSP90). 
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Figura 5 - Células HEp-2 incubadas com anticorpos anti-HSPs. Células HEp-2 
incubadas com anticorpo anti-HSP-27 e anticorpo anti-HSP70, e marcadas com DAPI. 

A- Grupo AlPcS4 24 horas (estrela, núcleo; cabeça de seta, marcação positiva para 
HSP27 e HSP70). B- Grupo AlPcS4 48 horas (estrela, núcleo; cabeça de seta, 

marcação positiva para HSP27 e HSP70). C - Grupo AlPcS4 72 horas (estrela, núcleo; 
cabeça de seta, marcação positiva para HSP27 e HSP70). Células HEp-2 incubadas 

com anticorpo anti-HSP-90, e marcadas com DAPI. D- Grupo AlPcS4 24 horas 
(estrela, núcleo), nota-se uma célula em divisão com intensa marcação citoplasmática 

para HSP90 (cabeça de seta). E- Grupo AlPcS4 48 horas (estrela, núcleo; seta 
marcação positiva para HSP90). F- Grupo AlPcS4 (estrela, núcleo), com marcação 

para HSP90 evidente na região perinuclear (cabeça de seta). 
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Figura 6 - Teste de cristal violeta, para avaliação da viabilidade celular, no período de 
24 horas é possível verificar uma diferença estatística entre o grupo controle e laser 
com P = 0,001, já entre o grupo controle e TFD com P ≤ 0,0001. No período de 48 

horas é possível verificar diferença estatística entre o grupo controle e LED e entre o 
grupo controle e TFD com P ≤ 0,0001 para ambos os grupos. Por fim no período de 72 
horas é possível verificar diferença estatística entre o grupo controle e LED e entre o 

grupo controle e TFD com P ≤ 0,0001 para ambos os grupos. 
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Os resultados obtidos confirmam as observações ao microscópio, sendo 

observado que no tempo de 24 horas pouca alteração na população celular é vista 

assim como a marcação negativa para a HSP70 nesse período, enquanto o grupo 

controle com o passar dos períodos de incubação, apresenta variações na marcação 

para a HSP27 (24horas), HSP27 e HSP70 em 48 horas e ausência para ambas no 

período de 72 horas. O grupo LED quando comparado ao grupo controle confirma que 

a luz acarreta a bioestimulação celular, embora não apresente uma alteração 

significativa, principalmente no período de 72 horas. 

 
4 DISCUSSÃO 

 
Neste estudo, a possível presença de HSP90 no gel de eletroforese no grupo 

TFD 72 horas foi entendido como uma reação citoprotetora contra o estresse causado 

pela TFD, ou a busca por sobrevivência em ambiente hostil, já que o meio de cultura 

não foi renovado e a sua metabolização excessiva pode ter colocado estas células sob 

estresse. Nesses casos, para reduzir a possibilidade de recidiva tumoral após 

estresse, alguns estudos demonstram que a utilização de inibidores específicos de 

HSP são capazes de gerar efeito antitumoral esperado, tanto in vitro como in vivo, 

promovendo o desarranjo da HSP, impedindo sua ligação a outras moléculas, gerando 

o acúmulo de citocromo C no citoplasma, ativação das caspases para via apoptótica, 

formação de EROs, reduzindo a proliferação e a viabilidade celular, inibe a resistência 

mediada por HSPs, induz resposta imune específica para o antígeno, inibindo a 

angiogênese e a progressão tumoral (GUERRERO-ROJAS; GUERRERO-

FONSECAZ, 2018; HUANG et al., 2018; LONG et al., 2018; KANEKO et al., 2017; 

LORENZO; VINTRÓ; MADRID, 2016). 

Quando comparados aos grupos controle, onde a presença de HSP27, HSP70 

(exceto controle 24 horas) e HSP90 é menor e homogênea no citoplasma, houve 

intensa marcação dessas HSPs em todos os períodos de tempo após TFD, 

principalmente localizadas próximas ao núcleo da célula. Ocorrendo marcação positiva 

dessas HSPs nos grupos AlPcS4 e LED. Como observado por Kostenko e Moens 

(2009), o aumento da concentração intracelular de HSP27 é decorrente da fosforilação 

de serina, o que induz seu acúmulo próximo ao núcleo, onde é capaz de alterar o 

HSF1 (fator de choque térmico 1) (SIMIONI et al., 2009); provocar ubiquitinação e 

degradação proteossômica (THONEL et al., 2010); inibir a síntese proteica e a 

tradução de RNAm (GRACEFFA, 2011). Logo, pode-se dizer que a elevada 

concentração de HSP27 próxima ao núcleo das células neste estudo, pode ser 

considerada uma causa importante para gerar alterações na homeostasia intracelular. 

Acredita-se que a HSP27 regule a apoptose mantendo o equilíbrio redox da 

célula, inibe a apoptose aumentando o nível intracelular da glutationa antioxidante 

(GSH), inibindo a liberação do citocromo C mitocondrial ou ligando-se diretamente a 

ao citocromo C (KALMAR; GREENSMITH, 2009). Os efeitos da HSP27 na indução ou 

atenuação da morte celular após a TFD dependerão das condições de tratamento 
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fotodinâmico, do fotossensibilizante e / ou do tipo de célula cancerígena (RODRÍGUEZ 

et al., 2015). A quercetina, um inibidor de HSP27 estudado em ensaios clínicos, é um 

bioflavonoide conhecido por ter atividade antitumoral por desencadear a apoptose, 

inibindo a função citotoproteira que a HSP27 proporciona a célula de câncer (COHEN-

SFADY, 2009). Por isso, é comum o uso da quercetina com o objetivo de melhorar a 

resposta ao tratamento. 

A presença de HSP70 pode inibir várias vias de morte celular, incluindo a 

apoptose intrínseca, levando a resistência à TFD (RODRÍGUEZ et al., 2016). 

Entretanto, a HSP70 pode se ligar ao fator indutor de apoptose (AIF), levando à 

inibição da apoptose independente de caspase (EVANS; CHANG; GESTWICKI, 2010). 

Na TFD é indutora de apoptose, tendo como uma das vias a translocação das HSP70 

do citoplasma para a superfície celular, onde pode ser liberada no meio, como 

resposta do impacto da terapia, estando relacionada à ruptura mitocondrial ou 

estresse superficial direto, e sua a principal função é estabilizar a integridade da 

membrana plasmática (RODRÍGUEZ et al., 2016). No entanto, sob tratamento letal 

com TFD, a HSP70 não consegue prevenir a apoptose e, contrariamente, promove a 

morte celular imunogênica (GUO, 2004). 

A HSP90 aumenta a via de sobrevivência regulada pela proteína quinase B 

(conhecida do inglês como Akt), reduzindo a via apoptótica intrínseca. A inibição da 

HSP90 libera Apaf-1 para interagir com a caspase-9 e induzir a cascata apoptótica 

pela ativação da procaspase-3 (PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2013). Os inibidores de 

HSP90 estão sendo desenvolvidos como agentes anticancerígenos e mostraram bons 

resultados em tumores sólidos e algumas malignidades hematológicas (RODRÍGUEZ 

et al., 2016). 

Nos estudos de Kim et al. (2012), os resultados obtidos foram pró-tumorais, 

mostrando que a redução de HSP27 após TFD restaurou a sobrevivência celular por 

estimular a autofagia e atenuou a apoptose por inibir a via mediada por caspases. 

Outro estudo realizado por Kim e colaboradores (2016), investigando HSP27, HSP70 e 

HSP90 após TFD em câncer de cabeça e pescoço, observaram que houve redução de 

HSP27 e aumento de HSP70 e HSP90, o que resultou em aumento da sobrevida. A 

regulação negativa da expressão de HSP27 induz autofagia por meio de LC3II em 

células resistentes a TFD (KIM et al., 2016). Assim como citado por Broekgaarden et 

al. (2015), as propriedades citoprotetoras das HSPs após a TFD provavelmente 

surgem do estresse proteotóxico resultante da oxidação de proteínas. Isso justifica o 

aumento na produção de HSPs em células expostas à TFD em busca da 

sobrevivência celular que, possivelmente, resultará em uma resistência à terapia. 

Então, avaliando desta forma, torna-se interessante a utilização de agentes inibidores 

específicos para as HSPs, impedindo sua produção e a resistência à TFD. 

Fato é que não há uma concordância. Helbig, Simon e Paasch (2011) dizem que 

a inibição das HSPs seria benéfica para o desfecho da TFD, dado o papel das HSPs 
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na sobrevivência das células tumorais. Já para Jego et al. (2013), inibir as HSPs pode 

ser prejudicial, dada sua atuação na resposta imune antitumoral, como por exemplo na 

utilização exclusiva de inibidores de HSP90, que aumentam o estresse proteotóxico, 

causando um aumento na produção de HSP70, a qual, neste caso, pode minimizar 

qualquer efeito benéfico deste agente na morte de células tumorais. Ao que Schlecht 

et al. (2013) sugerem, assim, utilizar agentes inibidores de HSPs concomitantemente, 

para que a eficácia da TFD seja obtida, bem como o uso de inibidores de fatores de 

transcrição para as proteínas de choque térmico, também parecem fornecer 

abordagens promissoras para a eficácia da TFD (YOON et al., 2010). 

Os grupos AlPcS4 e LED marcados com HSP27, HSP70 e HSP90, 

apresentaram marcação positiva para as proteínas. Entretanto quando analisamos o 

tempo de 72 horas do grupo LED, nota-se a prevalecendo a marcação para HSP27, 

enquanto HSP90 apresenta marcação menos intensa. 

Já o ensaio colorimétrico com o Cristal Violeta avalia a interação de um corante 

básico e sua incorporação às estruturas celulares que possuem carga negativa, como 

por exemplo, o DNA e a membrana plasmática da célula de estudo, fornecendo assim 

a quantificação da citotoxicidade celular, sendo isso proporcional à densidade da 

colocação, servindo a aferir a viabilidade celular (RAMOS, 2016). 

Os resultados obtidos no ensaio com Cristal Violeta demonstraram resultados 

promissores, visto que causa a morte das células de câncer HEp-2 no período de 24 

horas (Figura 6), persistindo a diminuição da população de células nos períodos de 48 

e 72 horas. Este resultado esta em concordância com Moraes et al. (2019) no qual 

também verificou que os efeitos da TFD não são somente no momento da irradiação, 

mas que perduram devido a produção das EROs causando danos a diversas 

subestruturas célulares como o núcleo e DNA (MORAES et al., 2019), mitocôndria e 

citoesqueleto (MAFTOUMCOSTA et al., 2008), alterações morfológicas (Fontana et 

al., 2017), mudanças no padrão protético (OLSEN et al., 2017), encaminhando para a 

morte celular (ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009), estes eventos podem 

estar relacionados com a ativação das HSPs para o reparo celular (GUERRERO-

ROJAS; GUERRERO-FONSECAZ, 2018). 

Outro ponto que deve ser destacado no ensaio de cristal violeta é a ação da 

irradiação nas células (grupo LED), visto que aumentou a população de células (Figura 

6) nos períodos de 24, 48 e 72 horas, demonstrando o efeito de biomodulação do LED 

nas células. Isto deve-se a esse tipo de terapia, pois ela promove efeitos fotoquímicos, 

fotofísicos e fotobiológicos em células e tecidos, sem elevar a temperatura acima de 

36.66 °C (98 °F). Acredita-se que o efeito da biomodulação nas células e tecidos 

ocorre devido à absorção da energia luminosa pelos fotorreceptores endógenos 

(MIGLIORATI et al., 2013). Estudos revelaram que os receptores fotoativados 

primários são componentes da cadeia respiratória celular. A ativação desses 

receptores pode levar à estimulação ou inibição do metabolismo celular, dependendo 
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da dose energética da luz (KOCAMAN et al., 2014). Doses de baixa energia poderiam 

regular a produção de espécies reativas de oxigênio. A luz visível pode levar a 

alterações fotoquímicas nos fotorreceptores na mitocôndria, alterando o metabolismo 

celular e produzindo um efeito de transdução em outros componentes celulares (efeito 

de biomodulação) (KARA et al., 2018). Outros sugerem que este efeito é devido a 

alterações fotofísicas nos canais de Ca++ na membrana celular, melhorando a 

proporção de íons nas células (BASSO et al., 2015). 

CONCLUSÃO 

Concluiu-se que HSP27, HSP70 e HSP90 são produzidas em células HEp-2, 

tanto na população de células não tratadas como na população de células tratadas 

com TFD, sendo expressas abundantemente em células HEp-2 após TFD. A terapia 

se mostrou eficaz devido à redução do número de células, apresentando-se como uma 

alternativa ao tratamento do carcinoma de laringe humano. Porém, dada a 

heterogeneidade do comportamento e das funções das HSPs, mais estudos são 

necessários para confirmar a relação entre a expressão de HSPs e a resposta 

fotodinâmica. A irradiação LED não acarreta alterações significativas na marcação de 

HSPs 27, 70 e 90. 
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