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Imunofluorescência
Anticorpos

Marcação direta
Corantes

q Viabilidade
q Proliferação
q Mitose
q Migração
q Ciclo cellular
q Potencial de 

membrana
q Espécies reativas

de oxigênio
q Apoptose
q Necrose

Marcação de células – fluorescência

ProcessosEstruturas
q Mitocôndria
q Citoplasma
q Membrana
q Núcleo
q Centríolo
q Citoesqueleto
q Lisossomos
q Retículo

Endoplasmático
q Golgi



Direta:
Anticorpo primário contendo fluoróforo se 
liga a proteínas celulares

Indireta:
Anticorpo secundário contendo fluoróforo
se liga ao complexo anticorpo primário-
proteína

Adequado para:
- Tecidos congelados, não fixados e fixados 
em etanol 
- Células fixadas com paraformaldeído ou 
com metanol/acetona

imunofluorescência



Anticorpos Conjugados

• Fluoróforo

abcam website

(AF)

https://www.abcam.com/primary-antibodies/highly-validated-antibody-conjugates


q Estruturas celulares
• Proteínas
• Glicanas
• Ácidos nucléicos
• ...

q Processos 
• Viabilidade – corante é resultado de 

um metabolismo em células vivas 
• Morte – corante de DNA que não 

penetra na membrana intacta
• Proliferação, Divisão e Migração –

corante penetra na célula e se liga 
covalentemente à aminas livres

• ...

corantes fluorescentes



exemplos

• Excitação/Emissão

Fenda 
menor

• DAPI +DNA• DAPI

Estruturas/Processos DNA Mitocôndria Morte Proliferação Viabilidade
Marcadores DAPI Rhodamina 123 Iodeto de Propídeo CFSE Calceína

Permeável na membrana



Marcadores fluorescentes

Link Biotium

https://biotium.com/technology/cellular-stains/


Marcadores fluorescentes

Link Biotium

https://biotium.com/technology/cellular-stains/


Link Biotium

Marcadores fluorescentes

Link abcam

Link Cell Staining
Tool

Link 
ThermoFisher

https://biotium.com/technology/cellular-stains/
https://www.abcam.com/kits/cytopainter-kits-and-reagents
https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/lab-data-management-analysis-software/lab-apps/cell-staining-tool.html
https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/cell-analysis/cell-structure.html


MitoTracker-Orange 
CMTMRos DAPI

TRAP1 Mouse Monoclonal
+ Goat anti-Mouse-FITC

Felts et al., JBC, 2000
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sobreposição

microtubos centrososmos

Anti-tubulin MoAb
Goat anti-mouse-Rhodamine

Anti-pericentrin PoAb
Goat anti-mouse-FITC

DAPI

núcleo

Microscopia de fluorescência



Anti-vinculin MoAb
Goat anti-mouse-FITC

Rhodamine-Phalloidin

Fibras de Estresse
Adesões focais

Microscopia de fluorescência
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[PpIX] = 20 – 200 µg/mL

[PpIX] = 0,1 – 20 µg/mL

[PpIX] = 0,01 – 0,5 µg/mL
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RESULTADOS E 
DISCUSSÃO ESTUDOS IN VITRO

Barra de escala: 1 mm

6Y77777777777777777777777777777777777777777777777ANÁLISE DO CRESCIMENTO

Placa de 96 poços – 104 células dap = 0,64 ± 0,03 mm
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RESULTADOS E 
DISCUSSÃO ESTUDOS IN VITRO

PLACA MULTIPOÇOS p6 p24 p96
Placa de ímã 6 96+6 24 96 96

Nº de células 106 105 105 104

Diâmetro aparente (mm) 2,05 ± 0,07 3,55 ± 0,07 2,39 ± 0,04 1,87 ± 0,08 0,64 ± 0,03

Tempo inicial (dias) 19 17 5 5 4

Tempo máximo (dias) - - 20 10 23

Observações
Longo tempo para início

Baixo número de amostras
Médio número

de amostras
Dificuldade do uso da caneta 

magnética
Alto número de amostras
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Microscopia óptica – campo claro
Célula: melanoma não-pigmentado (B78H1) – Grupo controle (somente luz)



Microscopia óptica – campo claro
Célula: melanoma não-pigmentado (B78H1) – Grupo tratamento (TFD por A2F)



Microscopia óptica – campo claro
Célula: melanoma pigmentado (B16F10) – Grupo controle (somente luz)



Microscopia óptica – campo claro
Célula: melanoma pigmentado (B16F10) – Grupo tratamento (TFD-A2F)



Control (light only) TPE-PDT



Non-pigmented – B78H1 cell line

Average ~ 25 ± 1 min 

Increase in the 
photobleaching rate for sites 
around the nuclei 



Pigmented – B16F10 cell line

Average ~ 24 ± 8 min 

- Considerable variation;
- Melanin TPA;
- Melanin weak green 
fluorescence;
- PS oxidation;
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6Y77777777777777777777777777777777777777777777777DISTRIBUIÇÃO DA PpIX
Crio-seccionamento – p24

[PpIX] = 50 µg/mL
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Crio-seccionamento – p24

1 mm
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1 mm

Quantificação do PDZ
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Figura 19  –  Culturas tridimensionais de melanoma humano em função do tempo de levitação. Imagens em 

microscopia dos tumores em placa de 24 poços. Escala: 200 µm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A sequência de imagens ilustra a rápida formação dos tumores de melanoma, mesmo 

com baixa concentração celular de 1x105 células por poço. Após 48 horas de levitação já se 

pôde observar uma estrutura mais densa, como mostrada na região escura indicando 

crescimento em outros planos, e íntegra já que os aglomerados celulares se agregaram em 

uma única cultura. Com o passar dos dias, as poucas lacunas presentes começaram a se fechar 

e em cinco dias de levitação, o tumor sólido foi formado, mantendo sua morfologia nos 

demais dias. O diâmetro médio dos tumores obtidos foi de 1,4 mm, menor que àqueles 

padronizados em placa de 6 poços (4 mm) devido ao menor tamanho dos 24 imãs, 

concentrando mais as culturas 3D formadas. Nota-se que não houve quebra da cultura ao 

longo do tempo, o que se infere que não ocorreu morte celular relevante dos tumores. Embora 

em teoria seja possível a presença de necrose no interior do tumor, devido à menor entrega de 

nutrientes do meio, esse efeito é pouco significativo, pois como reportado por Souza36, isso 

ocorre para muitos dias de levitação (em torno de oito dias). Consequentemente, para 
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confirmar a viabilidade dos tumores, foi realizado o ensaio de MTT cujo resultado está 

demonstrado na Figura 20. De fato, os tumores de melanoma continuaram viáveis com o 

passar dos nove dias de levitação, em torno de 95%, com viabilidade similar ao controle 

(células antes da levitação e com nanopartículas). Isso permite avaliar posteriormente a TFD 

com a garantia que foi o tratamento que causou morte celular e não o próprio tempo de 

levitação das culturas. 
 

 
Figura 20  –  Viabilidade celular dos tumores de melanoma ao longo dos dias de levitação. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Por outro lado, para avaliar a espessura dos tumores de melanoma por microscopia 

confocal, as células foram cultivadas em placa de 24 poços, após 48 horas de levitação e, os 

esferoides em placa de 96 poços com 1 hora de impressão de magnética. O resultado foi como 

apresentado na Figura 21. De modo geral, os tumores em 96 poços por terem os magnetos 

abaixo da placa durante a impressão, obtiveram menor espessura, em torno de 80 µm, 

enquanto que para o outro arranjo de 24 imãs, os tumores adquiriram profundidade 

aproximada entre 120 a 130 μm. Esses valores são condizentes para casos de melanomas 

primários, de espessura menor que 1 mm.  

Sabe-se que a taxa de crescimento do melanoma se relaciona com diversos fatores, 

sendo maior para tumores mais espessos, pacientes de idade avançada e neoplasias cujas 

características histológicas são agressivas, como presença de ulcerações. Usualmente, o 

crescimento acentuado acompanha o tipo de melanoma, onde a ordem decrescente seria dos 



57 
 

nodulares, seguido dos expansivos superficiais e, por fim, os lentigo malignos.10,49 Desse 

modo, a rápida invasão do tumor em camadas inferiores da pele influencia na dificuldade no 

tratamento do melanoma, principalmente com as técnicas convencionais de baixa eficácia 

(cirurgia, quimioterapia e radioterapia). Portanto, o diagnóstico prévio aliado aos estudos com 

tratamentos alternativos como a TFD em tumores sólidos primários, obtidos com sucesso 

nesse trabalho, são fundamentais. Esses resultados confirmam que, o MLM para obtenção dos 

tumores de melanoma, pode ser considerado um melhor modelo in vitro de estudo para avaliar 

a resposta de um tratamento, em um ambiente mais próximo ao tecido presente no organismo.  

 
 

 
Figura 21  –  Imagens em microscopia confocal de fluorescência dos tumores de melanoma. a) Os esferoides 

obtiveram espessura aproximada de 80 μm devido ao arranjo de imãs abaixo da placa de 96 poços 
durante a impressão magnética, conferindo um maior “achatamento” do tumor. Os magnetos 
podem ser retirados após a formação dos esferoides sem perda da estrutura. b) Os tumores em 
placas de 24 poços adquiriram espessura entre 120 a 130 μm. Isso ocorreu porque o arranjo de 
imãs, nesse caso, ficou acima da placa de cultivo, permitindo maiores graus de liberdade e 
interações em diferentes planos das células de melanoma. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 30  –  Imagens espectrais, com aumento de 20 vezes, de tumores de melanoma incubados com 

Photodithazine® e Photogem®, em diferentes tempos. Escala: 1 mm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 Outro resultado importante para se avaliar melhor a distribuição dos 

fotossensibilizadores nas amostras tumorais tratadas foi a aquisição de imagens de 

fluorescência em dois canais (em vermelho correspondendo às moléculas 

fotossensibilizadoras e em verde o laranja de acridina). Esse método permite discriminar a 
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fluorescência dos dois compostos utilizados, bem como a caracterização da sua difusão e 

localização em estruturas celulares, nesse caso quando na presença de barreiras criadas pela 

própria organização em crescimento tridimensional, como a produção de matriz extracelular.  

As imagens são apresentadas na Figura 31. 

 
Figura 31  –  Imagens de fluorescência em microscopia confocal de tumores de melanoma imersos em solução 

de PDZ e Photogem®, ambos na concentração de 50 μg/mL. Destaque para a distribuição 
homogênea do PDZ nas culturas em detrimento da heterogênea para o Photogem®. As imagens 
foram obtidas com aumento de 40 vezes e a escala refere-se à 50 μm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 São notáveis as diferenças nas distribuições de ambos fotossensibilizadores nos 

tumores de melanoma. Embora não tenha sido possível se afirmar a exata localização dos 

fotossensibilizadores nas estruturas celulares, pode-se inferir pelas imagens que eles se 

difundiram tanto para o arcabouço da cultura tridimensional, matriz extracelular, quanto para 

todo o citoplasma. Futuros estudos utilizando marcadores específicos são necessários para 
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Figura 32  –  Curvas de padronização do PDZ e Photogem® a partir das intensidades de fluorescência em 660 

nm e 630 nm, respectivamente. A excitação foi de 405 nm e ambos fotossensibilizadores estavam 
diluídos na solução de lise, contendo DMSO 90% e PBS 10%. Os experimentos foram realizados 
em triplicata. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 
Assim, foram feitas as leituras de fluorescência das culturas previamente incubadas 

com os fotossensibilizadores em diferentes tempos de incubação (4 horas, 8 horas, 16 horas e 

24 horas), e lisadas com solução de DMSO 90% e PBS 10%, ou seja, dos 

fotossensibilizadores intracelulares liberados em solução pós-lise. Por fim, de acordo com as 

equações de reta das curvas de padronização, foi possível se obter a concentração de 

Photogem® e Photodithazine® intracelular conforme as Tabela 6 e Tabela 7, sendo que a 

primeira é referente aos experimentos realizados com culturas 2D e a segunda com culturas 

3D. Os resultados estão representados de acordo com a média e o erro associado à medida, 

isto é, o desvio padrão.  

 
Tabela 6  –  Resultados da quantificação de fotossensibilizadores intracelulares em culturas de melanoma 

humano em monocamada. 

Fotossensibilizador Tempo de incubação (horas) 
Concentração de FS 

intracelular (μg/mL) 

Photodithazine® 

4 (3,00 ± 0,05) 
8 (3,24 ± 0,05) 

16 (5,70 ± 0,11) 
24 (3,45 ± 0,06) 

Photogem® 

4 (1,52 ± 0,05) 
8 (2,71 ± 0,50) 

16 (3,25 ± 0,59) 
24 (6,14 ± 0,82) 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Tabela 7  –  Resultados da quantificação de fotossensibilizadores intracelulares em culturas tridimensionais de 
melanoma humano. 

Fotossensibilizador Tempo de incubação (horas) 
Concentração de FS 

intracelular (μg/mL) 

Photodithazine® 

4 (0,82 ± 0,02) 
8 (1,60 ± 0,03) 

16 (2,67 ± 0,04) 
24 (1,90 ± 0,03) 

Photogem® 

4 (0,25 ± 0,03) 
8 (0,80 ± 0,10) 

16 (1,08 ± 0,12) 
24 (1,97 ± 0,19) 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A quantificação dos fotossensibilizadores intracelulares toma por base a relação de 

100% como a concentração inicial no qual as culturas foram incubadas, ou seja, 50 μg/mL, e 

o uptake como sendo a porcentagem correspondente à concentração encontrada pelo método 

da leitura de fluorescência.  

Observam-se em ambas as tabelas que houve um aumento no acúmulo de 

Photodithazine® nas 16 horas iniciais de incubação, porém, após 24 horas ocorreu uma 

diminuição da concentração do fotossensibilizador intracelular. Esse resultado corrobora com 

a rápida eliminação do PDZ no organismo, como já reportado.51 Além disso, as diferenças na 

incorporação do PDZ em culturas bidimensionais e tridimensionais foram claras, uma vez que 

para o maior valor de concentração intracelular, em 16 horas de incubação, o uptake 

encontrado foi de 11,4% para as células em monocamada e 5,34% para os tumores sólidos de 

melanoma. A menor quantidade de fotossensibilizador em um modelo tridimensional já era 

esperada, pois o maior volume celular e a presença de matriz extracelular são limitantes ao 

processo de difusão das moléculas incubadas na cultura, embora a via de entrega neste 

experimento seja tópica e nos modelos animais e clínicos endovenosa. Além disso, esse 

resultado da diminuição na concentração intracelular de Photodithazine® em maiores tempos 

é similar ao apresentado em estudos com injeção de PDZ em diferentes tumores, como de 

carcinoma basocelular, câncer pulmonar e no estômago, onde aproximadamente 6% do 

composto administrado permaneceu nos tecidos após 24 horas da administração.63  

As diferenças na captação de fotossensibilizador por culturas 2D e 3D foram 

verificadas nos experimentos de Chan et al., onde foi observado que a incorporação de 

espécies sulfonadas de alumínio ftalocianina em esferoides foi menor que nas células de 
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4.2.5 Resposta fotodinâmica de tumores em diferentes espessuras com Photodithazine® 

 

x Terapia fotodinâmica em tumores com 80 μm de espessura 

 

Após o estabelecimento dos tumores de melanoma em esferoides (80 μm de espessura) 

distribuídos em placas de 96 poços, como descrito na seção 3.1.5, seguiu-se a aplicação da 

terapia fotodinâmica, com incubação dos tumores com Photodithazine® por 16 horas 

(overnight) e iluminação mediante o uso de dispositivo à base de LED em 660 nm, nas doses 

de 10 J/cm², 20 J/cm² e 60 J/cm². Os resultados da TFD pelo ensaio de MTT estão 

apresentados na Figura 33. 

 
Figura 33  –  Gráfico normalizado dos experimentos de TFD em tumores de 80 μm de espessura (placa de 96 

poços) com diferentes doses de irradiação, através do ensaio de MTT. Cada dose de luz define um 
determinado tempo de iluminação, sendo em ordem crescente 7min e 58 s, 15 min e 55 s, 47 min e 
45 s. Os respectivos grupos controle designados por “0”, representam as amostras tumorais não 
incubadas com Photodithazine®. Os grupos identificados por * se referem aos que apresentaram 
diferença estatística significativa (p<0,05), com relação aos seus respectivos grupos controle. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 A avaliação dos resultados obtidos pelo ensaio de MTT deixa evidente o potencial da 

TFD sobre os tumores de melanoma humano. Considerando-se que as concentrações de 

Photodithazine® utilizadas correspondem a doses sub letais, salvo a concentração de 150 

μg/mL que demonstrou certa toxicidade no escuro, pode-se garantir que o dano oxidativo 

resultante do tratamento ocorreu pelo efeito associativo do fotossensibilizador intracelular 

com a quantidade de luz entregue às amostras tumorais. Também podem-se excluir 
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viabilidade obtidos foram de 15,5 ± 0,7 %, 11,5 ± 2,1 % e 1,5 ± 0,7 %.67 Dessa forma, é 

possível notar que para a dose de 100 J/cm², o resultado foi semelhante ao encontrado nesse 

trabalho com Photodithazine® 100 μg/mL com iluminação a 60 J/cm². Contudo, vale salientar 

que os resultados in vitro encontrados por Haddat tomaram por base células em culturas 2D 

que não são representativos de tumores presentes no organismo e, que não exibem 

aglomerados tridimensionais sólidos que dificultam difusão de fotossensibilizador em 

estruturas intracelulares. Portanto, todos esses aspectos reforçam a idéia que a aplicação de 

Photodithazine® traz resultados promissores para o tratamento de tumores de melanoma 

humano por TFD. 

 Com o objetivo de se averiguar e comprovar que houve dano celular pela TFD, 

imagens em microscopia óptica e microscopia confocal de fluorescência (espectral) com uso 

de marcadores específicos que discriminam células vivas e mortas (descrição na seção 4.1.9), 

foram adquiridas. Para tanto, foi escolhida uma condição experimental, isto é, dos tumores de 

melanoma com 80 μm de espessura  distribuídos em placas de 96 poços, incubadas com 

Photodithazine® nas concentrações até 150 μg/mL e iluminadas com 20 J/cm². As imagens 

estão apresentadas nas figuras 34 e 35. 

 

 

Figura 34  –  Imagens em microscopia óptica dos tumores de melanoma humano (com 80 μm de espessura) 
após 24 horas da TFD em 20 J/cm². A letra C representa o grupo controle, enquanto os demais 
números as concentrações de Photodithazine® utilizadas. Escala: 200 μm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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proposta é mais coerente, pois a lavagem das amostras é realizada três vezes justamente para 

evitar excessos de fotossensibilizador nas amostras e, essa análise condiz com os resultados 

obtidos pelo ensaio de MTT, onde nas concentrações de 25 μg/mL e 50 μg/mL há morte 

celular significativa, mas não total das células presentes no tumor. 

 

 
Figura 35  – Imagens em microscopia confocal da fluorescência natural de tumores de melanoma humano (com 

80 μm de espessura) incubados com marcadores, após 24 horas da TFD em 20 J/cm². A emissão 
de fluorescência em verde representa as células mortas (SYTOX®), enquanto em vermelho as 
vivas (C12-resofurin). A letra C é o controle e, os outros números, as concentrações de 
Photodithazine®. Escala: 1 mm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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características que dificultam a difusão dos fotossensibilizadores e a entrega de luz em 

amostras tumorais de maior profundidade. Dessa forma, tumores menos espessos necessitam 

de menores concentrações de fotossensibilizador para exibir uma morte celular mais 

acentuada.  

 
Figura 38  –  Comparativo da resposta fotodinâmica em tumores de diferentes espessuras, para a mesma dose de 

irradiação (20 J/cm²) e intervalo de concentrações de Photodithazine®. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 No entanto, como foi observado que o aumento na dose de irradiação não acarretou 

em mudanças muito significativas na morte celular (resultados mostrados nos experimentos 

com tumores de 80 μm de espessura), um possível parâmetro que pode ser alterado para 

aumentar a eficiência da TFD com o Photodithazine® seria o número de seções, já que os 

experimentos foram realizados com uma única seção de TFD e o melanoma, por ser um tumor 

altamente agressivo, necessitaria de uma completa eliminação das células neoplásicas. 

Atualmente existem protocolos clínicos que indicam o tratamento de doenças com duas ou 

mais seções,68 como é o caso do tratamento empregando duas seções de TFD com 

aminolevulinato de metila (MAL), em pacientes com carcinoma basocelular, que apresentou 

92 % de remissão da doença para os casos superficiais e, 87 % para os nodulares.69 Além 

disso, para a queratose actínica, resultados similares foram encontrados aplicando o mesmo 
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Pós TFD

Citocromo C

Fibronectina
Colágeno
Lipídeos
Glicina
Prolina

Proteína sinalizadora 
que desencadeia a via 

apoptótica
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Protocolo
Incubações Irradiação Ímã pós 

TFD

Viabilidade
Tempo da 

imagem (h)

Tempo da 
medida 

Raman (h)Teste
Tempo pós 

TFD (h)
Nº

[FS]
(μg/mL)

Sessões
Dose 

(J/cm2)

6 3 (a cada 
48h)

50 3 (a cada 48h) 1 Sim Citometria
24 (pós 
TFD3)

24 e 96 (pós 
TFD3)

24 e 120

ausência de 
picos de lipídeos 

e ácidos 
nucléicos

Fibronectina
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Protocolo
Incubações Irradiação Ímã pós 

TFD

Viabilidade
Tempo da 

imagem (h)

Tempo da 
medida 

Raman (h)Teste
Tempo pós 

TFD (h)
Nº

[FS]
(μg/mL)

Sessões
Dose 

(J/cm2)

6 3 (a cada 
48h)

50 3 (a cada 48h) 1 Sim Citometria
24 (pós 
TFD3)

24 e 96 (pós 
TFD3)

24 e 120

Fenilalanina
Tirosina

Triptofano


