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RESUMO 

A terapia fotodinâmica (TFD) é uma modalidade terapêutica relativamente nova 

aplicada em diversas doenças proliferativas ou com crescimento celular anormal, como 

os tumores teciduais. Ela é baseada na utilização de um composto fotossensibilizador 

(FS) que sob a ação de luz de determinado comprimento de onda na presença de 

oxigênio molecular (O2) pode gerar oxigênio singlete (
1
O2) e espécies reativas de 

oxigênio (EROs), responsáveis pelos danos celulares. Essa técnica vem sendo utilizada 

para o tratamento de diversas patologias inclusive o câncer, visto que as opções de 

tratamento para obter efeitos citotóxicos em células neoplásicas e evitar, portanto, o 

avanço da doença, ainda são limitadas e apresentam elevadas taxas de insucesso. Nesta 

perspectiva, diversos trabalhos já demonstraram a atividade da TFD em estudos in vitro, 

in vivo e em humanos, inclusive alguns FS já são utilizados na prática clínica. No 

contexto da busca de novos tratamentos para o câncer, diversos estudos evidenciaram 

uma atividade multifacetada da hipericina (HIP) como FS na TFD, utilizando 

concentrações na ordem de micro a nanomolar sobre diversas linhagens celulares 

tumorais. Com relação ao câncer cervical, a busca para novos tratamentos se faz 

importante, visto que ele é um importante problema de saúde pública, sendo o quarto 

tipo mais comum de câncer em mulheres no mundo e o terceiro tumor mais frequente na 

população feminina brasileira, quando excluídos os casos de câncer de pele não 

melanoma. A infecção pelo Papillomavirus humano (HPV) está relacionada com o 

desenvolvimento deste câncer em 99,7% dos casos, bem como das lesões pré-

neoplásicas cervicais. As opções de tratamento para obter efeitos citotóxicos a fim de 

evitar o avanço do câncer cervical ainda são limitadas e apresentam elevadas taxas de 

insucesso terapêutico, auxiliando no mau prognóstico da doença. Para explorar novos 

possíveis candidatos terapêuticos para o câncer cervical, no presente estudo foram 

avaliados os efeitos da HIP encapsulada plurônico
®
 P123 (HIP/P123) na TFD em um 

painel abrangente de linhagens celulares derivadas de câncer cervical humano, 

incluindo HeLa (HPV 18-positivo), SiHa (HPV 16-positivo), CaSki (HPV 16 e 18-

positivo) e C33A (HPV-negativo), em comparação com linhagem de células epiteliais 

humanas não tumorigênicas (HaCaT). Foram investigados os efeitos da TFD com 



HIP/P123 quanto à: citotoxicidade celular e fototoxicidade; internalização e localização 

subcelular; via de morte celular e estresse oxidativo; migração e invasão. Nossos 

resultados mostraram que as micelas de HIP/P123 tiveram efeitos fototóxicos eficazes e 

seletivos, dependentes do tempo e da dose, nas células de câncer cervical, mas não em 

HaCaT. Além disso, as micelas de HIP/P123 acumularam-se no retículo 

endoplasmático, mitocôndrias e lisossomos, resultando na morte celular principalmente 

por necrose. A HIP/P123 induziu ao estresse oxidativo celular principalmente por meio 

do mecanismo da TFD do tipo II e inibiu a migração e invasão das células tumorais 

principalmente por meio da inibição da metaloproteinase de membrana do tipo 2 

(MMP-2).  Em conjunto, os resultados demostraram que o tratamento com a TFD 

utilizando a HIP/P123 como FS teve efeito antitumoral seletivo em células de câncer 

cervical imortalizadas por HPV 16, HPV 18, HPV 16 e 18 juntos e sem HPV, indicando 

seu potencial como um candidato promissor para o tratamento do câncer cervical. 

Ainda, indicaram um papel potencialmente útil das micelas HYP/P123 como uma 

plataforma para a entrega de HIP para tratar de forma mais específica e eficaz o câncer 

cervical por meio de TFD, reforçando a necessidade da continuidade dos estudos 

especialmente dos testes pré-clínicos in vivo. 

Palavras-chave: Terapia fotodinâmica. Câncer cervical. Hipericina. Plurônico
®
 P123. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



In vitro antitumor activity of hypericin encapsulated with pluronic
®
 P123 in 

a model of cervical neoplasia 

 

ABSTRACT 

Photodynamic therapy (PDT) is a relatively new therapy applied in several proliferative 

diseases, such as tissue tumors. PDT uses a photosensitizing compound (FS) that under 

the action of light of a certain wavelength in the presence of molecular oxygen (O2) can 

generate singlet oxygen (
1
O2) and reactive oxygen species (ROS), responsible for cell 

damage. This technique has been applied for the treatment of several pathologies, 

including cancer, since the treatment options to obtain cytotoxic effects on neoplastic 

cells and, therefore, to prevent the disease from advancing, are still limited and have 

high rates of failure. In this perspective, several studies presented the activity of TFD in 

vitro, in vivo and in humans, using the order of micro to nanomolar concentrations 

against several tumor cell lines. Regarding to cervical cancer, the search for new 

treatments is important, since it is an important public health problem, being the fourth 

most common type of cancer in women worldwide and the third most frequent tumor in 

the Brazilian female population, when cases of non-melanoma skin cancer were 

excluded. Infection with human papillomavirus (HPV) is associated to the development 

of this cancer in 99.7% of cases, as well as pre-neoplastic cervical lesions. The 

treatment options to obtain cytotoxic effects in order to prevent the progression of 

cervical cancer are still limited and present high rates of therapeutic failure. To explore 

new potential therapeutic candidates for cervical cancer, in the present study we 

investigated the antitumoral effects of HYP encapsulated on Pluronic
®
 P123 

(HYP/P123) PDT in a comprehensive panel of human cervical cancer-derived cell lines, 

including HeLa (HPV 18-positive), SiHa (HPV 16-positive), CaSki (HPV 16 and 18-

positive) and C33A (HPV-negative), compared to a nontumorigenic human epithelial 

cell line (HaCaT). The effects of PDT with HYP/P123 were investigated regarding: cell 

cytotoxicity and phototoxicity, cellular uptake and subcellular distribution; cell death 

pathway and cellular oxidative stress; and migration and invasion. Our results showed 

that the HYP/P123 micelles presented effective and selective phototoxic effects, in a 

dose-time-dependent manner on cervical cancer cells, but not in HaCaT. In addition, the 

HYP/P123 micelles accumulated in the endoplasmic reticulum, mitochondria and 

lysosomes, resulting in cell death mainly by necrosis. HYP/P123 induced oxidative 



stress mainly through the type II PDT mechanism and inhibited the migration and 

invasion of tumor cells mainly through the inhibition of matrix metalloproteinase-2 

(MMP-2). Together, the results showed that the treatment with PDT using HYP/P123 as 

FS presented a selective antitumor effect on cervical cancer cells immortalized by HPV 

16, HPV 18, HPV 16 and 18 together and without HPV, indicating its potential as a 

promising candidate for the treatment of cervical cancer. In addition, they indicated a 

potentially useful role of HYP/P123 micelles as a platform for HYP delivery to more 

specifically and effectively treat cervical cancers through PDT, reinforcing the need for 

continuing studies, especially for in vivo preclinical evaluations. 

Keywords: Photodynamic therapy. Cervical cancer. Hypericin. Pluronic
®
 P123. 
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CAPÍTULO I 

1 - INTRODUÇÃO 

 

1.1 - Terapia fotodinâmica: princípios e aplicações 

A terapia fotodinâmica (TFD) pode ser definida como uma alternativa e promissora 

categoria de tratamento que emprega a combinação de luz, oxigênio e um composto 

fotossensibilizador (FS) para o tratamento de uma variedade de patologias de caráter 

oncológico (1), cardiovascular (2), dermatológico (3), oftálmico (4) e infecções bacterianas, 

virais, fúngicas e parasitárias como a leishmaniose (5).  Na TFD, após a aplicação do FS por 

via tópica ou sistêmica, realiza-se a iluminação do tecido alvo com luz em comprimento de 

onda específico, que, na presença de oxigênio, leva à geração de espécies citotóxicas e, 

consequentemente, à morte celular e destruição de tecidos alvo (6). 

Os primeiros relatos na literatura (Figura 1) de um "efeito fotodinâmico" foram 

fornecidos por Raab e Von Tappeiner (7, 8). Eles demonstraram que certos corantes como a 

acridina, um derivado do antraceno, na presença de luz eram capazes de gerar algum tipo de 

efeito fototóxico nos microrganismos, de forma que a exposição à luz solar rapidamente 

resultava em morte celular. Em 1948, Figge e colaboradores (9) resumiram uma série de 

estudos mostrando que as porfirinas, classificadas como FS de primeira geração, quando 

fornecidas exogenamente se acumulavam seletivamente em tumores murinos. Este estudo foi 

posteriormente estendido para incluir pacientes com câncer, baseando-se na utilização da 

injeção de uma preparação bruta de hematoporfirina que conduzia à fluorescência seletiva do 

tumor (10). O campo da TFD clínica avançou quando um grupo de médicos da Clínica Mayo 

nos Estados Unidos relatou que a fluorescência do tumor em pacientes foi aumentada quando 

um derivado da hematoporfirina foi empregado (11, 12). Após esses estudos, a abreviatura 

'HPD' foi usada para se referir a este derivado da hematoporfirina não caracterizado. Estudos 

posteriores revelaram que consistia em uma mistura de monômeros, dímeros e oligômeros da 

porfirina (13). 

Uma preparação semi-purificada da HPD conhecida como Photofrin
®
 foi o primeiro 

FS a obter aprovação regulatória para tratamento de vários tipos de câncer em muitos países 

do mundo, incluindo os Estados Unidos (15). Nas últimas décadas, a TFD vem se mostrando 

eficaz no tratamento dos cânceres de bexiga (16), pulmão (17), esôfago (18), e cabeça e 

pescoço (19). Além disso, vem sendo considerada como o tratamento ideal para muitos casos 

de câncer de pele do tipo não-melanoma (20). Outras indicações para a TFD são: tratamento 
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da degeneração macular da retina (síndrome oftálmica) (21), psoríase (22), artrite reumatoide 

(23), leishmaniose (24), acne severa (25) e periodontite (26). 

 

Figura 1 – Linha do tempo resumindo a evolução da TFD (14). 
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Diante do atual cenário pandêmico, especulações sobre a utilização da TFD no 

combate ao novo coronavírus também foram relatadas na literatura. Bagnato e colaboradores 

(27, 28) sugeriram uma possível utilização da TFD no tratamento da doença causada pelo 

SARS CoV-2 (COVID-19). Eles argumentam que a TFD pode ser uma ferramenta contra a 

COVID-19 e possíveis futuros surtos, mesmo considerando que o TFD não é uma "ferramenta 

de matança viral", ou seja, capaz de combater o vírus de forma sistêmica, mas ela pode ser 

aplicada como uma eficiente terapia para diminuir a carga microbiana (viral e bacteriana) no 

trato respiratório.   

 

1.2 – O tratamento do câncer e a terapia fotodinâmica 

Apesar do progresso na pesquisa básica que propiciou uma melhor compreensão da 

biologia tumoral e levou ao desenho de novas gerações de medicamentos direcionados às 

células tumorais, grandes ensaios clínicos recentes para o tratamento do câncer, com algumas 

exceções notáveis, foram capazes de detectar pequenas melhorias nos resultados do 

tratamento (29, 30). Além disso, o número de novos medicamentos aprovados clinicamente é 

baixo (31). O surgimento de técnicas sofisticadas de genômica, proteômica e bioinformática 

possibilitaram uma visão da complexa interação de numerosos genes celulares e elementos 

genéticos reguladores que são responsáveis pela manifestação de fenótipos cancerígenos. 

Com o uso de tecnologias genômicas modernas, a enorme complexidade do câncer está 

começando a ser desvendada (32).  

O tratamento do câncer pode envolver uma ou mais técnicas como radioterapia, 

cirurgia e terapia sistêmica. A radioterapia, com sua natureza minimamente invasiva, pode 

tratar o câncer mesmo quando o tumor está misturado com tecido normal, permitindo também 

flexibilidade no ajuste de regimes de dosagem de acordo com as necessidades da doença (33, 

34). A cirurgia é utilizada no tratamento do estágio inicial doença. Os pacientes de baixo risco 

são frequentemente tratados apenas com cirurgia, mas em muitos casos, uma combinação de 

tratamentos é necessária. Na doença metastática, a terapia sistêmica é a principal modalidade 

terapêutica, pois a disseminação do quimioterápico pela corrente sanguínea facilita o acesso 

aos locais de disseminação das células tumorais. As terapias sistêmicas incluem terapia 

hormonal, terapia direcionada, terapia imunológica e quimioterapia (35).  

As drogas citotóxicas utilizadas na quimioterapia danificam as células em 

proliferação, porém a não seletividade destes agentes citotóxicos é uma grande desvantagem, 

e sua capacidade em causar danos em células normais significa que a cura com a 
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quimioterapia nem sempre é alcançada. Várias estratégias têm sido adotadas para aumentar o 

efeito antitumoral da quimioterapia, isso inclui a combinação de drogas com diferentes 

mecanismos de ação, utilização de sistemas de entrega de medicamentos diretamente ao 

tumor e superação dos mecanismos de resistência celular (36). 

A resistência à quimioterapia é uma das principais razões para falha do tratamento, e 

em qualquer tipo de tumor geralmente há uma combinação de diferentes mecanismos que 

contribuem para essa resistência. Embora existam estratégias em desenvolvimento para tentar 

reverter à resistência às drogas quimioterápicas disponíveis, atualmente a única escolha para 

os médicos é mudar para um medicamento ou combinação citotóxica diferente da já utilizada. 

A ausência de uma alternativa válida normalmente anuncia a cessação da terapia 

medicamentosa ativa e uma mudança para o controle sintomático da doença (35).  

 Neste sentido, a TFD tem o potencial de atender a muitas necessidades médicas ainda 

não alcançadas. Embora ainda emergente, já é uma modalidade terapêutica de sucesso e 

clinicamente aprovada, utilizada para o tratamento de doenças neoplásicas e não neoplásicas 

(37).  Esta técnica é constituída de 3 componentes essenciais: FS, luz e oxigênio (14, 38). 

Juntos eles iniciam uma reação fotoquímica que culmina na geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), incluindo o oxigênio singlete (
1
O2), o qual pode levar à morte celular por 

apoptose ou necrose (37).  

Os efeitos antitumorais da TFD derivam de 3 mecanismos inter-relacionados: efeitos 

citotóxicos diretos sobre células tumorais, danos à vasculatura tumoral e indução de uma 

reação inflamatória robusta que pode levar ao desenvolvimento de imunidade sistêmica. A 

contribuição relativa desses mecanismos depende em grande parte do tipo e da dose do FS 

usado, do tempo entre a administração do FS e a exposição à luz, da dose total de luz e sua 

taxa de fluência, da concentração de oxigênio no tumor e talvez de outras variáveis ainda 

pouco conhecidas. Portanto, à determinação das condições ideais para o uso da TFD requerem 

uma coordenação de esforços interdisciplinares (37).  

 

1.2.1 - Fotossensibilizadores 

Entre as características ideais de um FS estão a capacidade de localização específica 

em tecido neoplásico, o intervalo pequeno entre a administração da droga e a seletividade por 

alvos tumorais, a meia-vida curta, ter uma farmacocinética que favoreça a eliminação rápida 

nos tecidos sadios, a ativação por comprimentos de onda que compreenda a janela terapêutica 

e a capacidade de produzir grandes quantidades de EROs (39). Um FS com característica 



14 

 

físico-química adequada para emprego na TFD deve ainda ser capaz de penetrar na célula 

tumoral e se acumular em organelas estratégicas como mitocôndria, retículo endoplasmático, 

lisossomos e complexo de Golgi. A geração de EROs, por parte de um FS fotoativado nessas 

organelas (principalmente na mitocôndria), pode induzir a morte de células tumorais por 

apoptose (40).  

Outro pré-requisito importante é que o FS possua um longo tempo de vida no estado 

excitado, dando tempo para que ocorra a transferência de energia e/ou elétrons do FS para a 

geração do oxigênio em sua forma citotóxica, o 
1
O2. Assim, a geração de EROs será 

suficiente para que o tratamento seja efetivo. No entanto, alguns eventos podem prejudicar 

essa produção de EROs, dentre eles destacam-se a formação de agregados e a fotodegradação 

do FS (41, 42). A formação de agregados entre as moléculas do próprio FS pode prejudicar o 

processo de geração de EROs, uma vez que ocorrerem decaimentos não radiativos por 

conversão interna, dificultando a transferência de energia do FS para o oxigênio tripleto (
3
O2). 

Tais agregados tendem a formar-se à medida que aumenta a concentração do FS ou quando o 

mesmo, de caráter hidrofóbico, está presente num meio aquoso (43).  

Em relação à sua solubilidade, os FS lipofílicos são captados pela célula por 

penetrarem diretamente pela membrana plasmática, e essa captação aumenta em proporção 

direta com a lipofilia. Já os FS hidrossolúveis são captados por pinocitose (44). Até o 

momento, não são bem esclarecidos os mecanismos pelos quais ocorre retenção seletiva dos 

FS nos tecidos malignos. Algumas hipóteses incluem a permeabilidade alterada da membrana 

celular, o aumento do número e da permeabilidade dos vasos sanguíneos, bem como a 

drenagem linfática diminuída. Além disso, o pH baixo no fluido intersticial nos tumores 

facilita a biodistribuição seletiva dos FS (45).  

 

1.2.1.1 – Hipericina, um fotossensibilizador promissor para uso na terapia 

fotodinâmica 

A hipericina (4,5,7,4’,5’,7’-hexahidroxil-2,2’-dimetilnaftodiantrona) (Figura 2) é um 

composto natural, biossintetizado por algumas espécies do gênero Hypericum, podendo 

também ser sintetizada quimicamente a partir de uma antraquinona precursora, a emodina 

antrona (46, 47). A hipericina (HIP) foi primeiramente isolada da espécie Hypericum 

perforatum L., comumente conhecida como Erva de São João, que apresenta uma ampla 

aplicação farmacológica, sendo utilizada como antidepressivo, antimicrobiano, 

anticancerígeno, anti-inflamatório, cicatrizante e etc (48). 
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Figura 2 - A) Estrutura química da Hipericina. B) Ilustração da planta Erva de São 

João (46). 

 

Com relação as suas características/propriedades fotofísicas, ela exibe uma brilhante 

fluorescência vermelha, em sua forma monomérica pode gerar altas taxas de 
1
O2 e radicais 

livres quando fotoativado com luz de comprimento de onda específico, com baixa toxicidade 

na ausência de luz, acumulando-se preferencialmente em tecidos neoplásicos (46, 49-51). Os 

radicais livres e o 
1
O2 gerados são responsáveis por induzir a morte por necrose, apoptose, 

morte associada à autofagia e até mesmo morte celular imunogênica. O mecanismo do tipo II 

é o responsável pela ativação da morte celular imunogênica, sendo a combinação da TFD com 

HIP uma estratégia promissora para a imunoterapia, pois provoca a translocação e secreção de 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs) pelas células tumorais, que são capazes de 

ativar o sistema imune pela ligação a receptores específicos, aumentando a resposta imune 

antitumoral (52, 53). O efeito inibitório da HIP frente a enzimas relacionadas à regulação da 

sobrevivência e proliferação celular também colaboram para seu efeito antitumoral eficaz 

(54). Os mecanismos do tipo I e II da TFD serão discutidos mais a frente no tópico 1.2.3. 

Contudo, como a maioria dos FS, a HIP apresenta alta hidrofobicidade e forma 

agregados em meio aquoso e fluidos corporais (55, 56). As interações hidrofóbicas podem 

afetar suas propriedades fotofísicas (reduzindo a geração de 
1
O2), alterar suas características 

químicas (baixa solubilidade) e suas propriedades biológicas (mecanismo de ação 

prejudicado). Portanto, é essencial usar sistemas de entrega (drug delivery systems) para 

superar estes problemas (57, 58).  

Uma tecnologia que tem sido bastante explorada nos últimos anos, baseada na 

nanomedicina, que utiliza sistemas carreadores para compostos hidrofóbicos como a HIP, 

residem na utilização de nanopartículas formadas por polímeros e sua aplicação tem sido 

frequentemente estudada como sistemas de entrega para TFD (59, 60).  

O copolímero nomeado Plurônico
®
 P123 tem sido muito utilizado na produção dessas 
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nanopartículas carreadoras de fármacos. Ele é composto quimicamente pela combinação de 

óxido de polietileno (PEO-região hidrofílica) e óxido de polipropileno (região PPO-

hidrofóbica) formando um sistema tribloco de PEO e PPO com configuração 

(EO)21(PO)67(EO)21 (59, 61, 62). O procedimento de micelização destes monômeros 

anfifílicos em meio aquoso consiste na montagem do grupo PPO para criar o núcleo 

hidrofóbico das micelas, responsável por incorporar as drogas hidrofóbicas. Além disso, os 

grupos PEO são responsáveis pela estabilização das micelas em meio aquoso, evitando sua 

adsorção e agregação (63, 64). Nas concentrações utilizadas, esses polímeros não são tóxicos, 

sendo então biocompatíveis, estáveis em fluidos biológicos, não são capazes de serem 

reconhecidos por macrófagos e não se ligam a proteínas, tendo uma baixa concentração 

micelar crítica (CMC) e farmacocinética favorável (64-67).  

Recentemente foram publicados estudos importantes sobre as características dos 

plurônicos com diferentes FS, incluindo a HIP. Esses estudos mostraram a alta eficiência das 

micelas de Pluronico
®
 P123 carregadas com HIP para uso em TFD frente a bactérias 

intestinais e células de carcinoma do cólon (68), células de câncer de mama (69) e frente a 

células planctônicas e prevenindo a formação de biofilmes formados por diferentes espécies 

do gênero Candida (70). 

 

1.2.2 - Fontes de luz 

As fontes de luz disponíveis para TFD pertencem a três grandes grupos: as lâmpadas 

de amplo espectro, as lâmpadas de diodo e os lasers. As fontes de luz descritas em estudos 

clínicos em TFD incluem as lâmpadas halógenas projetoras de diapositivos, as lâmpadas de 

diodo (LED) e, mais recentemente, a luz intensa pulsada (71). A luz deve ser levada para a 

região alvo do tratamento e para isso uma variedade de procedimentos foi desenvolvida (44). 

Fontes de luz podem ser introduzidas de forma confiável em praticamente todos os sítios da 

anatomia humana. Cabos de fibra óptica ou LED podem acessar o leito do tumor por 

introdução direta durante cirurgia ou endoscopia (72).  

 

1.2.3 - Mecanismos de ação da terapia fotodinâmica 

A TFD tem sido cada vez mais utilizada no tratamento de cânceres e seu mecanismo 

de ação ocorre graças a uma sequência de eventos físicos, químicos e biológicos (42). De 

forma simplificada, um agente FS é introduzido no tecido alvo e então ativado pela luz. 

Quando na presença de oxigênio, este FS ativo gera uma reação fotodinâmica (Figura 3) e 
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isso ocorre em uma interação complexa de tempo e espaço que resulta na destruição do tumor 

e preservação do tecido normal (72).  

 

 

Figura 3 – Mecanismo de ação da TFD (14). 

 

Um dos fatores que determina o resultado da TFD é como o FS interage com as 

células dentro do tecido alvo ou tumor. A principal característica dessa interação é a 

localização subcelular do FS, uma vez que os FS podem se localizar dentro de muitas 

organelas celulares diferentes como as mitocôndrias, lisossomos, retículo endoplasmático, 

aparelho de Golgi e membranas plasmáticas (73).  

A captação do FS pelas células cancerosas é crucial para que a TFD seja eficaz, uma 

vez que EROs tem meia-vida curta e só podem atuar próximos ao local de geração. O tipo de 

fotodano que ocorre em células carregadas com um FS e iluminadas depende da localização 

subcelular precisa do FS. Assim, compreender a localização do FS é um princípio importante 

a considerar ao escolher o FS mais eficaz para cada aplicação (73). 

O tratamento com TFD para cânceres consiste em duas etapas. Na primeira, o FS 

acumula-se preferencialmente nas células tumorais após sua administração local ou sistêmica. 

Na segunda, o tumor fotossensibilizado é exposto à luz de comprimento de onda específico 

que coincide com o espectro de absorção do FS. Esse agente ativado transfere energia ao 

oxigênio molecular, gerando EROs (74). A subsequente oxidação dos lipídios, aminoácidos e 

proteínas induz a necrose e/ou apoptose. Além disso, as EROs indiretamente estimulam a 

transcrição e liberação de mediadores da inflamação (44). A oxidação dos constituintes 

celulares pelas EROs danifica as membranas plasmáticas e as organelas celulares, com 

subsequente alteração de permeabilidade e função de transporte entre os meios intra e 

extracelular (38). Os alvos da TFD incluem as células tumorais, a microvasculatura do tecido 

e os sistemas inflamatório e imune do hospedeiro (Figura 4). A combinação de todos esses 

componentes é necessária para o controle do tumor a longo prazo (75).  
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Figura 4 – Mecanismos de ação da TFD nos tumores (76). 

 

As reações fotobiológicas restringem-se ao local de acúmulo do FS que são expostas à 

luz visível (14, 77). A seletividade da TFD é produzida pelo direcionamento preferencial do 

FS para o tecido alvo e pela habilidade de se ativar o FS por iluminação sítio específica. 

Dessa forma, a TFD permite a destruição seletiva dos tumores enquanto mantém intacto o 

tecido adjacente normal (78). O processo fotodinâmico inicia-se quando o FS, no estado 

fundamental, absorve um fóton de luz e sofre decaimentos sequenciais que resultam em 

reações de transferência de energia intramolecular, originando o estado tripleto excitado, 

capaz de reagir com o oxigênio molecular tecidual (tripleto), ocorrendo transferência de 

energia intermolecular. O oxigênio molecular absorve energia e origina o oxigênio singlete 

(
1
O2) que é citotóxico (77, 79). As reações de fotoxidação via 

1
O2 são as responsáveis pela 

eliminação das células cancerosas (80).  

Os mecanismos de produção de EROs durante o processo fotodinâmico podem ser do 

tipo I e/ou tipo II (Figura 5). O radical superóxido (O2
•-
) é gerado no mecanismo tipo I, isto é, 

pela transferência de elétrons do FS, excitado pela luz, para o estado fundamental do oxigênio 

(
3
O2) (81). Já o 

1
O2 é gerado no mecanismo tipo II, ou seja, pela transferência de energia do 

FS excitado para o 
3
O2. O O2

•-
 pode favorecer o aparecimento de outras espécies, como o 

radical hidroxila (HO
•
) e o peroxinitrito (ONOO

−
). Tais espécies reativas são muito mais 

agressivas para o tecido tumoral do que o O2
•-
. O surgimento dessas espécies, bem como do 

1
O2, pode induzir a morte das células cancerígenas, principalmente por apoptose (82-85).  
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Figura 5 – Mecanismos do tipo I e II na TFD (14). 

 

1.2.3.1 - Tipos de morte celular 

Embora a TFD possa mediar muitos eventos de sinalização celular, seu objetivo 

principal é matar as células (Figura 6). Uma pesquisa recente elucidou muitos caminhos pelos 

quais as células de mamíferos podem morrer, e algumas das maneiras que a TFD pode iniciar 

esses processos. A concentração, propriedades físico-químicas e localização subcelular do FS, 

a concentração de oxigênio (86-88), o apropriado comprimento de onda, a intensidade da luz, 

e o tipo de célula podem influenciar no modo e extensão da morte celular (89).  

Kerr e colaboradores (90) foram os primeiros a fornecer evidências de que as células 

podem sofrer pelo menos dois tipos distintos de morte celular: o primeiro tipo é conhecido 

como necrose, uma forma violenta e rápida de degeneração afetando extensas populações de 

células, caracterizadas por inchaço do citoplasma, destruição de organelas e ruptura da 

membrana plasmática, levando a liberação de conteúdo intracelular e inflamação. A necrose 

tem sido referida como morte acidental da célula, causada por dano físico ou químico e 

geralmente é considerada um processo não programado. Células necrosadas se caracterizam 

por um núcleo picnótico, edema citoplasmático e progressiva desintegração das membranas 

citoplasmáticas, sendo que todos esses processos levam à fragmentação celular e liberação de 

material para o compartimento extracelular.  

Outra via de morte celular é denominada apoptose. Ela é considerada como um 

“suicídio celular” a fim de eliminar células indesejáveis ou desnecessárias ao organismo, 

mediante a ativação de um programa bioquímico de desmontagem dos componentes celulares, 

internamente controlado, que requer energia e não envolve inflamação (91). A morte celular 

programada não é sinônimo de apoptose, embora a maior parte dos processos de morte celular 

programada (MCP) em animais ocorra por apoptose (92), pois a MCP está relacionada com 

uma morte celular de caráter evolutivo, de células que estão em constante renovação para a 
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manutenção da homeostase dos organismos (93). No entanto, a apoptose pode ser induzida, 

por exemplo, por drogas anticâncer. Nesses casos, o programa de morte celular é iniciado, 

mas sem o tratamento das células, elas não morreriam; ou seja, não estamos lidando com um 

processo de MCP (93). Nessa via, quando as células entram em processo apoptótico, elas 

apresentam retração do citoplasma celular, também são identificadas bolhas na membrana 

plasmática e podem ser observadas geralmente rodeadas por células vizinhas de aparência 

saudável. Suas organelas e a membrana plasmática retêm sua integridade por um longo 

período. In vitro, as células apoptóticas são fragmentadas em várias vesículas esféricas 

envoltas por uma membrana. In vivo, esses corpos apoptóticos são eliminados por fagócitos. 

A apoptose requer a ativação da transcrição de genes específicos, incluindo a ativação de 

endonucleases, consequente degradação do DNA em fragmentos oligonucleossômicos e 

ativação de caspases (89).  

A autofagia é um processo catabólico vital no qual as células degradam seu próprio 

conteúdo por meio dos lisossomos. Existem várias formas de autofagia, dependendo dos 

substratos que estão envolvidos e sendo processados e, na formação, ou não de vesículas de 

membrana dupla (94-96). A autofagia pode ocorrer após a TFD, sendo associada com maior 

sobrevivência em níveis baixos de fotodano para algumas células. Ainda, a autofagia pode se 

tornar uma via de morte celular se a apoptose é inibida ou quando as células tentam reciclar os 

constituintes danificados além de sua capacidade de recuperação (97). Devido à alta 

reatividade das EROs geradas (98-100) após a TFD, a autofagia é iniciada para remover 

organelas danificadas oxidativamente, como mitocôndrias e retículo endoplasmático que são 

alvos dos FS (101-103). Porém, a autofagia parece poder contribuir para a sobrevivência 

celular, e por outro lado pode também exercer uma função antitumorigênica. Uma 

combinação de inibidor de autofagia com TFD pode promover morte apoptótica, 

potencializando assim o efeito do tratamento (104). Portanto, a autofagia pode proteger 

células e ajudá-las a tolerar a TFD, no entanto, se houver um alto nível de autofagia, pode 

ocorrer a morte celular (105). 

 

1.2.3.2 - Danos na vascularização do tumor 

A viabilidade das células tumorais depende da quantidade de nutrientes fornecidos 

pelos vasos sanguíneos. Por sua vez, a formação e a manutenção dos vasos sanguíneos 

dependem de fatores de crescimento produzidos pelo tumor ou por células hospedeiras (106, 

107). Assim, atingir a vasculatura do tumor é uma abordagem promissora para o tratamento 
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do câncer. Nos últimos 15 anos, uma série de trabalhos utilizando a TFD relataram um 

colapso microvascular (108-111), levando a hipóxia tecidual grave e anóxia (112-114). O 

colapso microvascular pode ser prontamente observado após a TFD (108, 112), levando a 

hipóxia tumoral pós-TFD grave e persistente (112). Os mecanismos subjacentes aos efeitos 

vasculares da TFD diferem muito quando se utilizam diferentes FS (115). A TFD também 

pode levar à constrição de vasos por meio da inibição da produção ou liberação de óxido 

nítrico pelo endotélio (10).  

 

 

Figura 6 – Três principais vias de morte celular, seus perfis morfológicos e imunológicos 

(37). 

 

1.2.3.3 - Ativação da resposta imune 

É provável que o controle do tumor em longo prazo seja uma combinação de efeitos 

diretos da TFD sobre a lesão e sua vasculatura em combinação com a regulação do sistema 

imunológico. Quando a TFD induz a necrose de tumores e de sua vasculatura, uma resposta 

em cascata do sistema imunológico também é iniciada (116). A liberação de mediadores 

inflamatórios ocorre a partir da região tratada, que inclui várias citocinas, fatores de 

crescimento e proteínas. Essa liberação estimula vários glóbulos brancos a serem ativados, 

incluindo neutrófilos e macrófagos, que convergem para a região do tratamento. Esta ativação 

pode ser a responsável pela ocorrência da morte significativa de células tumorais por 

intermédio destas células imunes (117, 118).  

Após a chegada ao local do tumor, os macrófagos fagocitam as células cancerosas que 

a TFD danificou e apresentam proteínas tumorais para os linfócitos T CD4 auxiliares, que 
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então ativam linfócitos T CD8. Essa reação imune ocorre não apenas no local da TFD, mas 

também pode ocorrer no tecido linfático regional e distante. As células T citotóxicas podem 

não só causar morte por necrose, mas também podem induzir apoptose. Clinicamente, os 

pacientes tratados com TFD apresentam níveis elevados de várias citocinas e avaliações 

histológicas de tumores tratados rotineiramente mostram infiltração de células imunológicas, 

novamente apontando para o efeito imunomodulador da TFD (72).  

 

2 - CÂNCER CERVICAL 

2.1- Epidemiologia mundial e no Brasil 

O câncer cervical é uma doença evitável e curável se detectado precocemente e tratado 

adequadamente. Ainda assim continua sendo uma das causas mais comuns de morte 

relacionada ao câncer em mulheres em todo o mundo. O número anual de novos casos de 

câncer cervical foi projetado para aumentar de 570.000 para 700.000 entre 2018 e 2030 e o 

número anual de mortes projetado para aumentar de 311.000 para 400.000 mortes (119). 

Mundialmente, o câncer cervical é o quarto tipo mais comum de câncer em mulheres, 

excetuando-se os casos de câncer de pele não melanoma. Para o ano de 2018 foram estimados 

569.847 novos casos e 311.365 mortes, sendo a quarta causa mais frequente de morte por 

câncer em mulheres (120).  

No Brasil, o diagnóstico precoce tem avançado, de modo que na década de 1990, 70% 

dos casos diagnosticados eram da doença invasiva e atualmente, 44% dos casos são de lesão 

precursora do câncer (121). Ainda assim, excluindo o câncer de pele não melanoma, o câncer 

cervical é o terceiro mais incidente na população feminina, com estimativa de 16.710 novos 

casos para o ano de 2020, representando 7,5% de todos os casos de câncer entre as mulheres 

(Figura 7) (122). 

 

Figura 7 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados 

para 2020 por sexo, exceto câncer de pele não melanoma no Brasil (122). 
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Apesar de avanços na prevenção, triagem, diagnóstico e tratamento nas últimas 

décadas, as disparidades globais da incidência e mortalidade pelo câncer cervical são 

significativas e sua prevalência entre as mulheres ainda continuam preocupantes (123). 

 

2.2 - Lesões precursoras do câncer cervical e sua relação com o 

Papillomavirus humano 

O câncer cervical apresenta história natural longa, começando com uma infecção 

persistente por um ou mais genótipos oncongênicos do Papillomavirus humano (HPV), 

seguido por alterações celulares precursoras, denominadas lesões intraepiteliais escamosas 

cervicais (SIL) e, finalmente, carcinoma invasor, caso as alterações celulares não sejam 

revertidas ou tratadas (124). A zona de transformação ou junção escamo-colunar é o sítio mais 

comum para o desenvolvimento do câncer cervical. Após a infecção das células basais pelo 

HPV, a progressão para o câncer invasivo ocorre predominantemente a partir das SIL de 

baixo grau (LSIL) para as de alto grau (HSIL) e destas para câncer cervical invasivo (125). A 

maioria das LSIL regridem em períodos relativamente curtos ou não progridem a HSIL, sendo 

que em torno de 57% dos casos de LSIL regridem, 11% progridem para HSIL e apenas 1% 

progride à neoplasia invasiva em decorrência principalmente da associação entre a infecção 

persistente por genótipos de HPV de alto risco oncogênico (HPV-AR) com fatores ambientais 

e genéticos envolvidos na carcinogênese (126). Cabe ressaltar que a lesão cervical não tem 

que passar obrigatoriamente por todas essas etapas para chegar ao câncer invasor. O período 

de evolução de uma lesão cervical inicial para a forma invasiva é de cerca de 10 a 20 anos 

(127) (Figura 8) Em virtude desta evolução longa composta por fases pré-clínicas, detectáveis 

e curáveis, é o câncer que apresenta um dos mais altos potenciais de prevenção e cura (128). 

A infecção por HPV é iniciada quando a partícula viral penetra nas células basais do 

epitélio escamoso (Figura 8), pois este tipo celular é capaz de se dividir ativamente (130). As 

proteínas virais fazem com que estas células mantenham o processo de divisão celular em 

resposta ao início do processo de diferenciação, o que é necessário para que a progênie viral 

seja produzida. O estabelecimento e a manutenção dos genomas do HPV nas células 

infectadas estão associados à expressão dos genes precoces E5, E6 e E7, que codificam suas 

respectivas oncoproteínas, assim como das proteínas de replicação E1 e E2. Durante a divisão 

celular, as células basais deixam a camada basal, migram para a região suprabasal e começam 

a se diferenciar. Nesta fase, o genoma viral é dividido entre as células-filhas, que, ao 

migrarem para as camadas superiores do epitélio durante o processo de diferenciação, 
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continuam com o ciclo celular ativo. Nas camadas mais diferenciadas do epitélio, o DNA 

viral é empacotado em novos capsídios e a progênie do vírus é liberada a partir da camada 

superior do epitélio (131). 

 

Figura 8 – Representação esquemática da carcinogênese cervical induzida por HPV (129). 

 

O desenvolvimento do câncer cervical está associado à perda da regulação do ciclo 

produtivo do HPV, evento observado em infecções persistentes pelos HPV-AR, que tendem a 

integrar o seu genoma ao da célula hospedeira (132, 133). Durante o processo de integração, o 

genoma viral pode perder o gene E4 e parte do gene E2, que exercem função de controle da 

transcrição dos demais genes virais. Como consequência da perda de função de E2, haverá um 

aumento da expressão dos genes E6 e E7. Assim, o potencial oncogênico dos HPV depende 

da expressão de genes E6/E7, cujos produtos, as proteínas E6 e E7, têm como alvo principal 

as proteínas p53 e pRb do genoma do hospedeiro, induzindo descontrole do ciclo celular (134, 

135). Neste cenário, não haverá amadurecimento das células hospedeiras e nem produção de 

novas partículas virais (133, 135, 136). Assim, a capacidade dos HPV-AR de transformação 

celular é claramente associada à atividade das oncoproteínas E6 e E7, mas essa transformação 

do epitélio do hospedeiro pode levar décadas (137, 138). Nas LSIL, a maior parte do genoma 

viral persiste na forma epissomal, mas nas HSIL estão frequentemente integrados ao genoma 

das células hospedeiras, sendo que a integração parece favorecer a transformação maligna 

(139, 140). Sendo assim, quando infectadas pelo HPV, as células escamosas do epitélio 

cervical podem apresentar alterações, de modo que seu ciclo celular se desregula, aumentando 

o número de mitoses e desenvolvendo lesões epiteliais de diferentes graus (LSIL e HSIL). 
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Estas lesões, em sua maioria regridem ou então, menos frequentemente, evoluem para formas 

malignas, ou seja, para o câncer cervical (135). 

Nas duas últimas décadas, diversos estudos associaram à infecção genital pelo HPV 

como principal fator de risco para o desenvolvimento de câncer cervical, sendo este vírus 

responsável por 99,7% dos casos (141, 142).  A infecção genital pelo HPV é a infecção  

sexualmente transmissível (IST) de origem viral mais comum no mundo sendo responsável 

por formas clínicas assintomáticas e/ou benignas e ainda, por formas malignas na região 

orofaríngea e genital (143). Infecções persistentes por genótipos de HPV-AR são o principal 

fator no desenvolvimento de câncer cervical. Os genótipos de HPV-AR são 16, 18, 31, 33, 35, 

39, 45, 51, 52, 56, 58, 66, 68, 73, 69 e 82, sendo que mundialmente os mais frequentes são os 

genótipos 16 e 18, prevalecendo em aproximadamente 70% dos cânceres cervicais (144-147). 

A grande maioria das mulheres infectadas pelo HPV são capazes de eliminar 

espontaneamente o vírus e somente uma minoria das infectadas irão manter o vírus com 

possibilidade de progressão (137). Os mecanismos de proteção mais importantes são os de 

supressão ou eliminação do HPV por meio da resposta imune mediada por células de defesa 

nos dois primeiros anos de exposição ao vírus (148). A infecção persistente por genótipos de 

HPV-AR é considerada como o fator mais importante para o desenvolvimento das lesões 

cervicais e progressão para o câncer cervical. Porém, considerando as elevadas taxas de 

regressão espontânea, não é suficiente para o desenvolvimento do câncer cervical (137). 

Alguns cofatores que podem contribuir na carcinogênese cervical têm sido descritos como por 

exemplo a elevada carga viral, número de gestações, uso de contraceptivos orais, tabagismo, 

imunossupressão, predisposição genética e infecção conjunta com outras ISTs (148). 

 

2.3- Tratamentos de lesões precursoras e do câncer cervical invasivo 

O tratamento apropriado das lesões precursoras (HSIL na citologia, neoplasias intraepiteliais 

cervicais-NIC graus 2 e 3 na histologia e adenocarcinoma in situ) é meta prioritária para a 

redução da incidência e mortalidade pelo câncer do colo uterino (149). As diretrizes 

brasileiras recomendam, após confirmação colposcópica ou histológica, o tratamento 

excisional das HSIL, por meio de exérese da zona de transformação (EZT) por eletrocirurgia 

(150). Quando a colposcopia é satisfatória, com achado anormal compatível com a citologia, 

restrito à ectocérvice ou até o primeiro centímetro do canal endocervical, o procedimento 

deve ser realizado ambulatorialmente, permitindo o tratamento imediato das lesões (151). O 

objetivo desta estratégia é facilitar o acesso das mulheres ao tratamento, diminuindo a 
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ansiedade, as possibilidades de perdas no seguimento e os custos da assistência (152). No 

caso de colposcopia insatisfatória, ou quando a lesão ultrapassa o primeiro centímetro do 

canal, o tratamento indicado é a conização, realizada preferencialmente por técnica 

eletrocirúrgica (149). 

Entre os tratamentos mais comuns para o câncer cervical invasivo estão a cirurgia e a 

radioterapia. O tipo de tratamento dependerá de fatores como estadiamento da doença, o 

tamanho do tumor e fatores pessoais, como idade e desejo de ter filhos (153).  Para os estágios 

iniciais do câncer cervical invasivo, pode-se usar a cirurgia ou radioterapia combinada com 

quimioterapia. Para os estágios posteriores, a radiação combinada com quimioterapia 

geralmente é o tratamento principal. A quimioterapia (por si só) costuma ser usada para tratar 

o câncer cervical avançado (154).  

Porém, as opções de tratamento com efeitos citotóxicos para evitar o avanço do câncer 

cervical ainda são limitadas. A quimioterapia pode funcionar como um adjuvante, quando 

empregada logo após o tratamento primário do tumor por cirurgia ou radioterapia. Pode ser 

também um neoadjuvante, quando realizada antes do tratamento local, com o objetivo de 

reduzir o tamanho tumoral e propiciar condições adequadas para o tratamento cirúrgico e/ou 

radioterápico subsequente. Ainda, existe a quimio-radioterapia concomitante, que é a 

administrada simultaneamente com a radioterapia para potencializar o efeito do tratamento, 

que pode aumentar a sobrevida da paciente. Porém, os efeitos colaterais tendem a ser piores 

(155). 

Os quimioterápicos mais usados para tratamento do câncer cervical incluem cisplatina, 

carboplatina, paclitaxel, topotecano e gemcitabina. A cisplatina é o agente citotóxico mais 

efetivo contra o câncer cervical metastático, além disso, aumenta a sensibilidade à 

radioterapia (156). Os efeitos colaterais da quimioterapia dependem do tipo da droga, da dose 

administrada e do tempo de duração do tratamento. Estes efeitos são temporários e podem 

incluir especialmente náuseas e vômitos, perda de apetite, feridas na boca, perda de cabelo, 

inflamações na boca, infecção, hemorragia ou hematomas após pequenos cortes ou lesões e 

falta de ar (155). 

Nos últimos anos, a taxa de sobrevivência por 5 anos para os pacientes com câncer 

cervical melhorou significativamente devido à aplicação de quimioradioterapia concomitante. 

No entanto, a recorrência local e metástases ainda são manifestações pós-tratamento comuns 

em pacientes com câncer cervical avançado. Uma vez que ocorre falha no pós-tratamento, o 

prognóstico torna-se pior: as taxas de sobrevivência de 1 ano para essas pacientes são 

menores que 20% (157). Além disso, vários efeitos colaterais são produzidos influenciando a 
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qualidade de vida da paciente (158). Apesar destes fatos alarmantes, ainda faltam métodos de 

tratamento eficazes.  

As características de alta seletividade pelos tecidos tumorais, o risco reduzido de 

eventos adversos em comparação com métodos convencionais (cirurgia, radiação ou 

quimioterapia) e baixo risco de complicações graves podem tornar a TFD uma alternativa 

eficaz na abordagem para o tratamento do câncer cervical invasivo, neoplasias intraepiteliais 

cervicais e infecções cervicais por HPV, particularmente em mulheres jovens (159, 160).  

 

2.4 - A TFD no tratamento de lesões cervicais 

No Brasil, as NIC podem ser tratadas de forma não invasiva por meio da TFD 

utilizando um protocolo clínico inovador derivado de uma pesquisa que teve início em 2011, 

sob a coordenação do Prof. Dr. Vanderlei Bagnato, do Grupo de Óptica do Instituto de Física 

de São Carlos (IFSC/USP) (161). O protocolo utiliza um creme que contém uma substância 

chamada aminolevulinato de metila que é precursora de outra molécula, a protoporfirina IX 

(PpIX). Essa substância, após ser excitada por um LED vermelho presente em um sistema 

portátil e versátil produz EROs, eliminando as lesões em apenas 20 minutos de forma não 

invasiva, preservando o colo do útero das pacientes (162). 

 Em um relato de caso, Castro e colaboradores (163) descrevem o tratamento de uma 

paciente de 33 anos de idade com NIC grau 3 com o FS aminolevulinato de metila por via 

tópica e TFD. Para isso foram aplicados 2,5 g de um creme contendo o aminolevulinato de 

metila a 20% (p/p) durante a noite. Após esse período, o colo do útero foi iluminado duas 

vezes, com três semanas de intervalo, usando uma sonda com LEDs. A NIC  3 e o HPV-AR 

foram eliminados após 120 dias do segundo procedimento e não houve recorrência em 6 

meses de acompanhamento, o que foi caracterizado com cura.  

Stringasci e colaboradores (164) trataram uma paciente com condilomatose utilizando 

a TFD e o aminolevulinato de metila em creme a 20% (p/p) como FS. A paciente foi tratada 

por 6 semanas, com um total de seis sessões, com sete dias de intervalo entre cada sessão. 

Após o tratamento, o tecido apresentou ausência clínica de lesão e ausência aparente de 

cicatriz, com bom resultado estético e preservando a sensibilidade da região. No 

acompanhamento da paciente por onze meses não foi verificado recorrência das lesões. 

Condiloma ou verrugas genitais afetam os tecidos da área genital devido a infecções induzidas 

pelo HPV. Existem algumas terapias tópicas indicadas para o tratamento dessas lesões, mas 

todas apresentam uma alta taxa de recorrência. A TFD está se mostrando uma estratégia 
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interessante para o tratamento dessas lesões, sendo capaz também de tratar células infectadas 

pelo vírus em lesões subclínicas. 
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JUSTIFICATIVA 

 

A infecção genital por HPV é a infecção sexualmente transmissível viral mais 

frequente em todo o mundo e está diretamente relacionada ao desenvolvimento do câncer 

cervical, que atualmente permanece com grande incidência mundial e constitui-se de um 

importante problema de saúde pública, causando significativa morbidade e mortalidade 

feminina. No Brasil, o câncer cervical é a terceira causa mais comum de câncer na população 

feminina, sendo a quarta causa de morte por câncer em mulheres. A infecção cervical 

persistente por HPV-AR é uma causa necessária para induzir à carcinogênese cervical. As 

opções de tratamento para obter efeitos citotóxicos em células neoplásicas e evitar, portanto, o 

avanço do câncer de cervical ainda são limitados e apresentam elevadas taxas de insucesso. 

Assim, ainda existe a necessidade de buscar novos tratamentos para esse tipo de câncer. Nesta 

perspectiva, diversos estudos já demonstraram a atividade da HIP após a fotoativação, 

provocando danos celulares em concentrações muito pequenas sobre diversas linhagens de 

células tumorais. Porém, até onde conhecemos, não existem estudos que avaliem a atividade 

antitumoral in vitro da HIP encapsulada com plurônico
®
 P123 (HIP/P123) em linhagens 

celulares de câncer cervical. Considerando que poucos estudos tem abordado e explorado este 

tema, propomos a realização de ensaios in vitro para determinar a atividade e o mecanismo de 

ação da TFD utilizando como FS a HIP/P123 em modelo de neoplasia cervical.  
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OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

  

Avaliar a atividade antitumoral in vitro e o mecanismo de ação da HIP/P123 frente a 

um painel abrangente de linhagens celulares de câncer cervical incluindo HeLa (HPV 18-

positivo), SiHa (HPV 16-positivo), CaSki (HPV 16 e 18-positivo), e C33A (HPV-negativa), 

comparando com a linhagem celular epitelial humana não tumorigênica (HaCaT). 

 

Objetivos específicos 

- Avaliar as taxas de morte celular decorrentes da exposição das cinco linhagens 

celulares à TFD com HIP/P123; 

- Identificar as alterações morfológicas celulares após o tratamento com TFD 

utilizando HIP/P123; 

- Avaliar a citotoxicidade à longo prazo da TFD com HIP/P123 nas linhagens 

celulares de câncer cervical através do ensaio clonogênico;  

- Verificar a internalização da HIP/P123 nas cinco linhagens por microscopia de 

fluorescência; 

- Verificar a internalização da HIP/P123 nas cinco linhagens por citometria de fluxo; 

- Verificar a localização subcelular da HIP/P123 nas linhagens celulares de câncer 

cervical por microscopia de fluorescência; 

- Identificar as vias de morte celular induzidas pela exposição das células de câncer 

cervical tratadas com TFD com HIP/P123 por citometria de fluxo; 

- Analisar a via de morte celular por necrose utilizando o ensaio da enzima lactato 

desidrogenase; 

- Avaliar a fragmentação do DNA após o tratamento das cinco linhagens celulares 

com TFD com HIP/P123; 

- Observar a produção de EROs nas cinco linhagens por microscopia de fluorescência 

após o tratamento das linhagens celulares com TFD com HIP/P123; 

- Determinar a produção de EROs nas cinco linhagens por fluorimetria após o 

tratamento das cinco linhagens celulares com TFD com HIP/P123; 

- Determinar a peroxidação lipídica nas cinco linhagens por fluorimetria após o 

tratamento com TFD com HIP/P123; 
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- Determinar os mecanismos do tipo I e II da TFD nas linhagens de câncer cervical 

após o tratamento com TFD com HIP/P123; 

- Avaliar o efeito da TFD com HIP/P123 na migração e invasão das células 

neoplásicas cervicais pelo ensaio da ferida e utilizando os insertos com matrigel 

respectivamente; 

- Determinar por ELISA os níveis de metaloproteinases de membrana do tipo 2 e 9 

(MMP-2 e MMP-9) e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); 

-Determinar o potencial da TFD com HIP/P123 para o tratamento de diferentes tipos 

de câncer cervical. 
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CAPÍTULO III 

 

CONCLUSÕES 

A avaliação da atividade antitumoral da TFD com HIP/P123 frente a um painel 

abrangente de linhagens celulares derivadas de câncer cervical humano, incluindo HeLa 

(HPV 18-positivo), SiHa (HPV 16-positivo), CaSki (HPV 16 e 18-positivo) e C33A (HPV-

negativo), em comparação com uma linha de células epiteliais humanas não tumorigênicas 

(HaCaT), demonstrou que: 

 As micelas de HIP/P123 apresentaram efeitos fototóxicos eficazes e seletivos, dependentes 

do tempo e da dose, nas células de câncer cervical, mas não em HaCaT; 

 A HIP foi internalizada seletivamente em todas as linhagens de câncer cervical, mas não 

em HaCaT, indicando seu potencial de permear a membrana das células cancerosas 

cervicais; 

o A HIP acumulou-se no retículo endoplasmático, mitocôndrias e lisossomos, resultando em 

morte celular fotodinâmica principalmente por necrose; 

 A HIP/P123 induziu estresse oxidativo celular principalmente por meio do mecanismo da 

TFD do tipo II;  

 A HIP/P123 foi capaz de inibir a formação de colônias, o que evidencia uma citotoxidade a 

longo prazo nas linhagens de câncer cervical, sugerindo uma possível capacidade de 

prevenir a recorrência do câncer cervical; 

 As micelas de HIP/P123 inibiram a migração e a invasão das células tumorais, 

principalmente por meio da inibição de MMP-2, evidenciando seu potencial em diminuir a 

formação de metástases;  

Em conjunto, os resultados demostraram que o tratamento com a TFD utilizando a 

HIP/P123 como FS teve efeito antitumoral seletivo em células de câncer cervical 

imortalizadas por HPV 16, HPV 18, HPV 16 e 18 juntos e sem HPV, indicando seu 

potencial como um candidato promissor para o tratamento do câncer cervical.  

Ainda, indicaram um papel potencialmente útil das micelas HIP/P123 como uma 

plataforma para a entrega de HIP para tratar de forma mais específica e eficaz o câncer 

cervical por meio de TFD reforçando a necessidade da continuidade dos estudos 

especialmente dos testes pré-clínicos in vivo. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

Considerando os conhecimentos adquiridos com esta tese na busca de novos possíveis 

candidatos e modalidades terapêuticas para o câncer cervical, temos a intenção de realizar os 

seguintes estudos: 

 Avaliar outras possíveis vias de mecanismos de ação da HIP/P123 em modelo de 

neoplasia cervical; 

 Avaliar a atividade antitumoral da HIP/P123 em modelos in vivo (animais); 

 Desenvolver e avaliar a atividade antitumoral de diferentes formulações farmacêuticas da 

HIP/P123 em modelo de neoplasia cervical e também em modelos animais.  

 Elaborar uma revisão sistemática sobre o tratamento do câncer cervical utilizando a TFD. 
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