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RESUMO 
 

O melanoma tem origem nos melanócitos e é um câncer extremamente 
agressivo e com alto índice de metástase. Ao contrário do câncer de pele não- 
melanoma, essa neoplasia é bastante resistente a um tipo de tratamento conhecido 
como terapia fotodinâmica (PDT), na qual existe a geração de espécies reativas de 
oxigênio (ROS), principalmente o oxigênio molecular singlete (1O2) pela ação da luz 
sobre um composto fotossensibilizador. Por outro lado, o desenvolvimento do 
melanoma tem sido associado com a radiação UV. Quando células são expostas a 
raios UVA (320 - 400 nm), existe a geração de ROS e 1O2. Anteriormente, um estudo 
mostrou que a atividade da RhoA, uma GTPase envolvida em várias respostas 
celulares, agindo principalmente sobre o citoesqueleto celular e a polimerização de 
fibras de estresse, resulta em respostas um pouco diferentes quando células de 
melanoma humano são expostas à radiação UV. Sendo assim, objetiva-se avaliar os 
efeitos do 1O2 gerado por PDT com Rosa Bengala em células da linhagem de 
melanoma humano MeWo com diferentes níveis de atividade de RhoA. Foi 
investigada a resposta celular em termos de sobrevivência, alterações de 
citoesqueleto de actina e motilidade imediatamente após PDT e após um período de 
recuperação. Os resultados mostraram que uma atividade aumentada ou diminuída 
de RhoA não favoreceu a sobrevivência celular ou a motilidade, entretanto, 
pequenas diferenças foram observadas em relação a aspectos morfológicos e do 
citoesqueleto de actina, indicando que as células com menor atividade de RhoA 
aparentemente apresentam um fenótipo mais parecido com células resistentes à 
PDT. 
 
Palavras-chave: Melanoma, RhoA, ROS, PDT e citoesqueleto. 

 



ABSTRACT 
 

Melanoma originates from melanocytes and is an extremely aggressive 
cancer with a high rate of metastasis. Unlike non-melanoma skin cancer, this 
neoplasm is quite resistant to a type of treatment known as photodynamic therapy 
(PDT), in which there is the generation of reactive species of oxygen (ROS), mainly 
singlet molecular oxygen (1O2) by the action of light on a photosensitizing compound. 
On the other hand, the development of melanoma has been associated with UV 
radiation. When cells are exposed to UVA rays (320 - 400 nm), ROS and 1O2 are 
generated. Previously, a study has shown that the activity of RhoA, a GTPase 
involved in various cellular responses, acting mainly on the cellular cytoskeleton and 
the polymerization of stress fibers, results in slightly different responses when human 
melanoma cells are exposed to UV radiation. Therefore, the objective is to evaluate 
the effects of 1O2 generated by PDT with Rose Bengal on cells of the human 
melanoma lineage MeWo with different levels of RhoA activity. The cellular response 
in terms of survival, changes in actin cytoskeleton and motility were investigated 
immediately after PDT and after a recovery period. The results showed that the 
increased or decreased RhoA activity did not favor cell survival or motility, however, 
small differences were observed in relation to morphological aspects and the actin 
cytoskeleton, indicating that cells with lower RhoA activity apparently have a 
phenotype like PDT resistant cells. 

 
Keywords: Melanoma, RhoA, ROS, PDT. cytoskeleton. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

O câncer é um grupo de doenças caracterizado pelo crescimento anormal de 

células de um determinado tipo celular. Algumas células também possuem a 

capacidade de se deslocar para outras partes do corpo, seja pela corrente 

sanguínea, ou pelos vasos linfáticos, este processo se denomina metástase. 

Geralmente o câncer se desenvolve em razão de danos no DNA das células, 

entretanto, enquanto seja comum o reparo deste DNA nas células saudáveis, em 

células tumorais, esse processo não ocorre ou não é eficiente (S, 2009). 

O melanoma é um tipo agressivo de câncer que representa 30% dos 

tumores malignos de pele no Brasil. O melanoma cutâneo tem origem nos 

melanócitos (células que produzem a melanina), sendo um câncer extremamente 

agressivo e de alta possibilidade de metástase. Eram estimados para 2020, 8.450 

novos casos no Brasil, sendo 4.200 homens e 4.250 mulheres (INCA, 2020). 

O desenvolvimento de melanomas está ligado intrinsecamente com a 

exposição à raios ultravioletas (UV). Aproximadamente 95% dos raios UV que 

chegam à terra são raios UVA (comprimento de onda de 320 a 400nm), os outros 

5% são raios UVB (290-320nm). O mecanismo genótoxico do UVA se dá pela 

liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS), essas espécies podem exercer a 

peroxidação de lipídios e causar danos no DNA (SWALWELL, et al; 2012). 

As ROS estão associadas com o processo de carcinogênese e pelo 

processo de morte de células tumorais. Em níveis moderados de ROS, ocorre a 

indução do processo carcinogênico a partir de mutações no DNA e a promoção da 

instabilidade genômica, nesse contexto, são moléculas de sinalização que 

proporcionam a proliferação, sobrevivência e metástase. Entretanto, em níveis mais 

elevados as ROS são responsáveis por danos no DNA, lipídios e proteínas, levando 

a morte celular pela via da apoptose ou por necrose (ZHOU; et al. 2018). 

No DNA, o oxigênio molecular singlete (1O2) reage quase que 

exclusivamente com a guanina, ocasionando sua oxidação e gerando 8-oxo-7,8-

dhihidroguanina (8-oxoGua), sendo essa, mutagênica pelo pareamento com a 

adenina (RAVANAT et al, 2000). Em eucariotos, o dano 8-oxoGua no DNA é 

reparado pelo reparo de excisão de base (BER) pela enzima 8-oxoguanina 

glicosilase (OGG1) (GERMAN et al. 2013; HAJAS et al. 2013; BOLDOGH et al. 

2012). 



 

As Rho GTPases estão associadas com mudanças no citoesqueleto e 

estabilidade genômica por sua associação a vias de reparo de DNA. OGG1 se liga 

ao seu substrato de reparo 8-oxoG com alta afinidade em um local independente de 

seu sítio catalítico de reconhecimento de lesão de DNA e o complexo OGG1•8-oxoG 

interage fisicamente com membros da família Ras canônica e outras GTPases 

(GERMAN et al. 2013; HAJAS et al. 2013; BOLDOGH et al. 2012). 

O entendimento do papel de Rho em condições de aumento dos níveis de 

8-oxoGua se torna interessante no entendimento da resistência de melanomas à 

terapia fotodinâmica (PDT). Essa terapia vem se mostrando promissora no 

tratamento de vários tipos de tumores, a técnica é mais eficaz em lesões mais 

superficiais como cutâneas e as sessões são associadas com melhora da 

resposta imune. O agente citotóxico essencial da PDT é o 1O2 (TURAN et al; 

2016). 

 

1.1 JUSTIFICATIVA  

 

 

Visto que a geração do 1O2 na PDT interage predominantemente no DNA 

com as bases de guanina, além disso, RhoA interage diretamente com o complexo 

OGG1•8-oxoG que funciona como uma GEF, recuperando a forma ativa de RhoA-

GTP assim aumentando sua atividade. Torna-se interessante avaliar os efeitos na 

viabilidade, migração e citoesqueleto celular de células de melanoma com diferentes 

níveis de atividade de RhoA frente a altos níveis de 1O2 gerado pela 

fotossensibilização. 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

 

1.2.1 Objetivo geral  

 

 

Compreender o impacto da geração de oxigênio singlete em células de 

melanoma MeWo com diferentes níveis de atividade de RhoA. 

 



 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) verificar a diferença de viabilidade das linhagens com diversos níveis 

de atividade de RhoA, frente a fotossensibilização. 

 

b) avaliar a diferença de motilidade das linhagens após a geração de 

oxigênio singlete. 

 

c) observar as diferenças no citoesqueleto celular das linhagens e 

polimerização de fibras de estresse após a irradiação das células com o 

fotossensibilizador. 

 

 

1.3 ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL 

 

 

As linhagens MeWo Parental, MeWo Vetor, MeWo N19 e MeWo V14 foram 

submetidas ao fluxograma de experimentos, conforme visto na figura 1. 

 

Figura 1. Estratégia Experimental 

 

FONTE: O Autor, 2021. 

 



 

2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 MELANOMA 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano, sendo divido em derme e 

epiderme. O câncer de pele é um dos mais comuns em humanos, os tumores de 

pele podem ser divididos em dois grandes grupos, os tumores não-melanoma e os 

melanomas. Os cânceres de pele não-melanoma possuem uma incidência maior e 

um prognóstico melhor quando comparados com os melanomas. Isso se deve pela 

tendência dos tumores não melanoma de permanecerem no sítio primário da doença 

(SIMÕES, SOUSA, PAIS, 2015). 

O câncer de pele melanoma é o mais prevalente na faixa etária de 25 aos 35 

anos nos EUA e o Brasil ocupa 15° posição com relação à incidência do tumor no 

mundo (WAINSTEIN, BELFORT, 2018). Como a maioria dos tumores, seu 

prognóstico varia com o estágio em que a doença é descoberta, aproximadamente 

85% dos pacientes apresentam a doença localizada, em torno de 13% com a 

doença espalhada na região e em torno de 2% estão em sítios distantes, com a 

forma metastática da doença (COIT, 2009). 

A população de pele mais clara é a mais atingida pelos melanomas 

cutâneos, enquanto as populações asiáticas e de pele mais escura desenvolvem 

predominantemente melanoma de mucosa e melanoma acral, com uma menor taxa 

de incidência (SCHADENDORF; et al. 2015). A maior incidência do melanoma 

(cutâneo e ocular) em sujeitos de pele clara geralmente é atribuída ao fato de 

pessoas de pele clara possuírem predominantemente feomelanina, enquanto 

pessoas de pele escura possuem predominantemente eumelanina (BROZYNA; et al. 

2007). 

O processo de formação de melanomas consiste na transformação maligna 

dos melanócitos, esse processo complexo requer vários gatilhos de origem 

endógena e exógena para ativação de fatores pró tumorais e de evasão tumoral. 

Embora os melanócitos tenham baixa taxa de proliferação (em torno de duas vezes 

ao ano), esse processo é acompanhado constantemente de mutações. Análises 

genéticas feitas em melanoma metastático demonstraram um alto índice nas 

mutações de bases (10> mutações por megabase), além disso, foram encontradas 



 

diversas mutações C T características da exposição ao UVB e G T, sendo estas 

características da radiação UVA (SCHADENDORF; et al. 2018). 

As ROS geradas por raios UVA causam danos substanciais no DNA, sendo 

potencialmente mutagênico pela oxidação da base guanina em melanomas. Alguns 

genes alvo do dano ao DNA causado por UVA foram identificados, sendo estes p16 

e CDKN2 (inibidor 2A da ciclina-dependente de quinase) e BRAF (CHEN et al; 

2002). Além da 8-oxoGua, o UVA é responsável por quebras de fita simples e 

oxidação de bases pirimídicas (CADET, DOUKI, 2011). 

Conforme apontado na revisão de (LIU-SMITH, DELLINGER, MEYSKENS 

JR, 2014), apesar de existir uma maior produção de ROS em melanomas, não se 

sabe com exatidão a origem do excesso de ROS produzido no tumor, sendo 

geralmente atribuído ao desacoplamento ou disfunção mitocondrial (Figura 2). 

Entretanto, os autores destacam que existem outras fontes de ROS em melanomas 

como a família de proteínas NADPH oxidase (Nox) e a óxido nítrico sintase, oriundos 

de peroxissomos e melanossomos. 

 

Figura 2. Fontes de ROS e seus efeitos celulares. 

 
FONTE: LIU-SMITH, DELLINGER, MEYSKENS JR, 2014. 

LEGENDA: ROS podem ser gerados a partir de melanossomos, mitocôndrias, enzimas da 

família NOX e / ou desacoplamento de NOS. ROS gerados a partir dessas fontes diferentes podem 

interagir entre si e formar um pool de ROS celulares. Quando os níveis de ROS são adequados, eles 

servem como sinais de proliferação; quando ROS é aumentado, eles mostram efeitos adversos, 

incluindo a promoção de invasão e mutações oxidativas no DNA. Se o nível de ROS estiver além da 

capacidade de tamponamento antioxidante celular, eles podem matar as células diretamente. 



 

 

Outras mutações recorrentes no melanoma estão no gene RAC1, membro 

da superfamília de oncoproteínas Ras e pertencente a subfamília Rho. Devido a uma 

mutação no códon 29 de RAC1, existe a substituição de um resíduo de prolina por 

uma serina, que gera o mutante RAC1p29S. A mudança no resíduo 29 gera uma 

forma que liga guanosina difosfato (GDP) de forma menos favorável 

energeticamente. Entretanto, Rac1p29S é capaz de interagir com ligações de 

hidrogênio com a cadeias adjacentes, estabilizando sua forma ativa ligada a 

Guanosina trifosfato (GTP). Rac1-GTP é conhecido por regular processos 

downstream relevantes para a tumorigênese; sendo assim, há evidências que em 

melanomas a família das Rho GTPases possa agir como oncogene (HODIS; et al, 

2012). 

Além disso, Rac1 também é ativador crucial das proteínas Nox, Rac1 pode 

se ligar a extremidade carboxi-terminal de Nox1 gerando uma holoenzima. 

Entretanto, em situações de mutantes de Rac1 é documentado que pode ativar com 

mais intensidade p67, sendo este, um ativador citosólico de Nox1. A holoenzima é 

capaz de ativar Nox1, levando assim a geração de ROS. O complexo Rac1-Nox1 é 

capaz de promover um fenótipo de maior agressividade tumoral, visto que, a 

superexpressão de Nox1 é capaz de induzir a expressão das metaloproteínas de 

matriz (MMP) 2 e 9 (LIU-SMITH, DELLINGER, MEYSKENS JR, 2014). Rac1 

também pode ser ativado pelo ácido hialurônico a partir da interação entre CD44 e 

os guanosine exchange factors (GEF) como Tiam1 e Vav2, levando a ativação de 

Nox, aumentando a produção de ROS e um fenótipo de maior motilidade  em 

melanomas (KIM et al; 2008).  

Também é documentada uma redução da expressão da E-caderina, 

enquanto há um aumento da N-caderina, sendo que esse processo caracteriza a 

transição epitélio- mesênquima (TEM), o qual favorece uma transição de um fenótipo 

celular de baixa motilidade para um fenótipo de maior motilidade (LI, HERLYN, 

2000). 

Em situações normais, o gene CDKN2A (ciclina inibidora dependente de 

quinase 2A) é responsável pela tradução das proteínas supressoras de tumor 

p16INK4A e p14ARF, onde o primeiro é capaz de regular o ciclo celular pela inibição 

da CDK4 (ciclina dependente de quinase 4) ou pela fosforilação de CDK6 (ciclina 

dependente de quinase 6) levando a inativação da proteína do retinoblastoma (pRb). 



 

Por sua vez, p14ARF previne a ubiquitinação da proteína p53, sendo assim, 

impedindo seu envio para o proteassoma e sua posterior degradação. Este perfil de 

desativação de CDKN2A é observado no histórico familiar de pacientes de 

melanoma (SCHADENDORF; et al. 2015). 

 

2.2 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO E DANOS AO DNA 

 

As ROS são um grupo composto por radicais livres (possuem elétron 

desemparelhado) e agentes não radicalares. Exemplos de radicais livres: radical 

hidroxila (•OH), superóxido (O2●-), radical peroxila (RO2•) e radical hidroperoxila 

(HO2•), já os compostos não-radicalares: peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido 

hipocloroso (HClO) e ozônio (O3) (BAYR, 2005). O oxigênio molecular singlete (1O2) 

é também documentado como uma ROS não-radicalar (MIYAMOTO, 2003). 

Esse grupo de moléculas foi inicialmente descrito em meados de 1900, 

entretanto, apenas em torno de 1940 começou a se documentar a importância 

dessas no meio biológico (RIBEIRO; et al 2005). A produção das ROS acontece de 

forma natural no metabolismo humano, entretanto, quando a produção dessas 

espécies se torna muito elevada há ativação de fatores de transcrição que geram um 

sistema antioxidante a fim de restaurar o equilíbrio oxidativo do organismo 

(VASCONCELOS; et al, 2007).  

Quando há o desequilíbrio do sistema redox, seja pelo aumento da produção 

das ROS ou a ineficiência do sistema antioxidante, é gerado o estresse oxidativo 

(ANDRADE; et al. 2010). 

O estresse oxidativo está relacionado com diversas doenças como câncer, 

doenças cardiovasculares, doenças neurodegenerativas, artrite reumatoide, diabetes 

e isquemia. Além do grande impacto em diversas patologias, ainda há grandes 

evidências de seu papel no processo de envelhecimento (SIES, JONES, BERNDT, 

2017). 

A geração fotoquímica do 1O2 pode ocorrer por uma molécula orgânica 

(sensibilizador) que absorve luz na região do visível ou UV, esse sensibilizador 

excitado transfere sua energia gerando a transição triplete-singlete do oxigênio 

(PIBIRI et al; 2018). 

No DNA, o 1O2 reage quase que exclusivamente com a guanina, 

ocasionando sua oxidação e gerando 8-oxo-7,8-dhihidroguanina (8-oxoGua), sendo 



 

essa, mutagênica pelo pareamento com a adenina (RAVANAT et al, 2000). Em 

eucariotos, o dano 8-oxoGua no DNA é reparado pelo reparo de excisão de base 

(BER) pela enzima 8-oxoguanina glicosilase (OGG1) (GERMAN et al. 2013; HAJAS 

et al. 2013; BOLDOGH et al. 2012). 

A 8-oxoGua pode ser reparada pela via longa ou curta de BER, no primeiro 

caso há a atividade de glicosilases que são capazes de extrair a base danificada da 

ribose, por fim há a remoção da ribose e a reposição do nucleotídeo no sítio do DNA, 

entretanto, na via longa de reparo há a retirada de vários nucleosídeos vizinhos do 

nucleotídeo comprometido, para então a reposição dos mesmos afim de recuperar a 

integridade do DNA. Quando não há reparo da base danificada, há o potencial de 

transversão de bases, que geram um perfil de danos de UVA presentes nos tumores 

de pele não melanoma. Ainda é discutida a presença deste perfil dentro de 

melanomas (KAMENISCH; et al. 2018). 

Quando não há o processo de replicação de DNA, a lesão 8- oxoGua não 

parece ter potencial mutagênico; entretanto, esse dano possui a capacidade de 

interferir no processo de transcrição, sendo assim, até células em senescência 

apresentam riscos. É documentado pelo menos 3 maneiras da qual a 8-oxoGua 

pode interferir com o processo de transcrição, o primeiro é a mudança da força de 

interação entre diversos fatores de transcrição e o DNA, a segunda é o aumento de 

erros da RNA polimerase II, esse processo também é chamado de mutagênese do 

RNA, além disso, a 8-oxoGua também pode suprimir genes, aparentemente em 

qualquer região do DNA a partir da redução da capacidade transcrição (ALLGAYER; 

et al. 2016). 

De modo geral, várias terapias para o tratamento do câncer geralmente 

usam os mesmos mecanismos de geração de dano celular que inicialmente 

poderiam ter iniciado a tumorigênise. A terapia fotodinâmica (PDT) consiste em um 

método não invasivo para o tratamento de tumores, seu mecanismo citotóxico se dá 

pela combinação de fotossensibilizadores, oxigênio e um estímulo luminoso, sendo 

assim, o 1O2 é o agente citotóxico principal na PDT, sendo capaz de oxidar uma 

grande gama de biomoléculas no sítio fotossensibilizado, induzindo danos oxidativos 

nas células alvo, levando a apoptose, necrose e dano tecidual (LI; et al. 2020). Pode-

se observar na figura 3, o esquema da PDT. 

 

 



 

 

Figura 3. Esquema de geração de ROS. 

 

 

FONTE: GALLARDO-VILLAGRAN; et al. 2019. This is an open access article distributed 

under the Creative Commons Attribution License which permits unrestricted use, distribution, and 

reproduction in any medium, provided the original work is properly cited 

 

Um aspecto crítico nesse processo é o fotossensibilizador. Um 

sensibilizador fotoquímico deve possuir as seguintes características: pureza 

química, retenção favorável em células tumorais, absorção e eliminação rápida, 

boa penetração no tecido e não ser tóxico no escuro (BALDEA, FILIP, 2012). 

O Rosa Bengala é um fotossensibilizador que pode ter aplicação prática e 

é muito utilizado para estudos do papel do 1O2, uma vez que usando comprimento 

de onda do visível, não há formação de outras ROS (Allen, 1991). Além disso, a 

introdução de grupos acetato ao rosa bengala (RbAc) facilitam a passagem do 

composto de interesse pela membrana plasmática (PANZARINI, INGUSCIO, DINI, 

2011).  

Após sua absorção, esterases presentes no citoplasma removem esses 

grupos acetato, restaurando o rosa bengala que por sua vez se redistribui pelo 

citoplasma e após a irradiação causa danos a diversas organelas. Foi observado 

que a PDT na presença do RbAc foi altamente eficiente em induzir morte celular 

por apoptose e autofagia em células HeLa (PANZARINI, INGUSCIO, DINI, 2011). 

 

2.3  Rho GTPases 

 

A superfamília Ras de guanosina trifosfatases (GTPases) é composta por 

oncoproteínas divididas em cinco famílias, sendo estas: Ras, Rho, Rab, Ran e Arf 



 

(Figura 4). Essa família possui mais de 150 membros em humanos onde possuem 

em torno de 20 à 30 kDa. Essas pequenas GTPases funcionam como um interruptor, 

onde sua forma ativa se dá pela ligação ao GTP e à forma inativa com o GDP 

(GOITRE; et al. 2014). 

O funcionamento da superfamília Ras se dá pela ligação do GTP ao sítio 

ativo, promovida pelas GEF. Após a formação do complexo enzima-substrato, as 

proteínas GTPase ativadoras (GAP) promovem a hidrólise do GTP a GDP 

(ETIENNE-MANNEVILLE, 2002; WENNERBERG, ROSSMAN, DER, 2005). 

Conforme pode ser observado na figura 5. 

 

Figura 4. Superfamília RAS. 

 

FONTE: O Autor, 2020. 

LEGENDA: Esquema da superfamília de oncoproteínas RAS, tendo em vista seus membros 

e principais funções biológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 5. Mecanismo de funcionamento das GTPases. 

 

FONTE: Reprinted with permission from LESSEY, GUILLUY, BURRIDGE, 2012. Copyright 

2012 American Chemical Society. 

LEGENDA: Como a maioria das proteínas G, a RhoA circula entre uma forma ligada ao 

GDP inativa e uma forma ligada ao GTP ativa. A ativação é mediada por fatores de troca de 

nucleotídeos de guanina (GEFs) que catalisam a troca de GDP por GTP. As proteínas ativadoras 

de GTPase (GAPs) inativam RhoA por meio da estimulação da atividade GTPase intrínseca. A 

GDI sequestra RhoA ligada a GDP inativa no citoplasma. 

 

Além disso, é conhecido que RAS é um ativador de Rac1, que por sua 

vez, é um ativador de RhoA. Na metástase, CDC42 é responsável pela formação 

do filopódia, por sua vez, Rac é responsável pela polimerização do lamelipódio 

para que o movimento celular se concretize, e, por fim, é necessário a ativação de 

RhoA para geração da força necessária para o movimento celular (SAHAI, 

MARSHALL, 2002). 

As GTPases Rho estão associadas com motilidade e protrusão celular pela 

ativação de proteínas modificadoras de citoesqueleto, a proteína RhoA tem 

demonstrado papel central em dinâmicas do citoesqueleto como adesão celular e 

migração, responsável pela mediação da estabilidade e integridade genômica a 

partir da sua interação indireta com vias de reparo de DNA. RhoA também modula 

várias vias relacionadas ao metabolismo celular, diferenciação, proliferação e ciclo 



 

celular, efeitos que se tornam mais evidentes na carcinogênese. A GTPase RhoA 

tem funcionamento similar aos homólogos Ras (HEO et al, 2006). 

De acordo com RIDLEY (2001), a movimentação celular ocorre de acordo 

com a figura 6 e pode ser descrita em 4 etapas, sendo estas: 

1. A formação e extensão do lamelipódio, que envolve a polimerização de 

actina, é documentado já o papel de Rac nesse processo. 

2. Formação de novas adesões na matriz celular, pequenas estruturas de 

adesão focal estão localizadas no lamelipódio de células em processo de migração. 

Essas estruturas são responsáveis pela adesão e extensão do lamelipódio sobre a 

matriz extracelular, embora Rac esteja relacionado com o processo de formação 

dessas estruturas, ainda não é claro se é um processo dirigido por Rac. 

3. A contração do corpo celular é um processo dependente do potencial 

de contração de fibras de actinomiosina, sendo regulado principalmente por Rho. 

4. Perda de adesão da cauda, esse processo geralmente é a etapa 

limitante do processo, entretanto, não há indicativos que as GTPases Rho estejam 

envolvidas nesse processo. 

 

Figura 6. Etapas da movimentação celular. 

 

 

FONTE: RIDLEY, 2001. 

LEGENDA: As quatro etapas da movimentação celular, extensão do lamelipódio (1), novas 

adesões na matriz extracelular (2), contração do corpo celular mediado por Rho(3) e pôr fim a 

retração da cauda (4). 



 

 

As células animais podem ter propriedades mecânicas diferenciadas, isto se 

dá pelo fato de o citoesqueleto celular ser adaptável, ou seja, é dependente do 

arranjo de microtúbulos, filamentos de actina e filamentos intermediários (Figura 7). 

No caso de um alto crosslink entre os filamentos, o resultado é um córtex celular 

duro, entretanto, essa situação pode ser revertida para que a célula possa formar 

protrusões levando a um fenótipo de maior motilidade. O papel principal de RhoA 

está relacionado com a atividade da miosina 2, uma ATPase que se move sobre a 

actina no processo de movimentação, seu principal efetor é ROCK1 e ROCK2 

(LESSEY, GUILLUY, BURRIDGE, 2012). 

Embora não tenha sido identificado mutações em RhoA em cânceres 

humanos, já é documentado o aumento da função de RhoA a partir do aumento de 

RNA mensageiro (mRNA) de RhoA. O aumento da atividade de RhoA também está 

relacionado com a passagem de checkpoints de senescência e sua supressão é 

relacionada com a diminuição do grau de invasão em tumores. O complexo de 

transcrição Myc-Sky2-Miz1 é imprescindível para a transcrição de RhoA, quando há 

superexpressão desse complexo em tumores o processo de metástase ocorre via 

ativação de RhoA (CHAN; et al, 2010). 

Também é documentado o papel de RhoA na resistência a quimioterapia em 

tumores gastrointestinais. Foi documentado que em células SNU638/RhoA que um 

total de 19 genes estavam até 2 vezes superexpressos, entre eles proteínas que 

envolviam a defesa antioxidante como a superóxido dismutase, além de proteínas 

relacionadas a resistência a quimioterápicos, como por exemplo fator de crescimento 

endotelial (KANG, LEE, PARK, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 7. Via de sinalização de RhoA. 

 
 

FONTE: Reprinted with permission LESSEY, GUILLUY, BURRIDGE, 2012. Copyright 2012 

American Chemical Society 

LEGENDA: Rota downstream de RhoA mostrando seus principais efetores e suas funções 

biológicas. 

 

O complexo OGG1•8-oxoG é capaz de gerar a mudança de RhoA-GDP 

para RhoA-GTP, mas não é capaz de promover a hidrólise do GTP ligado à RhoA, 

sendo assim, agindo como uma GEF. Em células sob efeito da oxidação de 

guanina, os níveis das Rho GTPases encontram-se alterados, demonstrando o 

papel do complexo OGG1•8-oxoG na ativação de Rho. Foi observado a partir da 

marcação do GDP por fluorescência que ao adicionar 8-oxoGua e OGG1 gerava 

uma rápida diminuição da fluorescência, indicando a mudança do GDP para o 

GTP, em torno de 50% do GTP foi substituído dentro de 60 segundos  (LUO, et al; 

2014). 



 

3 MATERIAL E MÉTODOS   
 

 

3.1 CULTIVO CELULAR 

 

 

A linhagem MeWo de melanoma humano foi cultivada em meio RPMI-1640 

(Cultilab) contendo 10% de soro fetal bovino (GIBCO) a 37°C e 5% CO2. As 

linhagens modificadas descritas por ESPINHA et al. (2016) foram obtidas a partir de 

uma transfecção retroviral com um plasmídio contendo DNA complementar de RhoA, 

tendo modificação na região N19 (dominante negativa de RhoA) ou modificado na 

região V14 (RhoA constitutivamente ativa). As células mutantes MeWo-RhoA-N19 

exibiram um nível basal reduzido de RhoA-GTP em comparação com as células 

MeWo e as células MeWo-RhoA-V14 exibiram níveis mais altos de atividade RhoA. 

Sendo assim foram usadas as linhagens MeWo-RhoA N19, MeWo-RhoA V14 e a 

linhagem vetor vazio (MeWo Vetor). As linhagens foram cultivadas com RPMI-1640 

contendo 10% de soro fetal bovino e 100 μg/mL do antibiótico G418 (SIGMA-

ALDRICH) à 37°C e 5% CO2. 

 

3.2 FOTOSSENSIBILIZAÇÃO DAS CÉLULAS 

 

 

Como fotossensiblizador foi usado o RbAc, que foi sintetizado conforme 

descrito por (BOTTIROLI et al, 1997). O composto é estocado dissolvido em 

dimetilsulfóxido (DMSO), mantido em freezer (-20oC). 

As células MeWo parental, MeWo Vetor, MeWo RhoA-V14 e MeWo RhoA- 

N19 foram plaqueadas em placas de 24 ou 96 poços dependendo do ensaio (1.105 

células por poço na placa de 24 poços e 2.104 células por poço na placa de 96 

poços) e incubadas por 37°C e 5% CO2 por 24h para adesão. 

Então, o meio dos poços foi removido e foram adicionados 1000 μL (placa 

de 24 poços) ou 200 μL (placa de 96 poços) de RbAc (10μg/mL em meio RPMI sem 

soro) em cada poço e a placas foram incubadas por 2h protegidas da luz, enquanto 

ao controle foi adicionado meio RPMI sem soro contendo 0,1% DMSO 

(dimetilsulfóxido, veículo do RbAc). Após esse período de incubação, o 



 

sobrenadante foi removido e substituído por 1 mL (placa de 24 poços) ou 200 μL 

(placa de 96 poços) de HBSS. Para o grupo chamado de Claro, as células foram 

irradiadas por LEDs de cor verde (526nm, 1,5 J/cm2 de energia) em HBSS para 

geração do 1O2 conforme descrito por (SUZUKAWA; et al, 2012). Para o grupo 

chamado de Escuro, as células do grupo Controle receberam HBSS, mas não foram 

expostas à irradiação.  

Foram feitas análises imediatamente após esse período que foram 

chamadas de 0h. Para avaliar após recuperação, o HBSS foi substituído por meio 

com 10% de soro fetal bovino (com G418 para linhagens transformadas) e análises 

também foram feitas após 18h (viabilidade por MTT e marcação do citoesqueleto). 

 

3.3 VIABILIDADE CELULAR 

 

 

Após o processo de tratamento descrito no item 3.2, aos grupos de 0h, a 

solução de HBSS foi removida e foram adicionados 200μL de uma solução de MTT 

(0,5 mg/mL dissolvido em HBSS) por 3h protegido da luz, enquanto isso, as placas 

do grupo de 18h foram receberam meio RPMI 10% (com G418 para linhagens 

transformadas) e voltaram para estufa. Após esse período foi removido o meio e 

adicionada a mesma solução de MTT por 3h protegido da luz. 

Após a incubação com MTT, a solução foi removida e os cristais de 

formazan solubilizados em DMSO, as amostras foram analisadas pelo leitor de 

microplacas (Epoch) na absorbância de 550nm. A viabilidade foi normalizada a partir 

do grupo 0h Controle Escuro (adaptado de SUZUKAWA; et al, 2012). 

Os dados foram analisados com o software Prisma, utilizando ANOVA 

seguido do teste de Tukey. Os níveis de significância são indicados nas legendas. 

 

3.4 MARCAÇÃO DO CITOESQUELETO COM FALOIDINA 

 

As lamínulas foram submetidas a 3 ciclos de limpeza com água e extran em 

banho de ultrassom, em seguida as lamínulas foram limpas com álcool e submetidas 

a ciclos de esterilização por UV em fluxo laminar, sendo feito 2 ciclos de 15 minutos 

de cada lado da lamínula. Então as lamínulas foram colocadas com auxílio de uma 



 

pinça dentro dos poços de uma placa de 24 poços, sendo a placa submetida a mais 

30 minutos de UV dentro do fluxo laminar. 

Para o plaqueamento e tratamento das células foram preservados os grupos 

conforme foi descrito no item 3.2. Após o tratamento, foi removido o meio dos poços 

e as células lavadas com 200 μL de PBS por 3 vezes, em seguida foram 

adicionados 200 μL de paraformaldeído 1% em PBS por 20 minutos para fixação 

celular no agitador de placas. Após a fixação das células, foi removida a solução de 

paraformaldeído e as células lavadas com PBS por 2 vezes, então foi adicionado 1 

mL de uma solução 0,1% de Triton-X100 (SIGMA-ALDRICH) durante 15 minutos na 

gangorra para permeabilização da membrana, então, as células foram lavadas 2 

vezes com PBS. 

Para marcação do citoesqueleto, foi utilizado o actinred 555 (INVITROGEN) 

na proporção de uma gota para cada mL de PBS, foi utilizado 100μL de solução por 

poço e incubado por 1h no agitador de placas, por fim, após a incubação as 

lamínulas foram lavadas mais 2 vezes com PBS. 

As lâminas foram limpas com álcool 70%, então foi utilizado 8 μL de 

Fluoromont ® com DAPI na lâmina, então as lamínulas foram removidas dos poços 

das placas com auxílio de uma pinça e colocadas sobre o Fluoromont ® com o lado 

das células em contato com o composto. No dia seguinte, as lamínulas foram 

seladas com esmalte incolor e guardadas na geladeira, protegidas de luz para uma 

análise posterior no microscópio laser confocal A1R MP+ da Nikon, com objetiva de 

40x, imersão em H2O, abertura numérica: 1.15, lasers: 405 nm e 561 nm, detectores: 

Dapi - 450/50 (425-475); Faloidina 595/50 (570-620). 

 

3.5 ENSAIO DE MIGRAÇÃO 

 

Após o processo de tratamento descrito no item 3.2, as soluções de RbAc ou 

HBSS com DMSO foram removidos dos poços e os mesmos foram lavados 2 vezes 

com 200μL de PBS. Então foi feito um risco na monocamada de células com auxílio 

de uma ponteira de 10μL, após a confecção do risco, o PBS foi removido e foi 

adicionado RPMI com 2% de soro fetal bovino com 10μg/mL de Mitomicina C 

(Sigma-Aldrich) e G418 para as linhagens transformadas durante 48h, as fotos foram 

tiradas em microscópio (Zeiss, Axiovert 40 CFL) no tempo 0h, 24h e 48h após o 

risco. 



 

4 APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS 
 

4.1 VIABILIDADE CELULAR 

 

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil-2H- 

tetrazólio) baseia-se na conversão do composto em cristais de formazan por células 

vivas (VAN MEERLOO, KASPERS, CLOOS, 2011). Foram analisadas as condições 

de tempo 0 e 18h, além do grupo Claro (com irradiação) e Escuro (sem irradiação). 

No tempo de 0h, ou seja, imediatamente após os 15 min de irradiação, tanto 

no grupo Claro quanto no grupo Escuro (que ficou os 15 min com HBSS protegido 

da luz) não se observa diferença na viabilidade celular das linhagens, como pode ser 

visto nas figuras 8 e 9. 

Figura 8. Resultado MTT grupo 0h escuro. 

 

FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: Os resultados obtidos foram feitos em 3 experimentos independentes em quadruplicata, o 

experimento foi realizado conforme descrito nos tópicos 3.2 e 3.3. Dados pertencentes ao grupo 

não- fotossensibilizado no tempo de 0h. Linhagens MeWo P (parental), V (vetor vazio), V14 

(RhoA ativo), N19 (dominante negativo de RhoA). Concentrações entre parênteses se referem a 

concentração de RbAc utilizada. 



 

As células tratadas com RbAc por 2h e depois mantidas no escuro por 18h, 

mostraram mais células viáveis que as respectivas não tratadas com RbAc (figura 9). 

Entretanto, quando é observado o efeito da fotossensibilização após o período de 

18h como visto na figura 10, é nítida a diminuição da viabilidade celular em todas as 

linhagens no grupo Claro. As células parentais tratadas com RbAc e irradiadas 

mostraram-se mais resistentes que as células transformadas (V, V14 e N19). 

 

Figura 9. Resultado MTT grupo 0h claro. 

 

 
 

FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: Os resultados obtidos foram feitos em 3 experimentos independentes em quadruplicata, o 

experimento foi realizado conforme descrito nos tópicos 3.2 e 3.3. Dados pertencentes ao grupo 

não fotossensibilizado no tempo de 18h. Linhagens MeWo P (parental), V (vetor vazio), V14 

(RhoA ativo), N19 (Rhoa dominante negativo). Grupo claro comparado com grupo escuro de 

cada linhagem. Concentrações entre parênteses se referem a concentração de RbAc utilizada. * 

p< 0,0001. 

 

 

 



 

Figura 10. Resultado MTT grupo 18h escuro. 

 
FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: Os resultados obtidos foram feitos em 3 experimentos independentes em quadruplicata, o 

experimento foi realizado conforme descrito nos tópicos 3.2 e 3.3. Dados pertencentes ao grupo 

não fotossensibilizado no tempo de 18h. Linhagens MeWo P (parental), V (vetor vazio), V14 

(RhoA ativo), N19 (Rhoa dominante negativo). Grupo claro comparado com grupo escuro de 

cada linhagem. Concentrações entre parênteses se referem a concentração de RbAc utilizada. * 

p< 0,0001. 

 

Como discutido na revisão de (PANZARINI, INGUSCIO, DINI, 2011), a PDT 

com a utilização do RbAc pode levar a vários mecanismos de morte celular, sendo 

primariamente pela ativação de caspases que por sua vez levam a apoptose. 

Entretanto, este processo não é um processo instantâneo, é necessário a geração 

do estresse do retículo endoplasmático para a ativação dessas caspases e assim a 

geração de uma eventual apoptose, é documentado que esse processo pode levar 

entre 24 a 72h. Também é possível ter a indução da apoptose por vias sem 

envolvimento de caspases, como por exemplo quando há apoptose mediada pela 

família das proteínas Bcl-2, onde esse processo demora 1h. 

 

 

 



 

Figura 11. Resultado MTT grupo 18h claro. 

 
FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: Os resultados obtidos foram feitos em 3 experimentos independentes em 

quadruplicata, o experimento foi realizado conforme descrito nos tópicos 3.2 e 3.3. Dados 

pertencentes ao grupo fotossensibilizado no tempo de 18h. Linhagens MeWo P (parental), V (vetor 

vazio), V14 (RhoA ativo), N19 (Rhoa dominante negativo). Concentrações entre parênteses se 

referem a concentração de RbAc utilizada. * p< 0,0001 e ** p< 0,015. 

 

Como observado por PANZARINI et al, (2006), embora o mecanismo 

principal de morte celular causado pelo RbAc seja a apoptose, é presente também a 

necrose celular, sendo essa mais predominante em tempos de recuperação maiores 

como 48 e 72h. Os principais eventos que levam a apoptose por este método é a 

perda de potencial da membrana mitocondrial devida à geração de ROS, estresse 

no retículo endoplasmático e no complexo de Golgi também estão relacionados com 

a ativação do processo apoptótico. 

Também é relatado que células de melanoma A375 perderam em torno de 

50% da viabilidade no tempo de 24h, tendo um aumento para 60% após 48h com o 

método da PDT com curcuminas, entretanto, não houve perda de viabilidade no 

tempo 0h (SZLASA et al; 2020). 

Os resultados obtidos corroboram os de ESPINHA et al. (2016), visto que, o 

comportamento de sobrevivência foi semelhante nas mesmas linhagens, sendo a 



 

parental a mais resistente das linhagens, seguida da V14 e então a N19 como 

observado na figura 10. Neste trabalho ainda houve a inclusão da linhagem vetor, 

onde o comportamento em relação a sobrevivência celular ficou semelhante com as 

linhagens V14 e N19, como observado na figura 10. 

Embora o comportamento observado seja similar, o tratamento utilizado 

neste trabalho resultou em uma diminuição da viabilidade maior em relação ao 

trabalho de ESPINHA et al. (2016), a radiação UVA não possui o mesmo potencial 

de geração do 1O2 como o tratamento do RbAc é capaz, além disso, a tendência do 

composto a se concentrar em certas organelas celulares (BOTTIROLI et; 1997), 

aumenta ainda mais a citotoxicidade do tratamento em relação à exposição de 

apenas a luz UVA. 

 

4.2 MARCAÇÃO DO CITOESQUELETO COM FALOIDINA 

 

Como é possível observar na figura 12, 13, 14 e 15 não há diferenças 

estruturais ou na distribuição das fibras de estresse nos grupos que não sofreram 

irradiação (Escuro), entretanto, é possível observar os filamentos de actina bem 

distribuídos, quando comparada com os grupos irradiados (Claro) no tempo 0h. 

Já nos grupos de 18h ocorre uma mudança do padrão de marcação dos 

grupos não irradiados até então não prevista. É possível observar que nos grupos 

irradiados após 18h, que houve uma mudança no padrão de distribuição das fibras 

de estresse, estando principalmente concentradas nas bordas das células das 

linhagens. Também é possível reparar que a linhagem vetor possui diferenças 

estruturais em relação a linhagem parental, indicando que, de fato, o vetor de 

transfecção pode estar interferindo na polimerização da actina. 



 

Figura 12. Imunomarcação da linhagem parental. 

 

 
FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, os tratamentos dos grupos 

Claro e Escuro estão de acordo com o apresentado no tópico 3.2, a marcação feita com a 

faloidina seguiu o protocolo do tópico 3.4, as imagens foram obtidas com auxílio do 

microscópio confocal Nikon e o tratamento das imagens foi feito com o imageJ e NIS-

Elements. 

 



 

Figura 13. Imunomarcação da linhagem Vetor. 

 

 
FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, os tratamentos dos grupos 

Claro e Escuro estão de acordo com o apresentado no tópico 3.2, a marcação feita com a 

faloidina seguiu o protocolo do tópico 3.4, as imagens foram obtidas com auxílio do 

microscópio confocal Nikon e o tratamento das imagens foi feito com o imageJ e NIS-

Elements. 



 

Quando comparamos as figuras 14 e 15, podemos observar uma diferença 

no nível de organização das fibras de estresse no tempo de 0h, com a linhagem V14 

exibindo níveis superiores de organização em relação a linhagem N19, estes 

resultados corroboram com os de ESPINHA et al, (2016), onde foi possível observar 

o mesmo comportamento nas linhagens transformadas. 

É documentado que a PDT mediada por RbAc é capaz de alterar a 

organização de resíduos de glicanos na membrana plasmática das células, foi 

observado em células HeLa em processo apoptótico promovido pelo RbAc, que 

houve uma exposição exacerbada de diversos resíduos, como por exemplo, a N- 

Acetilgalactosamina (PANZARINI et al, 2013).  

No mesmo modelo celular, outro estudo mostrou que células tratadas com 

RbAc exibiram mudanças de organização do citoesqueleto celular, as mudanças 

ocorrem no tempo de 24h e 48h sendo possível observar o aumento da 

concentração de actina filamentosa na região cortical (SOLDANI et al, 2007). 

Conforme apontado na revisão de DI VENOSA et al. (2015), o maior alvo da 

PDT no citoesqueleto são os microfilamentos de actina, entretanto, os efeitos da 

PDT sob o citoesqueleto celular aparentam depender da morfologia inicial da célula. 

Visto que, as Rho GTPases estão intrinsicamente correlacionadas com o 

citoesqueleto celular, principalmente RhoA, é muito provável sua contribuição no 

processo de bleb, já que a inibição de adesão focal e a formação de fibras de 

estresse são fatores chave da mudança da morfologia celular. 

A PDT utilizando o ALA mostrou uma desorganização das fibras de estresse 

na primeira hora após a PDT em células HB4a, após 3h as células começaram a 

apresentar uma forma mais arredondada. Entretanto, quando comparado com a 

linhagem transfectada com RAS, além de a linhagem exibir um menor nível de 

organização das fibras de estresse no tempo 0h após a irradiação foi possível 

identificar uma transição para o formato de bleb após 1h de PDT, também foi 

encontrado possíveis pontos de adesão de actina na periferia das células, a 

recuperação das estruturas de actina começaram em torno de 6 a 24h estando 

completa no tempo de 48h (DI VENOSA et al; 2012). É possível ver a formação 

destas projeções celulares nas células irradiadas, visto que a actina está 

concentrada predominantemente na periferia da célula. 

 



 

Figura 14. Imunomarcação da linhagem V14. 

 

 

FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, os tratamentos dos grupos Claro e 

Escuro estão de acordo com o apresentado no tópico 3.2, a marcação feita com a faloidina seguiu o 

protocolo do tópico 3.4, as imagens foram obtidas com auxílio do microscópio confocal Nikon e o 

tratamento das imagens foi feito com o imageJ e NIS-Elements. 

 

 



 

Figura 15. Imunomarcação da linhagem N19. 

 

 
FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, os tratamentos dos grupos 

Claro e Escuro estão de acordo com o apresentado no tópico 3.2, a marcação feita com a 

faloidina seguiu o protocolo do tópico 3.4, as imagens foram obtidas com auxílio do 

microscópio confocal Nikon e o tratamento das imagens foi feito com o imageJ e NIS-

Elements.
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No trabalho de CASAS et al. (2008), onde foram estudadas células LM3 e 

clones resistentes à PDT, foi possível observar que a camada de actina presente 

nestas células sofria alterações nas linhagens resistentes a PDT-ALA, 

demonstrando padrões mais ondulares de actina, além de níveis de organização 

diferentes, onde as células irradiadas exibiam uma menor organização das fibras de 

estresse. Como observado nas figuras 12, 13, 14 e 15 após a irradiação, sugerindo 

uma recuperação gradual e mudança de fenótipo celular após a fotossensibilização. 

Em algumas linhagens de melanoma com a presença da curcumina foi 

possível observar uma menor abundância das fibras de estresse com a maior parte 

da actina concentrada na borda das células, em relação a queratinócitos e 

fibroblastos. Quando submetidas a PDT-curcumina gerou a polimerização irregular 

de actina, além da destruição da estrutura fibrilar, levando as células a um fenótipo 

mais arredondado (SZLASA et al; 2020). 

Ainda em células HeLa, quando expostas a fotossensibilização por 

ftalocianina de zinco (II) no tempo 0h e no grupo controle não foi possível observar 

diferenças, entretanto, após 8h e 24h dependendo da concentração, foi possível 

observar que os filamentos de actina começaram a se aglomerar e gerar um 

aumento na actina filamentosa, além disso, também foi visto núcleos com 

fragmentação da cromatina, indicando um possível processo apoptótico, a reversão 

deste processo demorou de 24 a 48h dependendo da concentração do 

fotossensibilizador (JUARRANZ et al. 2001). 

No presente estudo, após o processo de irradiação (grupos claros), é 

possível observar que além das células concentrarem actina em sua periferia, 

demonstram também uma mudança morfológica, onde é possível ver uma forma 

mais arredondada, isto se dá pela reorganização estrutural da actina no 

citoesqueleto celular. 
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4.3 ENSAIO DE MIGRAÇÃO 

 

Foi possível observar nas figuras 17, 19, 21 e 23 que, as células dos grupos 

claros demonstraram um potencial de motilidade até as primeiras 24 horas o que 

contrasta em relação aos grupos não irradiados, onde há movimentação celular 

expressiva no tempo de 48 horas, além de uma motilidade maior em relação aos 

grupos irradiados. Além disso, nas imagens de 48 horas do grupo claro é possível 

observar a redução da motilidade além de uma mudança nas células para uma 

forma mais arredondada. 

Embora todas as linhagens tenham demonstrado um comportamento 

parecido em termos de motilidade, a linhagem V14 demonstrou uma aparente 

reversão do fenótipo mais arredondado para um fenótipo mais espraiado 

novamente. 

 

Figura 16. Ensaio de migração da linhagem Parental (Escuro). 

 

FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, tratamento da linhagem Parental 

grupo Escuro conforme descrito no tópico 3.2, o protocolo usado para geração do risco está no 

tópico 3.5. 
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Figura 17. Ensaio de migração da linhagem Parental (Claro). 

 

FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, tratamento da linhagem Parental 

grupo Claro conforme descrito no tópico 3.2, o protocolo usado para geração do risco está no 

tópico 3.5. 

 

Figura 18. Ensaio de migração da linhagem Vetor (Escuro). 

 

FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, tratamento da linhagem Vetor grupo 

Escuro conforme descrito no tópico 3.2, o protocolo usado para geração do risco está no tópico 3.5. 

 

Figura 19. Ensaio de migração da linhagem Vetor (Claro). 
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FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, tratamento da linhagem Vetor 

grupo Claro conforme descrito no tópico 3.2, o protocolo usado para geração do risco está no 

tópico 3.5. 

 

Figura 20. Ensaio de migração da linhagem V14 (Escuro). 

 

FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, tratamento da linhagem V14 

grupo Escuro conforme descrito no tópico 3.2, o protocolo usado para geração do risco está 

no tópico 3.5. 
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Figura 21. Ensaio de migração da linhagem V14 (Claro). 

 

FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, tratamento da linhagem V14 grupo 

Claro conforme descrito no tópico 3.2, o protocolo usado para geração do risco está no tópico 3.5. 

 

Figura 22. Ensaio de migração da linhagem N19 (Escuro). 

 
FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, tratamento da linhagem N19 

grupo Escuro conforme descrito no tópico 3.2, o protocolo usado para geração do risco está 

no tópico 3.5. 
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Figura 23. Ensaio de migração da linhagem N19 (Claro). 

 

FONTE: O autor, 2021. 

NOTA: As imagens obtidas foram de um experimento, tratamento da linhagem N19 grupo 

Claro conforme descrito no tópico 3.2, o protocolo usado para geração do risco está no tópico 3.5. 

 

Como visto no trabalho de ESPINHA et al. (2016), foi possível observar um 

comportamento semelhante até o tempo de 24h onde é possível ver o maior período 

de deslocamento. 

No trabalho de SZLASA et al. (2020) foi demonstrado que as células 

irradiadas com a presença das curcuminas apresentaram uma motilidade muito 

menor em relação aos grupos controle, além disso houve algumas linhagens que 

não conseguiram fechar a cisão no período de 24h. Além disso, algumas linhagens 

com a presença de apenas a curcumina (sem a irradiação) também não foram 

capazes de migrar de forma efetiva, também não fechando a ferida no período de 

24h. 

Como demonstrado em estudo com células de câncer de pulmão A549, 

quando submetidas a fotossensibilização com o composto SBOP-Lyso, um 

fotossensibilizante que possui como alvo os lisossomos. No grupo não irradiado, a 

ferida se encontrou quase fechada após o período de 48h, entretanto, o grupo 

irradiado demonstrou uma motilidade claramente menor em relação ao controle, 

visto que não demonstrou quase nenhum deslocamento celular (BAI, ZHANG, QIAN, 

2021). 
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Esses resultados corroboram os resultados obtidos, uma vez que, os grupos 

não irradiados (Escuro) demonstrados nas figuras 16, 18, 20 e 22 conseguiram 

cobrir uma área maior da ferida em relação aos grupos irradiados (Claro), como 

observado nas figuras 17, 19, 21 e 23. Além disso, também é possível observar que 

apenas a dose de radiação sem o sensibilizador (DMSO Claro) foi capaz de causar 

impacto na motilidade celular, porém, o efeito é muito mais evidente quando em 

presença do fotossensibilizador (RbAc Claro). 

Quando analisado a motilidade entre as linhagens em relação a RhoA, não 

foi possível observar uma aparente diminuição da motilidade entre a linhagem V14 e 

N19. Estes resultados não eram esperados, visto que ESPINHA et al. (2016) 

observou diferenças de motilidade entre as duas linhagens quando expostas a UVA, 

UVB e UVC, sendo mais marcante na radiação mais energética do UVC. Isto pode 

ser analisado em relação a taxa de geração de 1O2 da radiação UVA em relação ao 

fotossensibilizante RbAc, onde a geração além de mais intensa também é mais 

localizada. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Esse trabalho se propôs a investigar um possível papel de RhoA em 

condições de aumento dos níveis de 8-oxoGua como resultado da geração de 1O2 

pela fotossensibilização com Rosa Bengala, visando um melhor entendimento da 

resistência de melanomas à terapia fotodinâmica. Com relação à viabilidade celular, 

não foi possível observar grandes diferenças nos experimentos em relação às 

linhagens com distintos níveis de RhoA, além disso, o comportamento da linhagem 

vetor se mostrou consideravelmente diferente em relação à parental, dando indícios 

que o vetor de transfecção pode estar afetando a resposta celular da linhagem. 

O comportamento das células fotossensibilizadas em relação às fibras de 

estresse parece estar de acordo com a literatura, indicando uma tendência de 

fenótipo similar a células resistentes a PDT quando a atividade de RhoA é reduzida. 

Assim como, em relação à motilidade, houve uma aparente diminuição após a 

fototerapia, sendo mais perceptível na condição de supressão de RhoA. 
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AANEXO I – AUTORIZAÇÃO DO USO DE IMAGEM DA FIGURA 2. 
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AANEXO II – AUTORIZAÇÃO DE USO DE IMAGEM DA FIGURA 5 e 7 
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AANEXO III – AUTORIZAÇÃO DE USO DE IMAGEM DA FIGURA 6 
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