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RESUMO

A terapia com laser de baixa poténcia (LBP), ou fotobiomodulagdo, consiste na
aplicacéo de uma fonte de luz sobre uma area especifica, utilizando baixos valores de
poténcia e energia com 0 objetivo de potencializar processos de regeneracao e
regulacdo de disturbios funcionais. No entanto, o impacto do LBP sobre os
mecanismos moleculares e celulares, bem como sobre a resposta imunolégica frente
a patégenos intracelulares, ainda ndo estd completamente elucidado. Neste contexto,
torna-se relevante compreender como o LBP interfere em mecanismos celulares
essenciais, como o reparo de membrana (RM), a infeccéo por T. cruzi e o metabolismo
lipidico. Um dos principais mecanismos de RM em células lesionadas tanto por
estimulos quimicos, quanto por estimulos mecéanicos, envolve o processo de reparo
por endocitose, mediado por influxo de calcio e exocitose lisossomal, culminando na
remocdo por endocitose da area lesionada e no resselamento da membrana
plasmética (MP). Patdbgenos como 0 protozodrio Trypanosoma cruzi conseguem
invadir as células hospedeiras através das vesiculas endociticas formadas durante a
ativacdo deste processo especifico de RM, além de manipular a biogénese de
Corpusculos Lipidicos (CLs), organelas celulares biologicamente ativas, envolvidas no
metabolismo lipidico e na modulac&o da resposta inflamatdria . Assim, sabendo-se do
importante papel do mecanismo de RM e dos CLs nas respostas celulares, e frente a
infeccéo por T. cruzi, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da irradiacdo com
o LBP na integridade da MP, no RM, na progressao da infec¢éo por T. cruzi, como
também no metabolismo lipidico, in vitro. Mioblastos da linhagem C2C12, foram
irradiados com LBP, na dose de 30J/cm?, poténcia de saida 100 mW, por 8 segundos,
no modo continuo de emissdo de luz, em uma Unica sessdo, sendo infectados
posteriormente, ou ndo, com tripomastigotas de T. cruzi, cepa Dm 28c. Em seguida
as células foram fixadas, processadas, e o sobrenadante coletado, para ensaios de
fluorescéncia, imunomarcagéo, Western Blot, Microscopia Eletronica de Transmisséo
(MET), e quantificacdo de PGE, e citocinas. Nossos resultados demonstraram que a
fotobiomodulagao néo alterou a viabilidade celular, mas interferiu na permeabilidade
da MP. Além disso, a irradiacdo prévia com o LBP promoveu o influxo de calcio, o
recrutamento lisossomal e a formacao de cavéolas, processos celulares associados
ao RM por endocitose; assim como modulou a infeccdo por T. cruzi, favorecendo a
invasdo, a replicacdo e a sobrevivéncia do protozoario. Tanto a fotobiomodulagéo
guanto a infeccdo por T. cruzi aumentaram a biogénese de CLs, evento modulado
pela expressdao de PPARy e SREBP-1, com consequente aumento nos niveis de
PGE2em ambas as condi¢des. A prévia irradiacdo com LBP também apresentou efeito
modulador sobre mediadores inflamatorios, reduzindo IL-6 e TNF-a e aumentando IL-
10, enquanto a infeccao elevou IL-6, TNF-q, IL-12 e IL-10. Em conjunto, os achados
indicam que o LBP induz microlesées na MP, capazes de ativar o RM mediado por
endocitose, além de regular o metabolismo lipidico e a resposta imune, influenciando
diretamente o curso da infecg&o por T. cruzi.

Palavras-chaves: Laser de Baixa Poténcia; reparo de membrana; Trypanosoma
cruzi; Corpusculos Lipidicos; mioblastos.



ABSTRACT

Low-level laser therapy (LLLT), also known as photobiomodulation (PBM), involves
applying a light source to a specific area using low power and energy levels to enhance
regenerative processes and regulate functional disorders. However, the impact of
LLLT on molecular and cellular mechanisms, as well as on the immune response
triggered by intracellular pathogens, remains largely unelucidated. In this context, it is
crucial to elucidate how LBP modulates key cellular mechanisms, such as membrane
repair (MR), T. cruzi infection, and lipid metabolism. One of the main MR mechanisms
in cells injured by chemical or mechanical stimuli involves the repair process through
endocytosis, mediated by calcium influx and lysosomal exocytosis, leading to
endocytic removal of the damaged area and resealing of the plasma membrane (PM).
Pathogens such as the protozoan T. cruzi can exploit endocytic vesicles formed during
the activation of this MR process to invade host cells. Additionally, this parasite
manipulates the biogenesis of lipid bodies (LBs), biologically active organelles involved
in lipid metabolism and the modulation of inflammatory responses. Considering the
crucial role of MR mechanisms and LBs in cellular responses during infection, this
study aimed to investigate, in vitro, the effects of LLLT on PM integrity, MR, the
progression of T. cruzi infection, and lipid metabolism. C2C12 myoblasts were
irradiated with LLLT at a dose of 30 J/cm? (output power: 100 mW, exposure time: 8 s,
continuous emission, single session) and subsequently infected, or not, with T. cruzi
trypomastigotes (Dm28c strain). Afterward, the cells were fixed and processed, and
the supernatants collected for fluorescence assays, immunolabeling, Western Blot,
Transmission Electron Microscopy (TEM), and quantification of PGE, and cytokines.
Photobiomodulation did not alter cell viability but affected PM permeability. Pre-
irradiation with LLLT promoted calcium influx, lysosomal recruitment, and caveolae
formation, cellular events associated with MR via endocytosis, as well as modulated
T. cruzi infection, favoring parasite invasion, replication, and survival. Both
photobiomodulation and T. cruzi infection increased LB biogenesis, a process
modulated by PPARy and SREBP-1 expression, leading to elevated PGE, levels under
both conditions. Pre-irradiation with LLLT also exhibited a modulatory effect on
inflammatory mediators, reducing IL-6 and TNF-a while increasing IL-10, whereas
infection alone elevated IL-6, TNF-a, IL-12, and IL-10. Altogether, these findings
indicate that LLLT induces microlesions in the PM capable of activating MR via
endocytosis, while also regulating lipid metabolism and immune responses, thereby
directly influencing the course of T. cruzi infection.

Keywords: Low Level Laser; membrane repair; Trypanosoma cruzi; Lipid Bodies; Low
Level Laser; myoblasts.
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1- INTRODUCAO

1.1) LASER DE BAIXA POTENCIA

1.1.1) Caracteristicas Gerais

O laser € um dispositivo que emite luz através de um processo de amplificacédo
Optica baseado na emissado estimulada de fotons (Perveen, et al., 2018). Einstein
com a publicacdo de seu tratado “Zur Quantentheorie der Strahlung” em 1916,
propiciou o desenvolvimento teoérico do laser, ao descrever o conceito que
demonstrou que a energia de um feixe de luz era concentrada em pequenos
conjuntos de energia, denominados fétons, explicando assim o fendmeno da
emissao fotoelétrica, onde um féton ao colidir com um elétron estimula a liberacéo

de outro foton, amplificando a emissao inicial (Patil, et al., 2008).

O primeiro laser funcional foi desenvolvido por Theodore Maiman em 1960
(Maiman, 1960). Em 1967, Endre Mester, médico hungaro da Universidade Médica
de Semmelweis, Hungria, descobriu a terapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP) ao
observar, em experimentos com camundongos, que a irradiacdo com laser de rubi
de baixa intensidade ndo induzia carcinogénese, mas sim, promoveu uma melhor
cicatrizacdo de feridas e aumento no crescimento capilar nos animais irradiados.
Esta foi a primeira demonstracdo de "bioestimulacdo a laser" (Mester et al., 1967;
Mester et al., 1968; Hamblin, 2016).

Estes resultados foram indicativos de que a luz laser de baixa intensidade
(assim como os lasers térmicos de alta poténcia) poderia ter suas préprias aplicacdes
benéficas na medicina e motivaram 0s primeiros ensaios clinicos a partir da década
de 1970, em pacientes com Ulceras cutaneas de dificil cicatrizacdo, nos quais a
terapia com LBP demonstrou acelerar a regeneracgao tecidual e reduziu processos
inflamatorios locais (Mester et al., 1967; Kleinman et al., 1996; Hamblin, 2016).
Atualmente, a terapia com o LBP também é chamada de Fototerapia ou
Fotobiomodulacdo, é amplamente utilizada nas diversas areas da saude como

dermatologia, odontologia e fisioterapia para promoc¢éo da analgesia, reducdo da
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inflamacao e regeneracéo tecidual (Huang et al., 2009, Farivar et al., 2014; Rathod
et al., 2022).

A luz ou radiacao eletromagnética de um laser caracteriza-se por ser um fluxo
luminoso altamente colimado (feixes de luz paralelos); de alta intensidade de energia
e: altamente concentrado (Figura 1), que em contato com os diferentes tecidos
resulta, de acordo com o tipo do laser, em efeitos fotoquimicos, fototérmicos,
fotomecanicos e fotoelétricos (Azagdoli, et al., 2016); monocromatico (fétons de
mesmo comprimento de onda); capaz de atingir altas intensidades e ser coerente e
unidirecional (fétons se propagam na mesma direcdo sem divergéncia significativa)
(Husain, et al., 2016).

Laser Feixe de luz

Unidirecional
s AN Monocromitica

Coerente

Figura 1: llustracdo das principais caracteristicas daradiacdo gerada por laser. Figura adaptada
(Jelinkovd; Sulc, 2013).

Os lasers sdo nomeados de acordo com o meio ativo pelo qual sdo estimulados.
Os aparelhos existentes podem ser classificados segundo o tipo do seu meio ativo
(um amplificador 6ptico), que pode ser solido, liquido, semicondutor de gas e de fibra
(Perveen, et al., 2018). Os parametros utilizados rotineiramente em aplicacdes
clinicas incluem comprimento de onda (nanémetro) que varia entre o vermelho e o
infravermelho; frequéncia; energia (Joules); fluéncia ou dose (J / cm?); poténcia
(Watts); irradiancia (W / cm?) e tempo (segundos). As principais interacdes laser-
tecido sado: fotoquimicas, fototérmicas e fotomecanicas, e dependem do tempo de

irradiacéo e da densidade de poténcia (Freitas, et al., 2016).

Ao atingir o tecido biolégico, parte da luz irradiada é absorvida, enquanto a outra
parte é refletida, transmitida e dispersada (Figura 2). O efeito de absor¢cdo depende
das propriedades do tecido, como estrutura, conteddo de &gua, condutividade
térmica, capacidade de calor, densidade e capacidade de absorver, dispersar ou
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refletir a energia emitida. Além disso, também depende das propriedades do laser,
gue incluem o modo de emissdo da luz, a poténcia, a densidade de energia e 0
comprimento de onda. Comprimentos de onda maiores, como o infravermelho
proximo, apresentam maior capacidade de penetracdo tecidual, enquanto
comprimentos menores sdo mais absorvidos nas camadas superficiais (Azagdoli, et
al., 2016).

.......
e .
.....

.

Figura 2: Interacdes da luz laser com o tecido bioldgico. Desenho esqueméatico demonstrando as
interagfes da luz laser com a superficie do tecido. ilustrando os processos de reflexdo, absorc¢éo,
transmissao e dispersao da radiagcdo no tecido. Figura adaptada (Mrzezo, 2015).

A efetividade do laser € vinculada a absor¢éo da luz irradiada pelos tecidos. No
caso dos lasers de alta poténcia (HILT- High-Intensity Laser Treatment), que variam
entre 1 a 30 Watts, a luz laser € absorvida e age através dos efeitos térmicos
produzidos, e seu uso no tecido biolégico tem o objetivo de corte tecidual,
coagulacdo, reducdo microbiana, vaporizagao e hemostasia (Sant'/Anna, et al.,
2017). Ja no caso dos lasers de baixa poténcia (LBP) a variacao fica entre 0,001 a

0,1 Watts e a luz laser absorvida gera um efeito biomodulador (Freitas, et al., 2016).
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A Fotobiomodulacgéo consiste na aplicacdo de uma fonte de luz sobre uma area
determinada, utilizando-se baixos valores de densidade de poténcia (mW/cm?) e
doses de energia (J/cm?) como método seguro e ndo invasivo para potencializacédo
do processo de regeneracdo e regulagdo de disturbios funcionais (Huang, et al.,
2009; Farivar, et al., 2014).

Essa terapéutica utiliza-se de dispositivos conhecidos como Lasers de Baixa
Poténcia (LBP), que emitem uma radiacdo proxima ao espectro da luz vermelha ou
infravermelha, ndo térmica e uniforme em comprimento de onda, fase e polarizacéo.
Desse modo, os efeitos bioldgicos ndo sdo causados por calor perceptivel, e sim por
efeitos fotofisicos, fotoquimicos e fotomecanicos nas células dos tecidos irradiados
(Rola et al., 2022). A base desse fendmeno esta fortemente ligada a influéncia da luz
do laser nas organelas celulares, bem como aos processos bioquimicos realizados

dentro das mesmas, gerando alterac6es quimicas (Rola, et al., 2022).

Os métodos mais comuns de administracdo da radiacdo de laser de baixa
intensidade incluem os lasers a base de rubi (694 nm), argonio (Ar) (488 e 514 nm),
hélio-nebnio (He-Ne) (632,8 nm), criptbnio (521, 530, 568 e 647 nm), arseneto de
galio associado a aluminio (GaAlAs) (805 ou 650 nm) e arseneto de galio (Ga-As)
(904 nm) (Lin Feng et al., 2010; Arjmand et al., 2021). Também sdo amplamente
empregados os diodos emissores de luz (LED), que apresentam menor colimagéo e
coeréncia quando comparados aos LBPs convencionais. Consequentemente,
exibem bandas de emissao mais largas (Figura 3) (Mller et al., 2013; Arjmand et al.,
2021).

Cada um desses dispositivos possui parametros especificos de importancia,
incluindo a poténcia de saida do laser, que varia de 0,001 a 0,1 Watts, e o
comprimento de onda, que pode variar de 300 a 10.600 nm. Além disso, a taxa de
pulso pode variar de 0, caracterizando emisséo continua, até 5000 Hertz (ciclos por
segundo). Outros parametros relevantes incluem a densidade e a intensidade de
energia, que variam de 1072 a 10 W/cm?, bem como a dose, que pode oscilar entre
0,01 e 100 J/cm?2. Por fim, também s&o considerados o tipo de exposi¢éo e a duragéo
do tratamento (Posten et al., 2005; Zein et al., 2018).
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Figura 3: Exemplo de um dispositivo Laser de Baixa Poténcia. Laser de Diodo Modelo Photon
Laser Ill DMC (DMC, s.d).

Os principais parametros utilizados na Fotobiomodulacdo sdo o comprimento
de onda; a densidade de energia; a poténcia (pico e média); modo de aplicacédo e
tamanho da area; caracteristicas temporais e a quantidade de aplicacdes (Jelinkova;
Sulc, 2013). Os diferentes parametros utilizados promovem um efeito biolégico
heterogéneo em cada tratamento, gerando respostas celulares bastante especificas

e particulares.

O comprimento de onda € a distancia entre dois pontos em fase consecutivos,
como picos ou vales, caracteristica fundamental das ondas eletromagnéticas. No
LBP uso dos lasers é diretamente impactado pelo comprimento de onda, que
determina a cor da luz visivel ou a regido do espectro eletromagnético em que a luz
se encontra determinando na Fotobiomodulacdo a eficacia da penetracdo nos
tecidos biol6gicos sem causar danos térmicos (Yang, et al., 2024). A densidade de
energia, também chamada de fluéncia, é a quantidade de energia entregue por
unidade de éarea, medida em joules por centimetro quadrado (J/cm?). A aplicacdo da
densidade de energia adequada permite a estimulacédo celular sem causar danos,
promovendo processos como a reducao da inflamacéo, alivio da dor e aceleracéo

da cicatrizacao (Taylor, et al., 2020).

Esses dois parametros da irradiacdo influenciam a biologia celular, pois
determinam a profundidade de penetragao (comprimento) e a quantidade de energia

irradiada (densidade de energia). Dessa forma, a fotobiomodulacdo € capaz de



26

modular processos celulares distintos, como a producdo de ATP e de espécies
reativas de oxigénio (ROS), além da ativacéo das vias de proliferacéo, diferenciacéo
e reparo tecidual (Chung et al., 2011; Zein et al., 2018). Comprimentos de onda mais
longos (600 nm até 1070 nm) sdo absorvidos pela agua e tém maior impacto na
promocao da proliferacédo celular (Hashmi, et al., 2010). Por sua vez uma menor
densidade de energia aplicada (0,05 J/cm? —-10 J/cm?) promove a proliferacédo
celular, enquanto uma maior densidade de energia (acima de 50 J/cm?) aumenta os

processos apoptoéticos (Rola, et al., 2022).

A transicdo mutua de ambos os fendmenos tem uma natureza continua,
apresentando um efeito bifasico de dose-resposta, no qual existe uma dose de
energia ou um intervalo entre doses ideais, com um efeito bioestimulatério capaz de
promover melhores resultados e isso varia para cada tipo de patologia, tecido e
profundidade. Com isso um estimulo pequeno pode nao ter efeito biolégico e um
estimulo grande pode ter um efeito bioinibidor ou até mesmo citotoxico. Essa
resposta bifasica também é conhecida como “lei de Arndt-Schulz” (Huang et al, 2009;
Su et al., 2022).

Sobre as definicdes dos parametros do LBP mencionados anteriormente temos
ainda: a poténcia e o tamanho do ponto, os quais, combinados, fornecem a
densidade de poténcia e irdo ditar quanta energia e calor sdo fornecidos ao alvo
desejado. Clinicamente, este ajuste é essencial, pois densidades de poténcia mais
baixas séo frequentemente utilizadas em processos inflamatorios e de cicatrizagédo
superficiais, enquanto densidades mais elevadas podem ser necessarias para atingir
estruturas mais profundas, como musculos ou articulagbes (Farkas et al., 2013). O
modo de aplicacdo do LBP, por sua vez, refere-se a forma como o laser é utilizado
durante o tratamento, destacando-se dois modos principais: continuo e pulsado
(Hashmi et al., 2010).

No modo continuo, o laser emite uma luz constante, sem interrupcdes. A
emissdo continua permite uma entrega uniforme de energia ao tecido, o que pode
ser benéfico, por exemplo, em condicbes cronicas que exigem estimulacédo
prolongada, como tendinopatias ou Ulceras cutaneas. Ja no modo pulsado, a luz é
emitida em intervalos, alternando entre periodos de emisséo e pausa (Chaki et al.,

2025). A aplicacdo pulsada é atil em situacbes que requerem maior controle da
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energia aplicada, como no manejo de inflamacfes agudas, edemas ou dores mais

localizadas (Zein et al., 2018).

A espessura do tecido é um importante parametro que ira influenciar na
penetracdo da luz, uma vez que tecidos mais espessos podem exigir ajustes na
intensidade ou tempo de aplicacdo para que a luz alcance as camadas mais
profundas; e a area corporal, por sua vez, determina a quantidade de energia
necessaria e o tempo de exposicdo, pois areas maiores podem necessitar de
sessOes mais longas ou repartidas para garantir a cobertura adequada e eficaz
(Steiner, 2011, Taylor et al., 2020).

Por fim, o parametro temporal do Laser de Baixa Poténcia (LBP) refere-se a
forma como a energia do laser € distribuida ao longo do tempo durante o tratamento.
Essa caracteristica inclui aspectos como a duracao de cada sessdao, a frequéncia de
aplicacdo e o tempo de exposicdo em cada area tratada (Taylor et al., 2020). Do
ponto de vista clinico, tais varidveis sdo fundamentais para o planejamento
terapéutico: protocolos com sessbes mais frequentes sao indicados em condigbes
agudas, como traumas musculares recentes, enquanto quadros crénicos, como
artrite ou fibromialgia, geralmente requerem maior tempo de exposi¢cdo por sessao,

porém com menor frequéncia semanal (Maia et al., 2012; Gokge. et al., 2023).

Na prética clinica, isso se traduz, por exemplo, na recomendacao de sessdes
diarias ou em dias alternados em processos inflamatérios agudos, enquanto em
condicbes cronicas costuma-se empregar aplicagdes de duas a trés vezes por
semana, com maior tempo de exposicdo em cada area tratada para promover efeitos
cumulativos (Oliveira-Souza et al., 2022). A duracdo e a frequéncia influenciam
diretamente os efeitos biol6gicos do laser, como a estimulacédo celular e a modulacéo
inflamatoria (Rola et al., 2022). Um tempo de exposi¢cdo muito curto pode né&o
fornecer energia suficiente para efeito terapéutico, enquanto tempos excessivos

aumentam o risco de aquecimento indesejado do tecido (Taylor et al., 2020).

Observa-se gue os diferentes parametros ajustaveis no LBP contribuem para a
variabilidade metodolégica, tornando a interpretacdo das pesquisas publicadas
desafiadora. Soma-se a essa questdo a ampla diversidade de patologias e as
caracteristicas individuais de cada paciente, que exigem abordagens personalizadas

e inviabilizam a padronizacdo de um unico critério de aplicagdo capaz de abranger
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todos os casos. Consequentemente, cada estudo pode adotar configuracfes
distintas, o que dificulta a consisténcia e comparabilidade entre os resultados,

tornando complexo o estabelecimento de conclusdes universais.

1.1.2) Mecanismos de acao e efeitos biolégicos

O mecanismo biolégico de acao do LBP conhecido ocorre através da absorcao
da luz irradiada por croméforos celulares especificos localizados nas mitocdndrias,
como o complexo enzimatico citocromo c¢ oxidase (CCO), cuja atividade € inibida
pelo 6xido nitrico (NO) (Srinivasan et al., 2012) (Figura 4). Estudos sugerem que a
irradiacdo com o LBP é capaz de reverter a inibicdo da CCO por fotodissociacdo do
NO de seus locais de ligacdo, ocasionando o aumento do nivel de NO, que em
contrapartida aumenta o potencial de membrana mitocondrial e consequentemente
promove o aumento na produgcédo de adenosina trifosfato (ATP), (Hu et al., 2007;
Karu, 2008; Zhang et al., 2008).

A alteragcdo na producdo de ATP promove um acréscimo na geragado de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que participam da ativacdo da cascata biologica que
regula diversos mecanismos celulares (Farivar et al., 2014; Lipovsky et al., 2008). A
irradiacdo com o LBP também gera mudancas na ultraestrutura da mitocéndria
induzindo alteragcbes no pH, nos niveis de monofosfato de adenosina ciclico (AMP

ciclico) e de Ca?* (Freitas et al., 2016).
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Figura 4: Desenho esquematico do mecanismo de acdo do LBP. Agédo da luz irradiada pelo LBP
sobre a mitocdndria, desencadeando vias de sinalizagdo que alteram a transcricdo génica. Figura
adaptada (Karoussis., 2018).

Como moléculas quimicamente ativas, ATP, AMP ciclico, NO, Ca?* e ROS,
desempenham um papel importante na sinalizagdo celular, na regulacdo da
progresséao do ciclo celular, na ativacdo enzimética e na sintese de acidos nucléicos
e proteinas. Elas ativam diversos fatores de transcricdo, sendo o mais importante o
fator nuclear kappa B (NF-kB) e a proteina ativadora-1 (AP-1), fatores de transcricao
gue regulam a expressao de diversos genes estimuladores e protetores relacionados
com a proliferacdo e migracdo celular, a sobrevivéncia, ao reparo e a regeneragao
tecidual, a producao de citocinas e fatores de crescimento (Figura 5) (Karu, 2008;
Chung, et al., 2011).
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Figura5: Mecanismo de ag&o da Fotobiomodulagdo na atividade celular e potenciais vantagens
na biologia celular. A influéncia da luz do LBP nas organelas celulares desencadeia rea¢des
biolégicas promovendo alteragdes fisioldgicas. Figura propria, elaborada com base em Rola,
etal., 2022.

Trabalhos previamente publicados demonstraram alteracdes em diversos
mecanismos bioldgicos apos o tratamento com o LBP, incluindo a supresséo de
citocinas inflamatdrias, como TNF-alfa e IL-6 (Yamaura et al., 2009), e 0 aumento da
producéo de fatores de crescimento, tais como PDGF, IGF-1, NGF e FGF-2 (Saygun
et al., 2008; Safavi et al., 2008). Além disso, foi relatada a regulacdo de vias de
sinalizacdo intracelular responsaveis pelo controle da expressdo génica e pela
modulacado de fatores de transcricdo associados a proliferacao celular, a sobrevida,
ao reparo e a regeneracao tecidual, em diferentes tipos de tecido, como o epitelial e
0 0sseo (Liu et al., 2005; Hamblin, 2006; Snirivasan et al., 2012).

Os efeitos bioldgicos promovidos pela fotobiomodulagdo resultam em diversos
beneficios em nivel tecidual. Entre eles, destacam-se o aumento da atividade da
fosfatase alcalina, enzima envolvida na mineralizacdo 0ssea, e a melhora da

expressao génica da osteocalcina, um marcador biolégico do metabolismo 6sseo e
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participante da mineralizacdo do esqueleto, além da proliferacao celular em células
osseas (Renno et al., 2010; Huertas et al., 2014). Também foram observados o
aumento da sobrevida de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
e de fatores de crescimento em tecido epitelial lesionado (Kim et al., 2008), a reducao
da dor e da inflamacao (El-Maghraby et al., 2013), bem como o estimulo a sintese
de colageno e a regeneracdo nervosa (Schultz et al., 1985; Shen et al., 2013). No
tecido muscular a fotobiomodulacédo tem sido associada a modulacao da resposta
inflamatoria, a redugdo da dor muscular, regeneracdo muscular, e melhora da
recuperacdo estrutural e funcional do musculo esquelético, tanto em modelos

experimentais quanto clinicos (Costa et al., 2018).

O mecanismo de acdo da terapia com LBP ndo esta apenas relacionado ao
aumento do metabolismo e proliferacdo celular, pois também mostra a capacidade
de induzir a apoptose com a aplicacdo de doses mais altas de energia (Rola et al.,
2022). O mecanismo exato desse fen6meno ainda nao foi totalmente compreendido.
No entanto, h& evidéncias de que possa estar indiretamente relacionado a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), a alteracdo da atividade de diferentes
guinases, como a C-quinase, e a modulacdo da atividade da caspase-3, uma
mediadora chave da morte celular programada envolvida na clivagem de diversas

proteinas essenciais (Rola et al., 2022).

A Fotobiomodulacdo também demonstrou efeitos significativos no metabolismo
lipidico (Avci et al., 2013). Estudos revelaram que a irradiagcdo com o LBP pode
modular a atividade de enzimas envolvidas na sintese e degradacéao de lipidios,
promovendo a formacgéo e maturacao de corpusculos lipidicos (CLs) (Levchenko et
al., 2019). Essas organelas, além de atuarem no armazenamento de lipidios,
desempenham papel ativo na regulacdo do metabolismo celular, na sinalizacao
inflamatdria e na interacdo com outros compartimentos intracelulares (Levchenko et
al., 2019). Além disso, o LBP demonstrou influenciar a producao de prostaglandina
E2 (PGE2), um mediador inflamatorio derivado do acido araquiddnico e produzido
pelos CLs (Sakurai et al., 2000).

Importante no processo terapéutico, a Fotobiomodulacdo tem recebido
destaque nos Ultimos anos e os estudos sobre este tratamento aumentaram e

ganharam relevancia, proporcionando esclarecimento sobre os mecanismos de acao
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do LBP e sobre seus efeitos a nivel celular e tecidual (Freitas et al., 2016; Hamblin,
2016; Karoussis et al., 2018; Rola et al., 2022). Contudo, apesar de amplamente
utilizada em contextos clinicos, os efeitos celulares e moleculares do LBP,
especialmente frente a infecgbes por patdgenos intracelulares, ainda ndo estéo
completamente compreendidos. Nesse contexto, torna-se essencial investigar de
gue forma a fotobiomodulacédo interfere em processos fundamentais da biologia
celular. Assim, este estudo busca compreender sua atuacdo em trés aspectos
principais: o reparo de membrana (RM), a infeccdo por Trypanosoma cruzi e o
metabolismo lipidico. Cada um desses eventos representa um componente-chave
da resposta celular, cuja modulacéo pelo LBP pode revelar novos mecanismos de

acao dessa terapia.

A compreensado aprofundada desses efeitos contribui para a melhoria da
seguranca e da eficacia dos tratamentos, ajuda a prevenir efeitos adversos e
aumenta a precisdo das intervengfes. Além disso, contribui para o avanco do
conhecimento sobre os mecanismos celulares modulados pela fotobiomodulacéao,
oferece bases para a padronizacdo de protocolos experimentais e estabelece
fundamentos para futuras aplicacbes clinicas e pesquisas na area da

fotobiomodulacao.

1.2) MECANISMOS DE REPARO DE MEMBRANA

1.2.1) Caracteristicas gerais

A célula eucarittica é separada do ambiente extracelular por uma membrana
plasmética (MP), estrutura lamelar, fluida, composta por duas camadas de
fosfolipidios com caracteristicas anfipaticas, os quais se distribuem de forma
heterogénea por toda a membrana (Bernardino de la Serra, et al., 2016). Os
principais fosfolipidios presentes na MP sdo a fosfatidilcolina e esfingomielina, que
compdem predominantemente o folheto externo, enquanto o folheto interno contém
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e fosfatidilinositol (Van Meer, et al., 2008). Na
composicdo da MP tem-se ainda lipidios (colesterol), carboidratos e proteinas

especializadas (Figura 6) (Goiii, 2014; Bernardino de la Serra et al., 2016).
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Por apresentar numerosas funcdes vitais necessarias a sobrevivéncia da
célula, a manutencdo da integridade da MP é crucial para a preservacdo da
viabilidade e da fung&o celular normal. A natureza bioquimica desta estrutura celular
torna-a susceptivel a véarias formas de lesdes, ocasionadas por patégenos,
substancias quimicas, radiacéo, respostas inflamatorias e estresse mecéanico (Beller,
et al., 1976; McNeil, 1993; lacovache, et al., 2008; Corrotte, et al., 2013; Zhen, et al.,
2021). De fato, a restauracao defeituosa da MP esta associada a um grande nimero
de doencas, incluindo miopatias, distirbios neuroldgicos centrais e periféricos e

doencgas coronarianas (Cooper, et al., 2015).

canal proteico

receptores de
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proteina proteina
transmembrana periférica Lipid raft
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Filamentos citoesqueléticos (parte hidrofilica)
? Fosfatildilcolina ¥ Fosfatidilserina
ﬁ Fosfatidiletanolamina ? Fosfatidilinositol

Esfingomielina | Colesterol

Figura 6: Modelo de mosaico fluido da MP. Representacdo esqueméatica do modelo de mosaico
fluido da membrana plasmatica (MP), evidenciando a diversidade de fosfolipidios e proteinas de
membrana, bem como a presenca de microdominios lipidicos (lipid rafts) e a organizagéo das regides
hidrofobicas e hidrofilicas que caracterizam a bicamada lipidica. Figura adaptada (Chabanon et al.,
2016).

Assim, para assegurar a homeostasia celular ap6s uma lesao, mecanismos
moleculares e celulares foram adaptados evolutivamente para restaurarem a barreira
entre os ambientes intracelulares e extracelulares, ao resselar a bicamada lipidica.
Diferentes vias de reparo de membrana (RM) tém sido descritos e sdo ativados de
acordo com a espécie celular e ao tipo, local e extenséo da lesdo na MP, ndo sendo

exclusivos nem restritos a certos tipos de células (Dias, et al., 2021).
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1.2.2) A sinalizacao de célcio no Reparo de Membrana

Independentemente do(s) mecanismo(s) empregado(s), e do tipo de dano e
célula afetada, o fator primordial de acionamento da maquinaria de reparo descrito
tem sido o0 mesmo: o aumento no célcio (Ca?*) intracelular (McNeil, et al., 2001;
Reddy, et al., 2001; Idone, et al., 2008; Babiychuk, et al., 2009; Corrotte et al., 2013;
Scheffer, et al., 2015). O ion Ca?" é uma molécula de sinalizacdo celular
evolutivamente conservada com diversas vias de sinalizagdo dependentes que
conferem ao célcio diferentes funcdes celulares. Dentre elas a capacidade de iniciar
mudancas conformacionais que sinalizam a contracdo muscular, transmissdes
sinapticas e funcao enzimatica (Horn, et al., 2018). As concentracdes intracelulares
de Ca?* sdo rigidamente reguladas, porém diante de uma ruptura na MP ocorre um
aumento intenso nos niveis de calcio citosolico devido a um influxo de célcio, do

exterior para o interior da célula, através da lesdo gerada (Ammendolia, et al., 2021).

Este influxo de Ca?* transitério, eleva o gradiente deste ion no interior celular e
com isso ativa respostas celulares dependentes de diversas proteinas sensiveis ao
Ca?* e com uma ampla gama de afinidades de ligacdo com o mesmo, o que lhes
permite montar variaveis respostas espacial e temporalmente localizadas (Horn, et
al., 2018). Estas respostas conduzem a remodelacdo do citoesqueleto, ao
recrutamento de fatores de reparo e o trafego de vesiculas, que cooperativamente
facilitam o fechamento da lesdo (Raj; Gerke, 2025). A entrada de Ca?* é proporcional
ao tamanho e quantidade das lesdes, e a magnitude e 0 momento em que este
aumento precisa ocorrer para desencadear uma resposta de reparo eficiente sao

variaveis (Ammendolia, et al, 2021).

Lesbes de membrana menores que um nandmetro de diametro sofrem
resselagem espontanea através da difusdo dos lipidios ao redor da abertura, os
guais fornecem a forca motriz para selar a MP (Cooper et al., 2015). No entanto
lesbes maiores impedem o reparo espontaneo da MP, pela for¢ca oposta da tensdo
da membrana ligada ao citoesqueleto ou a lamina nuclear, sendo necessario o
reparo ativo por constituintes celulares internos, para a restauracéo da integridade
da membrana celular (Zhen, et al., 2021). Os principais mecanismos de RM

responsivos ao influxo de célcio j& descritos sdo o reparo por “patching”, por
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brotamento e por endocitose (Miyake, et al., 1995; Corrotte, et al., 2013; Jimenez, et
al., 2014; Castro-Gomes et al., 2014; Corrote; Castro-Gomes, 2019).

1.2.3) Principais mecanismos intracelulares de Reparo de Membrana

Os primeiros estudos sobre o RM conceberam como primeira hip6tese para o
resselamento da MP a formac&o de um bloqueio dindmico temporario formado por
vesiculas citoplasméticas e fusionadas entre si e com a MP (Figura 7). Neste
processo celular, denominado de reparo de membrana por “patching”, o influxo de
célcio ativa o recrutamento das proteinas anexinas 6, 1, 2 e 5 (A6, Al, A2 e Ab), que
participam do reparo ao se unirem e formarem juntas um subdominio externo
(Croissant et al., 2022). Outras proteinas como as Homology Domain (EHD), Myc
box-dependent-interacting protein 1 (BIN1), denominadas proteinas de reparo,
Mitsigumina-53 (MG53) e disferlina - em células musculares- também sé&o
translocadas e se organizam, compondo uma estrutura de suporte onde o

subdominio externo se fixa (Demonbreun, et al., 2016).
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Figura 7: Hipétese do mecanismo de reparo por “patching”. O influxo de Ca?* através da lesdo
da MP desencadeia o recrutamento de vesiculas citoplasmaticas, as quais se fusionam com a MP e
entre si, formando um bloqueio dindmico temporario. Simultaneamente, ocorre o translocamento e a
organizacdo de diversas proteinas como Anexinas, EHD, BIN1, MG53 e disferlinas (em células
musculares) que irdo formar um subdominio externo (em destaque). A integridade da MP é restaurada
pela reconstituicdo da membrana e eliminacdo do subdominio por exocitose. Figura adaptada
(Andrews; Corrotte, 2018; Ebstrup et al., 2021).
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Simultaneamente a formagao desse “invélucro”, o citoesqueleto e a bicamada
lipidica passam por remodelamento, induzido pela exocitose lisossomal, que diminui
a tensdo da membrana e a ativacdo local das GTPases Rho, ocorrendo o
recrutamento de filamentos de F-actina e miosina-2 para a borda da leséo,
promovendo o fechamento da matriz de forma contratil (Godin, et al., 2011).
Concluindo o reparo, o revestimento temporario € removido por exocitose (Idone, et
al., 2008; Bi, et al., 1995). Embora os estudos sobre este mecanismo em células de
mamiferos continuem escassos, o RM por “patching” continua a ser uma hipétese
sugerida para o resselamento de danos maiores na MP, dado o acumulo de
compartimentos membranosos observados em locais da MP com lesbes extensas
(Ammendolia et al., 2021).

Outro mecanismo proposto no ambito de investigacdo sobre o RM celular, foi
denominado “mecanismo de reparo por brotamento”. Pesquisas demonstraram que
no RM por brotamento as areas lesionadas da MP eram removidas e liberadas como
vesiculas extracelulares (Jimenez, et al.,, 2014). Neste mecanismo ocorre 0
recrutamento e a participacdo do Complexo de Triagem Endossomal Necessario

para o Transporte (complexo ESCRT) (Jimenez, et al., 2014).

O complexo ESCRT, composto por cinco subcomplexos, ESCRT-0, ESCRT-I,
ESCRT-II, ESCRT-IIl e a VPS4 ATPase, é fundamental na catalisacdo da fissao de
membrana. Esse processo € indispenséavel para diversas funcdes celulares, entre
elas a triagem endossomal. Nessa via, receptores ubiquitinilados séo endocitados,
agrupados na membrana endossbmica e, em seguida, segregados em
compartimentos que invaginam e brotam para a luz endossomal, originando os
corpos multivesiculares (MVBs) (Odorizzi et al., 1998; Vietri et al., 2019). Além disso,
o0 complexo ESCRT participa do fechamento do envelope nuclear apds a divisdo
celular, da formacao de vesiculas durante a replicacéo viral e da abscisdo da ponte

intercelular no final da citocinese (McCullough, et al., 2013, Vietri, et al., 2020).

Durante o RM por brotamento, o célcio liga-se a proteina ligante de calcio ALG-
2-interacting protein X (ALIX), ativando a translocag¢do e o acumulo do complexo
ESCRT, em especial o ESCRTIII, na regido lesionada, o qual sera responséavel por
facilitar as alteracBes na arquitetura da membrana. O influxo de calcio também ira

promover o recrutamento e o acumulo de proteinas “Vacuolar sorting protein 4”
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(Vps4). Este conjunto ira promover a clivagem da membrana celular lesionada,
gerando o desenvolvimento de pequenas vesiculas extracelulares que sofrem
eliminacdo através da excrecdo exocitica, permitindo assim, o resselamento da MP
(Figura 8) (Scheffer, et al., 2014; Castro-Gomes, et al., 2014).

Extracelular

Membrana
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ESCRT ®
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Intracelular ESCRT-III:

Figura 8: Mecanismo de reparo por brotamento. O influxo de Ca?" liga-se a ALX ativando o
recrutamento do complexo ESCRT e a subsequente translocacdo da proteina Vps4 para a regiao
lesionada. Este conjunto ird promover alteraces na arquitetura da MP gerando o desenvolvimento de
pequenas vesiculas extracelulares, e a clivagem da regido lesionada, que sera eliminada através da
excregao exocitica, permitindo assim, o resselamento da MP. Figura adaptada (Vietri, et al., 2020).

Por fim, o mecanismo de reparo por endocitose, o melhor descrito atualmente,
demonstrou que a resselagem da MP também ocorria através da endocitose da
regido lesionada (Corrotte et al., 2013). Este mecanismo de reparo inicia-se apds o
influxo de calcio promover a migragdo e fusdo de lisossomos na regido da MP
lesionada. Apds essa ligacao ocorre exocitose e liberacdo do conteudo lisossomal
(Rodriguez et al., 1997; Sdllner et al., 1993, Bi et al., 1995), resultando na formagé&o
de uma invaginac¢éo no local da leséo, inicialmente gerada por ceramidas resultantes
da acao da esfingomielinase acida (ASM) sobre a esfingomielina da MP (Tam et al.,
2010; Corrotte et al., 2013; Castro-Gomes et al., 2016).

A participacéo lisossomal nesse processo tem sido amplamente evidenciada
pelo marcador LAMP-1 (Lysosome-Associated Membrane Protein-1), uma
glicoproteina de membrana lisossomal utilizada para monitorar sua redistribuicdo
(Rodriguez et al., 1997; Couto et al., 2020). Em condi¢des basais, LAMP-1 apresenta
um padrdo predominantemente perinuclear, refletindo a localizagcdo habitual dos

lisossomos. Entretanto, apds a lesdo da MP, ocorre sua mobilizacéo para a periferia
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celular, acompanhada da fusdo lisossomal com a membrana plasmética e

subsequente exocitose (Zhong et al., 2023).

As proteases liberadas durante a exocitose lisossomal como cisteino protease
(cisteina, catepsinas B e L) atuam na protedlise extracelular, ao agir sobre proteinas
associadas a superficie celular e na remodelacdo e degradacdo da matriz
extracelular, e faciltam o acesso da esfingomielinase acida (ASM), enzima
lisossomal, ao folheto externo da MP. A ASM é uma das enzimas que permanecem
ativas extracelularmente apds a secrecdo, e atua sobre a esfingomielina dos
fosfolipidos da MP, removendo de forma hidrolitica a regido da fosforilcolina da
esfingomielina, gerando ceramida como produto, as quais auxiliam na curvatura e
brotamento da regido lesionada da MP dando progressédo ao processo de RM por

endocitose (Figura 9) (Castro-Gomes, et al., 2016).
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Figura 9: Mecanismo proposto para o RM através da modulac&o da exocitose lisossomal. O
influxo de Ca?*, através das lesdes na MP, desencadeia rapidamente a exocitose lisossomal, a qual
libera diversas proteases juntamente com a lipase ASM. As proteases clivam proteinas da superficie
celular e contribuem para o acesso da ASM a MP e/ou a ativacdo da ASM. A ASM hidrolisa a
esfingomielina no folheto externo do PM gerando ceramida, que promove o inicio da endocitose da
leséo e o reparo da MP. Figura adaptada (Castro-Gomes, et al., 2016).

Nesse contexto, as alteracfes lipidicas induzidas pela acado da ceramida e a
consequente reorganizacdo da MP criam microdominios especializados que

favorecem o recrutamento de proteinas estruturais. Entre elas destacam-se as



39

caveolinas da familia Cav-1 e Cav-2, amplamente distribuidas em diferentes tipos
celulares, e as caveolinas da familia Cav-3, restritas as células musculares (Corrotte
et al., 2013; Fridolfsson et al., 2014). Essas proteinas sdo direcionadas para a area
de invaginacdo recém-formada, onde desempenham papel essencial na
estabilizacao e na dindmica das vesiculas envolvidas no reparo (Figura 10) (Corrotte
et al., 2013; Fridolfsson et al., 2014).

Presentes principalmente na MP, mas também no complexo de Golgi, no
reticulo endoplasmatico, nas vesiculas e em localizacfes citosolicas, as caveolinas
participam de varios processos celulares como o transporte vesicular, a homeostase
do colesterol, a transducao de sinal e a supressao tumoral (Fridolfsson, et al., 2014).
No processo endocitico do RM essas proteinas se agregam na invaginacao formada
pela ceramida e conferem a continuacéo da invaginacéo, gerando uma vesicula que
recebe o nome de cavéola (Palade, 1953; Rothberg, et al., 1992; Scherer, et al.,
1996; Tang, et al., 1996). Identificando-se como pequenas invaginacdes em forma
de bulbo localizadas perto ou préximas a superficie da MP, as cavéolas séo
caracterizadas como micro dominios de membrana, regides especialmente ricas em
glicoesfingolipidios, colesterol, proteinas ligadas a glicosilfosfatidil inositol (GPI-
ancoradas) e caveolinas (Lo, et al., 2016). Participam de varios papeis na fisiologia
celular, servindo de plataforma para diferentes caminhos de sinalizag&o tais como:

pinocitose, transcitose e endocitose independente de clatrina.

A cavéola formada durante o processo de reparo pode ser Unica e estruturada
sobre a lesdo, de pequena extenséo, entre 50—100 nm de diametro, (Figura 100A),
ou multiplas e estruturadas ao redor da lesdo, quando esta € extensa, maiores que
100 nm de didmetro (Rothberg et al., 1992; Parton; Pozo; 2013). Neste ultimo caso,
as caveolas fundem-se em determinado momento, formando uma vesicula
endocitica unica (Figura 10 B). A forca gerada pela internalizacdo das cavéolas
realiza a constricdo das bordas da membrana lesionada, propiciando o resselamento
da MP, ao passo que a vesicula internalizada desvincula-se da MP levando consigo

a regido danificada para a via endocitica (Corrote et al, 2013; Corrote et al, 2014).
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Figura 10: Modelo de reparo de MP mediado por endocitose caveolar. Em (A) a permeabilizacdo
com toxina formadora de poro ou em (B) uma lesdo mecénica, desencadeiam o influxo de Ca?, a
exocitose lisossomal e liberagdo de ASM, geram ceramidas no folheto externo da MP, processo que
promove a internalizagdo e fusédo das cavéolas. A toxina é removida por endocitose caveolar (A),
enguanto uma maior extensdo da lesdo na bicamada lipidica seria gradualmente constrita e resselada
pelo resultado das for¢as geradas do agrupamento intracelular, fusdo e internalizagdo de cavéolas
fusionadas (B). Figura adaptada (Corrotte, et al., 2013).

Conforme destacado acima, existem varios mecanismos pelos quais as células
promovem o reparo da MP. No entanto h& diversas evidéncias sugerindo que
diferentes mecanismos de reparo ocorrem em combinacdo para que uma resposta
de reparo adequada seja elaborada (Dias, et al., 2021). Além disso, 0s mecanismos
de reparo celular ndo apenas cooperam durante a restauracdo da MP, mas as

proteinas que participam desse processo também sdo compartilhadas (Dias, et al.,
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2021). Assim, ha diversas outras proteinas participantes do processo de RM, néo

limitadas a apenas um Unico mecanismo de reparo, resumidas por nome e funcao
na Tabela 1 a seguir (Cooper, et al., 2015; Zhen et al., 2021).

TABELA 1. PRINCIPAIS PROTEINAS ENVOLVIDAS NOS DIVERSOS

MECANISMOS DE RM

Proteinas

Principais Funcdes no
RM

Tipos
celulares/modelos
experimentais

SNAREs

Mediacao da fuséo de

vesiculas intracelulares com

a MP durante o reparo
dependente de Ca?*

Fibroblastos,
mioblastos e células
epiteliais (HelLa)

Anexinas

Sinalizac&o do local de leséo;
recrutamento e suporte para
montagem de diversos
magquinarios de RM; fuséo de
membranas, modelagem,
vedacéo e reducédo da tenséo
da MP

Células musculares,
epiteliais e
endoteliais

Disferlina

Atua na fusdo de vesiculas
intracelulares e no
resselamento da MP;
participa do trafego de
vesiculas e da liberacdo de
vesiculas extracelulares
contendo fragmentos de
membrana danificada

Mioblastos e
miotubos (C2C12),
fibras musculares

esqueléticas

humanas e murinas

Calpaina

Enzima dependente de Ca?";
envolvida na clivagem de
proteinas do citoesqueleto;

Células musculares e

epiteliais
remodelacdo da MP durante
oRM
Sensor oxidativo que
Mistugunina-53 (MG53/TRIM72) reconhece danos na MP e Miotubos,

promove o recrutamento e a
fusao de vesiculas
intracelulares no sitio de
leséo

cardiomiécitos e
células epiteliais
alveolares

Fator de Liberacédo de
Polimerase-1 e Transcriptase
(PTRF/Cavin-1/Cav-p60)

Atua na estabilizacdo e
curvatura das cavéolas,
contribuindo para a
reorganizacdo da membrana
durante o reparo

Células musculares e
endoteliais

Proteinas Motoras
(microtibulos/cinesina e
actina/miosina)

Responsaveis pelo transporte
de vesiculas e organelas até
o local da leséo e pela
reorganizacédo do
citoesqueleto durante o

Fibroblastos e células
musculares

reparo
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Afixina [B-Parvin/Proteina de
Ligagdo a Quinase Ligada a
Integrina (ILK)]

Media a ligacéo entre
integrinas e o citoesqueleto,
promovendo a reorganizacao
estrutural necessaria para o

Células epiteliais e
musculares

RM
Sensores de Ca?* que
regulam a exocitose
lisossomal e a formacéo do
complexo SNARE durante o
reparo
Promove a ligacao de
membranas fosfolipidicas
adjacentes e participa da
ancoragem de anexinas e
proteinas de reparo
Fonte: Elaboracéo prépria a partir de Cooper et al., (2015); Zhen et al., (2021).

Fibroblastos,
macroéfagos e
miocitos

Sinaptotagminas

S100A10 Células epiteliais

(HeLa) e musculares

1.2.4) Papel do Reparo de Membrana na interacdo patdgeno-hospedeiro

Microrganismos patogénicos intracelulares dependem de mecanismos
especificos para conseguirem infectar e sobreviver em células hospedeiras. Para
este propésito, como forma favoravel para realizar a invasdo celular, diversos
patogenos subvertem as vias envolvidas nos processos celulares fisioldgicos para
seu beneficio, entre eles a maquinaria de RM. Trabalhos realizados com patdgenos
intracelulares tém demonstrado a capacidade desses microrganismos de explorar os
mecanismos de RM da célula hospedeira. Entre eles estdo protozodrios da espécie
Trypanosoma cruzi (Fernandes et al., 2011) e do género Leishmania (Cavalcante-
Costa et al., 2019), além de bactérias como Neisseria gonorrhoeae (Grassmé et al.,
1997) e diferentes espécies virais (Luisoni et al., 2015). Para acessar 0 meio
intracelular, esses patdgenos manipulam vias endociticas normalmente utilizadas

pela célula hospedeira para reparo da MP (Horta et al., 2020).

Neste trabalho iremos nos concentrar no protozoario flagelado intracelular
obrigatério T. cruzi, causador da Doenca de Chagas, também conhecida como

Tripanossomiase Americana (Alvarez-Hernandez, et al., 2016).

A invasdao celular por T. cruzi envolve uma série de interac6es complexas entre
0 microrganismo, a matriz extracelular e as células-alvo. Dentre 0s processos

envolvidos na infeccdo destaca-se a ligacdo e o reconhecimento do parasito a



43

superficie da célula (adeséo) e o desencadeamento de mecanismos especificos para
internalizacdo do parasito e formacdo do vacuolo parasitéforo (VP) (Rodriguez-

Bejarano, et al., 2021).

Capaz de infectar a maioria das células nucleadas, desde as células fagociticas
profissionais até as nao profissionais, sendo estas ultimas o foco principal do
parasito, o T. cruzi exibe diversas proteinas e glicoproteinas em sua superficie
celular, que se ligam a receptores especificos presentes na célula hospedeira,
promovendo a adesdo a MP (Hissa; Andrade, 2016). Entre as moléculas deste
protozoario destacam-se as mucinas, as transialidases, as glicoproteinas da familia
gp85/Tc85, os polissacarideos, e os lipidios ancorados ao fosfatidilinositol, além de
outras proteinas integrais da membrana envolvidas no reconhecimento celular

(Rodriguez-Bejarano, et al., 2021).

No hospedeiro, diversas classes de receptores participam desse processo,
incluindo lectinas (como galectinas), integrinas, receptores de bradicinina (B; e B,),
receptores Toll-like (principalmente TLR2 e TLR4), e receptores de TGF-$ (Barrias,
et al., 2019). Além desses, outros receptores tém sido relacionados a interagdo entre
o T. cruzi e a célula hospedeira, como 0s receptores tirosina-quinase (TrkA e TrkC)
e 0s proteoglicanos de heparana sulfato (HSPGs) (Nde et al., 2023). Também
participam desse processo 0s receptores associados a matriz extracelular, como
fibronectina e laminina, que atuam de forma coordenada para favorecer a adesao e

a invasao celular pelo parasito (Nde et al., 2023).

Pesquisas recentes demonstram que o T. cruzi utiliza-se de diversos
mecanismos de invasao celular. Estes sdo dependentes do tipo de cepa do parasito,
da forma evolutiva e do tipo de célula hospedeira (Ferri; Endreira, 2021; Rodrigues-
Bejarano et al., 2021). A interagdo do T. cruzi com a MP pode desencadear a
sinalizacdo de Ca?* bem como o recrutamento lisossomal, fatores fundamentais na

modulacdo do RM em células nucleadas de mamiferos (Tardieux et al.,1994).

Neste modelo de invasdo celular, a forma infectante do parasito
(tripomastigotas) interage com a célula-alvo por multiplos mecanismos, incluindo a
expressao de moléculas de superficie (Burleigh et al., 1995; Burleigh et al., 1998;
Caler et al., 1998; Yoshida, 2006) e liberacdo de vesiculas extracelulares (Bayer-

Santos et al., 2013; Bayer-Santos et al., 2014). Adicionalmente, participam do
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processo a proteina formadora de poros produzida pelo protozoario (Tc-Tox) e a
motilidade flagelar, que promove a deformacdo mecéanica da bicamada lipidica,
evento ativo que requer gasto de energia (Rodriguez-Bejarano et al., 2021; Won et
al., 2023).

Essas interagcbes promovem a sinalizacdo de Ca2?" no interior da célula
hospedeira, o que, por sua vez, desencadeia o recrutamento e a fusao de lisossomos
no sitio de invaséo do parasito na membrana plasmatica, facilitando a internalizagcéo
do tripomastigota (Andrews et al.,, 1989; Tardieux et al., 1992; Fernandes et al.,
2011).

A liberacdo do conteudo lisossomal promove a ativacdo da via endocitica de
reparo, com a formag¢do de uma vesicula endocitica enriquecida com ceramida.
Durante o processo de internalizacdo, a vesicula endocitica transporta consigo o
protozoario, caracterizando o vacuolo parasitéforo (VP), que posteriormente se funde
a lisossomos, originando o fagolisossomo (Figura 11) (Fernandes, et al., 2011,
Fernandes, et al., 2012).

A subversdo da maquinaria de RM é um recurso explorado por diversos
microrganismos intracelulares, incluindo o T. cruzi. Nesse contexto, a capacidade do
parasito de manipular vias celulares essenciais, como aguelas associadas ao influxo
de Ca?* e ao recrutamento lisossomal, representa um fator determinante para a
eficiéncia da invasédo e, consequentemente, para o estabelecimento da infecgéo,
dada a relevancia desses mecanismos no tropismo tecidual e na persisténcia do
parasito no hospedeiro (Fernandes et al., 2012; Andrade, 2019). Dessa forma,
compreender o T. cruzi pressupde ndo apenas elucidar seus mecanismos de invasao
celular, mas também conhecer o seu ciclo de vida e 0s processos patogénicos que

culminam na Doenca de Chagas.
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Figura 11: Modelo de invaséo de células por T. cruzi mediada por reparo da MP por endocitose.
Em (1) tripomastigotas geram uma lesdo na membrana celular, causando influxo de Ca?* extracelular
e exocitose lisossomal. Eventos de sinalizacdo também geram transientes citosdélicos de Ca?*. Em (2)
a liberagdo extracelular de ASM lisossomal gera ceramida no folheto externo da MP. Em (3) os
microdominios da MP facilitam a internalizacdo do tripomastigota, e lisossomos se fundem com o
vacuolo parasitéforo nascente, liberando ASM e gerando mais ceramida. Em (4) os tripomastigotas
internalizados que residem em vacuolos parasitoforos fundem-se com lisossomos adicionais, levando
a retencéo do parasito no interior celular. Figura adaptada (Fernandes, et al., 2012).
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1.3) Trypanosoma cruzi

1.3.1) Caracteristicas Gerais

Pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Trypanosoma, e subgénero Schizotrypanum, o T. cruzi exibe trés principais formas
evolutivas: tripomastigota, epimastigota e amastigota, sendo capaz de parasito em
diferentes populacbes de hospedeiros vertebrados, como em mamiferos e

invertebrados, por exemplo, em insetos vetores (Alvarez-Hernandez, et al., 2018).

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi envolve dois hospedeiros, definitivo e
intermediario, e apresenta variacbes em sua forma e estrutura celular. Essas
alteracOes incluem a perda de certas organelas, como o flagelo nas formas
amastigotas, e a aquisicdo de novas estruturas, como a membrana ondulante nos
tripomastigotas. (Tyler, et al., 2002; Martin-Escolano et al., 2022). A forma amastigota
caracteriza-se pelo seu formato circular ou ovoide, com pouco citoplasma e nucleo
grande, onde o flagelo é retido na bolsa flagelar. Constitui a forma replicativa do
protozoario, apresentando-se no interior das células dos hospedeiros infectados,
principalmente macrofagos e células musculares cardiacas (Burleigh, et al., 1995;
Alvarez-Hernandez et al., 2018). E considerada a forma evolutiva de hospedeiros

vertebrados (Figura 12 A).

Figura 12: Microscopia eletrdnica de varredura das principais formas evolutivas do T. cruzi.
Em (A) forma amastigota. Em (B) forma epimastigota. Em (C) forma tripomastigota (Gongalves, et al.,
2018).
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No interior do hospedeiro intermediario (vetor), o protozoario se apresenta
como epimastigota. A forma epimastigota é considerada a fase transitoria entre a
amastigota e tripomastigota. O epimastigota tem formato fusiforme, bem alongado e
membrana ondulante visivel e associada ao flagelo, que emerge perto da metade da
célula é continuo com a membrana ondulante até se tornar livre na ponta da
extremidade anterior do protozoario. Apresenta uma intensa atividade reprodutiva e
€ encontrado, mais especificamente, no intestino do inseto vetor. A forma
epimastigota, é a forma evolutiva de hospedeiros invertebrados (Martins, et al., 2012;
Martin-Escolano et al., 2022) (Figura 12 B).

No vetor, no intestino posterior, a forma epimastigota diferencia-se para a forma
tripomastigota metaciclico, tornando-se capaz de infectar outro hospedeiro, ao ser
eliminado através das fezes ou urina do vetor. A forma tripomastigota apresenta duas
formas: tripomastigota sanguineo e tripomastigota metaciclico. O tripomastigota
sanguineo € agil e percorre o sangue periférico do hospedeiro vertebrado. Exibe-se
em forma de C ou S com extremidades afiladas e um cinetoplasto globoso. O
tripomastigota metaciclico, € a forma mais infectante, e penetra as células do
hospedeiro vertebrado. Apresenta tolerédncia as altas temperaturas, e tém
capacidade de atravessar mucosas além de aderir fortemente & membrana celular
das células-alvo (Figura 12 C) (Tyler, et al., 2002, Cucunubd et al., 2024).

No hospedeiro definitivo (homem) a infec¢cdo por T. cruzi, inicia-se apos a
entrada da forma tripomastigota metaciclica no interior na corrente sanguinea, onde
entdo inicia a invasao celular. Apoés infectar as células do hospedeiro, a protozoario
escapa do vacuolo parasitéforo, através da destruicdo desse vacuolo pela proteina
formadora de poros (proteina Tc-Tox) e no citoplasma celular, diferencia-se em
amastigota passando por sucessivas replicacoes (Figura 13) (Ley, et al., 1990;
Burleigh, et al., 1995; Ferri; Edreira, 2021).

Apés preencher todo o citoplasma da célula, as formas amastigotas
diferenciam-se em tripomastigotas que rompem a membrana celular da célula
hospedeira, e seguem para a corrente sanguinea, para a infeccdo de novas células
(Tyler, et al., 2002; Martin-Escolano et al., 2022).
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Figura 13: Ciclo evolutivo do T. cruzi em hospedeiro intermediario e hospedeiro definitivo.
Eliminado através das fezes ou urina do vetor hospedeiro, o protozoario em sua forma tripomastigota
metaciclica adentra a pele humana, por lesdo ou fissura. Ocorre, entédo, a invasao celular, escape do
vacuolo parasitoforo e, no interior da célula infectada, a diferenciagdo para a forma amastigota, que
passa por sucessiva replicacdo. Ainda no interior celular as formas amastigotas diferenciam-se
novamente em tripomastigota e rompem a célula, extravasando para o meio extracelular e seguem
para infectar novas células e tecidos. Parasitos livres na corrente sanguinea podem ser absorvidos
durante o repasto sanguineo do inseto vetor e no interior deste permanecem na forma epimastigota,
diferenciando-se em tripomastigotas ao alcangar o intestino. Figura adaptada (CDC, 2021).

1.3.2) Doenca de Chagas: Epidemiologia, Imunologia e Tratamento

Afetando cerca de 6-7 milhdes de pessoas e causando dez mil mortes por ano
em todo o mundo, a patologia causada pela infeccdo por Trypanosoma cruzi,
conhecida como Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana, € uma
enfermidade crbnica que apresenta um importante impacto na saude publica
mundial, principalmente na América latina, onde é endémica (Figura 14) (WHO,
2018).

A Doenca de Chagas pode ser transmitida de forma horizontal, (através da
picada de vetores bioldgicos — triatomineos-, transfusdo de sangue, 6rgaos, via oral,

e de forma vertical (via congénita) (Alvarez-Hernandez, et al., 2018).
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Figura 14: Distribuicdo do niumero de casos estimados da doenga de Chagas no mundo em
2018. Regido das Américas do Sul e Central apresentam a maioria da incidéncia da doenca de
Chagas no mundo. Figura adaptada (WHO, 2018).

Foi descrito que o controle dos vetores (principal forma de transmissédo do
protozoario) tem sido eficaz, porém, a transmisséo por via oral através do consumo
de alimentos contaminados com o Triatomineo ou suas fezes, como no acai, tornou-
se uma forma importante e preocupante de manutencao do ciclo epidemioldgico do
T. cruzi (Dias, et al., 2006, Cucunuba et al., 2024).

A infeccao por T. cruzi exibe duas fases clinicas distintas (fase aguda e fase
cronica). O periodo onde pode-se observar intensa replicacdo do protozodrio,
tripomastigotas na corrente sanguinea e ninhos de amastigotas em diferentes
orgaos, compreende a fase aguda da Doenca de Chagas, e é caracterizada por uma
intensa atividade imune local e sistémica. Inicialmente desencadeia-se a resposta
imunoldgica inata, onde h& o recrutamento de macrofagos, células dendriticas e
células NK, que apresentam papel indispenséavel na protecao contra o T. cruzi; com
producdo de Oxido Nitrico (ON) e secre¢do de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias como IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a e IL 1B (Boscardin, et al., 2010;
Acevedo, et al, 2018).

Potencializando a resposta imunolégica inata, ocorre ativacdo dos
componentes do sistema imune adaptativo como os Linfocitos B, T CD4+ e T CD8+,

gue auxiliam no controle da parasitemia através de inUmeros mecanismos, incluindo
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a atividade citolitica, a producéo de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B), pro-
inflamatérias (IFN-y, TNF-a) e neutralizagéo por anticorpos (Cardillo, et al., 2015). As
principais alteracdes clinicas que podem ser observadas sdo mal-estar, cefaléia,
astenia, hiporexia, edema, hipertrofia de linfonodos hipertermia, sinal de Romafa
(edema bipalpebral), chagoma, entre outros sinais inespecificos (N6brega, et al.,
2009; Cucunuba et al., 2024).

A atividade do sistema imunolégico € capaz de controlar a infeccéo e eliminar
0 protozoario da corrente sanguinea, porém o T. cruzi por apresentar inUmeros
mecanismos de evasao, permanece no organismo, em equilibrio com o hospedeiro,
0 que caracteriza a fase cronica da infeccdo. Nesse estagio ocorre a predominancia
de células T CD8+, citocinas inflamatorias e anti-inflamatérias (IFN-y, IL-10), e de
anticorpos (Gomes., et al, 2003; Albareda et al., 2006; Natale et al., 2018). A fase
cronica persiste por toda a vida do paciente, que pode se tornar um portador
sintomatico (manifestando sintomas como palpitacdo, dispneia, edema, dor
precordial, tosse, tonturas, desmaios, acidentes embdlicos extrassistoles) ou

portador assintomatico, sendo o ultimo o mais comum.

Uma pequena parcela de infectados evoluem para a forma cardiaca
(cardiomiopatia chagasica) ou digestiva (megacolon e/ou megaesoéfago) da doenca,
geradas por uma reativacdo do sistema imunoldgico e reacdo inflamatéria
desbalanceada no sitio da infecgdo, provocando lesbes teciduais associadas a
morbidade e mortalidade dos pacientes chagdasicos (Boscardin, et al, 2010; Alba-
Alvarado et al., 2023).

Nenhum tratamento proposto tem sido capaz de eliminar o parasito do paciente.
Atualmente, apenas duas drogas tém sido utilizadas no combate a infeccdo por T.
cruzi: Benznidazol e Nifurtimox (Sales et al., 2017). Ambos os medicamentos s&o de
atividade tripanocida, porém apresentam baixo sucesso terapéutico durante a fase
cronica da Doenca de Chagas, ao contrario da eficacia exibida durante a fase aguda
dessa patologia. Outro fator negativo associado ao uso desses farmacos séo o0s
inimeros efeitos adversos manifestados pelos pacientes (Alvarez-Hernandez, et al.,
2018). Com isso tém-se buscado medidas terapéuticas alternativas, que apresentem

eficacia contra a infeccao e efeitos colaterais reduzidos no paciente.
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1.3.3) Importancia do metabolismo lipidico na resposta imune durante a

infeccdo por Trypanosoma cruzi

A relacao parasito-hospedeiro € o fator mais importante para determinar se uma
infeccdo é bem-sucedida ou reprimida pelo hospedeiro. Varios mecanismos estdo
envolvidos nessa complexa interacéo, e a capacidade do T. cruzi de interferir nos
mecanismos efetores celulares tem se mostrado essencial na sobrevivéncia do

protozodrio no interior do organismo parasito (Nardy et al., 2015).

Entre os diversos mecanismos de evasao demonstrados por diferentes autores,
pode-se citar a producdo de enzimas antioxidantes, que garantem protecao contra
as espeécies reativas de oxigénio e nitrogénio lisossomal (Piacenza et al., 2013).
Outro exemplo € o escape do ambiente oxidativo do fagolisossomo por meio da acéo
da toxina formadora de poros (Tc-Tox) (Andrews et al., 1990). Outros mecanismos
envolvem a inibicdo da ativacdo do Sistema Complemento (Ferreira et al., 2004), e
arenovacédo de moléculas de superficie, incluindo as mucinas ancoradas a GPI (GPI-
mucinas), que dificultam a opsonizacdo do parasito (Buscaglia et al., 2006). Além
desses mecanismos, a infeccdo por T. cruzi promove a modulacdo do metabolismo
celular do hospedeiro, estimulando a biogénese de Corpusculos Lipidicos (CLS),
estruturas que atuam na regulacdo de mediadores inflamatérios e constituem um

Importante mecanismo de evasao do sistema imune.

Os Corpusculos Lipidicos (CLs) sdo organelas citoplasmaticas, dinamicas,
multifuncionais, presentes em microrganismos e células eucaridticas, responsaveis
pela regulacdo da homeostase lipidica, participando do armazenamento de lipidios
neutros (Almeida et al.,, 2018). Além de sua funcdo metabdlica basal, essas
estruturas celulares podem ser moduladas em contextos infecciosos e inflamatérios
(Ribeiro et al., 2024; Toledo et al., 2016). Nesse cenario, o metabolismo lipidico é
ajustado de forma a favorecer a imunossupressao, um processo associado ao
aumento da biogénese de CLs. Essas organelas atuam como locais de sintese e
estocagem de mediadores imunossupressores, incluindo a prostaglandina E, (PGE,)
e o leucotrieno B, (LTB,), os quais interferem na resposta inflamatéria e retardam a
ativacdo de mecanismos protetores (D'Avila et al., 2006; Almeida et al., 2009;

Almeida et al.,, 2014; Libbing et al., 2019). Nesse contexto, os CLs também se
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inserem como um mecanismo de evasdo explorado pelo T. cruzi, auxiliando sua
sobrevivéncia ao modular vias metabdlicas e imunoldgicas do hospedeiro (Pereira-
Dutra et al., 2019).

O interesse pelos CLs cresceu devido ao seu papel na regulacéo lipidica, na
sinalizacao inflamatéria e na resposta imune (Zhang et al., 2024). Atualmente
estudos tém demonstrado que os CLs sdo organelas importantes associadas com
doencas metabdlicas e inflamatdrias, incluindo diabetes, aterosclerose, obesidade,
cancer, alergia, doencas neurodegenerativas e inumeras doencas infecciosas
causadas por diversos patégenos como parasitos, bactérias, virus e protozoarios
(Zadoorian et al., 2023).

Trabalhos realizados com Mycobacterium bovis BCG demonstraram que o
microrganismo induz a biogénese de CLs, mediada por receptores do tipo Toll 2
(TLR2) (D'Avila, et al., 2006), como também pela via de sinalizacao relacionada com
a ativacdo do Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissomos-gamma
(PPARY) em macrofagos (Almeida, et al., 2009; Almeida, et al., 2014). Durante a
infeccdo em células HelLa por Chlamydia trachomatis, observou-se um aumento na
guantidade de CLs, utilizados pelo parasito como fonte de lipidios e proteinas
(Kumar, et al., 2006). Na infeccdo por Mycobacterium leprae em macrofagos e em
células de Schwann, o aumento na producédo de CLs também foi detectado (Mattos,
et al., 2010, Mattos, et al., 2011, Mattos, et al., 2012).

Em infeccdes por protozoarios, a participagdo de CLs tem sido amplamente
documentada. Rodriguez-Acosta A et al., (1998) descreveram que a infeccéo por
Plasmodium berghei induziu a formacdo de grande quantidade de CLs em
hepatécitos (Rodriguez-Acosta et al., 1998). Gomes A et al., (2014) demonstraram
gue, durante a infeccdo por Toxoplasma gondii em células musculares, também
ocorre aumento na biogénese de CLs (Gomes A et al., 2014). Além disso, Ribeiro et
al., (2024) observaram um aumento no namero de CLs durante a infeccédo por

Leishmania infantum em macréfagos (Ribeiro et al., 2024).

Na infeccdo por T. cruzi, D’Avilla H et al, (2011) constataram alteraces no
metabolismo lipidico, com aumento no nimero de CLs em macréfagos infectados
(D’Avilla, et al., 2011; Almeida et al., 2018). Pesquisas como a de Nicolaou et al.,

(2012) relataram a participacdo de receptores de reconhecimento de padrbes na
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geracado de sinais que induzem a formacao de CLs (Nicolaou et al., 2012; Pereira-
Dutra, et al., 2019). A principal familia de receptores de reconhecimento de padrbes
com grande capacidade de deteccao de diversos patégenos sdo os receptores do
tipo toll (TLR) (Pereira-Dutra, et al., 2019).

Estudos realizados por nosso grupo demonstraram que o T. cruzi induz um
aumento na biogénese de CLs na célula hospedeira, particularmente em macréfagos
murinos. Essa modulac&o ocorre por meio da ativacao do receptor Toll-like 2 (TLR-
2) e é amplificada pela captacdo de células apoptéticas em um mecanismo
dependente de integrinas e TGF-B (Figura 15) (D’Avila et al., 2011; Aimeida et al.,
2018).
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Figura 15: Formacéao de Corpusculos Lipidicos em resposta a interagcdo macrofago - T. cruzi.
Figura adaptada (Almeida, et al., 2018).

A ativacao desses receptores estimula a expressao de genes relacionados a
liponeogénese, incluindo proteinas estruturais dos CLs, como a proteina relacionada
a diferenciacdo adiposa (ADRP). Formados no reticulo endoplasmatico, os CLs
acumulam-se no citoplasma e interagem com fagolisossomos contendo
tripomastigotas, promovendo a liberacdo de colesterol e triacilglicerois, que servem

como fonte de lipidios para o crescimento do protozoario (Pereira-Dutra, et al., 2019).
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Além de sua funcdo metabdlica, os CLs também participam da modulacéo da
resposta imune do hospedeiro durante a infec¢do. A ativacdo de TLR-2 pelo T. cruzi
induz a biossintese e secrecdo de mediadores inflamatérios, como a prostaglandina
E, (PGE,), produzida no interior dos CLs pela via da ciclooxigenase-2 (COX-2) a
partir do &cido araquidénico (Kalinsky, 2013; Toledo et al., 2016). A PGE, contribui
para a evasao imunolégica ao suprimir as funcbes efetoras de macréfagos e
neutrofilos, inibir respostas mediadas por células Thl e NK e reduzir a producéo de
quimiocinas, dificultando o recrutamento de células pro-inflamatérias e favorecendo

a persisténcia do parasita (Kalinsky, 2013; Toledo et al., 2016).

Diversos protozoarios, incluindo Leishmania donovani, espécies de
Plasmodium e Trypanosoma, também apresentam CLs em sua constituicdo
(Flaspohler et al., 1997; Toledo et al., 2016; Almeida et al., 2018; Vallochi et al.,
2018). No T. cruzi (Figura 15), acredita-se que essas organelas atuem como fontes
de carbono e lipidios (Souza, 2009; Charron et al., 2002; Meer-Janssen et al., 2010)
e que funcionem como sitios de sintese de PGE; pelo préprio parasita (Toledo et al.,
2016).

1.4) Corpusculo Lipidico: Uma organela dinamica

Também conhecidos como adipossomas, estas organelas citoplasméaticas sédo
revestidas por uma monocamada externa formada por fosfolipidios (Tauchi-Sato, et
al., 2002; Bartz, et al., 2007) e proteinas estruturais e funcionais (Zadoorian et al.,
2023). De maneira geral, os CLs apresentam um nucleo formado por lipidios neutros,
como triacilgliceréis (TAGS) e ésteres de esterol (EE), e diversas outras moléculas
(Figura 16) (Kuerschner, et al., 2008; Czabany, et al., 2008; Cheng, et al., 2009;
Almeida et al., 2018).
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Figura 16: Aspectos morfolégicos de Corpusculos lipidicos (CLs). Em (A), Imunofluorescéncia
mostrando o acimulo de CLs (verde) em macrofagos infectados murinos apés coloragdo com
BODIPY R 493/503. Nucleos de macréfagos e parasitos internalizados foram corados com DAPI
(40,6-diamidino-2-phenylindole) (azul). Em (B) desenho esquematico ilustrando a estrutura e
composicdo de CLs. Estas organelas encontram-se delimitadas apenas por uma monocamada de
fosfolipidios e principalmente proteinas da familia PAT. Em seu nucleo pode se encontrar
prostaglandina E2 (PGE2), acido-araquiddnico (AA), diacilglicerol (DAG), triacilglicerol (TAG) e
estéreis de colesterol (CE). Em (C) Microscopia eletrénica mostrando um CL em um tripomastigota
de T. cruzi. LB- Corpusculo Lipidico (Almeida, et al., 2018).

As principais proteinas associadas aos CLs descritas atualmente sdo as
proteinas da familia PAT, que compreende as perilipinas (PLIN): Perilipina 1 (PLIN
1), Perilipina 2 (PLIN 2), também conhecida como proteina relacionadas com a
diferenciacdo de adipdcitos (ADRPs) ou adipofilina; Perilipina 3 (PLIN 3), também
conhecida como proteina de interacdo da porcéo terminal de 47 quilodaltons (TIP47),
S3-12 e OXPAT (Digel et al., 2010, Skinner et al., 2013; Mahajan et al., 2015;
Zadoorian et al., 2023). Presente tanto na superficie dessas organelas, quanto em
seu interior, essas proteinas estdo relacionadas na montagem, estocagem,
biogénese, incorporacdo e acumulo de lipidios em diferentes tipos de células
(Almeida PA et al, 2018).

Outras proteinas também compdem o conteudo proteico dos CLs. Entre elas
estdo as proteinas da familia das Rabs, o fator de ribosilacdo de ADP (ARF),
pequenas GTPases, tubulina-1 e caveolinas. Esses componentes estdo associados
ao tréfego vesicular, a fusdo de membranas e a interagdo com o citoesqueleto
(Blanchette-Mackie et al., 1995; Bartz et al., 2007; Ozeki et al., 2005; Olzmann,
2019).

Também destacam-se, proteinas envolvidas na sinalizacdo celular, como as

proteinas-quinases (Fujimoto et al., 2004), e proteinas e enzimas ligadas a
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homeostase lipidica, incluindo lipases, fosfolipases (Fujimoto et al., 2001; Brasaemle
et al., 2004; Zhang et al., 2024), acetil-CoA sintetase, acetil-CoA carboxilase,
esqualeno epoxidase, lanosterol sintase, triglicerideo lipase e alcool desidrogenase
(Olzmann, 2019). Além disso, os CLs sdo também depésitos intracelulares de Acido
Araquidénico (AA) e proteinas envolvidas na sintese de eicosanoides, como
fosfolipases A Ciclooxigenases (COXs), 5 e 15- lipooxigenases (5-LO e 15-L0O),
leucotrieno C4 sintase e MAP-quinases e prostaglandinas (PGE’s) (Bozza, et al.,
1998; D’Avilla, et al., 2011; Olzmann, 2019).

Os CLs podem ser elétron-densos, abundante em fosfolipidios, ou elétron-
licidos, abundante em lipidios neutros (Almeida et al, 2018; Zadoorian et al., 2023).
O numero, tamanho, o conteudo e elétron-densidade dos CL podem variar de acordo
com o tipo a funcao celular e a condicao e estimulos as quais a célula foi submetida
(Bozza, et al., 2007; Almeida et al., 2018).

A biogénese de corpusculos lipidicos (CLs) em células eucariéticas tem inicio
com o acumulo de lipidios neutros — como triacilglicerdis (TAG) e ésteres de
colesterol — entre os folhetos da bicamada fosfolipidica do reticulo endoplasmético
(RE) (Zhang et al., 2024). Esse acumulo é promovido por enzimas especificas de
sintese de lipidios que atuam localmente, e a regido resultante pode se desprender
do RE quando o acumulo lipidico atinge um limite critico (Figura 17) (Olzmann et al.,
2019). A forma exata como esse desprendimento ocorre ainda é tema de
investigacdo; contudo, a hipotese mais aceita sugere que o processo se da por
brotamento do folheto citosolico do RE, mediado por proteinas como perilipinas 1 e
3, em areas especializadas da organela (Guo, et al., 2009; Olzmann et al., 2019;
Zhang et al., 2024).
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Figura 17: Desenho esquematico do modelo de biogénese de Corpusculos Lipidicos. Modelo
do dominio RE, onde ocorre o brotamento do CL pelo folheto citosélico. Proteinas transmembranares
1 e 2 (FIT1/FIT2) e 0 maquinario da sintese de TAG depositam lipidios neutros entre os folhetos do
RE. Seipin oligomer e outros fatores importantes da biogénese dos CLs como perilipinas 1 e 3 séo
recrutados para o local e facilitam o crescimento do CL nascente. Apés uma concentracao limite o CL
se desprende, aumentando ou néo seu volume por sintese localizada de lipidios ou por fuséo. Figura
adaptada (Olzmann, et al., 2019).

Neste modelo as enzimas de sintese de triacilglicerol (TAG) e de sintese de
éster de colesterol depositam lipidios neutros entre os folhetos do RE. A forma e a
composicao no folheto do RE sdo moduladas pelas proteinas transmembranares da
familia FIT (FIT1/FIT2), indutoras do armazenamento de lipidios (Zadoorian, et al.,
2023). Além disso, proteinas estruturais como a seipina oligomérica e outros fatores
importantes da biogénese dos CLs como perilipinas 1 e 3 sdo recrutados para o local,
atuando na organizacdo e crescimento do CL nascente (Kumari, et al., 2023).
Quando a deposicéo de lipidios alcanca uma concentracao limite, a regido do RE

com esta formacdo se desprende, envolta em uma monocamada fosfolipidica



58

proveniente do folheto citoplasmético do RE (Olzmann, et al., 2019). Apds formados
os CLs podem aumentar seu volume, por sintese localizada de lipidios ou por fusado
(Olofsson, et al., 2009; Olzmann et al., 2019).

Complementando essa via morfogenética, a formacdo de CLs também é
controlada por mecanismos moleculares de regulagéo transcricional, especialmente
por meio de fatores como SREBP (Proteina de Ligacdo ao Elemento Regulador de
Esterol) e PPARy (Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissoma Gama). Esses
reguladores pertencem, respectivamente, as familias bHLH-LZ (basic Helix-Loop-
Helix com ziper de leucina) e a superfamilia dos receptores nucleares ativados por
lipidios, respectivamente e desempenham papéis complementares na lipogénese e
no armazenamento de lipidios (Almeida, et al., 2009; Almeida, et al., 2014; Gao, et
al., 2019).

Enquanto os SREBPs, especialmente a isoforma SREBP-1c, promovem a
transcricdo de genes envolvidos na sintese de acidos graxos e TAGs (FAS, ACC,
DGAT), o PPARYy, ativado por acidos graxos e seus derivados, atua como um
regulador mestre da adipogénese e do armazenamento lipidico, formando
heterodimeros com o receptor RXR e controlando a expressao de genes envolvidos
na captacéao, esterificacéo e estocagem de lipidios. Essas duas vias atuam de forma
complementar, sendo o SREBP mais associado a producéo de lipidios, e o PPARy
a acumulacéo e organizacao desses lipidios em CLs (Gao, et al., 2019; Tanigawa,
et al., 2021; Soares, et al., 2023).

Além de sua importancia metabdlica, essas vias sdo fundamentais na
biogénese de corpusculos lipidicos durante processos infecciosos, visto que diversos
patégenos intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis (Guerrini et al., 2018;
Sarkar et al., 2025), Leishmania amazonensis (Chan et al., 2012; Mukherjee et al.,
2014), Trypanosoma cruzi (Penas et al., 2017; Ayyappan et al., 2020) e virus, como
o da hepatite C (Hepatitis C virus) (Kim et al., 2007), induzem a ativacdo de SREBP
e PPARy. Essa ativacdo promove a remodelacdo do metabolismo da célula
hospedeira, favorecendo a formacéo de corpusculos lipidicos que funcionam como
reservatorios energéticos, fontes de membranas e plataformas para replicacdo ou
evasao imunolégica. (Kim et al., 2007; Guerrini, et al., 2018; Penas, et al., 2017,

Ayyappan et al., 2020; Sarkar et al., 2025). Assim, a ativacdo coordenada dessas
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vias ndo s6 garante a homeostase lipidica, mas também modula a resposta da célula
frente a agentes infecciosos, sendo alvo de interesse crescente em estudos sobre
imunometabolismo e infec¢des intracelulares, permitindo assim, que os CLs
emerjam como organelas multifuncionais, situadas no centro da interface entre

metabolismo, inflamacéao e infeccdo (Toobian, et al., 2021).

Diante do contexto apresentado e da reconhecida capacidade da
fotobiomodulacdo de modular processos celulares fundamentais, especialmente em
situacOes de estresse celular e infeccao, este estudo propde analisar o impacto da
irradiacdo com LBP sobre a integridade da MP, o metabolismo lipidico, a regulacao
de processos inflamatorios e a dindmica da infeccéo por T. cruzi. A MP constitui um
elemento central da homeostase celular, uma vez que sua lesdo desencadeia
respostas adaptativas complexas, envolvendo sinalizacdo inflamatoria,
reorganizacdo metabdlica e alteracdes estruturais que podem influenciar

diretamente a sobrevivéncia celular e a interagdo com patdgenos intracelulares.

Embora estudos prévios apontem efeitos benéficos da fotobiomodulacdo em
diferentes modelos biolégicos, ainda sdo escassas as investigagdes que integrem,
de forma sistematica, a analise da estabilidade estrutural da MP e da modulacédo do
metabolismo lipidico em células musculares, especialmente diante de um desafio
infeccioso. Nesse sentido, a exploracdo dos efeitos do LBP em mioblastos, in vitro,
permite ndo apenas aprofundar a compreensdo de seus mecanismos de agcao em
nivel celular, mas também avaliar como essa terapia pode influenciar a
suscetibilidade das células a infeccao por T. cruzi, contribuindo para o entendimento
da interacao parasito—hospedeiro. Dessa forma, o presente estudo se insere em um
contexto relevante e atual ao investigar como a fotobiomodulag&o interfere em
processos celulares essenciais, oferecendo base tedrica para a utilizacéo
fundamentada dessa terapia em condi¢cdes fisiopatoldgicas associadas a lesao

celular e a infeccgao.



60

2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos avangos recentes nos estudos sobre Fotobiomodulacdo, ainda
existem lacunas significativas no entendimento dos efeitos do laser de baixa poténcia
(LBP) nos niveis celular e molecular. As alteracdes bioquimicas, fisiolégicas e
imunoldgicas induzidas nas células irradiadas permanecem pouco compreendidas e
continuam sendo objeto de investigacao. Diante desse cenario, o presente estudo
propde elucidar os mecanismos de acdo do LBP sobre processos celulares
fundamentais, como o reparo da membrana plasmatica (MP), o metabolismo lipidico
e a resposta inflamatoria, em mioblastos, in vitro. Além disso, busca-se compreender
se tais alteragcbes podem interferir no curso de infeccbes intracelulares e,
eventualmente, favorecer estratégias de invasdo de patégenos, como o
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Propomos como hip6tese deste trabalho que a
fotobiomodulacdo com LBP modula de forma coordenada o reparo de membrana, o
metabolismo lipidico e a resposta inflamatoria, influenciando a suscetibilidade das

células a infeccdo por T. cruzi, in vitro.
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3. OBJETIVOS

3.1) OBJETIVO GERAL

Analisar, in vitro, os efeitos da irradiagdo com Laser de Baixa Poténcia (LBP)
sobre a integridade da membrana plasmética (MP), os eventos celulares associados
a resposta a lesdo de MP, a rmodulacéo inflamatéria e o metabolismo lipidico em
mioblastos, na presenca ou auséncia de infeccéo por Trypanosoma cruzi (T. cruzi),

bem como seu impacto sobre o curso da infecgéo.

3.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste estudo foram analisar, em mioblastos, in vitro,

os efeitos da irradiacéo prévia com LBP sobre:

1) A viabilidade celular, na presenca ou auséncia de infec¢do por Trypanosoma cruzi

(T. cruzi);

2) O influxo de Ca?*;

3) A disperséo lisossomal;

4) A morfologia e a ultraestrutura da MP;

5) O curso da infecgao por T. cruzi;

6) O metabolismo lipidico celular, na presenca ou auséncia de infec¢ao por T. cruzi;

7) A sintese de PGE, e de citocinas inflamatérias, na presenca ou auséncia de

infeccdo por T. cruzi.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1) Cultura in vitro de C2C12

Mioblastos da linhagem celular C2C12, um subclone de células C2 derivadas
de musculo esquelético de camundongos (Blau et al., 1983), foram gentilmente
cedidos pela Prof.2 Dra. Andréa Henriques Pons (Fiocruz). Estoques celulares foram
preparados e mantidos congelados em nitrogénio liquido, em criotubos contendo
meio de congelamento apropriado, para preservacdo a longo prazo. Apés o
descongelamento, as células foram cultivadas em monocamada a 37 °C, em
atmosfera umida contendo 5% de CO,, em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM,; Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Invitrogen) e 1%
de antibioticos penicilina e estreptomicina (PS; Gibco). Os cultivos foram mantidos
até atingirem aproximadamente 60-70% de confluéncia, sendo as repicagens

realizadas a cada 2—-3 dias.

Apos a tripsinizacado, as células foram centrifugadas em tubo falcon a 250 x g,
4°C por 5 minutos (centrifuga multispeed ThermoScientific IEC CL31R, rotor T41 *
11210435), ressuspendidas em meio DMEM suplementado (2% de SFB e 1% de
PS), plaqueadas em placas de 6 pocos ou em garrafas de cultura de 75 cm?, na

concentragdo de 1x10° células/poco.

4.2) Laser de Baixa Poténcia

As culturas de mioblastos, mantidas em monocamada, foram irradiadas
utilizando o Laser de Baixa Poténcia (LBP) (Photon Laser Ill, DMC Equipamentos
Ltda., Sdo Carlos, Brasil), gentilmente cedido pela Profa. Dra. Flavia Paoli (UFJF),
de acordo com os parametros descritos na Tabela 2. O equipamento permite o ajuste
da energia total emitida, tendo sido programado, em todos 0s experimentos, para o
valor de 30 J, conforme indicado no visor do aparelho. A irradiacéo foi aplicada de
forma pontual, abrangendo todo o diametro do poc¢o (34,8 mm), contendo 2 mL de
DMEM (com vermelho de fenol), e realizada na penumbra, a fim de evitar a influéncia
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de outras fontes de luz. Considerando a energia total efetivamente entregue por
aplicacao e a area real irradiada do poco, a fluéncia (J / cm?) foi calculada e expressa

na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros dosimétricos utilizados para irradiagdo com o LBP.

Distancia
Comprimento entre o
de onda Poténcia | lasereo Dose Area Energia | Tempo de N° de
(nm) de saida | fundo da | (J/cm?) | irradiada ) irradiacéo Modo sessofes
(Infravermelho) (mW) placa (segundos)
(cm)
808 100 8 0,8 9,60 cm? 0,7 8 Continuo 1

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2022).

4.3) Trypanosoma cruzi e infecgao in vitro

Os parasitos em sua forma epimastigota foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Célio Freire-de-Lima (UFRJ) e mantidos em estoques congelados em nitrogénio
liquido, em criotubos contendo meio de congelamento apropriado, para preservacao
a longo prazo, pelo laboratério de Biologia Celular da UFJF. Culturas de
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), clone Dm 28c, epimastigotas, foram incubadas em
meio de infusdo BHI (Brain Heart Infusion; Kasvi) a 27°C contendo cerca de 100%
de epimastigotas. Posteriormente os parasitos foram diluidos em meio artificial que
simula a urina de triatomineo (TAUP) (190 mM NaCl, 8 mM de tampao de fosfato pH
6,0, 17 mM KC1, 2 mM de CaClz, 2 mM MgCl2) suplementado com 2,5% (v/v) de
bicarbonato de sédio a 1,4%, 10 mM de L-prolina, para uma concentracao final de
5x 10° parasitos/ml para a sua diferenciacdo em sua forma tripomastigota
metaciclica. Apos 3 - 4 dias de diferenciagéo, os parasitos incubados em TAUP foram
centrifugados a 1000 x g durante 15 min a temperatura ambiente e ressuspendidos

em meio DMEM sem SFB para posterior infeccao.

As culturas de mioblastos, previamente irradiadas ou ndo com LBP, foram

infectadas com T. cruzi diferenciado na forma tripomastigota metaciclica, utilizando
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uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 3:1. Apds 24 hrs de exposicdo aos
parasitos, os tripomastigotas nao internalizados foram removidos por lavagens com
PBS, e as células foram novamente incubadas em meio fresco por mais 24 hrs,

totalizando 24 horas efetivas de infeccdo para as andalises subsequentes.

4.4) Grupos Experimentais

Nesta pesquisa, foram utilizadas culturas de mioblastos organizadas em quatro
grupos experimentais, consistiram em: (1) mioblastos néo irradiados e néao
infectados (controle); (2) mioblastos previamente irradiados e nao infectados (LBP);
(3) mioblastos infectados nao irradiados (T. cruzi); e (4) mioblastos previamente
irradiados e infectados (LBP + T. cruzi). Apés a infec¢do, as culturas foram mantidas
por 24 horas em placas de 6 po¢os. Em seguida, os parasitos nédo internalizados
foram removidos por lavagem com PBS, e as células foram incubadas por mais 24
horas. Ao final do periodo experimental, as culturas foram preparadas para analises

posteriores (Figura 18).
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Figura 18: Delineamento Experimental. Representacdo esquematica do delineamento e das
metodologias empregadas, resumindo a sequéncia de procedimentos e técnicas utilizadas na
comparacao entre 0S grupos experimentais.
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4.5) Andlise da viabilidade celular com Azul de Trypan

O teste de viabilidade celular por Azul de Trypan em culturas aderentes, sem
uso da camara de Neubauer, foi realizado diretamente nas placas de cultivo (Uzuner
S, 2018). Os grupos mioblastos nado irradiados e nao infectados (controle),
mioblastos previamente irradiados e néo infectados (LBP), mioblastos infectados
apenas (T. cruzi), e mioblastos previamente irradiados e infectados (LBP + T. cruzi),
foram lavados 3 vezes com PBS. Em seguida adicionou-se a solucao de Azul de
Trypan a 0,4% sobre as células (volume suficiente para cobrir o fundo do poco,
geralmente 200 uL por poco) e a incubacdo ocorreu por 5 minutos. Em sequéncia, o

meio com o corante foi removido e as células foram lavadas com PBS.

As células viaveis permaneceram incolores, enquanto as ceélulas mortas
retiveram o0 corante e apresentaram citoplasma azul, evidenciando perda de
integridade de membrana. A avaliacao foi feita diretamente ao microscopio optico em
campo claro, com contagem manual de um namero fixo de células (100), em cinco
campos, calculando-se assim a porcentagem de viabilidade com base na proporgéo
de células vivas e mortas observadas. As quantifica¢cdes foram feitas em triplicata. O
namero de células viaveis foi representado graficamente utilizando o programa
GraphPad Prism®7 (GraphPad Software).

4.6) Ensaio com lodeto de Propidio

Para as analises de reparo de membrana (RM), as placas contendo mioblastos
foram lavadas 3 vezes com 1000 pl de meio DMEM sem Ca?* (Gibco), com EGTA,
guelante de Ca?* (Sigma), a 10 mM ou com 1000 pl de meio DMEM contendo Ca?*
(Gibco). Em seguida as células foram irradiadas com o LBP ou ndo, em temperatura

de 4°C, para inibicdo da endocitose durante o periodo de irradiacao.

Quatro minutos apos a irradiagcdo, o meio foi retirado e substituido por 1 ml de
meio DMEM com Ca?* ou DMEM sem Ca?*. Em seguida, as placas foram deixadas

por cinco minutos a temperatura de 37°C e apoOs este tempo, foi acrescentado



66

solucédo de lodeto de Propidio (IP) (Sigma) a 30 pug/ml por po¢o. Apds quatro minutos
as células foram analisadas utilizando o microscopio de fluorescéncia invertido Nikon
Eclipse TS100 sob objetiva de 40x, e software CellSens Dimension. As
guantificacdes foram feitas em triplicata sendo contados 50 nucleos por pogo. O
namero de nucleos positivos para IP foi representado graficamente utilizando o

programa GraphPad Prism®7 (GraphPad Software).

4.7) Ensaio de influxo de célcio

O ensaio de influxo de calcio foi realizado na Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), em colaboragcédo com a Profa. Dra. Luciana Andrade de acordo com
Luo et al., (2011). Para o ensaio os mioblastos foram plaqueados em placas de fundo
de vidro confocal de 24 pocos (Sigma) a 1,0 x 10° células, em meio DMEM a 2% de
SFB, e 24 h depois, incubadas com uma sonda de célcio fluorescente. O Fluo-4/AM
(Thermo Fisher) a 5 uM, diluido em tamp&o HBSS suplementado com 0,01% de
acido Pluronic (Pluronic F-127) e 2,0 mM de probenecida (Sigma), por 50 minutos a
37 °C, em ambiente escuro (Luo J et al., 2011). ApGs a incubacdo, as células foram
lavadas trés vezes com HBSS e mantidas nesse tampéao durante a aquisicdo dos
sinais fluorescentes. As placas foram entéo levadas ao Cytation 5 Imaging Reader
(BioTek), onde as células foram expostas as seguintes condigcdes experimentais:
meio de cultura (controle) e irradiacdo prévia com LBP. Em seguida, foram
imediatamente submetidas a analise da medida de intensidade de fluorescéncia por
meio do software Gen5 (BioTek). A fluorescéncia emitida pelo Fluo-4/AM foi
registrada utilizando filtros com excitacdo em 494 nm e emissdo em 516 nm. A
analise foi realizada com quantificacdo da intensidade média de fluorescéncia por
poco, permitindo a comparacdo da dinamica basal da sinalizacdo de calcio
intracelular entre os grupos controle e irradiado. Os dados quantitativos obtidos

foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism®7 (GraphPad Software).

Além da leitura de fluorescéncia no Cytation 5 Imaging Reader (BioTek), foi
realizada aquisicdo de imagens, adaptada ao protocolo de Luo et al., (2011). Para

isso, foi utilizado o microscopio de fluorescéncia Axio ZEISS Axio Vert.Al. A placa
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de cultura foi posicionada sobre o chassi do microscopio e realizou-se a captura
fotografica da mesma area antes e apos a irradiacdo com LBP. Essa abordagem
permitiu a avaliagdo visual da dinamica da fluorescéncia em mioblastos sob as

condi¢cbes experimentais.

4.8) Andlise de dispersédo de lisossomos

Para a andlise de disperséao de lisossomos, mioblastos C2C12 foram cultivados
em placas de 24 pocos, na densidade de 5 x 10* células por pogo. As células foram
submetidas ou néo a irradiagdo prévia com LBP. Um minuto apds a irradiagdo, as
células foram fixadas com paraformaldeido a 4%. Apos 24 horas, foram lavadas 3X
com PBS, bloqueadas e permeabilizadas em solucéo de PBS contendo 2% de BSA
e 0,5% de saponina (PBS/BSA/Saponina) por 20 minutos. As células foram
incubadas com anticorpo primario 1gG anti-LAMP1 de rato (DSHB, 1D4B), diluido
1:50 (20 pg/ml), em 100 pL por pogo, durante 45 min. Apds esse periodo, as células
foram lavadas novamente, 3x, com PBS/BSA/Saponina e incubadas com anticorpo
secundario Alexa Fluor 488® (Thermo Fisher, n°® de catadlogo A11006) por 30
minutos. Apds a imunomarcacéao, os nucleos foram corados com DAPI (Invitrogen),
utilizado para marcacéo nuclear. As imagens foram adquiridas em microscépio de
fluorescéncia (Olympus BX53 adaptado ao equipamento X-Cite Series 120Q Lumen

Dynamics) e analisadas no software ImageJ (NIH, EUA).

Seguindo o protocolo descrito por Couto N. et al. (2020), o nacleo celular foi
delimitado no canal DAPI, e a regido perinuclear (ROI) foi definida a partir do raio
nuclear (r), expandido em 0,5r. A partir dessa delimitacdo, regides concéntricas
adicionais, progressivamente maiores (anéis), foram geradas sucessivamente por
meio da ferramenta ROl Manager e da operacdo XOR, produzindo areas crescentes
em direcdo a membrana plasmatica (MP) (Figura 19). Para cada ROI foram obtidos
os valores de area e intensidade integrada de fluorescéncia (IntDen), corrigidos pelo
fundo médio. A intensidade foi normalizada pela respectiva area, e a intensidade de
fluorescéncia dos lisossomos foi obtida medindo a fluorescéncia da célula inteira e

dividindo a fluorescéncia de cada regido perinuclear por esta fluorescéncia total,
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permitindo assim estimar a distribuicao relativa da fluorescéncia lisossomal ao longo
da célula (Couto et al., 2020).

Figura 19: Imagem ilustrativa da definicdo das areas ao redor do nucleo utilizadas para
guantificacéo da distribuicdo de lisossomos marcados com fluorescéncia. Utilizando o software
ImageJ, foram delimitadas regies concéntricas em direcdo & membrana plasmatica, com base na
razéo entre a distancia média ao centro nuclear e o raio nuclear médio, conforme descrito por Couto
et al., (2020). Em cada regido foi medida a intensidade de fluorescéncia, permitindo visualizar e
analisar a redistribuicdo dos lisossomos.

Os dados foram organizados em funcdo da distancia média das vesiculas ao
centro nuclear / raio nuclear médio. A fluorescéncia média foi expressa em
porcentagem em cada regido, possibilitando a construcdo de perfis de dispersao.
Para comparagéo entre grupos (controle e tratado), os valores em triplicata foram
analisados por two-way ANOVA seguida do teste de Tukey, bem como pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, considerando os efeitos de tratamento, distancia e interacao,

utilizando o programa GraphPad Prism®7 (GraphPad Software).

4.9) Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)

A Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) foi realizada na Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), em colaboracdo com a Profa. Dra. Luciana
Andrade. Mioblastos néo irradiados (controle) ou irradiados com LBP foram fixados
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com glutaraldeido a 2,5% (Sigma) em tampé&o cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) por
1 hora a temperatura ambiente. Com o objetivo de preservar eventos ultraestruturais
precoces associados a um possivel processo de RM, a fixacdo foi realizada
imediatamente ap0s a irradiagdo prévia com LBP. Em seguida, as células foram
lavadas com o mesmo tampdao, coletadas com um raspador e submetidas a uma
pés-fixacdo utilizando uma solugdo contendo tetroxido de 6smio a 1% (OsO,,
Sigma), ferricianeto de potassio a 0,8% e CaCl, a 2,5 mM, também por 1 hora. Apds
essa etapa, as amostras foram lavadas e desidratadas em uma série crescente de

concentracdes de acetona (30% a 100%).

As células foram entdo embebidas em resina PolyBed na proporgédo 1:1
(acetona: resina) por 12 horas, seguida de imersdo em resina pura por mais 14
horas, antes da polimerizagao, realizada a 60 °C por 72 horas. Cortes ultrafinos
foram obtidos com facas de diamante em um ultramicrétomo (Leica UC7), recolhidos
em grades de cobre e corados com acetato de uranila a 6% por 30 minutos e citrato
de chumbo a 2% por 5 minutos. As imagens foram obtidas em microscopio eletrénico
de transmissao Tecnai G2-20-SuperTwin FEI, operando a 200 kV. As micrografias
foram registradas com camera digital de alta resolucdo acoplada ao equipamento.
Para cada grupo experimental, ao menos 20 campos representativos foram

analisados.

4.10) Quantificacéo da infeccéo por T. cruzi

As culturas de mioblastos, mantidas em placas de 6 pocos, irradiadas
previamente ou ndo (controle) com o LBP, foram infectadas com T. cruzi diferenciado
em sua forma tripomastigota metaciclica, na Multiplicidade de Infeccédo (MOI) de 3:1.
Apbs 24 h de exposicdo aos parasitos, 0s tripomastigotas ndo internalizados foram
retirados pela lavagem com PBS e as células foram incubadas por mais 24 horas,
mantidas em meio fresco por mais 24 hrs, totalizando 24 horas efetivas de infecgéo,

e em seguida fixadas com formalina a 3,7%.

Posteriormente as amostras foram coradas com DAPI (VECTASHIELD®
mounting medium containing DAPI 4'.6-Diamidino-2-Phenylindole, Vector

Laboratories, Burlingame, CA, USA) para a marcacdo dos protozoarios
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internalizados das células infectadas. As imagens foram obtidas através do
microscopio de fluorescéncia invertido Nikon Eclipse TS100, com objetiva de 40x e
software CellSens Dimension. O nimero de parasitos intracelulares foi determinado
contando 50 células individuais. A contagem foi realizada utilizando o software
ImageJ. O numero de parasitos internalizados foi representado graficamente

utilizando o programa GraphPad Prism®7 (GraphPad Software).

4.11) Ensaio de replicacdo e sobrevivéncia do Trypanosoma cruzi

Para a quantificacdo da replicacéo e sobrevivéncia dos parasitos, mioblastos,
infectados in vitro com T. cruzi, foram previamente irradiados, ou ndo (controle) com
LBP. Apds 24 h de exposicdo aos parasitos, os tripomastigotas ndo internalizados
foram retirados pela lavagem com PBS e as células foram incubadas por mais 24
horas incubadas em meio fresco por mais 24 hrs, totalizando 24 horas efetivas de
infeccdo. ApOs a infecgéo, as células foram mantidas a 37 °C em incubador com 5%
de CO, por 7 dias. Durante esse periodo, ndo houve troca completa do meio, mas
foram adicionados 500 pL de meio DMEM suplementado (2% SFB, 1% PS) nos dias

3 e 6 para manter a viabilidade celular.

No 5° e 7° dia pOs-infec¢éo, 10 uL do sobrenadante de cada grupo experimental
foram diluidos em 390 pL de solucao de Turk. 10 pL dessa diluicdo foram carregados
em camara de Neubauer, e os parasitos foram contados utilizando os 4 quadrantes
laterais da caAmara, correspondendo a 16 subquadrantes, em microscépio optico. As
amostras do 5° dia foram utilizadas para avaliacdo da replicagcdo, enquanto a
comparacao entre os 5° e 9° dias permitiu avaliar a sobrevivéncia dos parasitos. Os
resultados foram expressos pelo numero de parasitos por ml, e a analise estatistica
e a representacdo gréafica dos dados foram realizadas utilizando o GraphPad Prism®
7 (GraphPad Software).
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4.12) Anélise e contagem de Corpusculos Lipidicos

Para andlise da biogénese de Corpusculos Lipidicos (CLs) os grupos
mioblastos néo irradiados e nado infectados (controle), mioblastos previamente
irradiados e néao infectados (LBP), mioblastos infectados n&o irradiados (T. cruzi), e
mioblastos previamente irradiados e infectados (LBP + T. cruzi), foram lavados 3x
com PBS 1x, fixados em formalina 3,7% por 24 horas. Passado este periodo, as
células foram lavadas cuidadosamente 3x com PBS 1x, para remog¢do completa do
fixador. utilizando o corante BODIPY 493/503 (Invitrogen) diluido em PBS na
concentragao de 1 pg/ml. Em cada pogo, foram adicionados 1 ml desta solucéo, € a
coloracao foi realizada por 15 minutos a temperatura ambiente, protegida de luz.
Apos esse tempo, as células foram lavadas em sequéncia 3x com PBS 1x para a

retirada do excesso de corante.

Foi adicionado aos pogos 4uL de meio de montagem contendo DAPI
(VECTASHIELD® mounting medium containing DAPI 4',6-Diamidino-2-
Phenylindole) (Vector Laboratories) para a marcacdo do nucleo das células. As
imagens foram obtidas através do microscopio de fluorescéncia invertido Nikon
Eclipse TS100, com objetiva de 40x e software CellSens Dimension. As
guantificacbes foram feitas em triplicatas, contando 50 células individuais. A
contagem foi realizada utilizando o software ImageJ. O numero de CLs foi
representado graficamente utilizando o programa GraphPad Prism®7 (GraphPad

Software).

4.13) Western Blot

Para obtencéo das proteinas a serem analisadas, foi realizado a lise celular dos
grupos mioblastos né&o irradiados e né&o infectados (controle), mioblastos
previamente irradiados e nao infectados (LBP), mioblastos infectados néo irradiados
(T. cruzi), e mioblastos previamente irradiados e infectados (LBP + T. cruzi), com 80
ML de tampao de amostra (Trizma base, agua Milli Q, glicerol, SDS, B-Mercapto

Etanol, azul de Bromofenil). O lisado celular entéo foi fervido, a 100°C por 5 minutos.
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As proteinas totais de cada grupo experimental foram posteriormente
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE (Agua Milli Q, acrilamida, Tris 1,5M ou 1,0,
SDS 10%, persulfato de aménio 10%, 12 ul TEMED). Apés a preparacao, 0os géis
foram armazenados em geladeira por 24 horas.Posteriormente, 30 pL de amostra,
de cada grupo experimental, foram adicionados individualmente nos pocos dos géis.
A corrida eletroforética foi realizada em tampé&o de corrida Tris-Glicina-SDS (25 mM
Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS, pH 8,3) a 100 V por aproximadamente 1 h 30 min,
até que o marcador de peso molecular atingisse a posi¢cdo esperada.. A corrida
eletroforética foi realizada em tampéao de corrida (agua Milli Q, 25 mM Tris, 192 mM
glicina, 0,1% SDS), 100 V por aproximadamente 1 hora e 30 minutos, até que o

marcador de peso molecular alcangasse a posicao adequada.

Em seguida, as proteinas foram transferidas dos géis para membranas de
nitrocelulose (Amersham™ Protran® Western Blotting Membranes, Cytiva), em
tampdo de transferéncia (25 mM Trizma base, 192 mM glicina, agua Milli Q e

metanol). A transferéncia foi feita a 90 Volts, por 2 horas.

Apoés a transferéncia, as membranas foram bloqueadas por 2 horas em solugéo
TBST (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20) contendo 5% leite
desnatado. Em seguida, foram incubadas por 24 horas a 4 °C com 0s anticorpos
primarios de coelho: anti-PPARy (H-100, Santa Cruz Biotechnology, sc-7196; 1:500)
e anti-SREBF-1 (Proteintech, 14088-1-AP; 1:500). Como controle interno, foi
utilizado o anticorpo anti-GAPDH monoclonal de camundongo (Proteintech, 60004-
1-1g; 1:5.000).

Apés a incubacdo com os anticorpos primarios, as membranas foram lavadas
com TBST e incubadas com um Unico anticorpo secundario policlonal anti-IgG,
conjugado a peroxidase (HRP; Proteintech, SA00001-2; 1:10.000), utilizado para a
deteccdo de todos os anticorpos primarios (anti-PPARy, anti-SREBP-1 e anti-
GAPDH). Todos os anticorpos primarios e secundarios foram preparados em TBST,
imediatamente antes do uso. A deteccao foi feita com o sistema de andlise de
“Western blotting Supersignal Chemiluminescence” (Pierce) e a membrana exposta
a filme de autoradiografia (filme de raio-X) (Amersham Hyperfiim ECL - High

performance chemiluminescense film, GE Healthcare Limited).
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Os filmes revelados contendo as bandas de proteina foram digitalizados em
alta resolucéao e analisados no software ImageJ, com quantificacdo densitométrica
relativa. Os valores obtidos foram normalizados em relagéo a expressdo de GAPDH
e tratados estatisticamente no programa GraphPad Prism® 7 (GraphPad Software),

sendo representados graficamente para interpretacdo dos resultados.

4.14) Dosagem de PGE:

Os niveis de PGE2zforam quantificados no sobrenadante dos grupos mioblastos
nao irradiados e ndo infectados (controle), mioblastos previamente irradiados e ndo
infectados (LBP), mioblastos infectados nao irradiados (T. cruzi), e mioblastos
previamente irradiados e infectados (LBP + T. cruzi), utilizando um kit ELISA para
Prostaglandina E2, de acordo com as instru¢des do fabricante (Cayman Chemical
Co., Ann Arbor, MI, 514010). A leitura foi realizada entre 405-420 nm utilizando o
programa Softmax Pro e as analises foram realizadas no software GraphPad Prism®
7 (GraphPad Software).

4.15) Dosagem de citocinas

Os niveis das citocinas IL-6 (DY206-05), TNF-a (DY210-05), IL-10 (DY217B-
05), IL 12 (DY 1270-05) foram quantificados no sobrenadante dos grupos mioblastos
nao irradiados e nao infectados (controle), mioblastos previamente irradiados e nao
infectados (LBP), mioblastos infectados nao irradiados (T. cruzi), e mioblastos
previamente irradiados e infectados (LBP + T. cruzi), através da técnica de ELISA e
segundo o protocolo oferecido pela fabricante (R&D Systems). A quantificacao foi
mensurada a partir das curvas padrao proveniente da diluigéo realizada. A leitura foi

realizada em 450 nm utilizando o programa Softmax Pro.



74

4.16) Anédlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da meédia (EPM).
Para a andlise estatistica, empregou-se ANOVA seguida do pés-teste de Tukey,
teste t de Student ou teste de Kolmogorov-Smirnov, considerando-se significancia
em p < 0,05. Todas as andlises foram realizadas no software GraphPad Prism® 7
(GraphPad Software).
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5. RESULTADOS

5.1) Viabilidade celular

A viabilidade dos mioblastos C2C12 foi avaliada por meio do ensaio de
exclusédo com Azul de Trypan. A analise foi realizada considerando exclusivamente
as células aderentes apés os procedimentos experimentais, uma vez que as culturas
foram submetidas a etapas de lavagem previamente a contagem celular. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas analisados (p > 0,05) entre os
grupos experimentais analisados (Figura 20). Esses resultados indicam que a
irradiacé@o prévia com Laser de Baixa Poténcia (LBP) e a infec¢@o por Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) ndo comprometeram a viabilidade das células aderentes, validando

assim o modelo experimental para as analises subsequentes deste trabalho.

Viabilidade Celular
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Figura 20: Viabilidade celular de mioblastos apds a irradiacéo prévia com LBP e infec¢cado por
T. cruzi. Mioblastos néo irradiados e nédo infectados (CT), mioblastos previamente irradiados e ndo
infectados (LBP), mioblastos infectados néo irradiados (T. cruzi), e mioblastos previamente irradiados
e infectados (LBP + T. cruzi), tiveram sua viabilidade celular avaliada por meio do ensaio de exclusdo
com Azul de Trypan. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
analisados (p > 0,05). Os resultados sdo expressos como porcentagem de células aderentes viaveis
em relagdo ao total de células aderentes contadas. Os dados representam a média + erro padrédo de
triplicatas, obtidos a partir de trés experimentos independentes (ANOVA seguida do teste de Tukey).
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5.2) Permeabilidade celular

Para observar a acdo do LBP na membrana plasmética (MP) e em uma possivel
inducéo do mecanismo de reparo de membrana (RM), culturas de mioblastos foram
irradiados na dose de 30 J/cm?. A Irradiacdo foi feita nas células na presenca de
meio com Ca?" ou em meio sem Ca?*. O lodeto de Propidio (IP), marca células
mortas ao intercalar-se com o DNA, mas ndo consegue atravessar a membrana
plasmética intacta de células vivas. As células com membranas permeabilizadas
absorvem o corante e emitem fluorescéncia vermelha. Nossos dados demonstraram
gue o grupo irradiado em meio sem Ca?*, apresentou maior coloragdo positiva para
lodeto de Propidio (IP) quando comparado com o grupo em meio com Ca?* (Figuras
21 Ae 22 A).

Estes resultados sugerem que a irradiagio com LBP promove a
permeabilizacdo transitéria da MP. Entretanto, na presenca de Ca2*, observou-se
reparo eficiente da MP, impedindo a entrada do IP no interior das células. Essa
diferenca foi evidente ndo apenas por meio da analise de imagens de fluorescéncia,
mas também confirmada estatisticamente (p < 0,05), reforcando a hip6tese de que o
LBP induz a permeabilizacdo da MP sem comprometer o mecanismo de reparo em

condic¢Oes favoraveis a entrada de calcio (Figuras 21 B e 22 B).
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Figura 21: Mioblastos previamente irradiados com LBP na presenca ou auséncia de Ca?,
corados com lodeto de Propidio. (A) Imagens de Imunofluorescéncia exibem cultura de mioblastos-
irradiados com LBP, tratados com meio com ou sem Ca?* corados com IP (Barra = 50 pm). (B) (¥)
indica diferenca significativa entre o grupo sem Ca?*e o grupo com Ca?*. Foram contados 50 nuicleos.
As colunas representam a média £ erro padrdo de triplicatas, sendo as diferengas significativas para
p < 0,05. Estes resultados sao representativos de 3 experimentos independentes (ANOVA e teste t
de Student).
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Figura 22: Mioblastos previamente irradiados com LBP na presencga ou auséncia de Ca®',
corados com lodeto de Propidio, imagens sobrepostas. Imagens de Imunofluorescéncia exibem
cultura de mioblastos-irradiados com LBP, tratados com meio com ou sem Ca?* corados com IP
(Barra = 50 pm) em imagens sobrepostas (campo claro e fluorescéncia em vermelho). (B) (*) indica
diferenca significativa entre o grupo sem Ca?*e o grupo com Ca?*. Foram contadas 50 células
individuais. As colunas representam a média * erro padréo de triplicatas, sendo as diferencas
significativas para p < 0,05. Estes resultados sao representativos de 3 experimentos independentes
(ANOVA e Teste de Tukey).
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5.3) Influxo de Caz*

Considerando os dados obtidos no ensaio com iodeto de Propidio (IP),
analisamos se a irradiacdo estaria também ativando mecanismos de sinalizacao
mediados por Ca?*. Para isso, foi realizado um ensaio de sinalizagdo de calcio in
vitro, utilizando a sonda fluorescente Fluo-4/AM, um marcador sensivel a presenca
de ions Ca?* livres no citosol. Avaliamos os mioblastos nédo irradiados (controle) e os
mioblastos irradiados previamente com LBP. Por meio de microscopia de
fluorescéncia, as células foram analisadas antes e ap0s a irradiacao, sendo possivel
observar uma elevacao nas concentracdes intracelulares de Ca?*, evidenciado pelo
aumento da intensidade de fluorescéncia no interior das células irradiadas com o
LBP (Figura 23 A, B).

Paralelamente, foi realizada a quantificacdo da intensidade média de
fluorescéncia, por leitura no equipamento Cytation 5 Imaging Reader, comparando
0s grupos controle e irradiado (Figura 23 C). Observou-se um aumento significativo
na fluorescéncia das células irradiadas, indicando aumento das concentracdes
intracelulares de Ca?*, diferenga confirmada estatisticamente (p < 0,05). Em
conjunto, esses resultados demonstram que tanto a sinalizag&o intracelular quanto
o influxo extracelular de Ca?* ocorrem apoés a irradiacdo com LBP, corroborando a
hipotese de que a fotobiomodulacgéo in vitro ativa a via de reparo da MP dependente

da sinalizacdo de Ca?".
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Figura 23: Aumento do Ca?" intracelular em mioblastos irradiados previamente com LBP.
Mioblastos foram incubados com a sonda fluorescente fluo-4/AM para marcacdo do Ca?*
citoplasmatico e em seguida irradiados ou ndo (controle) com LBP. As imagens obtidas por
microscopia de fluorescéncia exibem a fluorescéncia de mioblastos antes (A) e apds (B) a irradiacéo,
evidenciando o aumento da fluorescéncia verde nas células irradiadas, o que indica maior
concentracgdo intracelular de Ca2* (barra = 50 um). (C) Grafico representando a intensidade média de
fluorescéncia nos grupos controle e irradiado. O simbolo (*) indica diferenca estatistica significativa
entre os grupos (p < 0,05). Os dados sé@o expressos como média + erro padrdo de ftriplicatas e
representam dois experimentos independentes (ANOVA e teste t de Student).

5.4) Disperséao lisossomal

Como observado em resultados anteriores, a irradiacdo dos mioblastos pelo
LBP induziu alteracdes na permeabilidade da MP, aumentando o influxo de Ca?*
intracelular, em condicBes controladas, sem comprometer a viabilidade celular.
Sabendo-se que o influxo de Ca?* € um sinal inicial essencial para a ativagédo da via
de RM por endocitose, levantou-se a hipotese de que as células irradiadas poderiam
estar restaurando suas MPs por meio da ativacdo deste mecanismo. Assim,

analisamos o efeito da fotobiomodulac¢do na disperséo lisossomal.

Para isso, mioblastos irradiados previamente com LBP ou ndo, foram marcados
com anticorpos anti-LAMP1, especifico de lisossomos, e analisados por microscopia

de fluorescéncia. Nas células controle, os resultados obtidos demonstraram a
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concentracdo dos lisossomos predominantemente na regido perinuclear (Figura 24
A, C). Em contraste, as células irradiadas apresentaram uma redistribuicdo

significativa (p < 0,05) dos lisossomos em dire¢édo a MP (Figura 24 B, D).
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Figura 24: Dispersdo dos lisossomos, em mioblastos previamente irradiados, observada
através da imunomarcagdo com anticorpo anti-LAMP1. Imagens obtidas por microscopia de
fluorescéncia exibem a distribuicdo lisossomal em mioblastos controle (A) e irradiados com o LBP (B),
marcados com anti-LAMP1 (verde) e DAPI (azul). A seta branca pontilhada indica o trajeto do centro
do ndcleo a periferia celular, evidenciando a redistribui¢cdo lisossomal na célula irradiada. Barra = 10
pm. A analise quantitativa da distribuicao lisossomal encontra-se em (C, D). A intensidade média de
fluorescéncia foi medida em regides perinucleares calculadas a partir da razdo entre a distancia média
ao centro nuclear e o raio nuclear médio (D/R). Os simbolos (*) e (+) indicam diferencas significativas
entre regides analisadas. As colunas representam a média + EPM de triplicatas (n = 20 células por
grupo), sendo as diferencas significativas para p < 0,05 (Anova, e Tukey).

Essa alteracdo também foi observada pela comparacdo da intensidade de
fluorescéncia entre os grupos controle e irradiado. Os lisossomos do grupo irradiado
apresentaram maior dispersao nas diferentes regides concéntricas perinucleares, e

em direcéo a periferia celular (Figuras 25), quando comparado ao controle (p < 0,05).
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Figura 25: Comparacéo da distribuicdo lisossomal entre mioblastos controle e irradiados com

LBP. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia mostram a distribuicdo lisossomal em
mioblastos do grupo controle (A) e do grupo irradiado (B), imunomarcados com anti-LAMP1 (verde) e
DAPI (azul). Barra= 10um. Em (C), andlise quantitativa da intensidade média de fluorescéncia em
diferentes regifes perinucleares, comparando os grupos controle e irradiado. A intensidade de
fluorescéncia foi medida em regides perinucleares calculadas a partir da razéo entre a distancia média
ao centro nuclear e o raio nuclear médio (D/R). (*) indica diferenca significativa entre os grupos em
cada regiao analisada. Em (D), grafico em linha ilustrando a intensidade relativa de fluorescéncia em
relacao aos nucleos celulares, dos grupos controle e irradiado, localizadas em um valor especifico de
D/R. As colunas representam a média + EPM de triplicatas (n = 20 células por grupo), sendo
consideradas diferengas significativas para p < 0,05 (ANOVA, Tukey e teste de Kolmogorov-Smirnov).

5.5) Andlise ultraestrutural da Membrana Plasmética

Dando continuidade a investigacédo do efeito da fotobiomodulagcédo na ativacao
dos eventos envolvidos no RM por endocitose, analisamos a morfologia dos
mioblastos n&o irradiados (controle) e irradiados com LBP, por microscopia
eletrdnica de transmissédo (MET). As imagens obtidas demonstraram a presenca de
estruturas compativeis com vesiculas endociticas, com morfologia e diametro
semelhantes as cavéolas (£ 80 nm), na periferia das células irradiadas, em
guantidade superior as observadas nas células controle (Figura 26). Esses achados
sugerem a ativagdo de processos endociticos em resposta a irradiacdo com o LBP.
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Imagens de secc¢des
de mioblastos, ndo irradiado (controle) (A) e irradiado (LBP) (B) obtidas por microscopia eletrénica de
transmissao. Observa-se vesiculas endociticas (indicadas por setas), com tamanho aproximado de <
80 nm na periferia das células. (Barra de escala = 200 nm).

5.6) Internalizag&o de T. cruzi

Uma vez que o processo de invasao celular do T. cruzi é favorecido por lesbes
transitérias a MP, seguido da ativagdo de mecanismos de RM dependentes de Ca?*,
avaliou-se a taxa de invasdo por T. cruzi em mioblastos infectados (MOI 3:1) nédo
irradiados ou previamente irradiados com LBP. Apds 24 horas de infeccao, foi
observado um aumento significativo (p < 0,05) no numero de T. cruzi internalizados
no grupo irradiado quando comparado ao grupo controle (n&o irradiado) (Figura 27).
Este resultado, associado com os dados obtidos previamente, refor¢ca a hipotese de
gue a fotobiomodulacdo pode modular a via endocitica envolvida na entrada do
parasito e favorecer a eficiéncia da infeccéo.
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Figura 27: A irradiacdo prévia com LBP modula a invasdo do T. cruzi em mioblastos. (A)
Imagens exibem um aumento no niimero de parasitos internalizados (setas) entre o grupo infectado
e o grupo infectado irradiado com LBP. As imagens foram obtidas por microscopio de fluorescéncia
e a andlise da internalizagdo de T. cruzi foi feita apds coloragdo com DAPI (Barra = 50 pm). (B) (*)
indica diferenca significativa entre o grupo infectado e o grupo infectado irradiado. Foram contadas
50 células. As colunas representam a média + erro padrdo de triplicatas, sendo as diferencas
significativas para p < 0,05. Estes resultados s&o representativos de 3 experimentos independentes
(Anova e teste t de Student).

5.7) Replicacéo e sobrevivéncia do T. cruzi

Diante do aumento significativo na taxa de invasdo por T. cruzi em células
irradiadas, investigou-se se a irradiacdo com LBP também poderia modular a
replicacdo e a sobrevivéncia intracelular do parasito. Para isso, nos dias 5, 7 e 9
apos a infeccdo, realizou-se a contagem de tripomastigotas liberados no
sobrenadante das culturas de mioblastos infectados com T. cruzi (MOI 3:1), ndo
irradiados ou previamente irradiados com LBP. Os resultados obtidos (Figura 28)
demonstraram que, nos dias 5 e 7, as culturas previamente irradiadas liberaram mais
parasitos em comparagao aos grupos nao irradiados (p < 0,05). No entanto, n&o

houve diferenca significativa entre os dias 5, 7 (Figura 28) e 9, dentro de cada grupo,



85

sugerindo que a irradiacdo com LBP favorece a replicacdo e a manutencdo da

infeccao.
1x107x Replicacdo e sobrevivéncia T. cruzi (MOI 3:1)
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Figura 28: Replicacdo e sobrevivéncia de Trypanosoma cruzi em mioblastos previamente
irradiados, ou ndo, com LBP. O nimero de tripomastigotas de T. cruzi liberados no sobrenadante
foi quantificado no 5° e 7° apo6s a infecgdo (MOI 3:1), em culturas previamente irradiada ou ndo com
LBP, apés diluigdo em solugdo de Turk e contagem em camara de Neubauer. Observou-se aumento
significativo na liberacdo de parasitos nos grupos previamente irradiados com LBP em ambos os dias,
indicando maior replicacdo e sobrevivéncia intracelular, em comparacéo aos grupos infectados néo
irradiados, que ndo apresentaram diferenca significativa entre o 5° e 7° dia. (*) Diferenca significativa
entre grupos irradiados e ndo irradiados. As colunas representam a média * erro padrédo de triplicatas,
sendo as diferengas significativas para p < 0,05. Estes resultados sdo representativos de 2
experimentos independentes (Anova e teste de Tukey).

5.8) Biogénese de Corpusculos Lipidicos

Considerando que a fotobiomodulagcédo favoreceu tanto a invasdo quanto a
replicacdo intracelular do T. cruzi, e que estes efeitos parecem estar associados a
ativacéo da via de reparo de MP, investigou-se a capacidade da irradiacao ativar a
biogénese de CLs. Essas organelas estao envolvidas, indiretamente na manutencéo
da integridade da MP (Jarc; Pecan, 2019), quanto diretamente na infeccédo por

patogenos intracelulares como o T. cruzi (Almeida et al., 2018). Assim, 0S grupos
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experimentais foram corados com Bodipy e submetidos a analises de

imunofluorescéncia.

Através de imagens de microscopia de fluorescéncia foi observado o aumento
significativo (p < 0,05) no numero de CLs nos grupos infectado (Figura 29 B),
irradiado e n&o infectado (Figura 29 C), e irradiado e infectado (Figura 29 D), quando
comparados com o grupo nao irradiado e ndo infectado (Figura 29 A). A andlise
guantitativa da biogénese de CLs confirmou esse padrdo, revelando um aumento
estatisticamente significativo (p < 0,05) nos grupos tratados em relagdo ao controle
(Figura 29 E)

Além disso, o grupo irradiado (Figura 29 C) e irradiado e infectado (Figura 28
D) apresentaram maior biogénese de CLs, apo0s 24 horas de infec¢cdo, quando
comparados com 0 grupo infectado nao irradiado (Figura 29 B, E). Esses dados
apontam para um possivel papel modulador da fotobiomodulac&o sobre mecanismos

celulares envolvidos no metabolismo lipidico.

Controle T cruzi

- Laser
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Figura 29: Imunofluorescéncia de CorpuUsculos Lipidicos em mioblastos previamente
irradiados, ou ndo, com LBP, infectados, ou n&o, por T. cruzi. Imagens de mioblastos obtidas por
microscopia de fluorescéncia mostram aumento na formacdo de CLs (em verde, marcados com
BODIPY) nos grupos infectado (B), irradiado (C) e irradiado e infectado (D), em comparacdo ao grupo
controle néo tratado (A). Observou-se ainda aumento significativo na biogénese de CLs nos grupos
irradiado (C) e irradiado infectado (D) em relacdo ao grupo infectado (B). Os nucleos foram contra-
corados com DAPI. Barra = 50 pm. Foram analisadas 50 células por grupo. (E) Quantificacdo do
namero de CLs por célula. (*) Indica diferenca significativa entre o grupo irradiado (LBP) e irradiado
infectado (LBP + T. cruzi) e os grupos controle (nao tratado) e infectado (T. cruzi). (+) Indica diferenca
significativa entre o grupo infectado em comparac@o aos demais grupos. Os dados representam a
média + erro padrdo de triplicatas, representativos de trés experimentos independentes sendo as
diferencgas significativas para p < 0,05 (ANOVA e teste de Tukey).

5.9) Producéo de PGE>

Diante do aumento significativo na biogénese de corpusculos lipidicos (CLS),
da ativacdo das vias lipogénicas, e considerando que os CLs sdo organelas
envolvidas na sintese e no armazenamento de eicosanoides, como a prostaglandina
E, (PGE,), avaliou-se o efeito da irradiagdo prévia com LBP na producdo desse
mediador, nos grupos experimentais, através da andlise por ELISA. Os resultados
revelaram um aumento significativo nos niveis de PGE:z (p < 0,05) nos grupos
irradiado n&o infectado, infectado, e irradiado e infectado em comparacéo ao grupo

controle (Figura 30).

Além disso também houve uma diferenca significativa entre o aumento nos

niveis de PGE: entre os grupos infectado e irradiado-infectado e o grupo irradiado
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nao infectado (Figura 30). Esses resultados indicam que tanto a infec¢ao por T. cruzi
guanto a irradiacdo por fotobiomodulacdo, isoladamente ou em combinacéo,
estimulam a liberagédo de PGE,, possivelmente contribuindo para a ativagéo de vias

metabodlicas lipidicas e inflamatorias envolvidas na biogénese dos CLs observada

previamente.
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Figura 30: Quantificacdo de PGE; em mioblastos previamente irradiados, ou ndo, com LBP,
infectados, ou ndo, por T. cruzi. Analise por ELISA nos niveis de PGE; nos grupos, irradiado (LBP),
infectado (T. cruzi) e irradiado infectado (LBP+ T. cruzi) em comparacéo ao grupo controle (CT). (*)
Indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle e (+) indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo irradiado (p < 0,05). Os dados representam a média * erro padrdo de duplicatas,
representativos de 3 experimentos independentes (ANOVA e teste de Tukey).

5.10) Expressao de PPARy e SREBP-1

Diante do aumento significativo na biogénese de CLs nos grupos tratados,
buscou-se investigar se essa resposta celular foi promovida pela modulacdo de
reguladores moleculares envolvidos no metabolismo lipidico. Para isso, a expressao
do receptor nuclear PPARy e do fator de transcricdo SREBP-1 foi analisada pela
técnica de Western Blot. A proteina GAPDH foi avaliada como controle interno para
padronizacdo da carga proteica.

A analise das bandas revelou um aumento na expressdo de PPARy e SREBP-
1 em todos 0s grupos experimentais em comparacao ao grupo controle (Figura 31

A). Esse padrdo foi confirmado por andlise de densitometria das bandas, que
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demonstrou diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) em todos os grupos
tratados quando comparados ao controle (Figura 31 B, C). Esses achados sugerem
gue tanto a infeccdo quanto a fotobiomodulacdo promovem a ativacdo de vias
metabdlicas envolvidas na biossintese de lipidios, contribuindo para a inducdo dos

CLs previamente observada.
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Figura 31: Expressdo de PPARy e SREBP-1 em mioblastos previamente irradiados, ou néo,
com LBP, infectados, ou néo, por T. cruzi. (A) Analise por Western Blot de mioblastos mostra
aumento na expressao de PPARy e SREBP-1 nos grupos irradiado (LBP), infectado (T. cruzi) e
irradiado infectado (LBP + T. cruzi) em comparagéo ao grupo controle (CT). Analise densitométrica
confirmou aumento significativo na expressdo de PPARy (B) e SREBP-1 (C) nos grupos tratados em
relacao ao controle. (D) Quantificacdo da expressdo de GAPDH ndao revelou diferencas significativas
entre os grupos, validando sua utilizagdo como controle interno. (*) Indica diferenca significativa em
relacao ao grupo controle (p < 0,05). Os dados representam a média + erro padrao de friplicatas,

representativos de trés experimentos independentes (ANOVA e teste de Tukey).
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5.11) Producéo de citocinas

Considerando que a irradiacdo com LBP foi capaz de modular mediadores
lipidicos pré-inflamatorios, como a prostaglandina E, (PGE,), associados a infecgédo
por T. cruzi e a biogénese de CLs, investigou-se o efeito da fotomiobulagdo também
poderia influenciar a producao de citocinas inflamatorias, visto que as citocinas séo
elementos-chave da resposta imunoldgica frente a infec¢des intracelulares,
exercendo funcbes regulatérias em processos como proliferacdo, diferenciacédo

celular e producao de outros mediadores inflamatorios.

Neste contexto, 0s grupos experimentais estabelecidos foram analisados por
ELISA. A andlise teve como objetivo quantificar os niveis das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-12, bem como da citocina anti-inflamatoria IL-10. A

coleta dos sobrenadantes foi realizada 24 horas apés a infeccao.

Os resultados demonstraram diminui¢&o significativa (p < 0,05) na produgao de
IL-6 no grupo irradiado quando comparado ao grupo controle (Figura 32 A). Além
disso houve um aumento significativo entre os niveis de IL-6 dos grupos, irradiado e
nao infectado, e irradiado infectado em comparacao ao grupo infectado néo irradiado
(Figura 32 A).

A analise dos niveis de TNF-a revelou uma diminuig¢ao significativa (p < 0,05)
nos niveis desta citocina no grupo irradiado quando comparado ao grupo controle.
Observou-se também um aumento significativo da producdo de TNF-a no grupo
infectado né&o irradiado em relagdo aos demais grupos. No grupo irradiado e
infectado, houve aumento significativo nos niveis de TNF-a em comparagao aos
grupos controle e irradiado, mas inferiores aos observados no grupo infectado néo
irradiado (Figura 32 B).

Verificou-se um aumento significativo (p < 0,05) nos niveis de IL-12 apenas no
grupo infectado néo irradiado em comparacdo aos demais grupos. Além disso,
observou-se que os niveis desta citocina foram significativamente menores no grupo
infectado e irradiado em relacédo ao grupo infectado nédo irradiado, indicando que a
fotobiomodulacéo atenuou a resposta inflamatéria induzida pela infec¢do. Entre os
grupos controle, irradiado e infectado e irradiado ndo houve diferenga significativa,

reforcando que a infecgao por T. cruzi foi o principal fator associado ao aumento da
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IL-12, enquanto a irradiacdo com LBP modulou negativamente esse efeito (Figura
32 C).

A quantificacdo de IL-10 revelou um aumento significativo (p < 0,05) nos grupos
irradiado, infectado e irradiado e infectado em comparagédo ao grupo controle. Nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos tratados, indicando que
tanto a irradiacdo quanto a infeccao foram capazes de induzir a producéo de IL-10

de forma semelhante (Figura 32 D).
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Figura 32: Quantificacdo de IL-6, TNF-a. IL-12 e IL-10 em mioblastos previamente irradiados,
ou ndo, com LBP, infectados ou ndo por T. cruzi. Quantificacdo por ELISA das citocinas IL-6 em
(A), TNF-a (B), IL-12 (C) e IL-10 (D), em mioblastos infectados ou ndo por T. cruzi (MOI 3:1), irradiados
ou ndo com LBP. (*) indica diferenca significativa em relacéo ao grupo controle. (+) indica diferenca
significativa entre o grupo infectado e infectado irradiado e os demais grupos em (A); e entre o grupo
infectado e os demais grupos em (B). (#) indica diferenca significativa entre o grupo infectado irradiado
e demais grupos (p < 0,05). Dados expressos como média * erro padrao de triplicatas, representativas
de trés experimentos independentes. Diferencas estatisticas determinadas por ANOVA, seguida do
teste de Tukey (p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

A irradiagdo com o Laser de Baixa Poténcia (LBP) tem se tornado pratica
comum em varias areas da saude e os beneficios dessa terapia em processos de
cicatrizacdo, analgesia, e proliferacdo celular, tém sido relatados na literatura desde
sua descoberta em 1967 (Cotler et al., 2015; Azadgoli et al., 2016; Sant'/Anna et al.,
2017). Recentemente novos estudos buscam desvendar como o LBP age em niveis
celular e molecular e quais possiveis alteracdes sobre as estruturas celulares que

recebem a irradiacéo a luz seriam geradas.

Descobertas atuais sobre 0 mecanismo de acédo dessa terapia demonstraram
gue o cromoforo citocromo ¢ oxidase, presente na mitocondria, exerce o papel de
principal receptor da luz irradiada, e a partir de sua ativagdo, uma sequéncia de
eventos é desencadeada, incluindo aumento na producéo de ATP e de ROS (Chen
et al., 2025). Essas moléculas atuam em nivel nuclear da célula, promovendo a
ativacao de fatores de transcricdo nucleares, como NF-kB e AP-1, com consequente
modulacdo da expressao génica (Karu, 2008; Balah et al., 2025). Desta forma, as
alteracdes desencadeadas pelo LBP geram alteracdes no perfil de sintese proteica
relacionadas ao aumento do metabolismo, a proliferacdo, e maturacdo celular e na

diminuicdo de mediadores inflamatérios (Freitas et al., 2016 Balah et al., 2025).

Neste contexto, o presente estudo explorou as consequéncias da irradiacao
com o LBP sobre os mecanismos de reparo de membrana (RM), e como esse
estimulo pode interferir, no curso de infec¢bes por patégenos intracelulares, como o
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), com énfase no metabolismo lipidico celular e na

resposta inflamatéria em mioblastos, in vitro.

Para validar os parametros dosimétricos utilizados na irradiacdo com LBP neste
estudo, primeiro avaliamos a viabilidade celular. A auséncia de morte celular
observada nas analises, 24 horas apés a irradiacdo e/ou infeccdo com T. cruzi
(Figura 20), corrobora estudos prévios que apontam o LBP como uma ferramenta
terapéutica segura, com potencial bioestimulador e sem efeitos deletérios diretos
(Yamaura et al., 2009; Farivar et al., 2014). Esses achados séo relevantes quando
se considera o uso do LBP como possivel modulador de processos patoldgicos,

incluindo infec¢des parasitarias, como a Doenca de Chagas.
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Os dados obtidos reforcam a seguranca dos parametros adotados e conferem
robustez as analises funcionais subsequentes. Assim, 0 modelo proposto se mostra
relevante para investigar o impacto do LBP sobre mecanismo de reparo da MP em
contexto de estimulo fisico (apenas a irradiagdo com o laser) e bioldgico (infecgéo

com T. cruzi).

A partir da validagéo da viabilidade celular, seguiu-se a investigacao do efeito
da irradiacdo com o LBP sobre o mecanismo de RM nos mioblastos previamente
irradiados. Diversos modelos de estudo tém sido propostos com o intuito de
esclarecer os agentes envolvidos no processo de RM (Miyake et al., 1995; Jimenez
et al., 2014; Corrotte et al., 2013). Dados na literatura demonstraram que
independentemente do(s) mecanismo(s) empregado(s), e do tipo de dano e célula
afetada, o fator primordial de acionamento da maquinaria de RM tem sido 0 mesmo:
0 aumento no calcio (Ca?*) intracelular. Estudos anteriores ja demonstraram que na
auséncia de Ca?* a MP plasmatica é incapaz de restaurar sua integridade (McNeil et
al., 2001; Reddy et al., 2001; Idone et al., 2008; Babiychuk et al., 2009; Scheffer et
al.,, 2015). Assim, o presente trabalho avaliou se o LBP alterava ou ndo a
permeabilidade da MP, e promovia a ativacdo do RM, na presenca ou auséncia de

Ca?* extracelular.

O lodeto de Propidio (IP) € um marcador fluorescente de integridade celular,
cujo influxo indica permeabilizacdo da MP, enquanto a colora¢do nuclear expressa
comprometimento no reparo dessa estrutura (Krapoth et al., 2024). Com base nessa
marcacao, nossos resultados revelaram que mioblastos irradiados previamente com
LBP, nos parametros utilizados, apresentaram uma permeabilizacdo controlada da
MP (Figura 21, 22). Essa alteracdo foi observada na auséncia de Ca2* extracelular,
onde as células exibiram uma coloracéo positiva para IP, dado sugestivo de que a
irradiacao foi capaz de gerar um disturbio na MP suficientes para permitir a entrada
do corante, caracterizando uma alteracéo da integridade da membrana. No entanto,
na presenca de Ca?*, as células irradiadas apresentaram niveis significativamente
menores de coloragdo por IP, evidenciando que a MP das células irradiadas foi
reparada por um processo dependente de Ca?* extracelular. Esses achados estéo
em concordancia com estudos prévios que demonstram que o influxo de Ca2* € um
sinalizador essencial para o acionamento da maquinaria de RM (McNeil et al., 2001,
Idone et al., 2008; Scheffer et al., 2014).
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Assim como toxinas formadoras de poros e danos mecanicos ja descritos na
literatura (Corrotte et al., 2013), a irradiacdo com LBP demonstrou ser um estimulo
fisico eficaz para a indugdo do RM. Este € um achado inédito e relevante, pois aponta
0 LBP como uma ferramenta ndo invasiva capaz de modular eventos celulares
iniciais relacionados ao RM, abrindo novas perspectivas para seu uso em contextos
terapéuticos. Ainda que os mecanismos moleculares envolvidos neste processo
permanecam pouco esclarecidos, os resultados aqui apresentados reforcam o
potencial bioestimulador do LBP e sua aplicagdo em modelos de estudo do reparo
celular (Idone et al., 2008; Corrotte et al., 2013; Andrews et al., 2014, Andrade;
Andrews 2015).

Para aprofundar a hipotese de que a irradiacdo com LBP induz alteracfes na
MP capazes de acionar o reparo celular via influxo de Ca?*, foi realizado o
experimento com marcador fluorescente de Ca?* Fluo-4/AM (Luo et al., 2011). Os
resultados indicaram um aumento significativo da fluorescéncia em mioblastos
irradiados, sugerindo um aumento na concentracdo de Ca2* citosdlico logo apds o
estimulo com o LBP (Figura 23). Este achado reforca a hipotese de que a irradiacdo
promove uma permeabilizacdo da MP, permitindo o influxo de Ca?* extracelular,

evento chave nos mecanismos de ativacdo do RM.

E importante destacar que a marcacdo com Fluo-4/AM foi realizada na
presenca de Ca?" no meio extracelular. Dessa forma, o aumento da fluorescéncia
intracelular observado pode decorrer tanto do influxo de ions Ca2* a partir do meio

externo quanto da liberacdo de Ca2* proveniente de estoques intracelulares.

O aumento dos niveis de calcio intracelular observada em nosso estudo é
compativel com a literatura, que aponta a rapida mobilizacdo de Ca2* como um dos
primeiros eventos celulares apos lesdées na MP (Horn et al., 2018; Ammendolia et
al., 2021). O papel do Caz* nesse contexto é essencial ndo apenas para o selamento
da MP, mas também para a exocitose lisossomal, mobilizacdo do citoesqueleto e
recrutamento de proteinas envolvidas no processo de RM (Miyake et al., 1995;
Corrotte et al., 2013; Castro-Gomes et al., 2014; Jimenez et al., 2014; Corrotte;
Castro-Gomes 2019).
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Assim, os dados sobre o influxo de Ca?* corroboram os resultados obtidos
com os resultados de IP e fortalecem a hipétese de que o LBP atua como um indutor
fisico de alteracbes iniciais na MP, capazes de desencadear um processo
coordenado de reparo celular dependente de Ca2*. Esse mecanismo representa uma
alternativa inovadora e segura para estudar a fisiologia do reparo e, potencialmente,

modular respostas celulares em contextos patolégicos.

A patrticipacéao lisossomal, elemento essencial nos mecanismos de endocitose
e RM, foi investigada em nosso estudo por meio da imunomarcacao dos lisossomos
com anti-LAMP-1. As analises revelaram que, em mioblastos previamente irradiados
com LBP, os lisossomos apresentaram um padréao de redistribuicdo, caracterizado
pela disperséo dessas organelas da regido perinuclear em direcéo a periferia celular.
Esse perfil difere da organizacdo dos lisossomos no grupo controle,
predominantemente perinuclear, e foi confirmado pelas analises quantitativas de

intensidade de fluorescéncia (Figuras 24 e 25).

A mobilizacdo de lisossomos é amplamente descrita como um passo essencial
no RM, sendo dependente do influxo de Ca2* que promove a fusdo dessas organelas
a MP (Andrews et al., 2014). Uma vez integrados a MP, os lisossomos liberam
hidrolases acidas que atuam sobre a superficie da MP favorecendo a remocéo de
regides lesionadas e contribuindo para o restabelecimento da integridade celular
(Rodriguez et al., 1997; Andrews et al., 2014; Andrews et al., 2018; Tancini et al.,
2020).

Nossos resultados estdo de acordo com estudos que demonstram o
envolvimento direto de lisossomos na resposta a lesbes de membrana. McNeil;
Kirchhausen (2005), e Jimenez et al., (2014) demostraram que a exocitose
lisossomal é fundamental para o selamento rapido da MP, enquanto Corrotte et al.,
(2013) evidenciaram a atuacdo complementar entre exocitose lisossomal e
endocitose mediada por cavéolas, mecanismos que podem ocorrer de forma paralela

ou sequencial dependendo da natureza e intensidade da leséo.

Em células musculares, a imediata redistribuicdo de lisossomos para a periferia
celular ap6s uma lesao, foi associada a maior eficiéncia de reparo, garantindo a
manutengdo da homeostase celular frente a estresses mecanicos (Defour et al.,

2014). Nesse contexto, a irradiacdo com LBP demonstrou ser um estimulo fisico
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capaz de desencadear a ativacdo coordenada de mdltiplas vias de RM por
endocitose, sem comprometer a viabilidade celular, o que reforca seu potencial como
ferramenta experimental para investigar a dindmica de reparo mediada por

lisossomos e como modulador em situacdes patoldgicas que envolvem dano a MP.

A andlise por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) complementou
os dados obtidos nos ensaios anteriores ao revelar, em escala ultra-estrutural,
alteracbes morfologicas no grupo de mioblastos irradiados previamente com LBP.
Observou-se evidéncias de alteragcbes da MP, como areas de formacdo de
protrusdes, alteracbes frequentemente relacionadas aos estdgios iniciais do
processo de reparo (McNeil; Kirchhausen, 2005; Andrews et al., 2014). Dentre essas
alteracOes, destacam-se a presenca de vesiculas localizadas junto a MP, com
diametro inferior a 80 nm, compativeis com cavéolas (Figura 26). A presenca dessas
estruturas é indicativa de ativacdo de mecanismos de endocitose, reforcando a
ocorréncia de lesdo com subsequente acionamento do RM (Corrotte et al., 2013;

Jimenez et al., 2014).

As cavéolas sdo invaginacdes especializadas da MP ricas em colesterol e
caveolina-1, com funcdes criticas na sinalizacédo celular, homeostase mecéanica e
trafego vesicular (Stea; 2025). Em resposta a diferentes tipos de lesdes, estudos
demonstraram que essas estruturas podem ser internalizadas como parte de um
mecanismo de remocado seletiva de dominios lesionados da MP, promovendo a

restauracao de sua integridade (Corrotte et al., 2013; Parton, 2018; Stea; 2025).

A endocitose mediada por cavéolas tem sido descrita como uma via eficiente
e rapida de RM em células submetidas a estresse mecéanico ou quimico, atuando de
forma complementar a exocitose lisossomal na restauracdo da barreira celular
(Andrews et al., 2014; Parton, 2018). Portanto, nossos resultados com as andlises
de MET ofereceram evidéncias morfoldgicas consistentes de que o LBP induz lesGes
capazes de ativar a maquinaria de RM, especialmente por vias associadas a
endocitose mediada por cavéolas, sem causar morte celular, consolidando seu

potencial como ferramenta bioestimuladora em modelos de les&o e reparo celular.

O reparo de lesbes na MP de células eucaridticas € um processo explorado

pelo T. cruzi para viabilizar sua entrada em diferentes tipos celulares, favorecendo
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sua permanéncia e disseminacdo no hospedeiro mamifero. Fernandes et al., (2011)
demonstraram que a forma tripomastigota do T. cruzi foi capaz de lesionar a MP das
células hospedeiras, e que essas lesdes foram rapidamente reparadas na presenca
de Ca?* extracelular, mecanismo observado neste trabalho com o uso do LBP que

também induziu o reparo de membrana de forma dependente de Caz*extracelular.

Além disso, também foi observado que a eficiéncia da invasdo aumentava
guando as células eram lesionadas quimicamente (Fernandes et al., 2011; 2012).
Nesse contexto, os autores descreveram que a lesdo gerada pelo T. cruzi na MP
induzia a exocitose lisossomal com liberacdo de esfingomielinase acida (ASM),
promovendo a producéo de ceramida e ativacdo de vias endociticas. Essa sequéncia
culminava na formacgéo de cavéolas enriquecidas com ceramida, favorecendo a
formacdo do vacuolo parasitoforo (Figura 11), estrutura responsavel por abrigar o

parasito no citoplasma da célula hospedeira (Fernandes et al., 2011; 2012).

Essas observacdes sustentam a hipotese de que a ativacdo do RM beneficia
diretamente a eficiéncia de invasdo do T. cruzi, especialmente em células
musculares e cardiacas, que por sua natureza contratil ativam com maior frequéncia
a maquinaria de reparo (Fernandes et al., 2011; 2012). Com base nos dados obtidos
neste estudo, que demonstraram a capacidade do LBP em induzir e ativar os
mecanismos de RM dependentes de Ca2*, e considerando evidéncias prévias de que
o T. cruzi subverte a maquinaria de reparo para facilitar sua entrada em células
hospedeiras, analisou-se se a irradiacdo prévia com LBP de mioblastos poderia

potencializar a taxa de invasao do parasito.

De fato, nossos resultados revelaram que mioblastos previamente irradiados
com LBP apresentaram um aumento significativo no numero de protozoarios
internalizados em relagcéo ao grupo néo irradiado (Figura 27). Este achado sugere
gue a fotobiomodulagcéo, ao induzir a ativagdo do RM, contribui para a maior
eficiéncia da invasao, provavelmente por modular vias endociticas associadas ao

processo de entrada do T. cruzi.

Integrando os achados relacionados ao aumento da taxa de invasao celular,
buscou-se avaliar se a irradiacdo prévia com LBP também influenciaria eventos
subsequentes a entrada do T. cruzi, especialmente sua replicacdo e sobrevivéncia

celular. Nossos resultados demonstraram que a irradiacdo prévia com LBP
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favoreceu a replicacdo e a manutencao da infeccdo por T. cruzi (no quinto e sétimo
dia poés-infeccdo), uma vez que culturas irradiadas liberaram maior namero de
tripomastigotas em relacdo aos controles néo irradiados (Figura 28). Esses dados
sugerem que, além de facilitar a invaséo inicial, a irradiagdo com LBP também
promove um ambiente intracelular mais favoravel a replicacdo e diferenciacdo do

parasito.

Nossos resultados estdo em consonancia com estudos que apontam que a
fotobiomodulacdo pode modular processos celulares que, indiretamente, beneficiam
0 desenvolvimento intracelular do parasito, como o0 aumento da atividade
mitocondrial, da disponibilidade de ATP e da biossintese de lipidios, elementos
explorados pelo T. cruzi para sua replicacdo (Karu, 1999; Su; Wu, 2025). Tais
alteracOes bioquimicas e metabdlicas impactam diretamente a homeostase celular,
podendo criar um microambiente intracelular mais permissivo a replicagdo do T. cruzi
ao favorecer a biossintese de lipidios, o fornecimento de energia ou a modulacao de

vias de sinalizacéo envolvidas na diferenciacdo do protozoario (Su; Wu, 2025).

Além disso, j4 foi demonstrado que este protozoario se aproveita de
mecanismos associados ao RM e ao acumulo de CLs para sustentar sua
sobrevivéncia no interior da célula hospedeira (Tavares et al., 2021; Oliveira et al.,
2022). A auséncia de diferenca significativa entre os dias 5 e 7 sugere que a LBP
potencializa a infeccdo em estagios iniciais, mas ndo altera a cinética de liberacéo

do parasito ao longo do tempo.

Embora nossos resultados indicam que a irradiacdo com LBP favorece a
replicacdo e a manutencdo da infeccdo por T. cruzi em mioblastos, estudos
anteriores apontam que esse efeito pode variar conforme o organismo e as
condicbes experimentais. Rocha et al., (2014) observaram que LBP reduziu a
atividade mitocondrial e ndo aumentou a infectividade de Leishmania amazonensis,
enquanto estudos com Paramecium primaurelia demonstraram que fluéncias
moderadas de 808 nm aumentam consumo de oxigénio e producdo de ATP,
evidenciando estimulo metabdlico (Amaroli et al., 2016). Esses achados sugerem
gue o impacto do LBP sobre parasitos intracelulares depende de parametros de

irradiacéo, tipo de célula hospedeira e estagio da infeccéao.



99

Portanto, os resultados deste estudo sugerem que a fotobiomodulacdo nao
apenas facilita a entrada inicial de T. cruzi, mas também cria condicbes celulares
mais favoraveis a sua permanéncia. Esses achados reforcam a evidéncia de que a
fotobiomodulacdo pode modular processos infecciosos, embora este efeito dependa
fortemente dos parametros de irradiagcdo, da cepa do parasito, do estagio da
infeccdo, do tipo celular e do delineamento experimental. Estudos futuros séo
necessarios para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos nessa modulagéo
e definir o limiar de dose em que o LBP deixa de favorecer o parasito e passa a

exercer efeito inibitorio ou controlador sobre a infeccéo.

Considerando que a fotobiomodulagéo favoreceu tanto a invasao quanto a
replicacao intracelular do T. cruzi, e que esses efeitos parecem estar associados a
ativacdo da via de RM, o proximo objetivo foi investigar se a irradiagdo com LBP
também influenciaria a biogénese de CLs. Essas organelas participam indiretamente
do RM, atuando como reservatorios de lipidios essenciais para a restauracdo da
bicamada lipidica (Jarc; Pecan, 2019). Além disso, exercem papel crucial durante a
infeccdo por T. cruzi, funcionando como nichos metabdlicos e como fontes de
mediadores lipidicos que favorecem a sobrevivéncia, a replicacédo e a modulacdo da

resposta imune do parasito (Almeida et al., 2018).

Assim, mioblastos foram infectados in vitro com T. cruzi e, ap8s 24 horas, 0s
grupos controle, irradiado, infectado, irradiado e infectado, foram analisados quanto
a biogénese de CLs, por imunofluorescéncia. Os resultados revelaram um aumento
significativo no numero de CLs nos grupos infectado, irradiado e irradiado-infectado
guando comparados ao grupo controle. Esses achados indicam que tanto a infec¢ao
por T. cruzi quanto a irradiacdo prévia com LBP estimulam a biogénese dessas
organelas em mioblastos (Figura 29). Além disso os grupos, irradiado, e irradiado e
infectado, apresentaram uma biogénese ainda mais expressiva de CLs em relacao
ao grupo infectado, sugerindo um possivel efeito potencializador da

fotobiomodulagéao sobre os mecanismos celulares envolvidos nesse processo.

Os CLs sao verdadeiros nichos de sobrevivéncia para diversos patdgenos
intracelulares, os quais desenvolveram mecanismos para subverter o metabolismo
do hospedeiro, sendo capazes de usar os CLs como fonte para o crescimento e

replicacdo, maturacdo do vacuolo parasitoforo, e imunossupressao do sistema
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imune do hospedeiro através da producéo de PGE: (Toledo et al., 2016; Vallochi et
al., 2018; Tan et al., 2024).

Pesquisas ja publicadas evidenciam que diversos patdgenos como o
Mycobacterium bovis, sdo capazes de induzir a biogénese de CLs em células do
hospedeiro (Almeida et al., 2009, D'Avila et al., 2006, Rajaram et al., 2014), além de
trabalhos existentes demonstrando o aumento dessas organelas em macréfagos
infectados por Mycobacterium leprae (Mattos et al., 2010) e por T. cruzi (Melo et al.,
2006, D’Avilla et al., 2011) sinalizando a importancia dessa organela em processos
celulares e infecciosos. Portanto, a inducdo da biogénese de CLs pela
fotobiomodulacéo representa um fator adicional que favorece o estabelecimento da

infeccao.

Além disso, os dados previamente apresentados neste trabalho
demonstraram que o LBP promove a permeabilidade da MP e ativa mecanismos de
reparo dependentes de Ca?*. Desta forma, os dados aqui apresentados sugerem que
a fotobiomodulagcdo modula, simultaneamente, dois processos importantes
envolvidos na fisiopatologia da infeccéo por T. cruzi: o RM e a biogénese de CLs. A
atuacdo combinada sobre essas vias pode representar uma condi¢ao favoravel a
progressdo da infeccdo, embora os mecanismos moleculares especificos ainda

necessitem ser elucidados.

A interpretacéo dos resultados deste estudo apresenta desafios, especialmente
pelo seu carater inédito, uma vez que, até o momento, ndo ha relatos na literatura
gue correlacionem diretamente os efeitos da fotobiomodulacdo com a biogénese de
CLs e a ativagédo da via de RM em mioblastos infectados por T. cruzi. Assim, oS
dados aqui apresentados ampliam o entendimento sobre as mdltiplas interfaces da
fotobiomodulacdo na biologia celular do hospedeiro e reforcam a necessidade de
investigacdes adicionais que visem esclarecer como o0 LBP interfere nas vias

associadas ao RM, a biogénese de CLs e a progressao da infeccéo por T. cruzi.

Dando continuidade a investigagdo sobre os mecanismos envolvidos na
biogénese de CLs induzida pela infeccéo por T. cruzi e pela irradiagdo com LBP,
avaliou-se a producdo de prostaglandina E, (PGE,), um eicosanoide bioativo

diretamente relacionado a biogénese e fungdo dos CLs (Vallochi et al., 2018). A
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analise por ELISA revelou um aumento significativo nos niveis de PGE, nos grupos
submetidos a irradiagdo com LBP (LBP), & infeccdo por T. cruzi (T. cruzi) e a
combinacéo dos dois tratamentos (LBP + T. cruzi), em comparacdo ao grupo controle
(Figura 30). Esses resultados indicam que, em mioblastos, tanto a fotobiomodulacéo
guanto a infeccédo, isoladamente, estimulam a liberacdo de PGE,. Tais dados estao
alinhados com evidéncias prévias que demonstraram que a infeccdo por T. cruzi
eleva a sintese de PGE,, como mecanismo para subverter a resposta imune do
hospedeiro (Lonien et al., 2017; Lovo-Martins et al., 2019). De modo semelhante,
outros patdgenos, como Leishmania spp. e Mycobacterium tuberculosis, também
induzem a geracao de PGE, a partir dos CLs, estratégia que contribui para a criacdo
de um ambiente intracelular propicio a infeccdo (D'Avila et al., 2011; Almeida et al.,
2018).

Além disso, os resultados do presente estudo sdo compativeis com evidéncias
de que a irradiacdo com LBP pode influenciar vias inflamatorias e metabdlicas
lipidicas. Estudos prévios demonstraram que a fotobiomodulacédo pode induzir a
expressao de ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e modular a produgéo de prostaglandinas
em diversos tipos celulares; entretanto, esse efeito é altamente dependente dos
parametros de irradiacdo e do modelo experimental, de modo que tanto inducéo
guanto supressao de COX-2/PGE, foram relatadas na literatura (Tim et al., 2016;

Tomazoni et al., 2021).

A PGE; é um metabdlito classico da via do acido araquidénico, armazenado
em CLs 0s quais atuam ndo apenas como organelas de armazenamento lipidico,
mas também como plataformas cruciais para a sinalizacao inflamatéria. A literatura
atual destaca que essas organelas atuam como centros de producdo de mediadores
lipidicos proé-infecciosos, como PGE, e leucotrieno B, (LTB,), modulando a
polarizacdo da resposta imune e facilitando a replicacdo intracelular de patdégenos
(Toobian et al., 2021; Tan et al., 2024).

Com base nos resultados anteriores, que demonstraram o aumento do nimero
de CLs e o da liberagcdo de PGE; nos grupos irradiados previamente com LBP,
ativacdo coordenada das vias lipogénicas reguladas por PPARy e SREBP-1,
buscou-se investigar se a modulacao deste processo biolégico estaria relacionada a

ativacdo de vias metabolicas reguladas por fatores-chave do metabolismo lipidico. A
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formacdo de CLs é um processo altamente regulado, que depende da coordenacao
de sinais metabdlicos e inflamatorios, sendo controlada por fatores de transcricéo
como o SREBP-1 (Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1) e o receptor nuclear
PPARYy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma) (Almeida et al., 2009;
Gao et al., 2019).

Neste estudo, os resultados demonstraram um aumento significativo de PPARy
e SREBP-1 nos grupos irradiados previamente com LBP, infectados por T. cruzi e
no grupo previamente irradiado e infectado, em comparagao ao grupo controle. Esse
padrdo, confirmado por densitometria das bandas, corrobora a hipétese de que a
inducdo de CLs observada nos experimentos anteriores resulta da ativacdo

coordenada de vias de regulacado do metabolismo lipidico especificas (Figura 31).

O PPARYy é amplamente reconhecido como regulador mestre da adipogénese
e do armazenamento lipidico, promovendo a transcricdo de genes envolvidos na
captacdo e esterificacdo e organizacao dos lipidios em CLs, enquanto o SREBP-1,
particularmente sua isoforma 1c, atua na inducdo da expressao de genes envolvidos
na lipogénese como FAS, ACC e DGAT (Toobian et al., 2021), essenciais para a
sintese de acidos graxos e triglicerideos (Tanigawa et al., 2021; Soares et al., 2023).
A ativacdo concomitante dessas vias sugere um ajuste metabdlico, direcionado a

formacao e manutengéo de CLs.

No contexto da interacao patdgeno-hospedeiro, ha evidéncias de que T. cruzi
manipula vias lipidicas para favorecer sua sobrevivéncia e replicacdo. D’Avila et al.,
(2011) e Atella et al., (2022) demonstraram que a infeccdo estimula a formacgao de
CLs em fibroblastos e macrofagos, os quais atuam como plataformas para a sintese
de eicosanoides e possivelmente como reservatorios energéticos acessiveis ao
parasito. Os dados deste trabalho que revelam o aumento da expressdo de PPARy
e SREBP-1, em mioblastos infectados, reforca a teoria de que esse remodelamento
lipidico ndo se limita a células do sistema imune, mas pode ocorrer também em
células precursoras do tecido muscular, potencialmente contribuindo para a

persisténcia do parasito no hospedeiro cronico.

De forma interessante, a fotobiomodulagédo, mesmo na auséncia de infeccéo,
também promoveu aumento da expressao desses reguladores. Isso sugere que a

fotobiomodulacdo induz um estado metabdlico propicio ao acumulo de lipidios,
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possivelmente por ativacdo de vias anabdlicas e reducdo do estresse oxidativo (Su;
Wu, 2025). Essa alteracdo, embora potencialmente benéfica para a regeneracao
tecidual e a homeostase celular, pode representar um microambiente favoravel para

patdgenos intracelulares que dependem de lipidios do hospedeiro.

Assim, o0s achados deste estudo reforcam a hipétese de que a
fotobiomodulacéo ndo apenas estimula a biogénese de CLs, mas o faz por meio da
ativacdo coordenada de vias lipogénicas especificas. A modulacdo de PPARy e
SREBP-1 parece representar um componente funcional critico da resposta celular a
irradiagdo com LBP, influenciando tanto o metabolismo quanto a dinamica
intracelular durante a infecc&o por T. cruzi. Nossos resultados sugerem uma possivel
correlacdo entre os efeitos metabdlicos induzidos pela irradiacdo com o LBP e os
mecanismos utilizados pelo parasito para subverter processos celulares. Com isso,
ampliam-se as perspectivas sobre os impactos da fotobiomodulacdo no contexto da
infeccdo e abrem-se novas possibilidades de investigagdo no campo do

imunometabolismo.

Portanto, os dados obtidos neste trabalho fortalecem a hipétese de que os
efeitos da LBP sobre a biogénese de CLs modulam um eixo funcional que inclui a
ativacdo de vias lipogénicas (SREBP-1 e PPARYy) e a producdo de eicosanoides
inflamatorios, como a PGE,. Essa modulacdo metabdlica pode representar uma
estratégia utilizada pelo T. cruzi para potencializar sua permanéncia e replicacdo no
ambiente intracelular. Adicionalmente, os achados sugerem que a fotobiomodulac&o
pode intensificar essa resposta ao modular o metabolismo lipidico condizente com
0S mecanismos de adaptacao do parasito, especialmente ao promover a geracao de

mediadores que desviam ou suprimem a resposta imune efetora.

Uma vez que a irradiacdo com LBP modulou mediadores lipidicos pro-
inflamatorios, como a prostaglandina E, (PGE,), associada a infec¢éo por T. cruzi e
a biogénese de CLs, avaliou-se, in vitro, em mioblastos, o impacto da
fotobiomodulacado sobre a producao de citocinas inflamatorias, moléculas produzidas

e secretadas pelas células para comunicacéo intercelular (Chauhan, 2021).

Diversos estudos (Zhevago et al., 2006; Gavish et al., 2008; Mesquita-Ferrari
et al., 2011; Fukuda et al., 2012; Souza et al., 2014) demonstraram que a irradiacao

com LBP é capaz de alterar os niveis de moléculas pr6 e anti-inflamatoérias, utilizando
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diferentes parametros de irradiacdo. Experimentos realizados tanto in vitro quanto in
vitro evidenciaram o potencial modulador da irradiagdo com LBP sobre fatores como
TNF-a, TGF-B, IFN-y, IL-1qa, IL-18, MCP-1, IL-6, IL-10 e IL-12 (Zhevago et al., 2006;
Gavish et al., 2008; Mesquita-Ferrari et al., 2011; Fukuda et al., 2012; Souza et al.,
2014).

Nossos resultados demonstraram que a irradiagdo com LBP reduziu
significativamente os niveis de IL-6 em comparacéo ao grupo controle (Figura 32 A),
corroborando o efeito anti-inflamatério da fotobiomodulacdo descrito na literatura
(Ryu et al., 2023; Shamloo et al., 2023). A IL-6, citocina pleiotrépica central na
inflamac&o crénica, apresentou aumento significativo no grupo infectado, em
concordancia com estudos que descrevem sua inducédo durante a infec¢do por T.
cruzi (Antunes et al., 2019; Macaluso et al., 2023). Quando a irradiacéo preévia foi
associada a infec¢do, os niveis de IL-6 permaneceram elevados em relacéo ao grupo
controle, indicando que, nesse contexto, a fotobiomodulagdo né&o foi suficiente para

impedir completamente sua producéo induzida pela infec¢ao (Figura 32 A).

A irradiagdo com LBP promoveu reducéo significativa dos niveis de TNF-a em
relacdo ao grupo controle (Figura 32 B), reforcando seu efeito anti-inflamatorio, ja
descrito na literatura (Ryu et al., 2023; Shamloo et al., 2023). No grupo infectado,
observou-se aumento expressivo de TNF-a, em concordancia com a literatura que
descreve a inducdo classica dessas citocinas durante a infeccdo por T. cruzi
(Antunes et al., 2019; Macaluso et al., 2023). No grupo infectado previamente
irradiado, os niveis de TNF-a foram maiores em relacdo ao grupo controle, e
menores em relacdo ao grupo infectado, indicando que a fotobiomodulagéo foi capaz
de atenuar parcialmente a resposta pré-inflamatoria induzida pela infec¢ao (Figura
32 B).

A IL-12 nado apresentou alteracfes ap0s a irradiacdo prévia com LBP (Figura
32 C). Diferentemente, no grupo infectado, observou-se aumento significativo dos
niveis IL-12 em comparacdo com 0 grupo controle, em consonancia com seu papel
classico na ativacdo da resposta imune celular e na inducao da producao de IFN-y,
fundamentais para o controle do parasito (Cardoso et al.,, 2016; Macaluso et al.,
2023). No grupo infectado previamente irradiado, os niveis de IL-12, notavelmente,

mantiveram-se basais, 0 que esta de acordo com estudos que demonstram que a
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fotobiomodulacao pode reduzir a producéo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-
a e IL-12 de maneira dependente do contexto celular e do estado imunologico pré-

existente (Santos et al., 2021).

Observou-se aumento significativo da IL-10 nos grupos irradiado, infectado, e
infectado previamente irradiado, em relacdo ao grupo controle (Figura 32 D),
corroborando achados prévios que descrevem o efeito imunomodulador da
fotobiomodulacdo (Shamloo et al., 2023; Alves et al., 2025). O aumento simultaneo
da IL-10 nos grupos experimentais reforca o papel do LBP na inducéo de mediadores
anti-inflamatorios, contribuindo para o controle da ativacdo do sistema imune. Em
modelos musculares, esse aumento pode favorecer a protecao celular frente ao
estresse inflamatorio, regulando vias associadas a sobrevivéncia, reparo e
regeneracao (Tu; Li, 2023; Huynh et al., 2023). No entanto, no contexto da infeccéo
por T. cruzi, 0 aumento de IL-10 pode também favorecer a evasao imunolégica do
parasito ao reduzir a ativacdo de mecanismos efetores de defesa (Grijalva et al.,

2022).

Em conjunto, os resultados indicam que a fotobiomodula¢c&o atua modulando
negativamente citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, IL-6 e IL-12, a0 mesmo
tempo em que estimula mediadores anti-inflamatérios, como a IL-10, promovendo
um equilibrio entre os eixos pro- e anti-inflamatorios. Essa regulacdo, é essencial
para limitar a ativagdo exacerbada de células do sistema imune, e para favorecer
processos de reparo muscular, prevenindo danos teciduais secundarios a inflamacéo
intensa (Tu; Li, 2023). Deste modo, o LBP parece modular a resposta inflamatoria e
metabdlica de forma dependente do contexto celular e do estado imunoldgico pré-
existente, ajustando estimulos pro- e anti-inflamatorios, além de ser capaz de alterar

a dindmica da interacdo hospedeiro-parasito durante a infec¢éo.

Assim, como contribui¢cdo, nosso trabalho demonstrou que a fotobiomodulag&o
aplicada previamente, in vitro, em mioblastos, exerce efeitos tanto em condi¢des de
homeostasia quanto durante a infec¢do por T. cruzi. Esses efeitos abrangem desde
a permeabilizacdo transitoria da MP e ativacao de processos de RM mediados por
endocitose, mediados por influxo de Ca?' extracelular, até modificacbes no
metabolismo lipidico, incluindo a biogénese de CLs e a inducdo da expressao de

reguladores como PPARy e SREBP-1, com impacto na producdo de mediadores
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inflamatérios como PGE, e citocinas pré e anti-inflamatorias (Figura 33).
Adicionalmente, a fotobiomodulacdo também se mostrou capaz de aumentar a
invasao inicial por T. cruzi e potencializou sua replicacdo em mioblastos. verificou-
se que ainfeccao por T. cruzi também foi capaz de induzir alteracdes no metabolismo
lipidico, na sintese de mediadores inflamatérios e na modulacdo de citocinas,
evidenciando que mioblastos participam ativamente na montagem de uma resposta

imune local (Figura 33).

Esses achados ampliam a compreensdo do papel das células musculares
esqueléticas na interacdo parasito-hospedeiro e sugerem que a fotobiomodulagéo,
ao modular tanto vias metabdlicas quanto imunoldgicas, pode influenciar o curso da

infeccdo e a resposta tecidual.

Perspectivas futuras envolvem o aprofundamento das investigacbes para
elucidar, de forma integrada, os mecanismos celulares e moleculares subjacentes
aos efeitos da fotobiomodulagdo. No contexto sistémico da infec¢do por T. cruzi, a
expansdo dos estudos para modelos in vitro sera fundamental para validar, os
achados obtidos em condic¢des in vitro. Paralelamente, a exploracdo de diferentes
parametros de irradiacdo, tempos de aplicacdo e tipos celulares podera fornecer

informacgdes valiosas para otimizar a eficacia dessa abordagem.

Também se destaca a importancia de avaliar a fotobiomodulagcdo em distintos
estagios do ciclo do parasito e sob variadas condi¢cfes fisiopatoldgicas, com o
objetivo de identificar alvos-chave da modulagéo imunometabdlica. Esse conjunto de
avancos contribuira para o delineamento de estratégias terapéuticas inovadoras,
capazes de regular de forma precisa as respostas imunes e favorecer a recuperagao
tecidual, com especial relevancia para a Doenca de Chagas entre outras doengas

infecciosas.
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Figura 33. Desenho esquematico do efeito da fotobiomodulagcao em mioblastos previamente
irradiados, infectados ou néo, com T. cruzi. Nosso estudo sugere que a irradiacdo prévia com
Laser de Baixa Poténcia (LBP) ativa o reparo da membrana plasmatica (MP), modula a infec¢éo por
T. cruzi, a biogénese de corpusculos lipidicos (CLs) e a producdo de mediadores inflamatérios. Em
(LBP), mioblasto irradiado ndo infectado: a irradiacdo prévia aumentou a biogénese de CLs, a
expressdao de PPARy e SREBP-1, a producdo de PGE, e da citocina IL-10, enquanto reduziu
significativamente os niveis de IL-6 e TNF-a em relacdo ao controle. As vesiculas em verde
representam a dispersdo dos lisossomos, observada nos grupos irradiados (LBP) e (LBP + T. cruzi),
ao contrario a célula ndo irradiada (T. cruzi), na qual os lisossomos permanecem predominantemente
concentrados na regido perinuclear. A area demarcada da MP foi ampliada, evidenciando o efeito do
LBP, que induz microlesdes na MP, restauradas por reparo de membrana via endocitose, processo
dependente do influxo extracelular de Ca2*. Em (T. cruzi), mioblasto infectado nao irradiado: a
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infeccdo aumentou a biogénese de CLs, a expressao de PPARy e SREBP-1, a producéo de PGE; e
das citocinas IL-6, TNF-qa, IL-12 e IL-10 em relacdo ao controle. Em (LBP + T. cruzi), mioblasto
irradiado e infectado: a irradiagao prévia aumentou a biogénese de CLs, a expressdao de PPARy e
SREBP-1 e a producdo de PGE,. Em comparacdo com o grupo infectado néo irradiado, o grupo
previamente irradiado apresentou reducéo das citocinas IL-12 e TNF-a, além de um perfil negativo
para IL-10. O namero de T. cruzi internalizados e de parasitos replicados ap6s 5 e 7 dias foi maior no
grupo irradiado infectado (LBP + T. cruzi) em comparacdo ao infectado n&o irradiado (T. cruzi).
Elaboracéo prépria, 2025.
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7. CONCLUSOES

7.1) Efeito da fotobiomodulacéo prévia sobre o Reparo de Membrana

De acordo com os resultados dos experimentos in vitro com a
Fotobiomodulagéo, sobre os mecanismos de Reparo de Membrana (RM) concluimos

gue a irradiacéo prévia com Laser de Baixa Poténcia (LBP), em mioblastos:
- Nao comprometeu significativamente a viabilidade celular dos mioblastos;

- Induziu aumento da permeabilidade da membrana plasmatica (MP), com aumento

de Ca?* extracelular, sugerindo ativacéo do RM;

- Induziu a redistribuicéo dos lisossomos em direcéo a periferia celular, sugerindo o

recrutamento dessas organelas para o RM;

- Desencadeou mecanismos envolvidos no processo de reparo da MP por

endocitose, como a formagé&o de vesiculas endociticas do tipo cavéola (< 80 nm).

7.2) Efeito da fotobiomodulagcdo prévia sobre a infeccdo por T. cruzi, no

metabolismo lipidico e na resposta inflamatoria

De acordo com os resultados dos experimentos in vitro com a
Fotobiomodulacdo, sobre a infeccdo por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), sobre o
metabolismo lipidico e a resposta inflamatoria, concluimos que a irradiagcdo prévia
com LBP:

- Promoveu maior internalizagcdo de T. cruzi apos 24 horas e potencializou a

replicacdo e sobrevivéncia parasitéria,

- Estimulou a biogénese de Corpusculos Lipidicos (CLs), tanto na presenca quanto
na auséncia da infeccéo por T. cruzi, ap0s 24 horas, favorecendo a adaptacédo do

parasito e a modulacédo da resposta do hospedeiro;
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- Aumentou a expresséao dos fatores de transcricdo SREBP-1 e PPARYy, reguladores

centrais do metabolismo lipidico e da formacao de CLsS;

- Aumentou a producdo de PGE:2 nos grupos experimentais, aumento este
possivelmente relacionado a maior formagcéo de CLs e a modulacdo da resposta

imune no contexto da infeccao;

- Modulou os niveis de IL-6, TNF-q, IL-12 e IL-10 nos grupos experimentais.
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