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RESUMO

Amembrana plasmatica (MP) é uma estrutura suscetivel a danos e que devido a isso
apresenta um mecanismo de reparo de membrana (RM) eficiente, essencial para a
sobrevivéncia celular. Um dos mecanismos de reparo consiste na endocitose do
dano e selamento da MP mediada por influxo de céalcio. Subvertendo a maquinaria
de reparo ao desencadear lesdes na MP, protozoarios como o Trypanosoma cruzi
conseguem adentrar mais facilmente as células utlizando vesiculas endociticas
formadas durante a ativacdo destes processos. O T. cruzi também é capaz de
manipular a biogénese de Corpusculos Lipidicos (CLs), organelas biolégicamente
ativas, presentes no citoplasma de células eucariéticas.Adicionalmente, a terapia
com laser de baixa poténcia (LBP) consiste na aplicacdo de um feixe de luz
coerente, colimada e monocromatica, de baixos valores de energia como método de
potencializacdo da regeneracéao e regulacéo de disturbios funcionais. Sabendo-se da
importancia do RM e dos CLs para respostas celulares e durante a infecgcédo, o
objetivo desse trabalho foi investigar o efeito do LBP no mecanismo de RM e na
biogénese de CLs na auséncia ou nao de infeccdo celular por T. cruzi. Células
musculares indiferenciadas (mioblastos) e diferenciadas (miotubos) de linhagem
C2C12, infectadas com a cepa DM28c de T. cruzi,foram irradiadas com LBP no
comprimento de onda de 808 nm, poténcia de saida de 100 mW, dose de 30J/cm?,
por 8 segundos, modo continuo de emissao de luz, de foma pontual em uma unica
sessdo. Posteriormente as culturasforam infectadas com T. cruzie encaminhadas
para analises de microscopia, Western Blot e ELISA.Nossos resultados
demonstraram que a irradiacdo com o LBP induziu o aumento da ativacdo do RM
dependente de calcio em mioblastos e miotubos. Conforme esperado, a infec¢éo por
T. cruzi aumentou a formacdo de CLs. Porém, em miotubos irradiados previamente
houve uma diminuicdo dessas organelas.O LBP gerou um aumento da biogénese de
CLs em células nao-infectadas. A irradiacdo também foi capaz demodular
mediadores inflamatdrios ao diminuir os niveis de IL-6,IL-10 e TNF-a em células
musculares infectadas. Assim, nossos resultados demostraram acapacidade de
modulacdo do LBP no mecanismo de RM, na biogénese de CLs e de mediadores
inflamatoriosem modelo de infeccdo por T. cruzi, sugerindo um papel do LBP na
permeabilizacdo da MP,no metabolismo lipidico celular e naresposta imunolégica.

Palavras chaves: Reparo de membrana, Trypanosoma cruzi, Corpusculos
Lipidicos, Laser de Baixa Poténcia, células musculares.



ABSTRACT

Plasma membrane (PM) is a structure susceptible to damage and due to this
presents an efficient membrane repair mechanism (MR), essential for cell
survival.One of the repair mechanisms is endocytosis of damage and sealing of the
PM mediated by calcium influx.By subverting the repair machinery by triggering PM
injuries, protozoa such as Trypanosoma cruzi can more easily enter cells using
endocytic vesicles formed during activation of these processes.T. cruzi is also
capable of manipulating the biogenesis of lipid bodies (LBs), biologically active
organelles present in the eukaryotic cell cytoplasm.Additionally, low level laser
therapy (LLL) consists of the applicaton of a coherent, collimated and
monochromatic beam of light with low energy values as a method of enhancing the
regeneration and regulation of functional disorders. Knowing the importance of MR
and LBs for cellular responses and during infection, the objective of this study was to
investigate the effect of LLL on the mechanism of MR and LBs biogenesis in
theabsence or not of cellular infection by T. cruzi.Undifferentiated (myoblasts) and
differentiated (myotubes) muscle cells of the C2C12 strain infected with the T. cruzi
DM28c strain were irradiated with LLL, at 808 nm wavelength, 100 mW output power,
30 J / cm2 dose, for 8 seconds, continuous light-emitting mode, spot-time in a single
session. Afterwards the cultures were infected with T. cruzi and sent for microscopy,
Western Blot and ELISA analysis.Our results demonstrated that LLL irradiation
induced increased calcium-dependent MR activation in myoblasts and myotubes. As
expected, T. cruzi infection increased the formation of LBs. However, in previously
irradiated myotubes there was a decrease in these organelles. LLL generated an
increase in LBsbiogenesis in uninfected cells. The irradiation was also able to
modulate inflammatory mediators by decreasing IL-6, IL-10 and TNF-a levels in
infected muscle cells.Thus, our results demonstrated the capacity of LLL modulation
in the MR mechanism, in the biogenesis of LBs and inflammatory mediators in a T.
cruzi infection model, suggesting a role of LLL in PM permeabilization, cellular lipid
metabolism and immune response.

Keywords: Membrane repair, Trypanosoma cruzi, Lipid Bodies, Low Level Laser,
muscle cells.
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1.INTRODUCAO

1.1) Laser

O laser € um dispositivo que emite luz através de um processo de amplificacdo
Optica baseado na emissédo estimulada de fétons (revisto em Perveen A et al, 2018).
Einstein com a publicacdo de seu tratado Zur Quantum Theorie der Stralung, em
1916, propiciou o desenvolvimento tedrico do laser, ao descrever o conceito que
demonstrou que a energia de um feixe de luz era concentrada em pequenos
conjuntos de energia, denominados fotons, explicando assim o fendmeno da
emisséao fotoelétrica, onde um foton ao colidir com um elétron, estimula a liberagéo
de outro foton amplificando a emisséo inicial (revisto em Patil UA et al, 2008). O

primeiro laser foi desenvolvido por Theodore Maiman em 1960 (Maiman TH, 1960).

A luz ou radiacéo eletromagnética de um laser se caracteriza por ser um fluxo
luminoso altamente colimado (feixes de luz paralelos), de alta intensidade de energia
e altamente concentrada, que em contato com os diferentes tecidos resulta, de
acordo com o tipo do laser, em efeitos fotoquimicos, fototérmicos, fotomecanicos e
fotoelétricos (revisto em Azagdoli B et al, 2016); ser monocromatica (fétons de
mesmo comprimento de onda), poder atingir altas intensidades e ser coerente e
unidirecional (fétons se propagam na mesma direcdo sem divergéncia significativa)

(revisto em Husain Z et al, 2016).

Os lasers sdo nomeados de acordo com o meio ativo pelo qual sao
estimulados. Os aparelhos existentes podem ser classificados segundo o tipo do seu
meio ativo (um amplificador 6ptico), que pode ser sdlido, liquido, semicondutor de
gas e de fibra (revisto em Perveen A, et al, 2018). Os parametros utilizados
rotineiramente em aplicagcfes clinicas incluem comprimento de onda (nanémetro)
gue varia entre o vermelho e o infravermelho, frequéncia, energia (em Joules),
fluéncia ou dose (J / cm?), poténcia (Watts), irradiancia (W / cm?) e tempo
(segundos). As principais interacdes laser-tecido séo: fotoquimicas, foto-térmicas,
foto-mecéanicas, dependendo do tempo de irradiagcdo e da densidade de poténcia

(revisto em Freitas L et al, 2016).
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Ao atingir o tecido bioldgico, parte da luz irradiada € absorvida, enquanto a
outra parte é refletida,transmitida e espalhada. O efeito de absorcdo também
depende das propriedades do tecido como estrutura, conteddo de agua,
condutividade térmica, capacidade de calor, densidade e capacidade de absorver,
dispersar ou refletir a energia emitida; e das propriedades do laser como o modo de
emissao da luz, poténcia, densidade de energia e o comprimento de onda (revisto
em Azagdoli B et al, 2016). A penetracdo da radiacdo depende do comprimento da
onda, da forma que, quanto menor o comprimento da onda maior sera a sua acao
(revisto em Hamblin MR et al, 2006).

Dessa forma, para que o laser seja efetivo € necesséario que seja absorvido
pelos tecidos. No caso dos lasers de alta poténcia (HILT- High-Intensity Laser
Treatment), que variam entre 1 a 30Watts, a luz laser € absorvida e age atraves dos
efeitos térmicos produzidos, e seu uso no tecido biolégico tem o objetivo de corte
tecidual, coagulacdo e reducdo microbiana, vaporizacdo e hemostasia(revisto em
Sant’/Anna EF et al, 2017). J& no caso dos lasers de baixa poténcia (LBP) a variacéo
fica entre 0,001 a 0,1 Watts e a luz laser € absorvida e gera um efeito biomodulador

(revisto em Freitas L et al, 2016),

1.1.1) Laser de Baixa Poténcia e efeitos celulares

Tendo surgido pela primeira vez na década de 1967 com o médico e professor
hangaro Endre Mester (Mester E et al, 1968), a terapia com o LBP, também é
chamada de Fototerapia ou Fotobiomodulacdo. O tratamento consiste na aplicacéo
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
nao invasivo para potencializacdo do processo de regeneracdo e regulacdo de

disturbios funcionais (revisto em Huang YY et al, 2009).

Essa terapéutica, utiliza-se de dispositivos conhecidos como Lasers de Baixa
Poténcia (LBP), que emitem uma radiacao préximo ao espectro da luz vermelha ou
infravermelha, ndo-térmica, uniforme em comprimento de onda, fase e polarizagéo, o
gue significa que seus efeitos bioldgicos ndo sao causados por calor perceptivel e
sim, por efeitos fotofisicos, fotoquimicos e fotomecéanicos nas células dos tecidos

irradiados, sendo a luz absorvida, gerando uma alteracao quimica (Lin F et al, 2010).
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Os métodos mais comuns de administracdo de radiacdo de laser de baixa
intensidade incluem lasers a base de rubi (694 nm), argbnio (Ar) (488 e 514 nm),
hélio -ne6nio (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 gélio (Ga-As)
(904 nm) (Lin Feng et al 2010) e diodos emissores de luz (LED) (apresentam menor
colimacdo e coeréncia, em comparacdo aos LBPs convencionais, resultando
geralmente em bandas de emissao mais largas)(Muller et al, 2013). Cada um deles
com especificos parametros de importancia: poténcia de saida do laser (de 0,001 a
0,1 Watts); comprimento de onda (300-10.600 nm); taxa de pulso de 0, ou seja,
continua, para 5000 Hertz (ciclos por segundo); densidade e intensidade de energia
(10 2-10 W / cm -2- e dose de 0,01 a 100 J / cm ?), tipo de exposicdo e duracdo do
tratamento (Posten W et al, 2005).

Estudos sugerem que o mecanismo biolégico basico de acdo do LBP ocorre
com a absorcdo da luz por cromoforos celulares especificos localizados nas
mitocondrias como o complexo enzimatico citocromo ¢ oxidase (CCO), cuja atividade
€ inibida pelo oxido nitrico (NO) (Srinivasan S et al, 2012) (Figura 1). Acredita—se
gue a irradiacdo com laser pode reverter a inibicdo da CCO por fotodissociacdo de
NO de seus locais de ligagcédo, ocasionando o aumento do nivel de NO, e com isso
gerar 0 aumento do potencial de membrana mitocondrial e consequentemente
promover um aumento na producdo de adenosina trifosfato (ATP), (Hu WP et al,
2007; Karu TI, 2008; Zhang L et al, 2008).

A alteracdo na producdo de ATP promove um acréscimo na geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que participam da ativagcdo da cascata
biolégica que regula diversos mecanismos celulares (Farivar S et al, 2014; Lipovsky
U et al, 2008). A irradiacdo com o LBP também gera mudancas na ultraestrutura da
mitocdndria induzindo alteracbes no pH, nos niveis de monofosfato de adenosina

ciclico (AMP ciclico) e de Ca?* (revisto em Freitas L et al, 2016).

Como moléculas quimicamente ativas,ATP, AMP ciclico, NO, Ca** e ROS,
desempenham um papel importante na sinalizacdo celular, na regulacdo da
progresséo do ciclo celular, na ativacdo enzimatica e na sintese de acidos nucléicos
e proteinas. Elas ativam diversos fatores de transcricdo, sendo o mais importante o
fator nuclear (NF-kB) e a proteina ativadora-1 (AP-1),fatores de transcricdo que

regulam a expressao de diversos genes estimuladores e protetoresrelacionados com
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a proliferagcdo e migracdo celular, & sobrevivéncia, ao reparo e a regeneracao
tecidual, a producao de citocinas e fatores de crescimento (Karu Tl, 2008; revisto em
Chung H et al, 2011).

Mecanismos do LBP

] Fator de crescimento
|rrad|agéo LBP deposicdo de matriz extracelular

proliferacdo celular
motilidade celular
e “mitocéndrialcitocromo ¢ oxidase) ﬂg;,;go génica....""--
/ AP

[ ATP

\ Ca%* T ON

cAMP Nucleo A ¥

Figura 1: Desenho esquematico do Mecanismo de acdo do LBP. Acdo da luz irradiada pelo LBP
sobre a mitocéndria, desencadeando vias de sinalizacdo que alteram a transcricdo génica(Cotler et al,
2015).

Trabalhos ja publicados demonstraram alteracbes em mecanismos bioldgicos
apos o tratamento com o LBP, como a supressao de citocinas inflamatorias como
TNF-alfa e IL-6 (Yamaura M et al, 2009); aumento da producdo de fatores de
crescimento como PDGF, IGF-1, NGF e FGF-2 (Saygun | et al, 2008; Safavi SM et
al, 2008); regulacédo da via de sinalizacao intracelular, responsavel por controlar a
expressao génica que leva a regulacdo dos fatores de transcricdo relacionados a
proliferacdo celular, sobrevida, reparo e regeneracdo tecidual, por exemplo, em
tecido epitelial e 6sseo (Liu H et al, 2005;Hamblin MR, 2006; Snirivasan S et al,
2012).

Na Fotobiomodulacdo diversos beneficios ja foram descritos, entre eles: o
aumento da atividade da fosfatase alcalina, enzima que participa da mineralizagéo
O0ssea; a melhora da expressao génica da osteocalcina, marcadores bioldgicos do

metabolismo 0sseo e participantes da mineralizacdo do esqueleto; e também
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aproliferacdo celular em células ésseas (Renno AC et al 2010; Huertas RM et al
2014); aumento da sobrevida de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido
adiposo e de fatores de crescimento em tecido epitelial lesionado (Kim H et al,
2008); diminuicdo da dor e inflamacédo (El-Maghraby EM et al, 2013); sintese de

colageno e regeneracdo nervosa (Schultz RJ et al, 1985; Shen CC et al, 2013).

Ja foi demonstrado que a terapia com LBP apresenta um efeito bifasico de
dose-resposta, no qual existe uma dose de energia ou um intervalo entre doses
ideais,tem um efeito bioestimulatoério, capaz de promover melhores resultados, e isso
varia para cada tipo de patologia, tecido e profundidade. Com issoum estimulo
pequeno pode ndo ter efeito bioldgico e um estimulo grande pode ter um efeito

bioinibidor ou até mesmo citotoxico (revisto em Huang YY et al, 2009).

Apesar dos estudos sobre a Fotobiomodulacdo terem avancado e
considerando o efeito bifasico do LBP, pouco se sabe a respeito das implicacdes
da irradiacdo com a luz lasernas respostas moleculares e celulares, em especial
sobre mecanismos celulares de reparo de membrana plasmatica e sobre o

metabolismo lipidico celular, relacédo ainda inédita na literatura.

1.2) A Membrana Plasméatica e o Reparo de Membrana
1.2.1) Caracteristicas gerais

AMP das células eucariontes €& um constituinte celular dinamico e
especializado, além de ser responsavel por delimitar a célula e controlar a
homeostasia celular. E uma estrutura lamelar, fluida, composta por duas camadas
de fosfolipidioscom caracteristicas anfipaticas (apresentam uma porc¢ao hidrofébica e
outra hidrofilica),e que sdoelementos estruturais fundamentais da bicamada lipidica
(revisto em Van Meer G et al, 2008). Diferentes espécies de fosfolipidos estéo
distribuidas de forma heterogénea por toda a membrana celular, e devido a esse
carater anfipatico, em um meio aquoso eles podem se organizar em ambos os lados,
com as porcOes hidrofébicas de frente uma para a outra, e as porcdes polares
voltadas para o espago aquoso externo (revisto em Bernardino de la Serra J et al,
2016) (Figura 2).
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A fosfatidilcolina e esfingomielina,compdem predominantemente o folheto
externo da MP, enquanto o folheto interno contém fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina e fosfatidilinositol (revisto em Van Meer G et al, 2008).Também
presente como um dos lipideos de membrana de células animais esta o colesterol,
localizado entre as caudas hidrofébicas da bicamada lipidica, e sua presenca torna a

membrana menos flexivel e permeével (revisto em Espenshade PJ et al, 2007).

Incorporadas a MP estéo proteinas especializadas,segundo maior componente
da membrana celular, responsaveis pela realizacdo de funcBes especificas da
membrana, e classificadas emproteinas integrais, incorporadas a matriz da
bicamada lipidica, penetram ou atravessam a MP e interagem com a porcao
hidrofébica das moléculas lipidicas para estabelecer as interagbes celulares; e
proteinas periféricas, presentes na superficie externa e interna da membrana celular,

nao aderem ao interior hidrofébico da membrana(revisto em Gofii FM, 2014).

Na estrutura da MP temos ainda os carboidratos, que participam da formacao
de diversosmarcadores celulares e que quandoassociados as proteinas formam as
glicoproteinase com os associados aos lipideos formam os glicolipidios, encontrados
exclusivamente no folheto externo da membrana celular (revisto em Bernardino de la
Serra J et al, 2016).

glicoproteina

Bicamada lipidica

glicolipidios

fosfolipidios

proteina periférica
proteina integral

b

. = proteina

© = carboidrato o = porgao \“' = porgéo hidrofébica
hidrofilica U

Figura 2: Modelo de mosaico fluido da MP. Visdo esqueméatica da estrutura da MP tal como
representada (Lombard J, 2014)
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A compartimentalizac@o celular ndo é a Unica atribuicdo da MP, sendo essa
estruturaresponséavel por diversas funcdes celulares essenciais como: transporte
seletivo de moléculas, transducdo de estimulos externo em sinais celulares,
participacdo na resposta celular, reconhecimento célula-célula, fungdes metabdlicas
e suporte ao citoesqueleto que da forma a célula (revisto em Kusumi A et al, 2012;

revisto em Lombard J, 2014;revisto em Bernardino de la Serra J et al, 2016).

AMPdas células eucariontesndo apresenta um envoltorio extracelular que a
proteja,estando assim, exposta a danos quimicos, bioquimicos, elétricos ou
mecanicos gerados por estimulos que ultrapassam o limiar fisiolégico normal, ou
pela presengca e atuagdo de microrganismos invasorescapazes dedesencadear
lesbes na membrana. Deste modo, se a MP nao for restaurada,pode gerara perda
do conteudo citoplasmatico com consequente morte celular,desencadeando
disturbios teciduais (Beller GA et al, 1976;McNeil P 1993;Correte et al, 2013;
lacovache let al, 2008).Assim,para assegurar a homeostasia celular apés umaleséo,
ocorre 0 acionamento de um mecanismo rapido e eficiente de reparo (McNeil P et al,
2003). Esse processo de reparacao permite a resselagem da bicamada lipidica,

restaurando a barreira entre os ambientes intracelulares e extracelulares.

No tecido muscularestriado esquelético,lesbes geradasdevido a toxinas
formadoras de poros liberadas por microorganismos patogénicos,ou ainda por
isquemia-reperfusdo (que gera tumescéncia celular, acidose, e radicais livres)
exemplificam a variedadede lesGes que podem acometer a MP. A incapacidade das
células em reparar suas membranas leva ageracdo de patologias ligadas ao

desgaste tecidual, como nas distrofias musculares (Cooper S et al, 2015).

Paraque ocorra o acionamento de um mecanismo rapido e eficiente de reparo,
diversos componentes moleculares participam do processo de restauracdo de
membrana,sendofundamentais para a eficacia do mecanismo. Esses fatoresséo
diferentes em relacdo a espécie celular, ao tipo e extensdo da lesdo, sendo
invariavel,porém, dentre todos os estudos que abordam o reparo de membrana e
seus mecanismos, a participacdo do influxo de célcio (Ca?*), como fator primordial
de ativacdo do processo de reparo, independentemente do tipo de dano e célula
afetada (Idone Vet al, 2008; McNeil et al, 2001; Reddy A et al,2001; Babiychuk EBet
al, 2009; Scheffer LLet al, 2014).
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Na presenca de uma lesdonaMP -que deve ser maior que um nandmetro de
didmetro,caso contrario a reparagdo espontanea ocorre pela difusdo de lipideos ao
redor da lesdo (Gozen let al, 2014)—-ha o influxo de célcio do exterior para o interior
da célula,atravésda lesdo gerada,levandoaoacionamentoda maquinaria de reparo(Bi
GQet al, 1995).

Esse influxo de célcio é seguido pela exocitose de lisossomos, outro elemento
indispensavel ao reparo,os quais se fundem aMP e liberam enzimas que auxiliam no
remodelando da bicamada lipidica (Reddy A et al, 2001).Dentre os fatores
secretados pelos lisossomos estdo, a esfingomielinase acida (ASM) e as proteases
lisossomais. A ASM atua sobre a esfingomielina dos fosfolipidos da MP, removendo
de forma hidrolitica a regido da fosforilcolina da esfingomielina, o que resulta na
formagdo de ceramidas, as quais auxiliam na curvatura e brotamento da MP na
regido lesionada (Tam C et al, 2010). Além disso, essas enzimas atuamna proteolise
extracelular,ao agir sobre proteinas associadas a superficie celular e na
remodelacdo e degradacdo da matriz extracelular, facilitando a ASM o acesso ao
folheto externo da MP (Castro-Gomes T et al, 2016).

1.2.2) Mecanismos Intracelulares de Reparo de membrana

Somados, o influxo de calcio e a exocitose lisossomal, sdo eventoscomuns ao
reparo de membrana. Porém, oprocesso de restauracdo € heterogéneo e depende
do tamanho e da particularidade fisico-quimica da lesdo. Ja foram
descritosdiferentesmecanismosde reparo, entre eles, o reparo por‘patching”,por
brotamento e por endocitose (Miyake K et al, 1995; Jimenez et al, 2014; Corrote et
al, 2013).

O mecanismo de reparo por “patching”, foi a primeira hipotese levantada sobre
restauracdo de uma lesdo naMP. Esse processoinicia-se com o influxo de calcio
ap6s o dano, o qual estimulaa fusdo de vesiculas citoplasmaticas, as quaisse
fusionam com a MP,formando um bloqueio dinamico temporario (McNeil P et al,
2000, McNeil P et al 2003) (Figura 3).

O influxo de Ca?* ativa o recrutamento das proteinas anexinas 6, 1, 2 e 5 (A6,

Al, A2 e A5), que participam do reparo ao se unirem e formarem juntas um invélucro
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externo.Outrasproteinas como as Epsl5 Homology Domain (EHD),Myc box-
dependent-interacting  protein 1  (BIN1), denominadas proteinas de
reparo,Mitsigumin-53(MG53) e disferlina em células musculares,também sé&o
translocadas e se organizam,compondouma estrutura de suporte onde o invélucro

externo se fixa (Demonbreun et al, 2016).

Simultaneamente a formacao 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  defilamentos de F-actina e miosina-2 para a borda
dalesdo,promovendo o fechamento da matriz de forma contratil (Godin et
al,2011).Concluindo o reparo,o0 revestimento temporario é removido(ldone et al,
2008;Bi GQet al, 1995).

"Patch"

Fusdo de vesiculas

Formagao da lesao

e entrada de Ca® 3
Recrutamento de a2 . Fusao com a MP/

I vesiculas ({ / oclusao da lesdao

Figura 3: Mecanismo de reparo por “patching”. O influxo de Ca? através da lesdo da MP
desencadeia a exocitose lisossomal. Inicialmente, foi proposto que isso resultaria na formacgao de um
"patch" de reparo e redugéo na tensdo da membrana facilitando o resselamento espontaneo. Figura
adaptada (Andrews NW et al, 2018).

O mecanismo de reparo por brotamento, € um mecanismo de reparode
membrana descrito recentemente. Este envolve a participacdo do Complexo de
Triagem Endossomal Necessario para o Transporte (complexo ESCRT) (Jimenez AJ
et al, 2014), conhecido por ter participagdo na triagem endoss6mica, em que
receptores ubiquitinilados, sdo endocitados, agrupados dentro da membrana

endossbmica, e entdo divididos em compartimentos de membrana que invaginam,
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brotando na luz endossomal para formar corpos multivesiculares (MVBs) (Odorizzi G
et al, 1998).Composto por cinco subcomplexos, ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II,
ESCRT-IIl e 0 VPS4 ATPase, o complexo ESCRT também participa da formacéo de
vesiculas na replicacéo viral, e abscisdo da ponte intercelular durante a citocinese
(McCullough J et al, 2013) (Figura 4).

No citoplasma celular, o célcio liga-se a proteina ligante de célcio ALG-2-
interacting protein X (ALIX), ativando a translocagcdo e acumulo do complexo
ESCRT, em especial o ESCRTIIl, responsavel por facilitar as alteracdes na
arquitetura da membrana, assim como o acumulo de proteinas Vacuolar sorting
protein 4(Vps4),no local lesionado.Esse conjunto promove a clivagem da membrana
celular lesionada, gerando odesenvolvimento de pequenas vesiculas extracelulares
gue sofrem eliminagc&o atraveés da excrecao exocitica, permitindo assim, o reparo da
membrana(Scheffer L et al, 2014).

Brotamento
Vesicula de \ .
Liberagdo da
Recrutamento . ; )
do complexo Fur[na;au de brotamento vesicula e lesao
ESCRT vesicula

O

Figura 4. Mecanismo de reparo por brotamento. O influxo de Ca? através da lesdo na MP
promove o recrutamento do complexo ESCRT e a subsequente liberagdo de “brotos” de membrana.
Figura adaptada (Andrews NW et al, 2018).

Jado mecanismo de reparo por endocitose, o melhor descrito atualmente,
inicia-se com o influxo de calcio pela lesdo.O calcio internalizado atua no complexo
de proteinas SNAREs,complexo formado por trés familias de proteinas, que realiza a
integracdo dos lisossomos com a MP (Sollner T et al, 1993; Detrait E et al,

2000;Dacks JB et al, 2009). Apos essa ligacdo ocorre exocitose e liberacdo do
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conteudo lisossomal na superficie lesionada (Rodriguez et al, 1997; Sdllner et al,
1993, Bi GQ et al, 1995), originando a formacdo de uma invaginacdono local da
lesdo, gerado inicialmente por ceramidas resultantes da acdo da ASM sobre a
esfingomielina da membrana e de enzimas lisossomais (Tam C et al, 2010; Corrote
et al., 2013; Castro-Gomes T et al, 2016).

Na area da invaginacdo recém-formada, ocorre o recrutamento de proteinas
caveolinas, familia de proteinas de membrana, Cav-1 e Cav-2, encontradas em
diferentes tipos celulares e predominantes em células endoteliais e adipdcitos, e
Cav-3, presente somente em células musculares (Corrote et al., 2013; Fridolfsson et
al, 2014). Encontradas principalmente na MP, mas também no Golgi, no reticulo
endoplasmatico, nas vesiculas e nas localizacbes citosdlicas, essas proteinas
participam de varios processos celulares como o transporte vesicular, a homeostase
do colesterol, a transducéo de sinal e a supresséo tumoral.No processo endocitico
do reparo de membrana essas proteinas se agregam na invaginacao formada pela
ceramida e conferem a continuacdo da invaginacdo,gerando uma vesicula que
recebe o nome de caveéola (Palade GE, 1953; Rothberg KG et al, 1992; Scherer PE
et al, 1996; Tang Z 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
microdominios de membrana, regides especialmente ricas em glicoesfingolipideos,
colesterol, proteinas ligadas a glicosilfosfatidil inositol (GPI- ancoradas) e caveolinas
(para reviséo ver Lo HP et al, 2016). Participam de varios papeis na fisiologia celular,
servindo de plataforma para diferentes caminhos de sinalizacdo tais como:

pinocitose, transcitose e endocitose independente de clatrina.

A cavéola formada pode ser Unica e estruturada sobre a lesdo quando esta é
diminuta, ou mdultiplas e estruturadas ao redor da lesdo, quando esta € extensa.
Neste ultimo caso, as cavéolas fundem-se em determinado momento, formando uma
vesicula endocitica Unica. A forca gerada pela internalizacdo dascaveéolas 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)(Figura 5).
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Figura 5: Modelo de reparo de MP mediado por endocitose caveolar.Em (A) a permeabilizagao
com toxina formadora de poro ou em (B) uma lesdo mecénica, desencadeiam o influxo de Ca?*, a
exocitose lisossomal e liberacdo de ASM, geram ceramidas no folheto externo da MP, processo que
promove a internalizagdo e fusdo das cavéolas. A toxina € removida por endocitose caveolar (A),
enquanto uma maior extensdo da lesdo na bicamada lipidica seria gradualmente constrita e
resseladapelo resultado das forcas geradas do agrupamento intracelular, fusdo e internalizacdo de
cavéolasfusionadas (B). Figura adaptada (Corrote et al, 2013).
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Outros fatores participantes da maquinaria de reparo descritos atualmente sao:
A calpaina 3, responsavel por clivar proteinas do citoesqueleto e o remodelar
durante o reparo de membrana (Xie XY et al, 1991). Nas células musculares, a
disferlina, proteina transmembranar localizada principalmente na MP e nos tabulos T
das fibras musculares, é responsavel por mediar a exocitose e fusao lisossomal ao
longo do processo de reparo (Defour A et al 2014), e sua alteragdo culmina com o
desenvolvimento de distrofias musculares, como a Distrofia Muscular de Duchenne
(Vontzalidis U et al, 2014).

1.2.3)Processo de reparo de membrana durante a infeccao por T. cruzi

Alguns microrganismos patogénicos, utilizam a maquinaria de reparo
endocitico durante a infecgdo em seu beneficio, como uma forma favoravel pela qual
conseguem realizar ainvasao celular.Este é o caso do Trypanosoma cruzi,
protozoario flagelado intracelular obrigatorio, causador da Doenca de Chagas,
também conhecida como Tripanossomiase Americana (revisto em Alvarez-
Hernandez DA et al, 2018).

A forma infectante doparasito, otripomastigota, interage com a célula-alvo
através da expressao de moléculas de superficie (Burleigh B et al, 1995; Burleigh B
et al, 1998; Caler EV et al, 1998; Yoshida N, 2006) ou de vesiculas extracelulares
(Bayer-Santos E et al,2013;Bayer-Santos E et al,2014), que desencadeiam a
ativacao de diferentesvias de sinalizacdo. Além disso, a atividade de uma proteina
formadora de poros produzida pelo protozoario (proteina Tc-Tox), ou a deformacéo
mecanica da bicamada lipidica devido a motilidade flagelar, pode induzir danos a MP
(Andrews NW et al, 1989; Fernandes MC et al, 2011).

A interacdo do protozoario com a MP,desencadeiaa sinalizacdo de Ca?* no
interior da célula a ser infectada,ocasionando o recrutamento e fusdo de lisossomos
no sitio de invasdo do parasito (Tardeux | et al, 1992), e/ou a ativacdoda via
endocitica de reparo(Tardeux | et al,1994). Em ambos os casos ha a migracéo e
liberagdo do conteddo lisossomal, coma formacdo de umavesicula endocitica
enriguecida com ceramida.Durante o processo de internalizacdo, a vesicula

endociticatransporta consigo o protozoario,caracterizando o vacuolo parasitéforo,
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gue posteriormente se funde a lisossomos, originando o fagolisossomo(Fernandes
MC et al, 2011; Fernandes MC et al, 2012) (Figura 6).
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Figura 6: Modelo de invasdo de células por T. cruzi mediada por lesdo e reparo da MP. Em (1)
tripomastigotas geram uma lesdo na membrana celular, causando influxo de Ca?* extracelular e
exocitose lisossomal. Eventos de sinalizagdo também geram transientes citosolicos de Ca?*.Em (2) a
liberacdo 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 parasitéforos fundem-se com lisossomos adicionais, levando
a retencao do parasito no interior celular. Figura adaptada (Fernandes MC et al, 2012).

O T. cruzié capaz de infectar e se replicar em macréfagos, células dendriticas,
neurdnios, células cardiacas e células musculares (Overtvelt LV et al, 1999).
Acredita-se que a eficacia de invasédo, um dos fatores fundamentais que garantem o
sucesso da infeccdo e persisténcia do parasito, esta relacionada a capacidade do
protozoario de subverter a maquinaria de reparo a seu favor, sendo também a razéo
pela qual o T. cruzi apresenta tropismo com o tecido cardiaco e o tecido muscular

(Andrade et al, 1999;Cabrine-Santos M et al, 2001). Este ultimo apresenta uma
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intensa atividade de reparo, devido aos diferentes estimulos aos quais esta exposto,
como sobrecarga, lesdes diretas e contracdo constante, que geram micro lesdes nas
membranas plasmaticas das células musculares, podendo ser este um dos fatores
gue estabelece a afinidade do T. cruzi pelo tecido muscular (Fernandes MC et al,
2012).

1.3) Trypanosoma cruzi e a Doenga de Chagas
1.3.1) Epidemiologia, Imunologia e Tratamento

De acordo com a Organizagcao Mundial da Saude (OMS), afetando cerca de 7-8
milhdes de pessoas e causando dez mil mortes por ano em todo o mundo,a
patologia causada pela infec¢éo por Trypanosoma cruzi, conhecida como Doenca de
Chagas ou Tripanossomiase Americana, &€ uma enfermidade crénica que apresenta
um importante impacto na saude publica mundial, principalmente na América latina,
onde é endémica (WHO, 2018) (Figura 7).
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Figura 7: Distribuicdo do nimero de casos da doenca de Chagas no mundo de 2006 - 2009.
Regido das Américas do Sul e Central apresentam a maioria da incidéncia da doenca de Chagas no
mundo. Figura adaptada (WHO, 2010).
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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) (revisto em Alvarez-Hernandez DA et al, 2018).
Foi descrito que o controle dos vetores (principal forma de transmissdo do
protozoario)tem sidoeficaz, 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 manutencéo do ciclo epidemiolégico do T.
cruzi(Dias JCPet al, 2006).

Exibindo duas fases clinicas distintas (fase aguda e fase crbnica),0 periodo
onde pode-se observar intensa replicacdo do protozoario, tripomastigotas na
corrente sanguinea e ninhos de amastigotas em diferentes 6rgdos, compreende a
fase aguda da Doenca de Chagas, caracterizada por uma intensa atividade imune
local e sistémica. Inicialmente desencadeia-se a resposta imune inata, onde ha o
recrutamento de macréfagos, células dendriticas e células NK, que apresentam
papel indispensavel na protecdo contra o T. cruzi;com producdo de Oxido Nitrico
(ON)esecrecao de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias como IL-6, IL-12, IFN-
Y,TNF-a e IL 18 (Boscardin SB et al, 2010, revisto em AcevedoGR et al, 2018).

Potencializando a resposta imune inata, ocorre ativacdo dos componentes do
sistema imune adaptativo como os Linfécitos B, T CD4+ e T CD8+, que auxiliam no
controle da parasitemia através de inUmeros mecanismos, incluindo a atividade
citolitica, a producdo de citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B), pro-
inflamatorias (IFN-y, TNF-a) e neutralizacdo por anticorpos (revisto em Cardillo FP et
al, 2015). As principais alteracdes clinicas que podem ser observadas saomal-estar,
cefaléia, astenia, hiporexia, edema, hipertrofia de linfonodos hipertemia, sinal de
Romafa (edema bipalpebral), chagoma, entre outros sinais inespecificos (revisto em
Nébrega AA et al, 2009).

A atividade do sistema imune € capaz de controlar a infeccdo e eliminar o
protozoario da corrente sanguinea, porém o T. cruzi por apresentar inidmeros
mecanismos de evasdo, permanece no organismo, em equilibrio com o hospedeiro,
0 que caracteriza a fase cronica da infeccdo. Nesse estagio ocorre a diminuigdo

crbnica significativa da atividade dos componentes do sistema imune, com
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predominancia de células T CD8 +,citocinas inflamatorias e anti-inflamatérias (IFN-y,
IL-10), e de anticorpos (Albareda MC et al, 2006; Gomes JASet al, 2003). A fase
cronica persiste por toda a vida dopaciente, quepode se tornar um portador
sintomatico (manifestando sintomas como palpitacdo, dispneia, edema, dor
precordial, tosse, tonturas, desmaios, acidentes embdlicos extrassistolias) ou
portador assintomatico, sendo o Ultimo o mais comum. Uma pequena parcela de
infectados evoluem para a forma cardiaca (cardiomiopatia chagasica) ou digestiva
(megacélon e/ou megaeséfago) da doenca, geradas por uma reativacdo imune e
reacao inflamatoria desbalanceada no sitio da infeccdo, provocando lesdes teciduais
associadas a morbidade e mortalidade dos pacientes chagasicos (Boscardin SB et
al, 2010).

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. Ambos os medicamentos sé&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 os
inimeros efeitos adversos manifestados pelos pacientes (revisto em Alvarez-
Hernandez DA et al, 2018). Com isso tém-se buscado medidas terapéuticas
alternativas, que apresentem eficacia contra a infeccéo e efeitos colaterais reduzidos

no paciente.

1.3.2) Caracteristicas Gerais do parasito

Pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Try-
panosoma, e subgénero Schizotrypanum, o Trypanosoma cruzi exibe trés principais
formas evolutivas: tripomastigota, epimastigota e amastigota, sendo capaz de
parasitar em diferentes populacbes de hospedeiros vertebrados, como em
mamiferos, e invertebrados, por exemplo, em insetos vetores (revisto em Alvarez-
Hernandez DA et al, 2018).

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi envolve dois hospedeiros (definitivo e
intermediario), e variacdo em sua forma e estrutura celular, que se diferenciam pela

perda de algumas estruturas celulares como, por exemplo, do flagelo em
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amastigotas e aquisicdo de outras estruturas, como por exemplo, membrana
ondulante em tripomastigotas (Tyler KM et al, 2001).A forma amastigota caracteriza-
se pelo seu formato circular ou ovoide, com pouco citoplasma e nucleo grande, onde
o flageloé retido na bolsa flagelar. Constitui a forma replicativa do protozoéario,
apresentando-se no interior das células dos hospedeiros infectados, principalmente
macrofagos e células musculares cardiacas (Burleigh BA et al, 1995).E considerada

a forma evolutiva de hospedeiros vertebrados (Figura 8A).

A forma epimastigota é considerada a fase transitéria entre a amastigota e
tripomastigota. Oepimastigota tem formato fusiforme, bem alongado e membrana
ondulante visivel e associada ao flagelo,que emerge perto da metade da célula e
alastra-se acompanhando a membrana ondulante até se tornar livre na ponta da
extremidade anterior do protozoario. Apresentauma intensa atividade reprodutiva e é
encontrado,mais especificamente, no intestino do inseto vetor. A forma epimastigota,
é a forma evolutiva de hospedeiros invertebrados (Martins AV et al 2012) (Figura
8B).

A forma tripomastigotaapresenta duas formas: tripomastigota sanguineo e
tripomastigota metaciclico. O tripomastigotasanguineoé 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. Resiste as
altas temperaturas corporais dos hospedeiros vertebrados, e tém capacidade de
atravessar mucosas além de aderir fortemente a membrana celular das células-alvo
(Tyler KM et al, 2001) (Figura 8C).
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Figura 8: Microscopia eletrbnica de varredura das principais formas evolutivas do T. cruzi.Em
(A) forma amastigota. Em (B) forma epimastigota. Em (C) forma tripomastigota (Goncalves et al,
2018).

No interior do vetor, o0 protozoario apresenta-se em sua forma epimastigota, e
apenas no intestino posterior diferencia-se para a forma tripomastigota metaciclico,
tornando-se capaz de infectar outro hospedeiro, ao ser eliminado atraves das fezes
ou urina do vetor. Ja a infeccdo por T. cruzi no homem, inicia-se apds a entrada do
protozoario tripomastigota metaciclico no interior do corpo do hospedeiro, onde ja na
corrente sanguinea, principia a invasao das células do hospedeiro. Aposinfectar as
células do hospedeiro, o protozoario escapa do vacuolo parasitéfaro, através da
destruicdo desse vacuolo pela proteina formadora de poros (proteina Tc-Tox) e no
citoplasma celular, diferencia-se em amastigota passando por sucessivas
replicacdes (Ley V et al,1990; Burleigh et al, 1995) (Figura 9).
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Figura 9: 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, entdo, a invasdo celular, escape do
vacuolo parasitoforo e, no interior da célula infectada, a diferenciacdo 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 vetore no interior deste permanecem na forma epimastigota,
diferenciando-se em tripomastigotas ao alcancar o intestino. Figura adaptada (Rassi Junior A et al,
2010).

ApoOs 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 KM et al, 2001).

Entre os mecanismos de evasao conhecidos pode-se citar a producao de
enzimas antioxidantes que garantem protecdo contra as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio lisossomal (Piacenza L et al, 2008); escape do ambiente
oxidativo do fagolisossomo através da acdo da toxina formadora de poros (Tc-Tox)
(Andrewset al, 1990);inibicado da ativacdo do Sistema Complemento (Ferreira V et al,

2004);renovagdo de moléculas de superficie,Mucinas ancoradas a GPI (GPI
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mucinas), dificultando a opsonisa¢éo do protozoario (Buscaglia CA et al 2006). Além
disso, a imunossupressao do sistema imune retarda a resposta protetora, através da
modulagdo do metabolismo lipidico e de mediadores inflamatorios
imunossupressores produzidos e estocados por organelas citoplasmaticas
conhecidas como Corpusculos Lipidicos (CLs) (para revisao ver Almeida PE et al,
2018).

1.4) A infeccdo por Trypanosoma cruzi e a biogénese deCorpusculos Lipidicos
1.4.1) Caracteristicas Gerais

OsCorpusculos Lipidicos (CLs) sdo organelas esféricas presentes no
citoplasma celular de microrganismos e de células eucarioticas, responsaveis pelo
metabolismo e armazenamento lipidico. Também conhecidos como adipossomas,
séo revestidos por uma monocamada externa formada porfosfolipidos(Tauchi-Sato K
et al, 2002;Bartz R et al, 2007)e proteinas estruturais e funcionais.De maneira geral,
os CLs apresentam um nucleo formado por lipideos neutros, como triacilglicerois
(TAGS) e ésteres de esterol (EE) (Kuerschner L et al, 2008; Czabany T et al, 2008;

Cheng J et al, 2009), e diversas outras moléculas (Figura 10).

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
diferenciacado de adipdcitos (ADRPs) ou adipofilina; Perilipina 3 (PLIN 3), também
conhecida como proteina de interacdo da porcdo terminal de 47 quilodaltons
(TIP47), S3-12 e OXPAT (Digel et al, 2010, Skinner et al, 2013; Mahajan et al, 2015).
Presente tanto na superficie dessas organelas, quanto em seu interior, essas
proteinas estdo relacionadas na montagem, estocagem, biogénese e incorporacéo e
acumulo de lipideos em diferentes tipos de células (revisto em Almeida PA et
al,2018).
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Figura 10: Aspectos morfolégicos de Corpusculos lipidicos (CLs).Em (A), Imunofluorescéncia
mostrando o acumulo de CLs (verde) em macrofagos infectados murinos apds coloragdo com
BODIPY R 493/503. Nucleos de macrdfagos e parasitos internalizados foram corados com DAPI
(40,6-diamidino-2-phenylindole) (azul). Em (B) desenho esquemético ilustrando a estrutura e
composicdo de CLs. Estas organelas encontram-se delimitadas apenas por uma monocamada de
fosfolipidiose principalmente proteinas da familia PAT. Em seu nlcleo pode se encontrar
prostaglandina E2 (PGE2), acido-araquidénico (AA), diacilglicerol (DAG), triacilglicerol (TAG) e
estéreis de colesterol (CE).Em (C) Microscopia eletronica mostrando um CL em um tripomastigota de
T. cruzi. LB- Corpusculo Lipidico(Almeida PAet al, 2018).

Outras proteinas também fazem parte do contetudo protéico dos corpusculos
lipidicos como proteinas da familia das Rabs, fator de ribosilacdo de ADP (ARF),
pequenas GTPases, tubulina-1 e caveolinas, relacionadas ao trafico vesicular, fusao
de membranas e de associacdo ao citoesqueleto (Blanchette-Mackie EJ et al, 1995;
Bartz R et al, 2007; Ozeki S et al, 2005); proteinas envolvidas na sinalizacdo celular
como proteinas-quinases (Fujimoto T et al 2004), proteinas e enzimas envolvidas
com a homeostase lipidica como lipases, fosfolipases (Brasaemle DL et al, 2004;
Fujimoto T et al, 2001),acetil-CoA sintetase, acetil-CoA carboxilase, esqualeno
epoxidase, lanosterol sintase, triglicerideo lipase, alcool desidrogenase. Além disso,
os CLs sio 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-LO), leucotrieno C4 sintase e MAP-
quinases e prostaglandinas (PGE’s) (Bozza P et al, 1998; D’Avilla H et al, 2011).

Os CLs podem apresentarem-se elétron-densos, abundante em fosfolipidios,
ou elétron-lucidos, abundante em lipideos neutros. O namero, tamanho, o contetudo
e elétron-densidade dos CL podem variar de acordo o tipo e fungdo celular e a
condicdo e estimulos as quais a ceélula foi submetida (revisto por Bozza P et al,
2007).
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Atualmente considera-se que a biogénese dos CL em células eucarioticas
inicia-se com o0 acumulo de moléculas de lipideos neutros entre a bicamada
fosfolipidica do Reticulo Endoplasmético (RE), e quando essa retencdo atinge o
limite, essa regido desprende se do RE, dando origem ao CL (Figura 11). A forma
como esse desprendimento ocorre ainda é desconhecida, porém a teoriamais aceita
sugere que esse processo pode ocorrer por brotamento do folheto citosolico
mediado pelas proteinas perilipinas em areas especificas do RE (revisto em Guo Yi
et al, 2009).

Neste modeloas 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
composicdo no folheto do RE provavelmente s&o afetadas pelas proteinas
transmembranares 1 e 2 (FIT1/FIT2), indutoras do armazenamento de
lipideos.Proteinas como a seipin oligomer e outros fatores importantes da biogénese
dos CLscomo perilipinas 1 e 3 sé@o recrutados para o local e facilitam o crescimento
do CL nascente. Quando a deposicao de lipideos alcanca uma concentracdo limite,
a regido do RE com o acumulo se desprende, envolta em uma monocamada
fosfolipidica proveniente do folheto citoplasmatico do RE (revisto em Olzmann et al,
2019). Apos formados os CLs podem aumentar seu volume, por sintese localizada

de lipideos ou por fuséo (Olofsson et al., 2009).
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Figura 11: Desenho esquemético do modelo de biogénese de CLS. Modelo do dominio RE, onde
ocorre o brotamento do CL pelo folheto citosélico. Proteinas transmembranares 1 e 2 (FIT1/FIT2)e o
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 sdo recrutados para o local e
facilitam o crescimento do CL nascente.Apdés uma concentracdo limite o CL se desprende,
aumentando ou ndo seu volume por sintese localizada de lipideos ou por fusdo.Figura adaptada
(Olzmann et al, 2019).

1.4.2) Corpusculos Lipidicos e infeccdes

Atualmente estudos tém demonstrado que os CLs sdo organelas importantes
envolvidas em infeccGes causadas por diversos patbgenos como parasitos, bactérias
e virus durante a infec¢do celular.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
sinalizacdo relacionada com a ativacdo do Receptor Ativado por Proliferadores de
Peroxissomos-gamma (PPARY) em macréfagos (Almeida PE et al; 2009, Almeida et
al, 2014). Durante a infeccdo em células HelLa por Chlamydia trachomatis, observou-
se um aumento na quantidade de CLs, utilizados pelo parasito como fonte de
lipideos e proteinas (Kumar Y et al, 2006). Na infeccdo por Mycobacterium leprae

em macréfagos e em células de Schwann, o aumento na producdo de CLs e na
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liberacdo de PGE2 também foi detectado (Mattos KAet al, 2010, Mattos KAet al,
2011, Mattos KAet al, 2012).

Em infeccdes por protozoarios a participacdo de CLs também tem sido
documentada. Notou-se que a infec¢ao por Plasmodium berguei induziu a formacéo
de grande quantidade de CLs, em hepatdcitos (Rodriguez-Acosta A FH et al, 1998).
Na infeccdo por Leishmania amazonenses em macrofagos, observou-se um
aumento numérico dos CLs (Pinheiro RO et al, 2009).Além disso, um estudo
demonstrou que no decorrer da infeccdo por Toxoplasma gondii em células

musculares, houve um aumento na biogénese de CLs (Gomes A et al, 2014).

Dados do nosso grupo mostraram que a infeccado por T. cruziem macréfagos
murinos induziu um aumento na biogénese de CLs, sendo essa modulacao realizada
pela interagéo entre o protozoario e a célula hospedeira, através do reconhecimento
de moléculas da superficie do parasito por receptores Toll Like-2 (TLR-2) (D’Avilla H
et al, 2011). Aléem disso,a ativacdo desse receptor induziu o aumento de PGE.,
produzido no interior de CL e responsavel por suprimir seletivamente as funcbes
efetoras de macréfagos e neutréfilos e a imunidade mediada por células Thl, e
NK,além de modular a producdo de quimiocinas, inibindo a atracdo de células pro-
inflamatorias,favorecendo assim a persisténcia do parasito (Kalinski, 2012; Toledo
DAM et al, 2016).

Além da inducdo de CLs na célula hospedeira, diversos protozoarios ja
demonstraram a presenca dessas organelas em sua constituicdo. Estudos
comprovaram a existéncia de CLs no citoplasma de Leishmania donovani
(Flaspohleret al, 1997) e em parasitos do género Plasmodium, e Trypanosoma,
como no Trypanossoma cruzi (Figura 10C) (Toledo DAM et al, 2016Almeida et al,
2018, Valochi et al, 2018). Acredita-se que nos parasitos o CL pode atuar como
fonte de carbono (De Souza, 2009) e de lipideos (Charron AJ etal, 2002; der Meer-
Janssen V et al, 2010). Além disso, o trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa
demonstrou que os CLs do parasito sdo sitios de sintese de PGE2 pelo proprio
parasito (Toledo DAM 2016).
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Diante dos diversos trabalhos que ressaltam a importancia da biogénese de
CLs nos processos patoldgicos e infecciosos, 0os quais sdo capazes de fornecer
substrato para a geracdo de energia e producdo de mediadores lipidicos, e as
evidéncias em relacdo a importancia da modulagdo dessa organela durante a
infeccdo promovida pelo T. cruzi, este trabalho visa, pela primeira vez, explorar o
papel da biogénese de CLs induzida por T.cruzi em mioblastos e miotubos (células
musculares diferenciadas), sua participacdo no reparo de membrana e se o LBP

poderia modular esses mecanismos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Investigar o efeitodo Laser de Baixa Poténciano mecanismo de reparo de
membrana plasmatica e na biogénese de Corpusculos Lipidicosna auséncia ou ndo

de infeccao celular por T. cruzimioblastos e miotubos.

2.2 ObjetivosEspecificos

- Padronizar a diferenciacéo de mioblastos C2C12 em miotubos;
-Analisar a presenca de caveéolas nas células musculares de forma basal,
-Analisar se o LBP induz reparo de membrana em células musculares;

-Quantificar a internalizacdo de parasitos na auséncia ou presenca de estimulacao

prévia com o LBP de células musculares infectadas in vitropor T. cruzi;

-Analisar se a infeccao in vitrode células muscularesporT. cruzi induz a biogénese de

Corpusculos Lipidicos;

-Analisar a biogénese de Corpusculos Lipidicos em células musculares, na presenca

ou auséncia de infec¢aoin vitro por T. cruzi apés a irradiacdo com LBP;

-Analisar a producdo de mediadores inflamatérios por células musculares

infectadasin vitro por T. cruzi;

-Avaliar os niveis de mediadores inflamatdériosem células musculares infectadasin

vitropor T. cruziap0s a irradiacdo com LBP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1) Padronizacao de miotubos

3.1.1) Cultura in vitro de C2C12

Mioblastos da linhagem celular C2C12, um subclone de células C2 de musculo
esquelético dos camundongos (Blau et al, 1983), foramgentiimente cedidos pela
Prof. Dra. Andréa Henriques Pons (Fiocruz). Os mioblastos C2C12 foram mantidos a
37°C, com atmosfera de 5% de CO2, em meio de manutencdo Meio Dulbecco MEM
(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiotico
penicilina + estreptomicina (PS), alcancando, no maximo, 60-70% de confluéncia. A

repicagem das células foi feita a cada 2-3 dias.

ApOs a tripsinizacdo, as células foram centrifugadas em tubo falcon a 1500
RPM, 4°C por 5 minutos, ressuspendidas em meio DMEM suplementado (10% de
SFB e 1% de PS), plagueadas em placas de 6 pocos ou em garrafas de cultura de
75 cm, na concentracdo de 1x10° células/poco, e mantidasaté que formassem uma
monocamada confluente. Depois de alcancgar a confluéncia, geralmente no terceiro
dia apds o plagueamento, o meio de cultura foi trocado por DMEM contendo 2% ou
10% de soro de cavalo (SFC), 1% PS,para induzir a diferenciacdo miogénica. As
células foram mantidas nesta condicdo poraté 10 dias, com meio novo sendo

adicionado a cada 48 horas.

3.1.2) Microscopia de luz

Para padronizacéo dos miotubos por microscopia de luz foram obtidas imagens
das culturas de miotubos nos dias subsequentes a inducdo da diferenciacao
miogénica com diferentes meios de diferenciacdo (contendo 2% ou 10% de SFC),
em placas de 6 pocos ou em garrafas de cultura de 75 cm. As imagens foram
adquiridasatravés do microscopio invertido Nikon Eclipse TI, sob objetiva de 40x e

software CellSens Dimension.
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3.1.3) Imunofluorescéncia

Para padronizacdo dos miotubos por imunofluorescéncia as culturas de
miotubos foram fixadas em formalina 3,7% por 10 min. Em seguida as células foram
lavadas com PBS (1x) por duas vezes e permeabilizada com Triton (0,1%) por 10 a
15 minutos. Posteriormente foi aplicada a solucdo de bloqueio BSA 3% (em PBS)
por 20 minutos e apods esse tempo lavadas com PBS (1x). As células foram
incubadas com o anticorpo anti-Cav-3 (BD Biosciences), na concentracdo de 250
pg/ml, por uma hora em temperatura ambiente. Logo apds esse periodo, as células
foram incubadas com o anticorpo secundario Cys 3 (Donkey Anti-Mouse) por uma
hora. Posteriormente as amostras foram montadascom solu¢cdo de montagem Vecta
Shield acrescida com DAPI (para marcacao do nucleo). As imagens foram obtidas
através do microscopio de fluorescéncia invertidoNikon TS100, com objetiva de 40xe

software CellSens Dimension.

3.1.4) Western Blot

O lisado celular foi obtido com 70 puL de tampao de amostra (Trizma base 3g,
agua Milli Q 40 mL, glicerol 40 mL, SDS 8g, B-Mercapto Etanol 20 mL, Azul de
Bromofenil 250 ul), apos lavagem com PBS estéril e fervido em seguida a 90°C por 5
minutos. As proteinas totais foram posteriormente submetidas a eletroforese em
SDSPAGE (50 pL de amostra em gradiente de acrilamida 10%, 125 V por
aproximadamente 1 hora e 30 minutos) e transferida para uma membrana de
nitrocelulose umedecida em tampé&o de transferéncia (100 mL de 25 mM Tris, 192

mM glicina pH 8 quando dissolvidos em 80 mL de H20 MiliQ e 20 mL de metanol).

A transferéncia foi feita a 90 Volts, por 2 horas. Apds a transferéncia, a
membrana foi incubada por 1 h ou por 16 h com solucédo bloqueadora de leite 5%
em TBST (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween 20).
Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST, e incubada por 16 h com o
anticorpo primario anti- Caveolina 3 (clone X, ou clone E8 Santa Cruz Biotechnology)
200 pg/ml. Como controle positivo experimental, usamos um anticorpo monoclonal
anti-B-actina (BD Transduction Laboratories) na concentracdo de 250 pg / mL
1:5.000.
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ApoOs este tempo, as membranas foram lavadas com TBST, e as proteinas de
interesse foram ent&o identificadas pela incubagcdo da membrana com anticorpos
secundarios anti-coelho ou anti-camundongo (Pierce), concentracdo de 2ug/mL oul
Mg / mLconjugado a peroxidase (HRP) respectivamente, diluidos na hora do uso na
concentragdo de 1:20.000 anti-coelho ou 1:15.000 anti-camundongo. Todos o0s
anticorpos primérios e secundarios foram diluidos em TBST. A deteccao foi feita com
o sistema de analise de “Western blotting “Supersignal Chemiluminescence” (Pierce)
e a membrana exposta a filme de autoradiografia (Amersham Hyperfilm ECL — High

performance chemiluminescense film) GE Healthcare Limited.

3.1.5) Microscopia eletronica de transmisséao

Os mioblastos ou miotubos, no quarto dia de diferenciacao, foram fixados em
0.2% glutaraldeido em 0,1 M tampéao cacodilato por 1 h a temperatura ambiente e
processadas para MET (Universidade de Maryland em College Park, EUA)como
descrito em (Parton et al, 2002). Foram observadas as vesiculas do tipo cavéola

com diametro inferior a 80 nm (medido com a ferramenta de linha ImageJ, NIH).

3.2) Laser de Baixa Poténcia

As culturas de mioblastos emiotubos no 7° dia de diferenciacdo foram
irradiadas utilizando umLaser de Baixa Poténcia(Photon Laser 1l DMC,
Equipamentos LTDA S&o Carlos, Brasil), nos parametros listados na tabela 1. A
irradiacdo foi aplicada pontualmente,abrangendo todo o didmetro do poco (34.8

mm), sendo feita na penumbra para evitar a influéncia de outras fontes de luz.

Tabela 1 — Parametros dosimétricos utilizados para irradiacdo com o LBP.

Distancia
Comprimento entre o
de onda Poténcia | lasereo Dose Energia Tempo de Modo N° de
(nm) de saida | meio de (J/cm?) ) irradiacao sessdes
(Infravermelho) (mW) cultura (segundos)
(cm)
808 100 8 30 0,7 8 Continuo 1
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3.3) Anédlise do reparo de membrana- Coloracdo com lodeto de Propidio

Para as andlises de reparo de membrana,mioblastos ou miotubos no 7° dia de
diferenciacdo foram lavados 3 vezes com 1000 pl de meio DMEM sem Ca?*, com
EGTA (quelante de Ca?*) a 10 Mm ou com 1000 pl de meio DMEM contendo Ca?*.
Em seguida as células foram irradiadas com o LBP nos parametros descritos
previamente, em temperatura de 4°C, para inibicdo da endocitose durante o periodo

de irradiacao.

Quatro minutos apos a irradiagdo, o meio foi retirado e substituido por 1000 pl
de meio DMEM com Ca?* ou DMEM sem Ca 2*, ambos contendo DAPI. Em seguida,
as placas foram deixadas por cinco minutos a temperatura de 37°C e
aposacrescentado solucdo de lodeto de Propidio (IP) a 30 ul/ml. Apds quatro
minutos as ceélulas foramanalisadasutilizando o microscopio de fluorescéncia

invertido Nikon Eclipse TS100 sob objetiva de 40x, e software CellSens Dimension.

As quantificacbes foram feitas em triplicata, contando todos os nucleos corados
com IP em 5 campos aleatdrios quando miotubos, e por 50 nudcleos quando

mioblastos.O namero de nucleos positivos para IP foi representado graficamente.

3.4)Trypanosoma cruzie infecc¢aoin vitro

Os parasitos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Célio Freire-de-Lima (UFRJ).
Culturas de T. cruziclone Dm 28cforam incubadas em meio de infusdo BHI (Brain
Heart Infusion) a 27°C contendo cerca de 100% de epimastigotas. Posteriormente 0s
parasitos foram diluidos em meio artificial que simula a urina de triatomineo (TAUP)
(190 mM NacCl, 8 mM de tampao de fosfato pH 6,0, 17 mM KC1, 2 mM de CaCl, 2
mM MgCl2) suplementado com 2,5% (v / v) de bicarbonato de sodio a 1,4%, 10 mM
de L-prolina, para uma concentracdo final de 5 x 108parasitos/mL para a sua
diferenciacdo em sua forma tripomastigota metaciclica. Ap6s 3 - 4 dias de
diferenciacdo, os parasitos incubados em TAUP foram centrifugados a 3000 rpm

durante 15 min a temperatura ambiente e ressuspendidos em meio DMEM sem SFB.
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3.5) Grupo Experimental

O T. cruzi, diferenciado em sua forma tripomastigota metaciclica, foi adicionado
as culturas de mioblastos ou de miotubos no 7° dia de diferenciacdo,em
Multiplicidade de infeccdo (MOI) de 3:1 (mioblastos) ou 10:1 (miotubos),as quais
foram ou ndo irradiadas previamentea infeccdo com o LBP nos parametros ja
descritos. Apoés a irradiacdo as culturas foram mantidas por 24 horas, em placas de
6 pocos, e apOs esse periodo, os parasitos ndo internalizados foram removidos
atravésda lavagem com PBS e as células foram incubadas por mais 24 horas e
posteriormente fixadas com formalina a 3,7% para futuras analises. Como controle
foram utilizadas culturas de mioblastos e miotubosirradiadas ou ndopreviamente com

o LBP, ndo infectadas com T. cruzi.

3.6) Quantificacdo da infeccéo porT.cruzi em células musculares infectadas

As culturas de mioblastos ou miotubos, mantidas em placas de 6 pocos,
estimuladas ou ndo com o LBP nos parametros estabelecidos acima, foram
infectadas com T. cruzi diferenciado em sua forma tripomastigota metaciclica, na
Multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10:1 (miotubos) ou 3:1 (mioblastos). 24 horas
apos a infeccdo, os parasitos nao internalizados foram retirados pela lavagem com
PBS e as células foram incubadas por mais 24 horas 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
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 numero de parasitos intracelulares foi
determinadocontando 55 nudcleos infectados quando miotubos, e 50 células
individuais infectadasquando mioblastos. A contagem foi realizada utilizando o
software ImageJ.O numero de parasitos internalizados foi representado

graficamente.
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3.7) Anélise e Contagem de Corpusculos Lipidicos

Para analise da biogénese de CLs, as culturas de mioblastos ou de miotubos
no 7° dia de diferenciacéo, foram irradiadas com LBP nos parametros dosimétricos
estabelecidos acima e logo em seguida,os mioblastos/miotubos foram infectados ou

nao com T. cruzi.

As células foram fixadas em formalina 3,7% por 24 horas, seguido com a
coloragéo usando Oil Red O. A solucéao estoque de Oil Red O (Sigma Aldrich) foi
preparada a 0,3% (0,3 g de Oil Red O/100 mL de isopropanol (acido isopropilico)
(Sigma-Aldrich), filtrada e acondicionada em temperatura ambiente. No dia da
coloracédo, a solucdo de uso foi preparada diluindo-se a solucdo estoque em agua
destilada na proporcéo 3:2. Concluida a diluicdo, a solucéo foi novamente filtrada e
utilizada para a coloragéo de corpusculos lipidicos, na prépria placa de cultura. 300
Ml da solugdo de uso de Oil Red O, foram utilizados, por 5 minutos, no escuro. Apés
esse tempo, as células foram lavadas em sequéncia 2 vezes com agua destilada,
isopropanol 30% e PBS 1%. Os pocos foram montados com 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 invertidoNikon

Eclipse TS100, com objetiva de 40x e software CellSens Dimension.

As quantificacbes foram feitas em triplicatas, contando todos o0s nucleos
corados com DAPI em 5 campos aleatdrios, totalizando 60 nucleos por campo,
guando miotubos, e 50 células individuais quando mioblastos.A contagem foi
realizada utilizando o software ImageJ.O numero de CLs foi representado

graficamente.

3.8) Dosagem de citocinas

Os niveis das citocinas IL-6, IL-10 TNF-a foram quantificados no sobrenadante
de mioblastos e miotubos,através da técnica de ELISA e segundo o protocolo

oferecido pela fabricante (R&D Systems). A quantificacdo foi mensurada a partir das
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curvas padréo proveniente da diluicdo realizada. A leitura foi realizada em 450 nm

utilizando o programa Softmax Pro.
3.9) Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM)
segundo ANOVA seguido pelo pos-teste t de Student, significancia dep<0,05. As
analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism®7(GraphPad
Software).
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4. RESULTADOS

4.1)Padronizacédo e caracterizacdode miotubos a partir de células C2C12

Primeiramente foi confirmado e padronizado a diferenciagdo de mioblastos da
linhagem C2C12 em miotubos. Para isso, as diferencas na morfologia foram
avaliadas no dia 0 ao dia 11 de diferenciagdo miogénica. Para determinar qual o
melhor meio de suplementacdo para a diferenciacdo celular, diferentes
concentracbes de Soro Fetal de Cavalo (SFC) foram utilizadas. As analises foram
feitas através de Microscopia de luz (campo claro) e por Microscopiade
Fluorescéncia, de culturas realizadas em garrafa de 75 cm? e em placas de 6 pocos,

suplementadas com 2% ou 10% de SFC.

Durante o periodo que antecede os estagios de diferenciacdo celular, as
células apresentaram caracteristicas morfoldgicas tipicas de mioblastos, ou seja,
alongadas, com citoplasma abundante, nucleo grande e fusiforme além de varios

prolongamentos (Figura 12).
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Figura 12: Imagem representativa de mioblastos né&o diferenciados observados com
microscopia de luz. Observa-se células alongadas, com citoplasma abundante, ndcleo grande e
fusiforme além de prolongamentos (Barra=50 pm).

Em garrafa de 75 cm?, as células suplementadas com diferentes concentracées
de SFC nado apresentaram nenhuma distincdo significativa na confluéncia e
diferenciacdo celular. A partir do 2° dia em que as células C2C12 foram submetidas
ao processo de diferenciagdo, mudancas na morfologia celular foram observadas
(Figura 13 A e Ai), e a partir no 3° dia de diferenciagdo caracteristicas tipicas de
miotubos, como a forma alongada em sentido Unico, e multiplos nucleos (Figura 13C
e 13Ci), ficaram mais evidentes. No 7° dia, a cultura apresentou-se totalmente
diferenciada (Figura 13E e 13Ei). N&o foram observadas diferengas morfologicas

entre os miotubos diferenciados em garrafas ou em placas de 6 pocos.

Em placa de 6 pogos foi observado uma maior expansao de células em cultura
suplementada com 10% de SFC, o que pode prejudicar o desenvolvimento do
experimento ao formar um tecido muscular mais rapidamente, e a presenca de
miotubos pode ser notada a partir do 5° dia de diferenciacdo em ambas as culturas
(Figura 14B, 14Bi).

Com os resultados obtidos, foi determinada a melhor concentracdo de SFC
para suplementacdo do meio de diferenciacdo miogénica, sendo escolhido para isso
a concentracdo de SFC a 2%, ja que com uma menor quantidade, pode-se obter

miotubos com éxito.
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Garrafa 75 cm?
2% SFC 10% SFC

Dia 2

Dia3
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Dia8

Figura 13. Imagem representativa da diferenciacdo miogénica realizada em garrafa de cultura
de 75 cm? com meio DMEM suplementado com SFC a 2% e 10% observada pormicroscopia de
luz. Cultura de C2C12 exibindo a alteragdo morfoldgica das células musculares nos dias 2, 3,5, 7e 8
de diferenciacdo miogénica. Inicialmente, com citoplasma abundante, nicleo grande e fusiforme e
presenca de prolongamentos (cabeca de seta), as células passam a apresentar com o passar dos
dias uma forma mais alongada em sentido Unico, e multiplos nucleos, constituindo assim miotubos
diferenciados (setas)(Barra = 50 um).



56

Placa de 6 pogos
2% SFC 10% SFC

Dia3

Dia 9

Figura 14. Imagem representativa da diferenciagdo miogénica da diferenciagdo miogénica
realizada em placa de 6 po¢gos com meio DMEM suplementado com SFC a 2% e 10% observada
pormicroscopia de luz.Cultura de C2C12 exibindo a alteracdo morfoldgica das células musculares
nos dias 3, 5, 8, 9 e 10 de diferenciagdo miogénica (setas). A cultura suplementada com SFC a 10%
apresenta visualmente uma maior confluéncia celular(Barra = 50um).
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Ainda na padronizacdo da cultura de miotubos, foi realizada aandlise de
Western Blot (Figura 15) e Imunofluorescéncia(Figura 16), para verificagdo da
expressdo decaveolina-3 (Cav-3), um dosmarcadores especificos de células
musculares diferenciadas. Os resultados obtidos por Imunofluorescéncia mostraram
a expressao intensa de Cav-3 nas células musculares que forama diferenciacéo,
sendo essa expressao observada no Western Blot ja a partir do quarto dia de

diferenciacao.

Diferenciagao de Miotubos

Dias: O 1 2 3 4 5 6
p——— |

-_— — —

Cav-3

— E— — — o= @  Tubilina

Figura 15: Miotubos apresentam marcadores de células musculares como Cav-3. Western Blot
mostrando a expressdo de Cav-3 ou tubulina, durante a diferenciacdo de mioblastos C2C12 induzidas
pela privacdo de soro, pode-se observar um aumento gradual na expresséo da Cav-3.

Cav-3

Controle

Figura 16: Imagens representativas demonstrando a expressao de Cav-3 em miotubos observada por
microscopia defluorescéncia.Pode-se observar a expressédo da Cav-3 nas células musculares em seu 7°
dia de diferenciacao.Os miotubos foram fixados, permeabilizados, marcados com anticorpos anti-Cav-3
(vermelho) e analisados por microscopia de fluorescéncia. As células foram coradas com DAPI para
marcacgdo dos nucleos (Barra = 20 pum).
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Com os resultados obtidos foi comprovado o éxito na diferenciacdo e obtencdo de
mioblastos em miotubos, células as quais foram utilizadas em experimentos

posteriores.

4.2) Mioblastos e miotubos com a MP integra, apresentam formacao de

cavéolas de modo basal.

Através da Microscopia Eletrbnica de Transmissdo, observou-se que
mioblastos e miotubos cultivadosin vitro, apresentaram pequenas invaginacdes em
forma de bulbo localizadas perto ou préximas a superficie da MP (Figura 17),
indicando a presenca de cavéolas, mesmo na auséncia de lesdo na membrana.
Aqui, nossos resultados mostram que células musculares apresentam a formacédo de

cavéolas em sua MP integra, de modo basal.

Figura 17: Imagens representativas demonstrando células musculares indiferenciadas (A) e
diferenciadas (B) apresentam a formac&o de cavéolas em condi¢cbes normais. MET da MP
integra de mioblastos e de miotubos mostra a presenca de cavéolas na bicamada lipidica,
representada na imagem por pequenas invaginagées na membrana (setas)(Barra=100nm).
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4.3) Células musculares irradiadas com LBP, na presenca ou auséncia de Ca?*

Para observar a acaodo LBP na MP e indu¢cdo do mecanismo de reparo,
culturas de mioblastos e miotubos foram irradiadas em meio contendo Ca?* ou em
meio sem Ca?* na dose de 30 J/cm? As andlises de fluorescéncia demonstraram
que ogrupo irradiadoem meio sem Ca?*, apresentou maior coloracéo positiva para IP

guando comparado com o grupo em meio com Ca?* (Figuras 18 e 19).

A) Campo Claro IP B)

Ensaio de IP

LBP com Ca?* 15—

1 T

n°® de nucleos positivos para IP

0 f

T T
LBP sem Ca2* Com Ca** Sem Ca’'

Laser de Baixa Poténcia

Figura 18: Mioblastos 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 pym). (B)(*) indica diferenca
significativa entre o grupo sem Ca?" e o grupo com Ca?". Foram contados 50 nlcleos. As colunas
representam a média * erro padrdo de triplicatas, sendo as diferengas significativas para p < 0,05.
Estes resultados séo representativos de 2 experimentos independentes.
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Figura 19: Miotubos irradiados com LBP na presenca ou auséncia de Ca?*, corados com lodeto
de Propidio: Imagens de Imunofluorescéncia exibem cultura de miotubos irradiados com LBP,
tratados com meio com ou sem Ca?‘corados com IP (Barra = 50 pum).(B) (*) indica diferenca
significativa entre o grupo sem Ca?" e o grupo com Ca?*. Foram contados 5 campos aleatorios. As
colunas representam a média * erro padrao de triplicatas, sendo as diferengas significativas para p <
0,05. Estes resultados séo representativos de 2 experimentos independentes.

4.4) Quantificacdo da invasdo do T.cruzi em células musculares infectadas in

vitro

Foi avaliado a internalizacdo de T.cruzi em sua forma tripomastigota em células
musculares infectadas estimuladas previamente com LBP. Apds 24 horas de
infeccéo,foi observado um numero maior de T.cruzi internalizados em mioblastos e

miotubos infectados irradiados conforme demonstrado nas figuras 20 e 21.
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B)

T.cruzi L )
Internalizacao T.cruzi
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T. cruzi Laser+ T.c

Parasitos intracelulares por mioblasto
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Figura 20: A irradiacdoprévia com LBP modula a invasdo do T. cruzi em mioblastos. (A) Imagens
exibem um aumento no nimero 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 analise
da internalizacdo de T.cruzi foi feita ap6s coloracdo com DAPI (Barra = 20 um). (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 séo representativos de 2 experimentos independentes.
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Figura 21: A irradiacdo prévia com LBP modula ainvasdo do T. cruzi em miotubos. (A) Imagens
exibem um aumento no nimero de parasitos internalizados (setas) entre o grupo infectado e o grupo
infectado irradiado previamente com LBP. As imagens foram obtidas por microscépio de fluorescéncia
e a analise da internalizacdo de T.cruzi foi feita ap6s coloracdo com DAPI (Barra = 20 um). (B) (*)
indica diferenca significativa entre o grupo infectado e o grupo infectado irradiado. Foram contados 55
nacleos. As colunas representam a média + erro padrdo de triplicatas, sendo as diferencas
significativas para p < 0,05. Estes resultados sao representativos de 1 experimento independente.

4.5) Biogénesede Corpusculos Lipidicosem células musculares infectadas in

vitro com T. cruzi, irradiadas ou ndo com LBP

Com o intuito de avaliar a biogénese de CLs em células musculares
previamente irradiadas com o LBP e posteriormente infectadas ou ndo com T. cruzi,
(mioblastos MOI 3:1 e miotubos MOI 10:1), analises de imunofluorescéncia foram

realizadas.

Em mioblastos o aumento no numero de CLs foi observadoapds 24 horas
(p<0,05) de infec¢cdo com T. cruzi, e 0 mesmo foi observado em miotubos (Figura 22,
23 e 24).Porém de forma interessante, os miotubos que foram previamente
irradiados e depois infectados apresentaram uma menor formacdo de CLs
estatisticamente quando comparado com 0s grupos infectado e controle irradiado
(Figura 24 e 25).
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De modo interessante, em mioblastos, observa-se que o grupo irradiado com
LBP sem infeccdo, apresentou um aumento significativo na biogénese de CLs
guando comparado com os grupos controle, infectado e irradiado infectado (Figuras
22 e 23). Em miotubos também foi observado o aumento no nimero de CLs apés 24
horas (p<0,05) no grupo irradiado com LBP sem infec¢do quando comparado com

0s grupos controle e infectado irradiado (Figura 24 e 25).

Controle T.cruzi

Laser -

Laser +

Figura 22: Imunofluorescéncia da Biogénese de Corpusculos Lipidicos em mioblastos
infectados ou ndo por T. cruzi MOI 3:1, irradiados (Laser+) ou ndo (Laser-) com LBP. Imagens
exibem um aumento na expressao de CLs no grupo infectado (setas), irradiado e infectado irradiado
com LBP em relacdo ao grupo controle no tempo de 24 horas. A biogénese dessas organelas
apresentou diferenca significativa entre o grupo infectado estimulado com LBP e o grupo infectado
ndo estimulado por célula, mas ndo quando contado o nimero de CLs por ndcleo por campo. As
imagens foram obtidas por microscopio de fluorescéncia e a andlise da formacdo de Corpusculos
Lipidicos foi feita apds coloragdo com Oil Red O, contra-coloracéo do nicleo com DAPI (Barra = 20

pm).
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Figura 23: Biogénese de Corpulsculos Lipidicos, apés 24 horas de infeccdo contados
individualmente. (*) indica diferenca significativa entre o grupo infectado e o grupo controle, o grupo
laser irradiado, e laser infectado. (**) indica diferenca significativa entre o grupo laser, o grupo
controle, e o grupo infectado com laser. As colunas representam a média + erro padrdo de triplicatas,
sendo as diferengas significativas para p < 0,05. Estes resultados sdo representativos de 2
experimentos independentes.
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Figura 24: Imunofluorescéncia da Biogénese de Corpusculos Lipidicos em miotubos
infectados ou néo por T. cruzi MOI 10:1, irradiados (Laser+) ou ndo (Laser-) com LBP. Imagens
exibem um aumento na expressao de CLs (setas) no grupo infectado com T. cruzi em relagcdo ao
grupo controle no tempo de 24 horas. Porém a biogénese dessas organelas diminui no grupo
infectado estimulado previamente com LBP em comparacdo ao grupo controle e infectado néo
estimulado. As imagens foram obtidas por microscépio de fluorescéncia e a andalise da formacao de
CLs foi feita ap6s coloragdo com Oil Red O, contra-coloracéo do nucleo com DAPI (Barra = 20 pum).
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Figura 25: Biogénese de Corpusculos Lipidicos em miotubos, apds 24 horas de infeccao
contados por campo. (*) indica diferenca significativa entre o grupo infectado e o grupo controle, o
grupo laser irradiado, e laser infectado. (**) indica diferenca significativa entre o grupo laser,0 grupo
controle, e o grupo infectado com laser. Foram contados 5 campos com 60 nucleos. As colunas
representam a média + erro padrao de triplicatas, sendo as diferencgas significativas para p < 0,05.
Estes resultados séo representativos de 1 experimento independente.

4.6) Producdao de citocinas em células musculares

Em mioblastos todos o0s grupos apresentaram aumento significativo na
producédo de IL-6 quando comparados com o grupo controle. Por outro lado, em
miotubos, o grupo irradiado e irradiado infectado n&o apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle, apesar de ter sido observado uma
diferenca significativa dos niveis de IL-6 entre o grupo irradiado e irradiado infectado
(Figura 26).

Mioblastos e miotubos infectados apresentaram um aumento significativo
(p<0,05) nos niveis de IL-6 apds 24 horas de infeccdo (Figura 26). De maneira
inversa,tanto mioblastos quanto miotubospreviamente irradiados com LBP e
posteriormente infectados apresentaram niveis menores de IL-6 quando comparados

ao grupo infectado néao irradiado.
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Figura 26: Sintese de IL-6. Sintese de IL-6 em (A) mioblastos MOI 3:1 e (B) miotubos MOI 10:1 em
grupos controles ou infectados com T. cruzi, estimulados ou ndo com LBP. (*) indica diferenca
significativa em relacéoao grupo controle. (**) indica diferenga significativa entre o grupo infectado e
demais grupos; (***) indica diferenga significativa entre o grupo laser e laser infectado. As colunas
representam a média + erro padrao de triplicatas, sendo as diferengas significativas para p < 0,05.

O padrédo descrito acima para a IL-6 também pode ser observado para a
citocina IL-10, onde mioblastos e miotubos infectados com T.cruzidemonstraram um
aumento significativo (p<0,05) nos niveis de IL-10apds 24 horas de infeccdo quando
comparados ao controle, enquanto quando irradiadas e infectadas esses niveis
foram significativamente menores (Figura 27).
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Figura 27: Sintese de IL-10. Sintese de IL-10 em (A) mioblastos MOI 3:1 e (B) miotubos MOI 10:1
em grupos controles ou infectados com T. cruzi, estimulados ou ndo com LBP. (*)indica diferenca
significativa entre o grupo infectado e os demais grupos. (**) indica diferenca significativa entre o
grupo irradiado infectado e os demais grupos. As colunas representam a média + erro padrdo de
triplicatas, sendo as diferencas significativas para p < 0,05.
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Em relagdo a TNF-a apenas mioblastos irradiados com o LBP apresentaram
uma diminuicdo dessa citocinaquando comparados ao grupo controle (p < 0,05)
(Figura 28). Miotubos irradiados ndo demonstraram diferenca significativa nos niveis
de TNF-a quando comparados ao grupo controle (p < 0,05).

Mioblastos e miotubos infectados com T. cruzi demonstraram niveis elevados
de TNF-a (p < 0,05)apoés 24 horas de infec¢cdo quando comparado grupo controle. Ja
0s grupos previamente irradiadose infectados com T. cruzide ambas as células
muscularesapresentaram uma diminuicdo significativa dos niveis de TNF-a quando
comparadas ao grupo infectado.
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Figura 28: Sintese de TNF-a. Sintese de TNF-a em (A) mioblastos MOI 3:1 e (B) miotubos MOI 10:1
em grupos controles ou infectados com T. cruzi, estimulados ou ndo com LBP. (*) indica diferenca
significativa em relacdoaogrupo controle. (**) indica diferenca significativa entre o grupo infectado e os

demais grupos. As colunas representam a média + erro padrédo de triplicatas, sendo as diferencas
significativas para p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

A irradiacdo com o LBP tem se tornado pratica comum em variadasareas da
salde e osbeneficios dessa terapia em processos de cicatrizacdo, analgesia, e
proliferacdo, tem sido relatado na literatura desde sua descoberta em 1967 (Cotler et
al, 2015; Azagdoli B et al, 2016; Marquezan M et al, 2017). Recentemente novos
estudos buscamdesvendar como o LBPage em niveis celular e moleculare quais as
alteracdoes geradas sobre as estruturas celulares que recebem a irradiagcdo a luz.
Descobertas atuais sobre o mecanismo de acédo dessa terapiademonstraramque o
cromoforo citocromo ¢ oxidase, presente na mitocondria, exerce o papelde principal
receptor da luz irradiada, e através deste, uma sequéncia de eventos sé&o
desencadeados, acarretando em mudangas a nivel nuclear da célula(Karu TI, 2008).
As alteracdes desencadeadas pelo LBP geram o aumento do metabolismo, na
proliferacdo e maturacdo celular e na diminuicdo de mediadores inflamatérios

(revisto em Freitas L et al, 2016).

Seguindo a linha dessas recentes pesquisas sobre o LBP, nosso grupo dispés-
se a explorar asconsequéncias da irradiacdo com o LBP sobre a MP e 0 seu
potencial de alterar a permeabilidade dessa estrutura e acionar o RM, como também
analisar os efeitos da fotobiomodulacdo pelo LBP no metabolismo lipidico celular.
Para isso, utilizamos um modelo experimentalde células musculares indiferenciadas

(mioblastos) e diferenciadas (miotubos).

Primeiramente, foi estabelecido um protocolo de diferenciacdo celular
miogénica, utilizando a linhagem de mioblastos C2C12, um dos modelos de estudo
com células musculares mais utilizado (Song KS et al, 1996; Corrote et al, 2013;
Chen R et al, 2013;Romanazzo S et al, 2015; Dahlmans D et al, 2018; Hirai T et al,
2018).0s mioblastos, células mononucleadas, sdo as células precursoras das fibras
musculares e se proliferam na presenca de fatores de crescimento especificos
(principalmente fatores de crescimento de fibroblastos). Na auséncia dos fatores de
crescimento, dos quais o SFC é carente, 0os mioblastos deixam de se dividir,
alinham-se e fundem-se em miotubos, células musculares multinucleadas que
expressam proteinas especificas do musculo, como exemplo a Cav-3 e que irdo

compor a fibra muscular (revisto em Chal J et al, 2017).
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Assim, nossos resultados confirmaram o estabelecimento do processo de
diferenciacao celular a partir da comparacao da morfologia celularde mioblastos e
miotubos completamente diferenciados (Figuras 12, 13 e 14). As células passaram
de morfologia alongada, citoplasma abundante, nucleo grande e fusiforme e vérios
prolongamentos, para células com um unico prolongamento, forma mais alongada
em sentido Unico, e multiplos ndcleos. Além disso as células musculares
diferenciadas sao caracterizadas pela expressdo de Cav-3, especifica destas
células (Tang Z et al, 1996), cujo aumento foi identificado através de andlises
bioquimicas e imunofluorescéncia (Figuras 15 e 16), indicando 0 sucesso no

processo de diferenciacdo dos mioblastos em miotubos.

A partir destes dados, foi avaliado a capacidade destas células de realizarem o
RM apo6s serem submetidas a irradiagdo com o LBP. Diversos modelos de estudo
para entender o mecanismo de reparo tém sido propostos com o intuito de
esclarecer os agentes envolvidos nesse processo (Miyake K et al, 1995; Jimenez et
al, 2014; Corrote et al, 2013). Entre eles, o melhor descrito, € 0 mecanismo de

reparo por endocitose (Tam C et al, 2010; Corrote et al, 2013).

Esse mecanismo inicia-se com o influxo de calcio pela lesdo, que ativa a
migracdo e a exocitose, liberacdo do conteddo lisossomal,e aatuacdo da
Esfingomielinase Acida (ASM) sobre os fosfolipidos da MP, especialmente sobre a
esfingomielina, o que resulta na formacdo de ceramidas, responsaveis pela
curvatura e brotamento da MP na regido lesionada. Em conjunto com as proteinas
caveolinas, passam a compor as cavéolas, que ird se desprender da membrana
endocitica e seguir o caminho endossomal, levando consigo a regido da MP
danificada. (Tam et al, 2010, Corrote et al, 2013).As cavéolas atuam como sensores
de estresse mecanico, participam da homeostase do colesterol, de rotas de
transducdo de sinal, da migracdo celular e do controle do ciclo e da polaridade

celular (para revisao ver Cheng JPX et al, 2016).

Neste estudo, nossos dados demonstraram que independentemente da
presenca de lesGes de membrana, células musculares exibem a presenca de
cavéolas na superficie da MP (Figura 17), o que corrobora com estudos anteriores,
0s quais demonstraram a presenca de cavéolas em todo o sarcolema de células

musculares analisadas em condi¢do de homeostase (Lo HP et al, 2015).
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ApoOs a diferenciagdo miogénica, e observado a presenca de caveolas,
indispensaveis no mecanismo de RM nas células musculares, o presente trabalho
avaliou se o LBP alterava ou nao a permeabilidade da MP na presenca ou auséncia
de Ca?'.0 influxo de célcio (Ca?*), é fator primordial de ativacdo no processo de
reparo da MP. A entrada dessa molécula através da alteracdo da permeabilidade de
membrana ou de microlesdes formadas na superficie celular € responsavel por ativar
todas as etapas subsequentes da maquinaria de reparo (Correte et al, 2013;
Scheffer LL et al, 2014).

Estudos anteriores jA demonstraram que na auséncia de Ca?* a MP plasmatica
€ incapaz de restaurar sua integridade(ldone V et al, 2008; McNeil et al, 2001,
Reddy A et al, 2001; Babiychuk EB et al, 2009; Scheffer LL et al, 2014). Nossos
resultados demonstraram, que células musculares irradiadas com LBP, na auséncia
de Ca?*, exibiram uma coloracdo positiva para o iodeto de Propidio (IP), indicando
permeabilidade de membrana e assim um possivel “dano” a MP (Figura 18 e 19)
gerado pela irradiagdo com o LBP. O IP é comumente utilizado para a marcacao de
acidos nucleicos. O influxo intracelular desse corante € um indicativo de
permeabilizacdo da MP, e a falha na capacidade de reparo € contabilizada pela

coloracéo do nucleo celular pelo IP (Idone V et al, 2008).

Além disso, os resultados obtidos indicam que as células irradiadas foram
reparadas em um processo dependente de Ca?* extracelular em concordancia com
trabalhos anteriores (Idone V et al, 2008; McNeil et al, 2001; Reddy A et al, 2001,
Babiychuk EB et al, 2009; Scheffer LL et al, 2014), que demonstraram a importancia
do influxo de calcio extracelular para o acionamento da maquinaria de reparo.
Corrote et al 2013, demonstraram que toxinas formadoras de poros e lesdes
mecanicas sado capazes de induzir o mecanismo de reparo de MP. Nosso grupo,
demonstrou pela primeira vez, que a irradiacdo com LBP também apresenta esse
potencial de inducdo do RM; entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos

nesse processo ainda ndo foram elucidados.

O reparo de lesdes na membrana plasmatica de células eucarioticas, € um
processo utilizado para invasdo celular pelo T. cruzi, protozoario este, capaz de
infectar diferentes tipos de células, o que facilita sua sobrevivéncia dentro do
hospedeiro mamifero. Fernandes MC et al demonstraram que o T. cruzi em sua

forma tripomastigota foi capaz de lesionar a MP das células hospedeiras, lesdo essa
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reparada rapidamente na presenca de Ca?" extracelular (semelhante ao LBP que
também desencadeou esse processo Ca?* dependente). Também demonstraram
que a eficiéncia da invasdo foi significativamente aumentada quando as células
foram lesionadas quimicamente (por uma toxina formadora de poro conhecida por
estreptolisina O), exibindo um importante papel do sistema de reparo da MP na

invasao celular pelo protozoario (Fernandes MC et al, 2011).

Neste mesmo trabalho Fernandes et al mostraram que a lesdo gerada pelo T.
cruzi na MP foi capaz de ativar a exocitose lisossomal, desencadeando a liberagcao
da esfingomielinase acida (ASM), consequente producado e deposi¢cdo de ceramida,
gerando a ativacdo da via endocitica de reparo, com formagdo de uma caveéola
endocitica enriquecida com ceramida. Os tripomastigotas tiveram sua internalizacéo
favorecida nestas condi¢des, onde as propriedades da invaginagdo recém-formada
nos locais de reparo propiciavam uma maior entrada na célula hospedeira
(FernandesMCet al, 2012).A internalizacao do T. cruziatravés da vesicula endocitica
formada devido a lesdo gerada pelo protozoario, caracteriza o vacuolo parasitoforo,
estrutura que abriga momentaneamente o parasito no citoplasma da célula
hospedeira (Fernandes MC et al, 2011; Fernandes MC et al, 2012) (Figura 4).

Dados na literatura demonstraram que 0 aumento no acionamento da
maquinaria de reparo gera um acréscimo no numero de T. cruzi internalizados, o que
favorece a infeccdo e fortalece a hipotese de que esse parasita tem tropismo por
células cardiacas e musculares por serem células em processo de contracdo
constante. Devido a isso, acionam 0 mecanismo de reparo muito mais
frequentemente do que outros tipos celulares(Fernandes MC et al, 2011; Fernandes
MC et al, 2012). Partindo da premissa que o LBP também induz o RM, foi
investigado se o LBPfavorece a internalizacdo do parasito ao realizar-se a infeccéo

com o T.cruzi.

Os resultados demonstraram que ndo houve alteracdo no namero de células
infectadas entre o grupo irradiado-infectado e o infectado nao-irradiado. Porém, em
células que foram infectadas, o numero de protozoarios internalizados aumentou
significativamente no grupo que foi irradiado previamente com o LBP (Figura 20 e
21), resultado este que sugere que o LBP ao induzir o acionamento do RM favorece

a entrada do parasito na célula.
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Além de subverter o mecanismo de RM da célula, tornando este processo um
eficiente mecanismo de infeccdo, o T. cruzi estimula outros recursos que contribuem
para a sua manutencdo no organismo hospedeiro, entre eles a biogénese de CLs
(revisto em Almeida PA et al,2018).Sendo sitios especializados de enzimas que
biossintetizam mediadores lipidicos, como eicosanoides, a formacdo de CLs é
expressiva em doencas infecciosas, desempenhando diversas fun¢des importantes

durante a inflamacéo (revisto em Melo RCN et al, 2011).

Essas organelas apresentam 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
lipidica para o crescimento e replicacdo dos parasitos, maturacdo do vacuolo
parasitoforo, e imunossupressdo do sistema imune do hospedeiro através da
producdo de PGE2 (Toledo DAM et al, 2016; Vallochi AL et al, 2018). Dados da
literatura demonstram que diversos patdgenos como o Mycobacterium bovis, séo
capazes de induzir a biogénese de CLs em células do hospedeiro (Almeida PE et al,
2009, D'Avila et al, 2006, Rajaram MVS et al, 2014), além de trabalhos existentes
demonstrando o0 aumento dessas organelas em macrofagos infectados
porMycobacterium leprae (Mattos KA et al, 2010)e por T. cruzi (Melo RCN et al,
2003, D’Avilla et al, 2011) evidenciando a importancia dessa organela em processos

celulares e infecciosos.

De acordo com os resultados dos trabalhos citados, nossas analises
demonstraram que mioblastos e miotubos infectados in vitro, apresentaram uma
maior biogénese de CLs quando comparados com células ndo infectadas, no tempo
de incubacédo de 24 horas (Figura 22, 23, 24 e 25). Além disso, este trabalho buscou
investigar se o LBP poderia modular a formacdo de CLs em células musculares em
condicBes fisiologica, o que poderia também favorecer o processo infeccioso por T.

cruzi.

Os resultados demonstraram que o LBP foi capaz de aumentar a biogénese de
CLs em mioblastos e miotubos irradiados no tempo de 24 horas apés a irradiacao,
guando comparado com o controle.Os resultados obtidos também indicaram que as
miotubos irradiados antesda infecgcdo por T.cruzidemostraram uma diminuicdona
biogénese de CLs,no tempo de 24 horas de incubacdo, quando comparado com

células infectadas, mas nao irradiadas. Assim, esses dados sugerem que o LBP
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pode estar desempenhando um papel modulador do metabolismo lipidico celular
durante a infecdo pelo T. cruzi, o que pode favorecer a permanéncia do processo

infeccioso.

A interpretacdo destes achados, porém, ndo tem sido facil, uma vez que este
trabalho é inédito e ndo ha trabalhos na literatura com dados, nos quais podemos
relacionar o efeito modulador do LBP no RM e na biogénese de CLs.Assim, 0S
mecanismos celulares e moleculares fotobiomodulados pelo LBP na MP, na
biogénese de CLs e no favorecimento nos processos infecciosos, ainda

permanecem para serem elucidados.

Neste estudo, nossos dadosdemonstraram que o LBP exibiu um potencial
modulador na biogénese de CLs, organela com importante papelno curso de
infeccdo por patogenos intracelulares. Além disso, este trabalho procurou explorar
os possiveis efeitos do LBPna resposta celular frente a infecgcéo por T. cruzi, no que
diz respeito a producdo de mediadores inflamatorios (citocinas), importantes
componentes do sistema imune, responsaveis por regular a resposta imunoldgica
(proliferacéo, atividade, diferenciacdo, e producdo de células e outras citocinas)
(Ferreira VL et al, 2018).

Ja foi demonstrado que a irradiacdo com LBP € capaz de alterar os niveis de
diversas citocinas pré e anti-inflamatérias como TNF-a, TGF-3, IFN-y, IL-1qa, IL-1f,
IL-6, IL-10, IL-12em experimentos realizados in vivoem camundongos(Moreira MC et
al 2009; Mesquita-Ferrari RA et al, 2010; Fukuda T et al 2012) e experimentos
realizados in vitro em amostras de sangue humano e macrofagos(Zhevago NA et al,
2006; Gavish L et al2008; Souza N et al 2014) em diferentes parametros.

Os resultados demonstraram que a irradiagcdo prévia com LBP gerou uma
diminuicdo dos niveis das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a em células musculares
infectadas, quando comparadas com o grupo infectado e nao irradiado, onde a
expressao desses mediadores inflamatorios foi aumentada significativamente (Figura
26,27 e 28). Além disso, a irradiacdo com o LBP mostrou ser capaz de alterar os
niveis de IL-6 nas células musculares em condicdo de homeostasia. A producédo de
TNF-a também foi alterado pela fotobiomodulagdoem mioblastos nédo infectados.
Corroborando estudos anteriores, esses resultados demonstraram o potencial

modulador do LBP sobre os niveis de mediadores inflamatérios(Moreira MC et
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al2009; Mesquita-Ferrari RA et al, 2010; Fukuda T et al 2012; Zhevago NA et al,
2006; Gavish L et al2008; Souza N et al 2014).

Nossos dados mostraram pela primeira vez o potencial modulador do LBP no
mecanismo de RM, na biogénese de CLs e na producdo de mediadores
inflamatdrios em células musculares. Efeito esse observado, tanto nas células em
condicao de homeostasia quanto durante a infeccéo pelo T.cruzi, protozoario que se
utiliza desses elementos para garantir uma infeccdo de sucesso, sugerindo que o
LBP em doses elevada tem a capacidade de permeabilizar a MP ativando a
maquinaria de reparo, como também apresenta um papel imunomodulador do
metabolismo lipidico do hospedeiro. Com isso, estudos mais aprofundados merecem
ser feitos a fim de esclarecer, as relacdes entre o LBP, o0 RM, e a biogénese de CLs,
frente a condicbes normais ou em condicbes patologicas diversas, como por

exemplo, na Doenca de Chagas.



75

6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados avaliamos o papel modulador da
Fotobiomodulacdo na biogénese de Corpusculos Lipidicos e no reparo de

membrana em miotubos durante a infec¢éo por T. cruziin vitro, concluimos que:

-A diferenciacao de miotubos a partir de células C2C12 é um processo eficiente com
pico por volta do 7° dia diferenciacéo celular e que leva as mudancas na morfologia

celular e expressao de Cav-3.

- Confirmando estudos anteriores, mioblastos e miotubos apresentam cavéolas na

superficie de sua MP, de maneira basal.

- A Fotobiomodulacaopossivelmente induz a permeabilidade da MP de mioblastos e

miotubos irradiados e consequente ativacdo do mecanismo de RM.

-Mioblastos e miotubos irradiados com LBP apresentaram um maior reparo de

membrana na presenca de Ca?* extracelular.

- A irradiagcdo com o LBP induz uma maior internalizacdo do parasito em células

musculares infectadas in vitro comT.cruzi apos 24 horas de infeccao.

- No tempo de 24 horas de infeccdo, hd um aumento significativo da biogénese de

Corpusculos Lipidicosem mioblastos e miotubos.

- O LBP tem papel modulador na biogénese de Corpusculos Lipidicos na auséncia

ou na presenca de infeccao por T. cruzi.
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- O LBP é capaz de alterar os niveis de IL-6, IL-10 e TNF-qa, na infec¢ao por T. cruzi

no tempo de 24 hrs de infecgéo.
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