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RESUMO 

 

Amembrana plasmática (MP) é uma estrutura suscetível a danos e que devido a isso 

apresenta um mecanismo de reparo de membrana (RM) eficiente, essencial para a 

sobrevivência celular. Um dos mecanismos de reparo consiste na endocitose do 

dano e selamento da MP mediada por influxo de cálcio. Subvertendo a maquinaria 

de reparo ao desencadear lesões na MP, protozoários como o Trypanosoma cruzi 

conseguem adentrar mais facilmente as células utilizando vesículas endocíticas 

formadas durante a ativação destes processos. O T. cruzi também é capaz de 

manipular a biogênese de Corpúsculos Lipídicos (CLs), organelas biológicamente 

ativas, presentes no citoplasma de células eucarióticas.Adicionalmente, a terapia 

com laser de baixa potência (LBP) consiste na aplicação de um feixe de luz 

coerente, colimada e monocromática, de baixos valores de energia como método de 

potencialização da regeneração e regulação de distúrbios funcionais. Sabendo-se da 

importância do RM e dos CLs para respostas celulares e durante a infecção, o 

objetivo desse trabalho foi investigar o efeito do LBP no mecanismo de RM e na 

biogênese de CLs na ausência ou não de infecção 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, potência de saída de 100 mW, dose de 30J/cm2, 

por 8 segundos, modo contínuo de emissão de luz, de foma pontual em uma única 

sessão. Posteriormente as culturasforam infectadas com T. cruzie encaminhadas 

para análises de microscopia, Western Blot e ELISA.Nossos resultados 

demonstraram que a irradiação com o LBP induziu o aumento da ativação do RM 

dependente de cálcio em mioblastos e miotubos. Conforme esperado, a infecção por 

T. cruzi aumentou a formação de CLs. Porém, em miotubos irradiados previamente 

houve uma diminuição dessas organelas.O LBP gerou um aumento da biogênese de 

CLs em células não-infectadas. A irradiação também foi capaz demodular 

mediadores inflamatórios ao diminuir os níveis de IL-6,IL-10 e TNF-α em células 

musculares infectadas. Assim, nossos resultados demostraram acapacidade de 

modulação do LBP no mecanismo de RM, na biogênese de CLs e de mediadores 

inflamatóriosem modelo de infecção por T. cruzi, sugerindo um papel do LBP na 

permeabilização da MP,no metabolismo lipídico celular e naresposta imunológica. 

 

 

Palavras chaves: Reparo de membrana, Trypanosoma cruzi, Corpúsculos 

Lipídicos, Laser de Baixa Potência, 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 application 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-α 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.INTRODUÇÃO 

 

1.1) Laser 

O laser é um dispositivo que emite luz através de um processo de amplificação 

óptica baseado na emissão estimulada de fótons (revisto em Perveen A et al, 2018).  

Einstein com a publicação de seu tratado Zur Quantum Theorie der Stralung, em 

1916, propiciou o desenvolvimento teórico do laser, ao descrever o conceito que 

demonstrou que a energia de um feixe de luz era concentrada em pequenos 

conjuntos de energia, denominados fótons, explicando assim o fenômeno da 

emissão fotoelétrica, onde um fóton ao colidir com um elétron, estimula a liberação 

de outro fóton amplificando a emissão inicial (revisto em Patil UA et al, 2008). O 

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

A luz ou radiação 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 fotoquímicos, fototérmicos, fotomecânicos e 

fotoelétricos (revisto em Azagdoli B et al, 2016); ser monocromática (fótons de 

mesmo comprimento de onda), poder atingir altas intensidades e ser coerente e 

unidirecional (fótons se propagam na mesma direção sem divergência significativa) 

(revisto em Husain Z et al, 2016).  

Os lasers são nomeados de acordo com o meio ativo pelo qual são 

estimulados. Os aparelhos existentes podem ser classificados segundo o tipo do seu 

meio ativo (um amplificador óptico), que pode ser sólido, líquido, semicondutor de 

gás e de fibra (revisto em Perveen A, et al, 2018). Os parâmetros utilizados 

rotineiramente em aplicações clinicas incluem comprimento de onda (nanômetro) 

que varia entre o vermelho e o infravermelho, frequência, energia (em Joules), 

fluência ou dose (J / cm2), potência (Watts), irradiância (W / cm2) e tempo 

(segundos). As principais interações laser-tecido são: fotoquímicas, foto-térmicas, 

foto-mecânicas, dependendo do tempo de irradiação e da densidade de potência 

(revisto em Freitas L et al, 2016). 
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 Ao atingir o tecido biológico, parte da luz irradiada é absorvida, enquanto a 

outra parte é refletida,transmitida e espalhada.  O efeito de absorção também 

depende das propriedades do tecido como estrutura, conteúdo de água, 

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 

emissão da luz, potência, densidade de energia e o comprimento de onda (revisto 

em Azagdoli B et al, 2016). A penetração da radiação depende do comprimento da 

onda, da forma que, quanto menor o comprimento da onda maior será a sua ação 

(revisto em Hamblin MR et al, 2006).  

Dessa forma, para que o laser seja efetivo é necessário que seja absorvido 

pelos tecidos. No caso dos lasers de alta potência (HILT- High-Intensity Laser 

Treatment), que variam entre 1 a 30Watts, a luz laser é absorvida e age através dos 

efeitos térmicos produzidos, e seu uso no tecido biológico tem o objetivo de corte 

tecidual, coagulação e redução microbiana, vaporização e hemostasia(revisto em 

Sant’Anna EF et al, 2017). Já no caso dos lasers de baixa potência (LBP) a variação 

fica entre 0,001 a 0,1 Watts e a luz laser é absorvida e gera um efeito biomodulador 

(revisto em Freitas L et al, 2016),  

 

1.1.1) Laser de Baixa Potência e efeitos celulares 

 Tendo surgido pela primeira vez na década de 1967 com o médico e professor 

húngaro Endre Mester (Mester E et al, 1968), a terapia com o LBP, também é 

chamada de Fototerapia ou Fotobiomodulação. O tratamento consiste na aplicação 

de uma fonte de luz sobre uma área determinada, utilizando-se baixos valores de 

densidade de potência (mW/cm2) e doses de energia (J/cm2) como método seguro e 

não invasivo para potencialização do processo de regeneração e regulação de 

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

Essa terapêutica, utiliza-se de dispositivos conhecidos como Lasers de Baixa 

Potência (LBP), que emitem uma radiação próximo ao espectro da luz vermelha ou 

infravermelha, não-térmica, uniforme em comprimento de onda, fase e polarização, o 

que significa que seus efeitos biológicos não são causados por calor perceptível e 

sim, por efeitos fotofísicos, fotoquímicos e fotomecânicos nas células dos tecidos 

irradiados, sendo a luz absorvida, gerando uma alteração química (Lin F et al, 2010).  
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 Os métodos mais comuns de administração de radiação de laser de baixa 

intensidade incluem lasers a base de rubi (694 nm), argônio (Ar) (488 e 514 nm), 

hélio -neônio (He-Ne) (632.8 nm), criptônio (521, 530, 568 e 647 nm), arseneto de 

gálio associado a alumínio (GaAlAs) (805 ou 650 nm) e arseneto de gálio (Ga-As) 

(904 nm) (Lin Feng et al 2010) e diodos emissores de luz (LED) (apresentam menor 

colimação e coerência, em comparação aos LBPs convencionais, resultando 

geralmente em bandas de emissão mais largas)(Müller et al, 2013). Cada um deles 

com específicos parâmetros de importância: potência de saída do laser (de 0,001 a 

0,1 Watts); comprimento de onda (300-10.600 nm); taxa de pulso de 0, ou seja, 

contínua, 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 2), tipo de exposição e duração do 

tratamento (Posten W et al, 2005). 

 Estudos sugerem que o mecanismo biológico básico de ação do LBP ocorre 

com a absorção da luz por cromóforos celulares específicos localizados nas 

mitocôndrias como o complexo enzimático citocromo c oxidase (CCO), cuja atividade 

é inibida pelo óxido nítrico (NO) (Srinivasan S et al, 2012) (Figura 1). Acredita–se 

que a irradiação com laser pode reverter a inibição da CCO por fotodissociação de 

NO de seus locais de ligação, ocasionando o aumento do nível de NO, e com isso 

gerar o aumento do potencial de membrana mitocondrial e consequentemente 

promover um aumento na produção de adenosina trifosfato (ATP), (Hu WP et al, 

2007; Karu TI, 2008; Zhang L et al, 2008).  

A alteração na produção de ATP promove um acréscimo na geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), que participam da ativação da cascata 

biológica que regula diversos mecanismos celulares (Farivar S et al, 2014; Lipovsky 

U et al, 2008). A irradiação com o LBP também gera mudanças na ultraestrutura da 

mitocôndria induzindo alterações no pH, nos níveis de monofosfato de adenosina 

cíclico (AMP cíclico) e de Ca2+ (revisto em Freitas L et al, 2016). 

Como moléculas quimicamente ativas,ATP, AMP cíclico, NO, Ca2+ e ROS, 

desempenham um papel importante na sinalização celular, na regulação da 

progressão do ciclo celular, na ativação enzimática e na síntese de ácidos nucléicos 

e proteínas. Elas ativam diversos fatores de transcrição, sendo o mais importante o 

fator nuclear (NF-κB) e a proteína ativadora-1 (AP-1),fatores de transcrição que 

regulam a expressão de diversos genes estimuladores e protetoresrelacionados com 
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à proliferação e migração celular, à sobrevivência, ao reparo e à regeneração 

tecidual, a produção de citocinas e fatores de crescimento (Karu TI, 2008; revisto em 

Chung H et al, 2011). 

 

 

Figura 1: Desenho esquemático do Mecanismo de ação do LBP. Ação da luz irradiada pelo LBP 
sobre a mitocôndria, desencadeando vias de sinalização que alteram a transcrição gênica(Cotler et al, 
2015). 

 

 Trabalhos já publicados demonstraram alterações em mecanismos biológicos 

após o tratamento com o LBP, como a supressão de citocinas inflamatórias como 

TNF-alfa e IL-6 (Yamaura M et al, 2009); aumento da produção de fatores de 

crescimento como PDGF, IGF-1, NGF e FGF-2 (Saygun I et al, 2008; Safavi SM et 

al, 2008); regulação da via de sinalização intracelular, responsável por controlar a 

expressão gênica que leva  a regulação dos fatores de transcrição relacionados à 

proliferação celular, sobrevida, reparo e regeneração tecidual, por exemplo, em 

tecido epitelial e ósseo (Liu H et al, 2005;Hamblin MR, 2006; Snirivasan S et al, 

2012).  

 Na Fotobiomodulação diversos benefícios já foram descritos, entre eles: o 

aumento da atividade da fosfatase alcalina, enzima que participa da mineralização 

óssea;  a melhora da expressão gênica da osteocalcina, marcadores biológicos do 

metabolismo ósseo e participantes da mineralização do esqueleto;  e também 
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aproliferação celular em células ósseas (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); diminuição da dor e inflamação (El-Maghraby EM et al, 2013); síntese de 

colágeno e regeneração nervosa (Schultz RJ et al, 1985; Shen CC et al, 2013). 

 Já foi demonstrado que a terapia com LBP apresenta um efeito bifásico de 

dose-resposta, no qual existe uma dose de energia ou um intervalo entre doses 

ideais,tem um efeito bioestimulatório, capaz de promover melhores resultados, e isso 

varia para cada tipo de patologia, tecido e profundidade. Com issoum estímulo 

pequeno pode não ter efeito biológico e um estímulo grande pode ter um efeito 

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

Apesar dos estudos sobre a Fotobiomodulação terem avançado e 

considerando o efeito bifásico do LBP, pouco se sabe a respeito das implicações 

da irradiação com a luz lasernas respostas moleculares e celulares, em especial 

sobre mecanismos celulares de reparo de membrana plasmática e sobre o 

metabolismo lipídico celular, relação ainda inédita na literatura.  

 

1.2) A Membrana Plasmática e o Reparo de Membrana 

1.2.1) Características gerais 

 AMP das células eucariontes é um constituinte celular dinâmico e 

especializado, além de ser responsável por delimitar a célula e controlar a 

homeostasia celular. É uma estrutura lamelar, fluida, composta por duas camadas 

de fosfolipídioscom características anfipáticas (apresentam uma porção hidrofóbica e 

outra hidrofílica),e que sãoelementos estruturais fundamentais da bicamada lipídica 

(revisto em Van Meer G et al, 2008). Diferentes espécies de fosfolípidos estão 

distribuídas de forma heterogênea por toda a membrana celular, e devido a esse 

caráter anfipático, em um meio aquoso eles podem se organizar em ambos os lados, 

com as porções hidrofóbicas de frente uma para a outra, e as porções polares 

voltadas para o espaço aquoso externo (revisto em Bernardino de la Serra J et al, 

2016) (Figura 2).  
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  A fosfatidilcolina e esfingomielina,compõem 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 lipídeos de membrana de células animais está o colesterol, 

localizado entre as caudas hidrofóbicas da bicamada lipídica, e sua presença torna a 

membrana menos flexível e permeável (revisto em Espenshade PJ et al, 2007). 

Incorporadas a MP estão proteínas especializadas,segundo maior componente 

da membrana celular, responsáveis pela realização de funções específicas da 

membrana, e classificadas emproteínas integrais, incorporadas a matriz da 

bicamada lipídica, penetram ou atravessam a MP e interagem com a porção 

hidrofóbica das moléculas lipídicas para estabelecer as interações celulares; e 

proteínas periféricas, presentes na superfície externa e interna da membrana celular, 

não aderem ao interior hidrofóbico da membrana(revisto em Goñi FM, 2014).  

Na estrutura da MP temos ainda os carboidratos, que participam da formação 

de diversosmarcadores celulares e que quandoassociados às proteínas formam as 

glicoproteínase com os associados aos lipídeos formam os glicolipídios, encontrados 

exclusivamente no folheto externo da membrana celular (revisto em Bernardino de la 

Serra J et al, 2016). 

 

 

Figura 2: Modelo de mosaico fluido da MP. Visão esquemática da estrutura da MP tal como 

representada (Lombard J, 2014) 
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 A compartimentalização celular não é a única atribuição da MP, sendo essa 

estruturaresponsável por diversas funções celulares essenciais como: transporte 

seletivo de moléculas, transdução de estímulos externo em sinais celulares, 

participação na resposta celular, reconhecimento célula-célula, funções metabólicas 

e suporte ao citoesqueleto que dá forma à 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 eucariontesnão apresenta um envoltório extracelular que a 

proteja,estando assim, exposta a danos químicos, bioquímicos, elétricos ou 

mecânicos gerados por estímulos que ultrapassam o limiar fisiológico normal, ou 

pela presença e atuação de microrganismos invasorescapazes dedesencadear 

lesões na membrana. Deste modo, se a MP não for restaurada,pode gerara perda 

do conteúdo citoplasmático com consequente morte celular,desencadeando 

distúrbios teciduais (Beller GA et al, 1976;McNeil P 1993;Correte et al, 2013; 

Iacovache Iet al, 2008).Assim,para assegurar a homeostasia celular após umalesão, 

ocorre o acionamento de um mecanismo rápido e eficiente de reparo (McNeil P et al, 

2003). Esse processo de reparação permite a resselagem da bicamada lipídica, 

restaurando a barreira entre os ambientes intracelulares e extracelulares. 

 No tecido muscularestriado esquelético,lesões geradasdevido a toxinas 

formadoras de poros liberadas por microorganismos patogênicos,ou ainda por 

isquemia-reperfusão (que gera tumescência celular, acidose, e radicais livres) 

exemplificam a variedadede lesões que podem acometer a MP. A incapacidade das 

células em reparar suas membranas leva ageração de patologias ligadas ao 

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

 Paraque ocorra o acionamento de um mecanismo rápido e eficiente de reparo, 

diversos componentes moleculares participam do processo de restauração de 

membrana,sendofundamentais para a eficácia do mecanismo. Esses fatoressão 

diferentes em relação a espécie celular, ao tipo e extensão da lesão, sendo 

invariável,porém, dentre todos os estudos que abordam o reparo de membrana e 

seus mecanismos, a participação do influxo de cálcio (Ca2+), como fator primordial 

de ativação 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 presença de uma lesãonaMP -que deve ser maior que um nanômetro de 

diâmetro,caso contrário a reparação espontânea ocorre pela difusão de lipídeos ao 

redor da lesão (Gozen Iet al, 2014)–há o influxo de cálcio do exterior para o interior 

da célula,atravésda lesão gerada,levandoaoacionamentoda maquinaria de reparo(Bi 

GQet al, 1995). 

 Esse influxo de cálcio é seguido pela exocitose de lisossomos, outro elemento 

indispensável ao reparo,os quais se fundem aMP e liberam enzimas que auxiliam no 

remodelando da bicamada lipídica (Reddy A et al, 2001).Dentre os fatores 

secretados pelos lisossomos estão, a esfingomielinase ácida (ASM) e as proteases 

lisossomais. A ASM atua sobre a esfingomielina dos fosfolípidos da MP, removendo 

de forma hidrolítica a região da fosforilcolina da esfingomielina, o que resulta na 

formação de ceramidas, as quais auxiliam na curvatura e brotamento da MP na 

região lesionada (Tam C et al, 2010). Além disso, essas enzimas atuamna proteólise 

extracelular,ao agir sobre proteínas associadas à superfície celular e na 

remodelação e degradação da matriz extracelular, facilitando à 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 cálcio e a exocitose lisossomal, são eventoscomuns ao 

reparo de membrana. Porém, oprocesso de restauração é heterogêneo e depende 

do tamanho e da particularidade físico-química da lesão. Já 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 hipótese levantada sobre 

restauração de uma lesão naMP. Esse processoinicia-se com o influxo de cálcio 

após o dano, o qual estimulaa fusão de vesículas citoplasmáticas, as quaisse 

fusionam com a MP,formando um bloqueio dinâmico temporário (McNeil P et al, 

2000, McNeil P et al 2003) (Figura 3). 

 O influxo de Ca2+ ativa o recrutamento das proteínas anexinas 6, 1, 2 e 5 (A6, 

A1, A2 e A5), que participam do reparo ao se unirem e formarem juntas um invólucro 
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externo.Outrasproteínas como as Eps15 Homology Domain (EHD),Myc box-

dependent-interacting protein 1 (BIN1), denominadas proteínas de 

reparo,Mitsigumin-53(MG53) e disferlina em células musculares,também são 

translocadas e se organizam,compondouma estrutura de suporte onde o invólucro 

externo se fixa (Demonbreun et al, 2016). 

 Simultaneamente a formação desse“invólucro”, o citoesqueleto e a bicamada 

lipídica passam por remodelamento, induzido pela exocitose lisossomal, que diminui 

a tensão da membrana e a ativação local das GTPases Rho,ocorrendo o 

recrutamento defilamentos de F-actina e miosina-2 para a borda 

dalesão,promovendo o fechamento da matriz de forma contrátil (Godin et 

al,2011).Concluindo o reparo,o revestimento temporário é removido(Idone et al, 

2008;Bi GQet al, 1995). 

 

Figura 3: Mecanismo de reparo por “patching”. O influxo de Ca2+ através da lesão da MP 
desencadeia a exocitose lisossomal. Inicialmente, foi proposto que isso resultaria na formação de um 
"patch" de reparo e redução na tensão da membrana facilitando o resselamento espontâneo. Figura 
adaptada (Andrews NW et al, 2018). 

 

 O mecanismo de reparo por brotamento, é um mecanismo de reparode 

membrana descrito recentemente. Este envolve a participação do Complexo de 

Triagem Endossomal Necessário para o Transporte (complexo ESCRT) (Jimenez AJ 

et al, 2014), conhecido por ter participação na triagem endossômica, em que 

receptores ubiquitinilados, são endocitados, agrupados dentro da membrana 

endossômica, e então 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-III e o VPS4 ATPase, o complexo ESCRT também participa da formação de 

vesículas na replicação viral, e abscisão da ponte intercelular durante a citocinese 

(McCullough J et al, 2013) (Figura 4). 

 No citoplasma celular, o cálcio liga-se a proteína ligante de cálcio ALG-2-

interacting protein X (ALIX), ativando a translocação e acúmulo do complexo 

ESCRT, em especial o ESCRTIII, responsável por facilitar as alterações na 

arquitetura da membrana, assim como o acúmulo de proteínas Vacuolar sorting 

protein 4(Vps4),no local lesionado.Esse conjunto promove a clivagem da membrana 

celular lesionada, gerando odesenvolvimento de pequenas vesículas extracelulares 

que sofrem eliminação através da excreção exocítica, permitindo assim, o reparo da 

membrana(Scheffer L et al, 2014). 

 

 

Figura 4: Mecanismo de reparo por brotamento. O influxo de Ca2+ através da lesão na MP 
promove o recrutamento do complexo ESCRT e a subsequente liberação de “brotos” de membrana. 
Figura adaptada (Andrews NW et al, 2018). 

 

 Jáo mecanismo de reparo por endocitose, o melhor descrito atualmente, 

inicia-se com o influxo de cálcio pela lesão.O cálcio internalizado atua no complexo 

de proteínas SNAREs,complexo formado por três famílias de proteínas, que realiza a 

integração dos lisossomos com a MP (Sollner T et al, 1993; Detrait E et al, 

2000;Dacks JB et al, 2009). Após essa ligação ocorre exocitose e liberação do 
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conteúdo lisossomal na superfície lesionada (Rodriguez et al, 1997; Söllner et al, 

1993, Bi GQ et al, 1995), originando a formação de uma invaginaçãono local da 

lesão, gerado inicialmente por ceramidas resultantes da ação 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 área da invaginação recém-formada, ocorre o recrutamento de proteínas 

caveolinas, família de proteínas de membrana, Cav-1 e Cav-2, encontradas em 

diferentes tipos celulares e predominantes em células endoteliais e adipócitos, 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 retículo 

endoplasmático, nas vesículas e nas localizações citosólicas, essas proteínas 

participam de vários processos celulares como o transporte vesicular, a homeostase 

do colesterol, a transdução de sinal e a supressão tumoral.No processo endocítico 

do reparo de membrana essas proteínas se agregam na invaginação formada pela 

ceramida e conferem a continuação da invaginação,gerando uma vesícula que 

recebe o nome de cavéola (Palade GE, 1953; Rothberg KG et al, 1992; Scherer PE 

et al, 1996; Tang Z et al, 1996). 

 Identificando-se como pequenas invaginações em forma de bulbo localizadas 

perto ou próximas a superfície da MP, as cavéolas são caracterizadas como 

microdomínios de membrana, regiões especialmente ricas em glicoesfingolipídeos, 

colesterol, proteínas ligadas a glicosilfosfatidil inositol (GPI- ancoradas) e caveolinas 

(para revisão ver Lo HP et al, 2016). Participam de vários papeis na fisiologia celular, 

servindo de plataforma para diferentes caminhos de sinalização tais como: 

pinocitose, transcitose e endocitose independente de clatrina. 

 A cavéola formada pode ser única e estruturada sobre a lesão quando esta é 

diminuta, ou múltiplas e estruturadas ao redor da lesão, quando esta é extensa. 

Neste último caso, as cavéolas fundem-se em determinado momento, formando uma 

vesícula endocítica única. A força gerada pela internalização dascavéolas realiza a 

constrição das bordas da membrana lesionada, propiciando o resselamento da MP, 

ao passo que a vesícula internalizada desvincula-se da MP levando consigo a região 

danificada para a via endocítica (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 permeabilização 
com toxina formadora de poro ou em (B) uma lesão mecânica, desencadeiam o influxo de Ca2+, a 
exocitose lisossomal e liberação de ASM, geram ceramidas no folheto externo da MP, processo que 
promove a internalização e fusão das cavéolas. A toxina é removida por endocitose caveolar (A), 
enquanto uma maior extensão da lesão na bicamada lipídica seria gradualmente constrita e 
resseladapelo resultado das forças geradas do agrupamento intracelular, fusão e internalização de 
cavéolasfusionadas (B). Figura adaptada (Corrote et al, 2013). 
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 Outros fatores participantes da maquinaria de reparo descritos atualmente são: 

A calpaina 3, responsável por clivar proteínas do citoesqueleto e o remodelar 

durante o reparo de membrana (Xie XY et al, 1991). Nas células musculares, a 

disferlina, proteína transmembranar localizada principalmente na MP e nos túbulos T 

das fibras musculares, é responsável por mediar a exocitose e fusão lisossomal ao 

longo do processo de reparo (Defour A et al 2014), e sua alteração 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 infecção por T. cruzi 

 Alguns microrganismos patogênicos, utilizam a maquinaria de reparo 

endocítico durante a infecção em seu benefício, como uma forma favorável pela qual 

conseguem realizar ainvasão celular.Este é o caso do Trypanosoma cruzi, 

protozoário flagelado intracelular obrigatório, causador da Doença de Chagas, 

também conhecida como Tripanossomíase Americana (revisto em Álvarez-

Hernández DA et al, 2018). 

 A forma infectante doparasito, otripomastigota, interage com a célula-alvo 

através da expressão de moléculas de superfície (Burleigh B et al, 1995; Burleigh B 

et al, 1998; Caler EV et al, 1998; Yoshida N, 2006) ou de vesículas extracelulares 

(Bayer-Santos E et al,2013;Bayer-Santos E et al,2014), que desencadeiam a 

ativação de diferentesvias de sinalização. Além disso, a atividade de uma proteína 

formadora de poros produzida pelo protozoário (proteína Tc-Tox), ou a deformação 

mecânica da bicamada lipídica devido a motilidade flagelar, pode induzir danos a MP 

(Andrews NW et al, 1989; Fernandes MC et al, 2011).  

 A interação do protozoário com a MP,desencadeiaa sinalização de Ca2+ no 

interior da célula a ser infectada,ocasionando o recrutamento e fusão de lisossomos 

no sítio de invasão do parasito (Tardeux I et al, 1992), e/ou a ativaçãoda via 

endocítica de reparo(Tardeux I et al,1994). Em ambos os casos há a migração e 

liberação do conteúdo lisossomal, coma formação de umavesícula endocítica 

enriquecida com ceramida.Durante o processo de internalização, a vesícula 

endocíticatransporta consigo o protozoário,caracterizando o vacúolo parasitóforo, 
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que posteriormente se funde a lisossomos, originando o fagolisossomo(Fernandes 

MC et al, 2011; Fernandes MC et al, 2012) (Figura 6). 

  

 

Figura 6: Modelo de invasão de células por T. cruzi mediada por lesão e reparo da MP. Em (1) 
tripomastigotas geram uma lesão na membrana celular, causando influxo de Ca2+ extracelular e 
exocitose lisossomal. Eventos de sinalização também geram transientes citosólicos de Ca2+.Em (2) a 
liberação extracelular de ASM lisossomal gera ceramida no folheto externo da MP. Em (3) os 
microdomínios da MP facilitam a internalização do tripomastigota, e lisossomos se fundem com o 
vacúolo parasitóforo nascente, liberando ASM e gerando mais ceramida. Em (4) os tripomastigotas 
internalizados que residem em vacúolos parasitóforos fundem-se com lisossomos adicionais, levando 
à retenção do parasito no interior celular. Figura adaptada (Fernandes MC et al, 2012). 
 
 
 

 O T. cruzié capaz de infectar e se replicar em macrófagos, células dendríticas, 

neurônios, células cardíacas e células musculares (Overtvelt LV et al, 1999).  

Acredita-se que a eficácia de invasão, um dos fatores fundamentais que garantem o 

sucesso da infecção e persistência do parasito, está relacionada a capacidade do 

protozoário de subverter a maquinaria de reparo a seu favor, sendo também a razão 

pela qual o T. cruzi apresenta tropismo com o tecido cardíaco e o tecido muscular 

(Andrade et al, 1999;Cabrine-Santos M et al, 2001). Este último apresenta uma 
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intensa atividade de reparo, devido aos diferentes estímulos aos quais está exposto, 

como sobrecarga, lesões diretas e contração constante, que geram micro lesões nas 

membranas plasmáticas das células musculares, podendo ser este um dos fatores 

que estabelece a afinidade do T. cruzi pelo tecido muscular (Fernandes MC et al, 

2012).  

 

1.3) Trypanosoma cruzi e a Doença de Chagas 

1.3.1) Epidemiologia, Imunologia e Tratamento 

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), afetando cerca de 7-8 

milhões de pessoas e causando dez mil mortes por ano em todo o mundo,a 

patologia causada pela infecção por Trypanosoma cruzi, conhecida como Doença de 

Chagas ou Tripanossomíase Americana, é uma enfermidade crônica que apresenta 

um importante impacto na saúde pública mundial, principalmente na América latina, 

onde é endêmica (WHO, 2018) (Figura 7).  

 

 

Figura 7: Distribuição do número de casos da doença de Chagas no mundo de 2006 - 2009. 
Região das Américas do Sul e Central apresentam a maioria da incidência da doença de Chagas no 
mundo. Figura adaptada (WHO, 2010). 
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 A Doença de Chagas pode ser transmitida de forma horizontal, (através da 

picada de vetores biológicos – triatomíneos-, transfusão de sangue, órgãos, via oral, 

e de forma vertical (via congênita) (revisto em Álvarez-Hernández DA et al, 2018). 

Foi descrito que o controle dos vetores (principal forma de transmissão do 

protozoário)tem sidoeficaz, porém, a transmissão por via oral através do consumo de 

alimentos contaminados com o Triatomíneo ou suas fezes, como no açaí, tornou-se 

uma forma importante e preocupante de manutenção do ciclo epidemiológico do T. 

cruzi(Dias JCPet al, 2006). 

 Exibindo duas fases clínicas distintas (fase aguda e fase crônica),o período 

onde pode-se observar intensa replicação do protozoário, tripomastigotas na 

corrente sanguínea e ninhos de amastigotas em diferentes órgãos, compreende a 

fase aguda da Doença de Chagas, caracterizada por uma intensa atividade imune 

local e sistêmica. Inicialmente desencadeia-se a resposta imune inata, onde há o 

recrutamento de macrófagos, células dendríticas e células NK, que apresentam 

papel indispensável na proteção contra o T. cruzi;com produção de Óxido Nítrico 

(ON)esecreção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias como IL-6, IL-12, IFN-

γ,TNF-α e IL 1β (Boscardin SB et al, 2010, revisto em AcevedoGR et al, 2018).  

 Potencializando a resposta imune inata, ocorre ativação dos componentes do 

sistema imune adaptativo como os Linfócitos B, T CD4+ e T CD8+, que auxiliam no 

controle da parasitemia através de inúmeros mecanismos, incluindo a atividade 

citolítica, a produção de citocinas anti-inflamatórias (IL-10 e TGF-β), pró-

inflamatórias (IFN-γ, TNF-α) e neutralização por anticorpos (revisto em Cardillo FP et 

al, 2015). As principais alterações clínicas que podem ser observadas sãomal-estar, 

cefaléia, astenia, hiporexia, edema, hipertrofia de linfonodos hipertemia, sinal de 

Romaña (edema bipalpebral), chagoma, entre outros sinais inespecíficos (revisto em 

Nóbrega AA et al, 2009). 

 A atividade do sistema imune é capaz de controlar a infecção e eliminar o 

protozoário da corrente sanguínea, porém o T. cruzi por apresentar inúmeros 

mecanismos de evasão, permanece no organismo, em equilíbrio com o hospedeiro, 

o que caracteriza a fase crônica da infecção. Nesse estágio ocorre a diminuição 

crônica significativa da atividade dos componentes do sistema imune, com 
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predominância de células T CD8 +,citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias (IFN-γ, 

IL-10), e de anticorpos (Albareda MC et al, 2006; Gomes JASet al, 2003).  A fase 

crônica persiste por toda a vida dopaciente, quepode se tornar um portador 

sintomático (manifestando sintomas como palpitação, dispneia, edema, dor 

precordial, tosse, tonturas, desmaios, acidentes embólicos extrassistolias) ou 

portador assintomático, sendo o último o mais comum. Uma pequena parcela de 

infectados evoluem para a forma cardíaca (cardiomiopatia chagásica) ou digestiva 

(megacólon e/ou megaesôfago) da doença, geradas por uma reativação imune e 

reação inflamatória desbalanceada no sítio da infecção, provocando lesões teciduais 

associadas a morbidade e mortalidade dos pacientes chagásicos (Boscardin SB et 

al, 2010).  

 Nenhum tratamento proposto tem sido capaz de eliminar o parasito do 

paciente. Atualmente, apenas duas drogas têm sido utilizadas no combate a 

infecção por T. cruzi: Benznidazol e Nifurtimox. Ambos os medicamentos são de 

atividade tripanocida, porém apresentam baixo sucesso terapêutico durante a fase 

crônica da Doença de Chagas, ao contrário da eficácia exibida durante a fase aguda 

dessa patologia. Outro fator negativo associado ao uso desses fármacos são os 

inúmeros efeitos adversos manifestados pelos pacientes (revisto em Álvarez-

Hernández DA et al, 2018). Com isso têm-se buscado medidas terapêuticas 

alternativas, que apresentem eficácia contra a infecção e efeitos colaterais reduzidos 

no paciente. 

 

 1.3.2) Características Gerais do parasito 

 Pertencente à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero Try-

panosoma, e subgênero Schizotrypanum, o Trypanosoma cruzi exibe três principais 

formas evolutivas: tripomastigota, epimastigota e amastigota, sendo capaz de 

parasitar em diferentes populações de hospedeiros vertebrados, como em 

mamíferos, e invertebrados, por exemplo, em insetos vetores (revisto em Álvarez-

Hernández DA et al, 2018).  

 O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi envolve dois hospedeiros (definitivo e 

intermediário), e variação 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 aquisição 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 núcleo grande, onde 

o flageloé retido na bolsa flagelar.  Constitui a forma replicativa do protozoário, 

apresentando-se no interior das células dos hospedeiros infectados, principalmente 

macrófagos e células musculares cardíacas (Burleigh BA et al, 1995).É considerada 

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

 A forma epimastigota é considerada a fase transitória entre a amastigota e 

tripomastigota. Oepimastigota tem formato fusiforme, bem alongado e membrana 

ondulante visível 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 protozoário. 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 sanguíneo e 

tripomastigota metacíclico. O tripomastigotasanguíneoé ágil 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 metacíclico, é a 

forma mais infectante, e penetra as células do hospedeiro vertebrado. Resiste às 

altas temperaturas corporais dos hospedeiros vertebrados, e têm capacidade de 

atravessar mucosas além de aderir fortemente à membrana celular das células-alvo 

(Tyler KM et al, 2001) (Figura 8C). 
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Figura 8: Microscopia eletrônica de varredura das principais formas evolutivas do T. cruzi.Em 
(A) forma amastigota. Em (B) forma epimastigota. Em (C) forma tripomastigota (Gonçalves et al, 
2018). 

 

 No interior do vetor, o protozoário apresenta-se em sua forma epimastigota, e 

apenas no intestino posterior diferencia-se para a forma tripomastigota metacíclico, 

tornando-se capaz de infectar outro hospedeiro, ao ser eliminado através das fezes 

ou urina do vetor. Já a infecção por T. cruzi no homem, inicia-se após a entrada do 

protozoário tripomastigota metacíclico no interior do corpo do hospedeiro, onde já na 

corrente sanguínea, principia a invasão das células do hospedeiro.  Apósinfectar as 

células do hospedeiro, o protozoário escapa do vacúolo parasitófaro, através da 

destruição desse vacúolo pela proteína formadora de poros (proteína Tc-Tox) e no 

citoplasma celular, diferencia-se em amastigota passando por sucessivas 

replicações (Ley V et al,1990; Burleigh et al, 1995) (Figura 9).  
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Figura 9: Ciclo evolutivo do T. cruzi em hospedeiro intermediário e hospedeiro definitivo. 
Eliminado através das fezes ou urina do vetor hospedeiro, o protozoário em sua forma tripomastigota 
metacíclica adentra a pele humana, por lesão ou fissura. Ocorre, então, a invasão celular, escape do 
vacúolo parasitóforo e, no interior da célula infectada, a diferenciação para a forma amastigota, que 
passa por sucessiva replicação. 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 sanguínea podem ser absorvidos 
durante o repasto sanguíneo do inseto vetore no interior deste permanecem na forma epimastigota, 
diferenciando-se em tripomastigotas ao alcançar o intestino. Figura adaptada (Rassi Junior A et al, 
2010). 

 

 Após 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 sanguínea, para a infecção de novas células 

(Tyler KM et al, 2001). 

 Entre os mecanismos de evasão conhecidos pode-se citar a produção de 

enzimas antioxidantes que garantem proteção contra as espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio lisossomal (Piacenza L et al, 2008); escape do ambiente 

oxidativo do fagolisossomo através da ação da toxina formadora de poros (Tc-Tox) 

(Andrewset al, 1990);inibição da ativação do Sistema Complemento (Ferreira V et al, 

2004);renovação de moléculas de superfície,Mucinas ancoradas a GPI (GPI 
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mucinas), dificultando a opsonisação do protozoário (Buscaglia CA et al 2006). Além 

disso, a imunossupressão do sistema imune retarda a resposta protetora, através da 

modulação do metabolismo lipídico e de mediadores inflamatórios 

imunossupressores produzidos e estocados por organelas citoplasmáticas 

conhecidas como Corpúsculos Lipídicos (CLs) (para revisão ver Almeida PE et al, 

2018). 

 

1.4) A infecção por Trypanosoma cruzi e a biogênese deCorpúsculos Lipídicos 

1.4.1) Características Gerais  

 OsCorpúsculos Lipídicos (CLs) são organelas esféricas presentes no 

citoplasma celular de microrganismos e de células eucarióticas, responsáveis pelo 

metabolismo e armazenamento lipídico. Também conhecidos como adipossomas, 

são revestidos por uma monocamada externa formada porfosfolípidos(Tauchi-Sato K 

et al, 2002;Bartz R et al, 2007)e proteínas estruturais e funcionais.De maneira geral, 

os CLs apresentam um núcleo formado por lipídeos neutros, como triacilgliceróis 

(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 proteínas associadas aos CLs descritas atualmente são as 

proteínas da família PAT, que compreende as perilipinas (PLIN): Perilipina 1 (PLIN 

1), Perilipina 2 (PLIN 2), também conhecida como proteína relacionadas com a 

diferenciação de adipócitos (ADRPs) ou adipofilina; Perilipina 3 (PLIN 3), também 

conhecida como proteína de interação da porção terminal de 47 quilodaltons 

(TIP47), S3-12 e OXPAT (Digel et al, 2010, Skinner et al, 2013; Mahajan et al, 2015). 

Presente tanto na superfície dessas organelas, quanto em seu interior, essas 

proteínas estão relacionadas na montagem, estocagem, biogênese e incorporação e 

acumulo de lipídeos em diferentes tipos de células (revisto em Almeida PA et 

al,2018). 
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Figura 10: Aspectos morfológicos de Corpúsculos lipídicos (CLs).Em (A), Imunofluorescência 
mostrando o acúmulo de CLs (verde) em macrófagos infectados murinos após coloração com 
BODIPY R 493/503. Núcleos de macrófagos e parasitos internalizados foram corados com DAPI 
(40,6-diamidino-2-phenylindole) (azul). Em (B) desenho esquemático ilustrando a estrutura e 
composição de CLs. Estas organelas encontram-se delimitadas apenas por uma monocamada de 
fosfolipídiose principalmente proteínas da família PAT. Em seu núcleo pode se encontrar 
prostaglandina E2 (PGE2), ácido-araquidônico (AA), diacilglicerol (DAG), triacilglicerol (TAG) e 
estéreis de colesterol (CE).Em (C) Microscopia eletrônica mostrando um CL em um tripomastigota de 
T. cruzi. LB- Corpúsculo Lipídico(Almeida PAet al, 2018). 
 
 

  

 Outras proteínas também fazem parte do conteúdo protéico dos corpúsculos 

lipídicos como proteínas da família das Rabs, fator de ribosilação de ADP (ARF), 

pequenas GTPases, tubulina-1 e caveolinas, relacionadas ao tráfico vesicular, fusão 

de membranas e de associação ao citoesqueleto (Blanchette-Mackie EJ et al, 1995; 

Bartz R et al, 2007; Ozeki S et al, 2005); proteínas envolvidas na sinalização celular 

como proteínas-quinases (Fujimoto T et al 2004),  proteínas e enzimas envolvidas 

com a homeostase lipídica como lipases, fosfolipases (Brasaemle DL et al, 2004; 

Fujimoto T et al, 2001),acetil-CoA sintetase, acetil-CoA carboxilase, esqualeno 

epoxidase, lanosterol sintase, triglicerídeo lípase, álcool desidrogenase.  Além disso, 

os CLs são também depósitos intracelulares de Ácido Araquidônico (AA) e proteínas 

envolvidas na síntese 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’Ávilla H et al, 2011). 

 Os CLs podem apresentarem-se elétron-densos, abundante em fosfolipídios, 

ou elétron-lúcidos, abundante em lipídeos neutros. O número, tamanho, o conteúdo 

e elétron-densidade dos CL podem variar de acordo o tipo e função celular e a 

condição e estímulos às quais a célula foi submetida (revisto por Bozza P et al, 

2007). 
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 Atualmente considera-se que a biogênese dos CL em células eucarióticas 

inicia-se com o acúmulo de moléculas de lipídeos neutros entre a bicamada 

fosfolipídica do Retículo Endoplasmático (RE), e quando essa retenção atinge o 

limite, essa região 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 citosólico 

mediado pelas proteínas perilipinas em áreas específicas do RE (revisto em Guo Yi 

et al, 2009). 

 Neste modeloas enzimas de síntese de triacilglicerol (TAG) e de síntese de 

éster de colesterol depositam lipídios neutros entre os folhetos do RE. A forma e a 

composição no folheto do RE provavelmente são afetadas pelas proteínas 

transmembranares 1 e 2 (FIT1/FIT2), indutoras do armazenamento de 

lipídeos.Proteínas como a seipin oligomer e outros fatores importantes da biogênese 

dos CLscomo perilipinas 1 e 3 são recrutados para o local e facilitam o crescimento 

do CL nascente. Quando a deposição de lipídeos alcança uma concentração limite, 

a região do RE com o acúmulo se desprende, envolta em uma monocamada 

fosfolipídica proveniente do folheto citoplasmático do RE (revisto em Olzmann et al, 

2019).  Após formados os CLs podem aumentar seu volume, por síntese localizada 

de lipídeos ou por fusão (Olofsson et al., 2009). 



42 
 

 

Figura 11: Desenho esquemático do modelo de biogênese de CLS. Modelo do domínio RE, onde 
ocorre o brotamento do CL pelo folheto citosólico. Proteínas transmembranares 1 e 2 (FIT1/FIT2)e o 
maquinário da síntese de TAG depositam lipídios neutros entre os folhetos do RE. Seipin oligomer e 
outros fatores importantes da biogênese dos CLs como perilipinas 1 e 3 são recrutados para o local e 
facilitam o crescimento do CL nascente.Após uma concentração limite o CL se desprende, 
aumentando ou não seu volume por síntese localizada de lipídeos ou por fusão.Figura adaptada 
(Olzmann et al, 2019). 

 

1.4.2) Corpúsculos Lipídicos e infecções 

 Atualmente estudos têm demonstrado que os CLs são organelas importantes 

envolvidas em infecções causadas por diversos patógenos como parasitos, bactérias 

e vírus durante a infecção celular.Trabalhos realizados com Mycobacterium bovis 

BCG demonstraram que o microrganismo induz a biogênese de CLs, mediada por 

receptores do tipo Toll 2 (TLR2)(D'Avila et al, 2006), como também pela via de 

sinalização relacionada com a ativação do Receptor Ativado por Proliferadores de 

Peroxissomos-gamma (PPARɣ) em macrófagos (Almeida PE et al; 2009, Almeida et 

al, 2014). Durante a infecção em células HeLa por Chlamydia trachomatis, observou-

se um aumento na quantidade de CLs, utilizados pelo parasito como fonte de 

lipídeos e proteínas (Kumar Y et al, 2006). Na infecção por Mycobacterium leprae 

em macrófagos e em células de Schwann, o aumento na produção de CLs e na 
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liberação de PGE2 também foi detectado (Mattos KAet al, 2010, Mattos KAet al, 

2011, Mattos KAet al, 2012). 

 Em infecções por protozoários a participação de CLs também tem sido 

documentada. Notou-se que a infecção por Plasmodium berguei induziu a formação 

de grande quantidade de CLs, em hepatócitos (Rodriguez-Acosta A FH et al, 1998). 

Na infecção por Leishmania amazonenses em macrófagos, observou-se um 

aumento numérico dos CLs (Pinheiro RO et al, 2009).Além disso, um estudo 

demonstrou que no decorrer da infecção por Toxoplasma gondii em células 

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

 Dados do nosso grupo mostraram que a infecção por T. cruziem macrófagos 

murinos induziu um aumento na biogênese de CLs, sendo essa modulação realizada 

pela interação entre o protozoário e a célula hospedeira, através do reconhecimento 

de moléculas da superfície do parasito por receptores Toll Like-2 (TLR-2) (D’Ávilla H 

et al, 2011). Além disso,a ativação desse receptor induziu o aumento de PGE2, 

produzido no interior de CL e responsável por suprimir seletivamente as funções 

efetoras de macrófagos e neutrófilos e a imunidade mediada por células Th1, e 

NK,além de modular a produção de quimiocinas, inibindo a atração de células pró-

inflamatórias,favorecendo assim a persistência do parasito (Kalinski, 2012; Toledo 

DAM et al, 2016). 

 Além da indução de CLs na célula hospedeira, diversos protozoários já 

demonstraram a presença dessas organelas em sua constituição. Estudos 

comprovaram a existência de CLs no citoplasma de Leishmania donovani 

(Flaspohleret al, 1997) e em parasitos do gênero 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 lipídeos (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 são sítios de síntese de PGE2 pelo próprio 

parasito (Toledo DAM 2016).  
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 Diante dos diversos trabalhos que ressaltam a importância da biogênese de 

CLs nos processos patológicos e infecciosos, os quais são capazes de fornecer 

substrato para a geração de energia e produção de mediadores lipídicos, e às 

evidências em relação à importância da modulação dessa organela durante a 

infecção promovida pelo T. cruzi, este trabalho visa, pela primeira vez, explorar o 

papel da biogênese de CLs induzida por T.cruzi em mioblastos e miotubos (células 

musculares diferenciadas), sua participação 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 Potênciano mecanismo de reparo de 

membrana plasmática e na biogênese de Corpúsculos Lipídicosna ausência ou não 

de infecção celular por T. cruzimioblastos e miotubos. 

 

2.2 ObjetivosEspecíficos 

- Padronizar a diferenciação de mioblastos C2C12 em miotubos; 

-Analisar a presença de cavéolas nas células musculares de forma basal; 

-Analisar se o LBP induz reparo de membrana em células musculares;  

-Quantificar a internalização de parasitos na ausência ou presença de estimulação 

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

-Analisar se a infecção in vitrode células muscularesporT. cruzi induz a biogênese de 

Corpúsculos Lipídicos; 

-Analisar a biogênese de Corpúsculos Lipídicos em células musculares, na presença 

ou ausência de infecçãoin vitro por T. cruzi após a irradiação com LBP; 

-Analisar a produção de mediadores inflamatórios por células musculares 

infectadasin vitro por T. cruzi; 

-Avaliar os níveis de mediadores inflamatóriosem células musculares infectadasin 

vitropor T. cruziapós a irradiação com LBP. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1) Padronização de miotubos 

3.1.1) Cultura in vitro de C2C12 

 Mioblastos da linhagem celular C2C12, um subclone de células C2 de músculo 

esquelético dos camundongos (Blau et al, 1983), foramgentilmente cedidos pela 

Prof. Dra. Andréa Henriques Pons (Fiocruz). Os mioblastos C2C12 foram mantidos a 

37ºC, com atmosfera de 5% de CO2, em meio de manutenção Meio Dulbecco MEM 

(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico 

penicilina + estreptomicina (PS), alcançando, no máximo, 60-70% de confluência. A 

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

 Após a tripsinização, as células foram centrifugadas em tubo falcon a 1500 

RPM, 4ºC por 5 minutos, ressuspendidas em meio DMEM suplementado (10% de 

SFB e 1% de PS), plaqueadas em placas de 6 poços ou em garrafas de cultura de 

75 cm, na concentração de 1x105 células/poço, e mantidasaté que formassem uma 

monocamada confluente. Depois de alcançar a confluência, geralmente no terceiro 

dia após o plaqueamento, o meio de cultura foi trocado por DMEM contendo 2% ou 

10% de soro de cavalo (SFC), 1% PS,para induzir a diferenciação miogênica. As 

células foram mantidas nesta condição poraté 10 dias, com meio novo sendo 

adicionado a cada 48 horas. 

 

3.1.2) Microscopia de luz 

 Para padronização dos miotubos por microscopia de luz foram obtidas imagens 

das culturas de miotubos nos dias subsequentes a indução da diferenciação 

miogênica com diferentes meios de diferenciação (contendo 2% ou 10% de SFC), 

em placas de 6 poços ou em garrafas de cultura de 75 cm. As imagens foram 

adquiridasatravés do microscópio invertido Nikon Eclipse TI, sob objetiva de 40x e 

software CellSens Dimension. 
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3.1.3) Imunofluorescência 

 Para padronização dos miotubos por imunofluorescência 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 solução de bloqueio BSA 3% (em PBS) 

por 20 minutos e após esse tempo lavadas com PBS (1x). As células foram 

incubadas com o anticorpo anti-Cav-3 (BD Biosciences), na concentração de 250 

µg/ml, por uma hora em temperatura ambiente. Logo após esse período, as células 

foram incubadas com o anticorpo secundário Cys 3 (Donkey Anti-Mouse) por uma 

hora. Posteriormente as amostras foram montadascom solução de montagem Vecta 

Shield acrescida com DAPI (para marcação do núcleo). As imagens foram obtidas 

através do microscópio de fluorescência invertidoNikon TS100, com objetiva de 40xe 

software CellSens Dimension. 

 

3.1.4) Western Blot 

 O lisado celular foi obtido com 70 µL de tampão de amostra (Trizma base 3g, 

água Milli Q 40 mL, glicerol 40 mL, SDS 8g, β-Mercapto Etanol 20 mL, Azul de 

Bromofenil 250 μl), após lavagem com PBS estéril e fervido em seguida a 90ºC por 5 

minutos. As proteínas totais foram posteriormente submetidas à eletroforese em 

SDSPAGE (50 µL 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 tampão de transferência (100 mL de 25 mM Tris, 192 

mM glicina pH 8 quando dissolvidos em 80 mL de H2O MiliQ e 20 mL de metanol). 

 A transferência foi feita a 90 Volts, por 2 horas. Após a transferência, a 

membrana foi incubada por 1 h ou por 16 h com solução bloqueadora de leite 5% 

em TBST (50 mM Tris-HCl, 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 primário anti- Caveolina 3 (clone X, ou clone E8 Santa Cruz Biotechnology) 

200 µg/ml. Como controle positivo experimental, usamos um anticorpo monoclonal 

anti-β-actina (BD Transduction Laboratories) na concentração de 250 µg / mL 

1:5.000.  
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 Após este tempo, as membranas foram lavadas com TBST, e as proteínas de 

interesse foram então identificadas pela incubação da membrana com anticorpos 

secundários anti-coelho ou anti-camundongo (Pierce), concentração de 2µg/mL ou1 

µg / mLconjugado a peroxidase (HRP) respectivamente, diluídos na hora do uso na 

concentração de 1:20.000 anti-coelho ou 1:15.000 anti-camundongo. Todos os 

anticorpos primários e secundários foram diluídos em TBST. A detecção foi feita com 

o sistema de análise 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 eletrônica de transmissão 

 Os mioblastos ou miotubos, no quarto dia de diferenciação, foram fixados em 

0.2% glutaraldeído em 0,1 M tampão 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 vesículas do tipo cavéola 

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

 

3.2) Laser de Baixa Potência 

 As culturas de mioblastos emiotubos no 7° dia de diferenciação foram 

irradiadas utilizando umLaser de Baixa Potência(Photon Laser III DMC, 

Equipamentos LTDA São Carlos, Brasil), nos parâmetros listados na tabela 1. A 

irradiação foi aplicada pontualmente,abrangendo todo o diâmetro do poço (34.8 

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

Tabela 1 – Parâmetros dosimétricos utilizados para irradiação com o LBP. 

 
 

Comprimento 
de onda 

(nm) 
(Infravermelho) 

 
 

Potência 
de saída 

(mW) 

Distância 
entre o 

laser e o 
meio de 
cultura 

(cm) 

 
 

Dose 
(J/cm2) 

 
 

Energia 
(J) 

 
 

Tempo de 
irradiação 

(segundos) 

 
 

Modo 

 
 

N° de 
sessões 

 
808 

 

 
100 

 
8 

 
30 

 
0,7 

 
8 

 
Contínuo 

 
1 
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3.3) Análise do reparo de membrana- Coloração com Iodeto de Propídio 

 Para as análises de reparo de membrana,mioblastos ou miotubos no 7° dia de 

diferenciação foram lavados 3 vezes com 1000 µl de meio DMEM sem Ca2+, com 

EGTA (quelante de Ca2+) a 10 Mm ou com 1000 µl de meio DMEM contendo Ca2+. 

Em seguida as células foram irradiadas com o LBP nos parâmetros descritos 

previamente, em temperatura de 4ºC, para inibição da endocitose durante o período 

de irradiação.   

 Quatro minutos após a irradiação, o meio foi retirado e substituído por 1000 µl 

de meio DMEM com Ca2+ ou DMEM sem Ca 2+, ambos contendo DAPI. Em seguida, 

as placas foram deixadas por cinco minutos a temperatura de 37ºC e 

apósacrescentado solução de Iodeto de Propídio (IP) a 30 μl/ml. Após quatro 

minutos as células foramanalisadasutilizando o microscópio de fluorescência 

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

 As quantificações foram feitas em triplicata, contando todos os núcleos corados 

com IP em 5 campos aleatórios quando miotubos, e por 50 núcleos quando 

mioblastos.O número de núcleos positivos para IP foi representado graficamente.  

 

3.4)Trypanosoma cruzie infecçãoin vitro 

 Os parasitos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Célio Freire-de-Lima (UFRJ). 

Culturas de T. cruziclone Dm 28cforam incubadas em meio de infusão BHI (Brain 

Heart Infusion) à 27°C contendo cerca de 100% de epimastigotas. Posteriormente os 

parasitos foram diluídos em meio artificial que simula a urina de triatomíneo (TAUP) 

(190 mM NaCl, 8 mM de tampão de fosfato pH 6,0, 17 mM KC1, 2 mM de CaCI2, 2 

mM MgCl2) suplementado com 2,5% (v / v) de bicarbonato de sódio a 1,4%, 10 mM 

de L-prolina, para uma concentração final de 5 x 106parasitos/mL para a sua 

diferenciação em sua forma tripomastigota metacíclica. Após 3 - 4 dias de 

diferenciação, os parasitos incubados em TAUP foram centrifugados a 3000 rpm 

durante 15 min à 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 metacíclica, foi adicionado 

as culturas de mioblastos ou de miotubos no 7º dia de diferenciação,em 

Multiplicidade de infecção (MOI) de 3:1 (mioblastos) ou 10:1 (miotubos),as quais 

foram ou não irradiadas previamentea infecção com o LBP nos parâmetros já 

descritos. Após a irradiação as culturas foram mantidas por 24 horas, em placas de 

6 poços, e após esse período, os parasitos não 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 análises. Como controle 

foram utilizadas culturas de mioblastos e miotubosirradiadas ou nãopreviamente com 

o LBP, não infectadas com T. cruzi. 

 

3.6) Quantificação da infecção porT.cruzi em células musculares infectadas 

 As culturas de mioblastos ou miotubos, mantidas em placas de 6 poços, 

estimuladas ou não com o LBP nos parâmetros estabelecidos acima, foram 

infectadas com T. cruzi diferenciado em sua forma tripomastigota metacíclica, na 

Multiplicidade de infecção (MOI) de 10:1 (miotubos) ou 3:1 (mioblastos). 24 horas 

após a infecção, os parasitos não 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 marcação dos protozoários 

internalizados das células infectadas.As imagens foram obtidas através do 

microscópio de fluorescência invertido Nikon Eclipse TS100, com objetiva de 40x e 

software CellSens Dimension. O número de parasitos intracelulares foi 

determinadocontando 55 núcleos infectados quando miotubos, e 50 células 

individuais infectadasquando mioblastos. A contagem foi realizada utilizando o 

software ImageJ.O número de parasitos internalizados foi representado 

graficamente. 
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3.7) Análise e Contagem de Corpúsculos Lipídicos 

  Para análise da biogênese de CLs, as culturas de mioblastos ou de miotubos 

no 7° dia de diferenciação, foram irradiadas com LBP nos parâmetros dosimétricos 

estabelecidos acima e logo em seguida,os mioblastos/miotubos foram infectados ou 

não com T. cruzi. 

 As células foram fixadas em formalina 3,7% por 24 horas, seguido com a 

coloração usando Oil Red O. A solução estoque de Oil Red O (Sigma Aldrich) foi 

preparada a 0,3% (0,3 g de Oil Red O/100 mL de isopropanol (ácido isopropílico) 

(Sigma-Aldrich), filtrada e acondicionada em temperatura ambiente. No dia da 

coloração, a solução de uso foi preparada diluindo-se a solução estoque em água 

destilada na proporção 3:2. Concluída a diluição, a solução foi novamente filtrada e 

utilizada para a coloração de corpúsculos lipídicos, na própria placa de cultura. 300 

μl da solução de uso de Oil Red O, foram utilizados, por 5 minutos, no escuro. Após 

esse tempo, as células foram lavadas em sequência 2 vezes com água destilada, 

isopropanol 30% e PBS 1%. Os poços foram montados com meio de montagem 

contendo DAPI (VECTASHIELD® mounting medium containing DAPI 4',6-Diamidino-

2-Phenylindole) (Vector Laboratories) para a marcação do núcleo das células. As 

imagens foram obtidas através do microscópio de fluorescência invertidoNikon 

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

 As quantificações foram feitas em triplicatas, contando todos os núcleos 

corados com DAPI em 5 campos aleatórios, totalizando 60 núcleos por campo, 

quando miotubos, e 50 células individuais quando mioblastos.A contagem foi 

realizada utilizando o software ImageJ.O número de CLs foi representado 

graficamente. 

 

3.8) Dosagem de citocinas 

 Os níveis das citocinas IL-6, IL-10 TNF-α foram quantificados no sobrenadante 

de mioblastos e miotubos,através da técnica de ELISA e segundo o protocolo 

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

utilizando o programa Softmax Pro. 

3.9) Análise Estatística 

 Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) 

segundo ANOVA seguido pelo pós-teste t de Student, significância dep<0,05. As 

análises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism®7(GraphPad 

Software). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1)Padronização e caracterizaçãode miotubos a partir de células C2C12 

 Primeiramente foi confirmado e padronizado a diferenciação de mioblastos da 

linhagem C2C12 em miotubos. Para isso, as diferenças na morfologia foram 

avaliadas no dia 0 ao dia 11 de diferenciação miogênica. Para determinar qual o 

melhor meio de suplementação para a diferenciação celular, diferentes 

concentrações de Soro Fetal de Cavalo (SFC) foram utilizadas. As análises foram 

feitas através de Microscopia de luz (campo claro) e por Microscopiade 

Fluorescência, de culturas realizadas em garrafa de 75 cm2 e em placas de 6 poços, 

suplementadas com 2% ou 10% de SFC. 

 Durante o período que antecede os estágios de diferenciação celular, as 

células apresentaram características morfológicas típicas de mioblastos, ou seja, 

alongadas, com citoplasma abundante, núcleo grande e fusiforme além de vários 

prolongamentos (Figura 12). 
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Figura 12: Imagem representativa de mioblastos não diferenciados observados com 
microscopia de luz. Observa-se células alongadas, com citoplasma abundante, núcleo grande e 
fusiforme além de prolongamentos (Barra=50 µm).  
 

 Em garrafa de 75 cm2, as células suplementadas com diferentes concentrações 

de SFC não apresentaram nenhuma distinção significativa na confluência e 

diferenciação celular. A partir do 2° dia em que as células C2C12 foram submetidas 

ao processo de diferenciação, mudanças na morfologia celular foram observadas 

(Figura 13 A e Ai), e a partir no 3º dia de diferenciação características típicas de 

miotubos, como a forma alongada em sentido único, e múltiplos núcleos (Figura 13C 

e 13Ci), ficaram mais evidentes. No 7º dia, a cultura apresentou-se totalmente 

diferenciada (Figura 13E e 13Ei). Não foram observadas diferenças morfológicas 

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

 Em placa de 6 poços foi observado uma maior expansão 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 presença de 

miotubos pode ser notada a partir do 5° dia de diferenciação em ambas as culturas 

(Figura 14B, 14Bi).   

 Com os resultados obtidos, foi determinada a melhor concentração de SFC 

para suplementação do meio de diferenciação miogênica, sendo escolhido para isso 

a concentração de SFC a 2%, já que com uma menor quantidade, pode-se obter 

miotubos com êxito. 
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Figura 13. Imagem representativa da diferenciação miogênica realizada em garrafa de cultura 
de 75 cm2 com meio DMEM suplementado com SFC a 2% e 10% observada pormicroscopia de 
luz. Cultura de C2C12 exibindo a alteração morfológica das células musculares nos dias 2, 3, 5, 7 e 8 
de diferenciação miogênica. Inicialmente, com citoplasma abundante, núcleo grande e fusiforme e 
presença de prolongamentos (cabeça de seta), as células passam a apresentar com o passar dos 
dias uma forma mais alongada em sentido único, e múltiplos núcleos, constituindo assim miotubos 
diferenciados (setas)(Barra = 50 µm). 
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Figura 14. Imagem representativa da diferenciação miogênica da diferenciação miogênica 
realizada em placa de 6 poços com meio DMEM suplementado com SFC a 2% e 10% observada 
pormicroscopia de luz.Cultura de C2C12 exibindo a alteração morfológica das células musculares 
nos dias 3, 5, 8, 9 e 10 de diferenciação miogênica (setas). A cultura suplementada com SFC a 10% 
apresenta visualmente uma maior confluência celular(Barra = 50µm). 
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 Ainda na padronização da cultura de miotubos, foi realizada aanálise de 

Western Blot (Figura 15) e Imunofluorescência(Figura 16), para verificação da 

expressão decaveolina-3 (Cav-3), um dosmarcadores específicos de células 

musculares diferenciadas. Os resultados obtidos por Imunofluorescência mostraram 

a expressão intensa de Cav-3 nas células musculares que forama diferenciação, 

sendo essa expressão observada no Western Blot já a partir do quarto dia de 

diferenciação. 

 

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

 

 

Figura 16: Imagens representativas demonstrando a expressão de Cav-3 em miotubos observada por 
microscopia defluorescência.Pode-se observar a expressão da Cav-3 nas células musculares em seu 7° 
dia de diferenciação.Os miotubos foram fixados, permeabilizados, marcados com anticorpos anti-Cav-3 
(vermelho) e analisados por microscopia de fluorescência. As células foram coradas com DAPI para 
marcação dos núcleos (Barra = 20 µm). 
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Com os resultados obtidos foi comprovado o êxito na diferenciação e obtenção de 

mioblastos em miotubos, células as quais foram utilizadas em experimentos 

posteriores.  

 

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

cavéolas de modo basal. 

 Através da Microscopia Eletrônica de Transmissão, observou-se que 

mioblastos e miotubos cultivadosin vitro, apresentaram pequenas invaginações em 

forma de bulbo localizadas perto ou próximas a superfície da MP (Figura 17), 

indicando a presença de cavéolas, mesmo na ausência de lesão na membrana. 

Aqui, nossos resultados mostram que células musculares apresentam a formação de 

cavéolas em sua MP integra, de modo basal. 

 

 

Figura 17: Imagens representativas demonstrando células musculares indiferenciadas (A) e 
diferenciadas (B) apresentam a formação de cavéolas em condições normais. MET da MP 
íntegra de mioblastos e de miotubos mostra a presença de cavéolas na bicamada lipídica, 
representada na imagem por pequenas invaginações na membrana (setas)(Barra=100nm). 
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4.3) Células musculares irradiadas com LBP, na presença ou ausência de Ca2+ 

 Para observar a açãodo LBP na MP e indução do mecanismo de reparo, 

culturas de mioblastos e miotubos foram irradiadas em meio contendo Ca2+ ou em 

meio sem Ca2+ na dose de 30 J/cm2. As análises de fluorescência demonstraram 

que ogrupo irradiadoem meio sem Ca2+, apresentou maior coloração positiva para IP 

quando comparado com o grupo em meio com Ca2+ (Figuras 18 e 19). 

 

 

Figura 18: Mioblastos irradiados com LBP na presença ou ausência de Ca2+, corados com 
Iodeto de Propídio: (A) Imagens de Imunofluorescência exibem cultura de mioblastos irradiados com 
LBP, tratados com meio com ou sem Ca2+corados com IP (Barra = 50 µm). (B)(*) indica diferença 
significativa entre o grupo sem Ca2+ e o grupo com Ca2+. Foram contados 50 núcleos. As colunas 
representam a média ± erro padrão de triplicatas, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05. 
Estes resultados são representativos de 2 experimentos independentes. 
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Figura 19: Miotubos irradiados com LBP na presença ou ausência de Ca2+, corados com Iodeto 
de Propídio: Imagens de Imunofluorescência exibem cultura de miotubos irradiados com LBP, 
tratados com meio com ou sem Ca2+corados com IP (Barra = 50 µm).(B) (*) indica diferença 
significativa entre o grupo sem Ca2+ e o grupo com Ca2+. Foram contados 5 campos aleatórios. As 
colunas representam a média ± erro padrão de triplicatas, sendo as diferenças significativas para p ≤ 
0,05. Estes resultados são representativos de 2 experimentos independentes. 

 

 

4.4) Quantificação da invasão do T.cruzi em células musculares infectadas in 

vitro 

 Foi avaliado a internalização de T.cruzi em sua forma tripomastigota em células 

musculares infectadas estimuladas previamente com LBP. Após 24 horas de 

infecção,foi observado um número maior de T.cruzi internalizados em mioblastos e 

miotubos infectados irradiados conforme demonstrado nas figuras 20 e 21.  

 



61 
 

 
Figura 20: A irradiaçãoprévia com LBP modula a invasão do T. cruzi em mioblastos. (A) Imagens 
exibem um aumento no número de parasitos internalizados (setas) entre o grupo infectado e o grupo 
infectado irradiado com LBP.  As imagens foram obtidas por microscópio de fluorescência e a análise 
da internalização de T.cruzi foi feita após coloração com DAPI (Barra = 20 µm). (B) (*) indica diferença 
significativa entre o grupo infectado e o grupo infectado irradiado. Foram contadas 50 células. As 
colunas representam a média ± erro padrão de triplicatas, sendo as diferenças significativas para p ≤ 
0,05. Estes resultados são representativos de 2 experimentos independentes. 
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Figura 21: A irradiação prévia com LBP modula a invasão do T. cruzi em miotubos. (A) Imagens 
exibem um aumento no número de parasitos internalizados (setas) entre o grupo infectado e o grupo 
infectado irradiado previamente com LBP. As imagens foram obtidas por microscópio de fluorescência 
e a análise da internalização de T.cruzi foi feita após coloração com DAPI (Barra = 20 µm). (B) (*) 
indica diferença significativa entre o grupo infectado e o grupo infectado irradiado. Foram contados 55 
núcleos. As colunas representam a média ± erro padrão de triplicatas, sendo as diferenças 
significativas para p ≤ 0,05. Estes resultados são representativos de 1 experimento independente. 
 

 

4.5) Biogênesede Corpúsculos Lipídicosem células musculares infectadas in 

vitro com T. cruzi, irradiadas ou não com LBP 

 Com o intuito de avaliar a biogênese de CLs em células musculares 

previamente irradiadas com o LBP e posteriormente infectadas ou não com T. cruzi, 

(mioblastos MOI 3:1 e miotubos MOI 10:1), análises de imunofluorescência foram 

realizadas. 

 Em mioblastos o aumento no número de CLs foi observadoapós 24 horas 

(p<0,05) de infecção com T. cruzi, e o 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 formação de CLs 

estatisticamente quando comparado com os 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 infecção, apresentou um aumento significativo na biogênese de CLs 

quando comparado com os grupos controle, infectado e irradiado infectado (Figuras 

22 e 23). Em miotubos também foi observado o aumento no número de CLs após 24 

horas (p<0,05) no grupo irradiado com LBP sem infecção quando comparado com 

os grupos controle e infectado irradiado (Figura 24 e 25). 

 

 
Figura 22: Imunofluorescência da Biogênese de Corpúsculos Lipídicos em mioblastos 
infectados ou não por T. cruzi MOI 3:1, irradiados (Laser+) ou não (Laser-) com LBP. Imagens 
exibem um aumento na expressão de CLs no grupo infectado (setas), irradiado e infectado irradiado 
com LBP em relação ao grupo controle no tempo de 24 horas. A biogênese dessas organelas 
apresentou diferença significativa entre o grupo infectado estimulado com LBP e o grupo infectado 
não estimulado por célula, mas não quando contado o número de CLs por núcleo por campo.  As 
imagens foram obtidas por microscópio de fluorescência e a análise da formação de Corpúsculos 
Lipídicos foi feita após coloração com Oil Red O, contra-coloração do núcleo com DAPI (Barra = 20 
µm). 
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Figura 23: Biogênese de Corpúsculos Lipídicos, após 24 horas de infecção contados 
individualmente. (*) indica diferença significativa entre o grupo infectado e o grupo controle, o grupo 
laser irradiado, e laser infectado. (**) indica diferença significativa entre o grupo laser, o grupo 
controle, e o grupo infectado com laser. As colunas representam a média ± erro padrão de triplicatas, 
sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05. Estes resultados são representativos de 2 
experimentos independentes. 
 

 
Figura 24: Imunofluorescência da Biogênese de Corpúsculos Lipídicos em miotubos 
infectados ou não por T. cruzi MOI 10:1, irradiados (Laser+) ou não (Laser-) com LBP. Imagens 
exibem um aumento na expressão de CLs (setas) no grupo infectado com T. cruzi em relação ao 
grupo controle no tempo de 24 horas. Porém a biogênese dessas organelas diminui no grupo 
infectado estimulado previamente com LBP em comparação ao grupo controle e infectado não 
estimulado.  As imagens foram obtidas por microscópio de fluorescência e a análise da formação de 
CLs foi feita após coloração com Oil Red O, contra-coloração do núcleo com DAPI (Barra = 20 µm). 
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Figura 25: Biogênese de Corpúsculos Lipídicos em miotubos, após 24 horas de infecção 
contados por campo. (*) indica diferença significativa entre o grupo infectado e o grupo controle, o 
grupo laser irradiado, e laser infectado. (**) indica diferença significativa entre o grupo laser,o grupo 
controle, e o grupo infectado com laser. Foram contados 5 campos com 60 núcleos. As colunas 
representam a média ± erro padrão de triplicatas, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05. 
Estes resultados são representativos de 1 experimento independente. 
 

 
 

 

4.6) Produção de citocinas em células musculares 

 

 Em mioblastos todos os grupos apresentaram aumento significativo na 

produção de IL-6 quando comparados com o grupo controle. Por outro lado, em 

miotubos, o grupo irradiado e irradiado infectado não apresentaram diferença 

significativa em relação ao grupo controle, apesar de ter sido observado uma 

diferença significativa dos níveis de IL-6 entre o grupo irradiado e irradiado infectado 

(Figura 26). 

 Mioblastos e miotubos infectados apresentaram um aumento significativo 

(p<0,05) nos níveis de IL-6 após 24 horas de infecção (Figura 26).  De maneira 

inversa,tanto mioblastos quanto miotubospreviamente irradiados com LBP e 

posteriormente infectados apresentaram níveis menores de IL-6 quando comparados 

ao grupo infectado não irradiado. 
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Figura 26: Síntese de IL-6. Síntese 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 não com LBP. (*) indica diferença 
significativa em relaçãoao grupo controle. (**) indica diferença significativa entre o grupo infectado e 
demais grupos; (***) indica diferença significativa entre o grupo laser e laser infectado. As colunas 
representam a média ± erro padrão de triplicatas, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05.  

 

O padrão 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 níveis de IL-10após 24 horas de infecção quando 

comparados ao controle, enquanto quando irradiadas e infectadas esses níveis 

foram significativamente menores (Figura 27). 

 

 

Figura 27: Síntese de IL-10. Síntese 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 não com LBP. (*)indica diferença 
significativa entre o grupo infectado e os demais grupos. (**) indica diferença significativa entre o 
grupo irradiado infectado e os demais grupos. As colunas representam a média ± erro padrão de 
triplicatas, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05. 
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Em relação a TNF-α apenas mioblastos irradiados com o LBP apresentaram 

uma diminuição dessa citocinaquando comparados ao grupo controle (p ≤ 0,05) 

(Figura 28). Miotubos irradiados não demonstraram diferença significativa nos níveis 

de TNF-α quando comparados ao grupo controle (p ≤ 0,05).  

Mioblastos e miotubos infectados com T. cruzi demonstraram níveis elevados 

de TNF-α (p ≤ 0,05)após 24 horas de infecção quando comparado grupo controle. Já 

os grupos previamente irradiadose infectados com T. cruzide ambas as células 

muscularesapresentaram uma diminuição significativa dos níveis de TNF-α quando 

comparadas ao grupo infectado.  

 

 

Figura 28: Síntese de TNF-α. Síntese de TNF-α em (A) mioblastos MOI 3:1 e (B) miotubos MOI 10:1 
em grupos controles ou infectados com T. cruzi, estimulados ou não com LBP. (*) indica diferença 
significativa em relaçãoaogrupo controle. (**) indica diferença significativa entre o grupo infectado e os 
demais grupos. As colunas representam a média ± erro padrão de triplicatas, sendo as diferenças 
significativas para p ≤ 0,05.  
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5. DISCUSSÃO 

 

 A irradiação com o LBP tem se tornado prática comum em variadasáreas da 

saúde e osbenefícios dessa terapia em processos de cicatrização, analgesia, e 

proliferação, 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 níveis celular e moleculare quais as 

alterações geradas sobre as estruturas celulares que recebem a irradiação a luz. 

Descobertas atuais sobre o mecanismo de ação dessa terapiademonstraramque o 

cromóforo citocromo c oxidase, presente na mitocôndria, exerce o papelde principal 

receptor da luz irradiada, e através deste, uma sequência de eventos são 

desencadeados, acarretando em mudanças a nível nuclear da célula(Karu TI, 2008). 

As alterações desencadeadas pelo LBP geram o aumento do metabolismo, na 

proliferação e maturação celular e na diminuição de mediadores inflamatórios 

(revisto em Freitas L et al, 2016). 

 Seguindo a linha dessas recentes pesquisas sobre o LBP, nosso grupo dispôs-

se a explorar asconsequências da irradiação com o LBP sobre a MP e o seu 

potencial de alterar a permeabilidade dessa estrutura e acionar o RM, como também 

analisar os efeitos da fotobiomodulação pelo LBP no metabolismo lipídico celular. 

Para isso, utilizamos um modelo experimentalde células musculares indiferenciadas 

(mioblastos) e diferenciadas (miotubos). 

 Primeiramente, foi estabelecido um protocolo de diferenciação celular 

miogênica, 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).Os mioblastos, células mononucleadas, são as células precursoras das fibras 

musculares e se proliferam na presença de fatores de crescimento específicos 

(principalmente fatores de crescimento de fibroblastos). Na ausência dos fatores de 

crescimento, dos quais o SFC é carente, os mioblastos deixam de se dividir, 

alinham-se e fundem-se em miotubos, células musculares multinucleadas que 

expressam proteínas específicas do músculo, como exemplo a Cav-3 e que irão 

compor a fibra muscular (revisto em Chal J et al, 2017). 
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 Assim, nossos resultados confirmaram o estabelecimento do processo de 

diferenciação celular a partir da comparação da morfologia celularde mioblastos e 

miotubos completamente diferenciados (Figuras 12, 13 e 14). As células passaram 

de morfologia alongada, citoplasma abundante, núcleo grande e fusiforme e vários 

prolongamentos, para células com um único prolongamento, forma mais alongada 

em sentido único, e múltiplos núcleos. Além disso as células musculares 

diferenciadas são caracterizadas pela expressão de Cav-3, específica destas 

células (Tang Z et al, 1996), cujo aumento foi identificado através de análises 

bioquímicas e imunofluorescência (Figuras 15 e 16), indicando o sucesso no 

processo de diferenciação dos mioblastos em miotubos. 

 A partir destes dados, foi avaliado a capacidade destas células de realizarem o 

RM após serem submetidas a irradiação com o LBP. Diversos modelos de estudo 

para entender o mecanismo de reparo têm 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, é o mecanismo de 

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

 Esse mecanismo inicia-se com o influxo de cálcio pela lesão, que ativa a 

migração e a exocitose, liberação do conteúdo lisossomal,e aatuação da 

Esfingomielinase Ácida (ASM) sobre os fosfolípidos da MP, especialmente sobre a 

esfingomielina, o que resulta na formação de ceramidas, responsáveis pela 

curvatura e brotamento da MP na região lesionada. Em conjunto com as proteínas 

caveolinas, passam a compor as cavéolas, que irá se desprender da membrana 

endocítica e seguir o caminho endossomal, levando consigo a região da MP 

danificada.  (Tam et al, 2010, Corrote et al, 2013).As cavéolas atuam como sensores 

de estresse mecânico, participam da homeostase do colesterol, de rotas de 

transdução de sinal, da migração celular e do controle do ciclo e da polaridade 

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

 Neste estudo, nossos dados demonstraram que independentemente da 

presença de lesões de membrana, células musculares exibem a presença de 

cavéolas na superfície da MP (Figura 17), o que corrobora com estudos anteriores, 

os quais demonstraram a presença de cavéolas em todo o sarcolema de células 

musculares analisadas em condição de homeostase (Lo HP et al, 2015). 
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 Após a diferenciação miogênica, e observado a presença de cavéolas, 

indispensáveis no mecanismo de RM nas células musculares, o presente trabalho 

avaliou se o LBP alterava ou não a permeabilidade da MP na presença ou ausência 

de Ca2+.O influxo de cálcio (Ca2+), é fator primordial de ativação no processo de 

reparo da MP. A entrada dessa molécula através da alteração da permeabilidade de 

membrana ou de microlesões formadas na superfície celular é responsável por ativar 

todas as etapas subsequentes da maquinaria de reparo (Correte et al, 2013; 

Scheffer LL et al, 2014).  

 Estudos anteriores já demonstraram que na ausência de Ca2+ a MP plasmática 

é incapaz de restaurar sua integridade(Idone 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 ausência 

de Ca2+, exibiram uma coloração positiva para o iodeto de Propídio (IP), indicando 

permeabilidade de membrana e assim um possível “dano” a MP (Figura 18 e 19) 

gerado pela irradiação com o LBP. O IP é comumente utilizado para a marcação de 

ácidos nucleicos. O influxo intracelular desse corante é um indicativo de 

permeabilização da MP, e a falha na capacidade de reparo é contabilizada pela 

coloração do núcleo 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 Ca2+ extracelular em concordância 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 importância 

do influxo de cálcio extracelular para o acionamento da maquinaria de reparo. 

Corrote et al 2013, demonstraram que toxinas formadoras de poros e lesões 

mecânicas são capazes de induzir o mecanismo de reparo de MP. Nosso grupo, 

demonstrou pela primeira vez, que a irradiação com LBP também apresenta esse 

potencial de indução do RM; entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos 

nesse processo ainda não foram elucidados. 

 O reparo de lesões na membrana plasmática de células eucarióticas, é um 

processo utilizado para invasão celular pelo T. cruzi, protozoário este, capaz de 

infectar diferentes tipos de células, o que facilita sua sobrevivência dentro do 

hospedeiro mamífero. Fernandes MC et al demonstraram que o T. cruzi em sua 

forma tripomastigota foi capaz de lesionar a MP das células hospedeiras, lesão essa 
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reparada rapidamente na presença de Ca2+ extracelular (semelhante ao LBP que 

também desencadeou esse processo Ca2+ dependente). Também demonstraram 

que a eficiência da invasão 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 

invasão celular pelo protozoário (Fernandes MC et al, 2011). 

 Neste mesmo trabalho Fernandes et al mostraram que a lesão gerada pelo T. 

cruzi na MP foi capaz de ativar a exocitose lisossomal, desencadeando a liberação 

da esfingomielinase ácida (ASM), consequente produção e deposição de ceramida, 

gerando a ativação da via endocítica de reparo, com formação de uma cavéola 

endocítica enriquecida com ceramida. Os tripomastigotas tiveram sua internalização 

favorecida nestas condições, onde as propriedades da invaginação recém-formada 

nos locais de reparo propiciavam uma maior entrada na célula hospedeira 

(FernandesMCet al, 2012).A internalização do T. cruziatravés da vesícula endocítica 

formada devido a lesão gerada pelo protozoário, caracteriza o vacúolo parasitóforo, 

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 o aumento no acionamento da 

maquinaria de reparo gera um acréscimo no número de T. cruzi internalizados, o que 

favorece a infecção e fortalece a hipótese de que esse parasita tem tropismo por 

células cardíacas e musculares por serem células em processo de contração 

constante. Devido a isso, acionam o 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 internalização do parasito ao realizar-se a infecção 

com o T.cruzi.  

Os resultados demonstraram que não houve alteração no número de células 

infectadas entre o grupo irradiado-infectado e o infectado não-irradiado. Porém, em 

células que foram infectadas, o número de protozoários 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 infecção, o T. cruzi estimula outros recursos que contribuem 

para a sua manutenção no organismo hospedeiro, entre eles a biogênese de CLs 

(revisto em Almeida PA et al,2018).Sendo sítios especializados de enzimas que 

biossintetizam mediadores lipídicos, como eicosanoides, a formação de CLs é 

expressiva em doenças infecciosas, desempenhando diversas funções importantes 

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

 Essas organelas apresentam verdadeiros nichos de sobrevivência para 

diversos patógenos intracelulares, os quais desenvolveram mecanismos para 

subverter o metabolismo do hospedeiro, sendo capazes de usar os CLs como fonte 

lipídica para o crescimento e replicação dos parasitos, maturação do vacúolo 

parasitóforo, e imunossupressão do sistema imune do hospedeiro através da 

produção de PGE2 (Toledo DAM et al, 2016; Vallochi AL et al, 2018). Dados da 

literatura demonstram que diversos patógenos como o Mycobacterium bovis, são 

capazes de induzir a biogênese 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 o aumento dessas organelas em macrófagos infectados 

porMycobacterium leprae (Mattos KA et al, 2010)e por T. cruzi (Melo RCN et al, 

2003, D’Ávilla et al, 2011) evidenciando a importância dessa organela em processos 

celulares e infecciosos. 

  De acordo com os resultados dos trabalhos citados, nossas análises 

demonstraram que mioblastos e miotubos infectados in vitro, apresentaram uma 

maior biogênese de CLs quando comparados com células não infectadas, no tempo 

de incubação de 24 horas (Figura 22, 23, 24 e 25). Além disso, este trabalho buscou 

investigar se o LBP poderia modular a formação de CLs em células musculares em 

condições fisiológica, o que poderia também favorecer o processo infeccioso por T. 

cruzi.  

 Os resultados demonstraram que o LBP foi capaz de aumentar a biogênese de 

CLs em mioblastos e miotubos irradiados no tempo de 24 horas após a irradiação, 

quando comparado com o controle.Os resultados obtidos também indicaram que as 

miotubos irradiados antesda infecção por T.cruzidemostraram uma diminuiçãona 

biogênese de CLs,no tempo de 24 horas de incubação, quando comparado com 

células infectadas, mas não irradiadas. Assim, esses dados sugerem que o LBP 
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pode estar desempenhando um papel modulador do metabolismo lipídico celular 

durante a infeção pelo T. cruzi, o que pode favorecer a permanência do processo 

infeccioso. 

 A interpretação destes achados, porém, não tem sido fácil, uma vez que este 

trabalho é inédito e não há trabalhos na literatura com dados, nos quais podemos 

relacionar o efeito modulador do LBP no RM e na biogênese de CLs.Assim, os 

mecanismos celulares e moleculares fotobiomodulados pelo LBP na MP, na 

biogênese 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 biogênese de CLs, organela com importante papelno curso de 

infecção por patógenos intracelulares. Além disso, este trabalho procurou explorar 

os possíveis efeitos do LBPna resposta celular frente a infecção por T. cruzi, no que 

diz respeito à produção de mediadores inflamatórios (citocinas), importantes 

componentes do sistema imune, responsáveis por regular a resposta imunológica 

(proliferação, atividade, diferenciação, e produção de células e outras citocinas) 

(Ferreira VL et al, 2018).  

 Já foi demonstrado que a irradiação com LBP é capaz de alterar os níveis de 

diversas citocinas pró e anti-inflamatórias como TNF-α, TGF-β, IFN-γ, IL-1α, IL-1β, 

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 macrófagos(Zhevago NA et al, 

2006; Gavish L et al2008; Souza N et al 2014) em diferentes parâmetros. 

        Os resultados demonstraram que a irradiação prévia com LBP gerou uma 

diminuição dos níveis das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-α em células musculares 

infectadas, quando comparadas com o grupo infectado e não irradiado, onde a 

expressão desses mediadores inflamatórios foi aumentada significativamente (Figura 

26,27 e 28).  Além disso, a irradiação com o LBP mostrou ser capaz de alterar os 

níveis de IL-6 nas células musculares em condição de homeostasia. A produção de 

TNF-α também foi alterado pela fotobiomodulaçãoem mioblastos não infectados. 

Corroborando estudos anteriores, esses resultados demonstraram o potencial 

modulador do LBP sobre os níveis de mediadores inflamatórios(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 biogênese de CLs e na produção de mediadores 

inflamatórios em células musculares. Efeito esse observado, tanto nas células em 

condição de homeostasia quanto durante a infecção pelo T.cruzi, protozoário que se 

utiliza desses elementos para garantir uma infecção 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 lipídico do hospedeiro. Com isso, estudos mais aprofundados merecem 

ser feitos a fim de esclarecer, as relações entre o LBP, o RM, e a biogênese de CLs, 

frente a condições normais ou em condições patológicas diversas, como por 

exemplo, na Doença de Chagas.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 De acordo com os resultados avaliamos o papel modulador da 

Fotobiomodulação na biogênese de Corpúsculos Lipídicos e no reparo de 

membrana em miotubos durante a infecção por T. cruziin vitro, concluímos que: 

 

-A diferenciação de miotubos a partir de células C2C12 é um processo eficiente com 

pico por volta do 7º dia diferenciação celular e que leva às mudanças na morfologia 

celular e expressão de Cav-3. 

 

- Confirmando estudos anteriores, mioblastos e miotubos apresentam cavéolas na 

superfície de sua MP, de maneira basal.  

 

- A Fotobiomodulaçãopossivelmente induz a permeabilidade da MP de mioblastos e 

miotubos irradiados e consequente ativação do mecanismo de RM. 

 

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

membrana na presença de Ca2+ extracelular. 

 

- A irradiação com o LBP induz uma maior internalização do parasito em células 

musculares infectadas in vitro comT.cruzi após 24 horas de infecção. 

 

- No tempo de 24 horas de infecção, há um aumento significativo da biogênese de 

Corpúsculos Lipídicosem mioblastos e miotubos. 

 

- O LBP tem papel modulador na biogênese de Corpúsculos Lipídicos na ausência 

ou na presença de infecção por T. cruzi. 
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- O LBP é capaz de alterar os níveis de IL-6, IL-10 e TNF-α, na infecção por T. cruzi 

no tempo de 24 hrs de infecção. 
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