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RESUMO

A inflamacgao e o estresse oxidativo estdo envolvidos na disfuncdo celular, no dano
tecidual e na manutencdo de respostas inflamatorias. Os macrofagos participam da
resposta imune inata e modulam a producao de citocinas associadas a inflamagdo e ao
equilibrio redox. O perdxido de hidrogénio (H20:) ¢ amplamente utilizado em modelos
vitro in para induzir estresse oxidativo controlado, enquanto a fotobiomodulacao (FBM)
tem sido investigada por seus efeitos sobre a atividade mitocondrial, a viabilidade celular
e mediadores inflamatorios. Este estudo avaliou os efeitos da FBM com laser de 780 nm
sobre a viabilidade metabodlica, a morfologia celular e a producao de TNF-a e IL-6 em
macrofagos J774A.1 submetidos ao estresse oxidativo induzido por H20.. As células
foram distribuidas em sete grupos: controle, H-O2 50 uM, H202 100 uM, H202 200 uM,
H20: 50 uM + FBM, H:0: 100 uM + FBM e H.0: 200 pM + FBM. O estresse oxidativo
foi induzido pela exposi¢do ao H20: por 1 hora. Em seguida, as células foram irradiadas
com laser infravermelho de 780 nm, poténcia de 70 mW, energia total de 1,05 J, exposi¢ao
radiante de 26,25 J/cm?, modo continuo, tempo de 15 segundos, ponto tnico e sessao
unica. Apos a irradiagdo ou manipulagdo simulada, as células foram incubadas por 24 e
48 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT, a morfologia por
microscopia de luz, a proteina total por espectrofotometria em NanoDrop e os niveis de
TNFa e IL-6 por ELISA, com normalizagdo das citocinas pela proteina total do
sobrenadante. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida do pds-teste de
Tukey, considerando p<0,05. O H:0: reduziu a viabilidade metabolica e induziu
alteragdes morfoldgicas progressivas, especialmente nas maiores concentracoes. Em 24
horas, a FBM aumentou significativamente a viabilidade nos grupos 50 uM + FBM e 200
uM + FBM em comparagdo aos respectivos grupos nao irradiados; em 48 horas, nao
houve diferencas significativas entre os grupos H.O: e H.O: + FBM. A proteina total nao
diferiu entre os grupos. O H20: aumentou os niveis de TNF-a, enquanto a FBM reduziu
significativamente essa citocina em comparagdo aos respectivos grupos nao irradiados.
Para IL-6, ndo houve diferengas em 24 horas; em 48 horas, os grupos H02 100 uM e 200
uM apresentaram reducdo em relagdo ao controle, enquanto os grupos tratados com FBM
mantiveram niveis mais elevados em comparagdo aos respectivos grupos nao irradiados.
Conclui-se que a FBM com laser de 780 nm modulou a resposta de macréfagos J774A.1
submetidos ao estresse oxidativo induzido por H.O:, aumento da viabilidade metabolica
em condicdes especificas, reducdo de TNFa e manutengdo de IL-6 em determinados
grupos apods 48 horas.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Macrotagos; Fotobiomodulacgao;
Inflamagao; Viabilidade Celular.



ABSTRACT

Inflammation and oxidative stress are involved in cellular dysfunction, tissue damage,
and the persistence of inflammatory responses. Macrophages participate in innate
immunity and modulate cytokine production associated with inflammation and redox
balance. Hydrogen peroxide (H20-) is widely used in in vitro models to induce controlled
oxidative stress, whereas photobiomodulation (PBM) has been investigated for its effects
on mitochondrial activity, cell viability, and inflammatory mediators. This study evaluated
the effects of 780-nm PBM on metabolic viability, cell morphology, and TNF-a and IL-6
production in J774A.1 macrophages subjected to H20:-induced oxidative stress. Cells
were allocated into seven groups: control, H20> 50 uM, H-0: 100 uM, H20: 200 uM,
H>0: 50 uM + PBM, H:0: 100 uM + PBM, and H>0: 200 uM + PBM. Oxidative stress
was induced by exposure to H20- for 1 hour. Cells were then washed, centrifuged to obtain
a cell pellet, and, in the designated groups, irradiated with a 780-nm infrared laser, 70 mW
output power, 1.05 J total energy, 26.25 J/cm? radiant exposure, continuous mode, 15
seconds, one irradiation point, and a single session. Non-irradiated groups underwent the
same manipulation with the device turned off. After irradiation or sham manipulation,
cells were resuspended in fresh culture medium and incubated for 24 or 48 hours. Cell
viability was assessed by MTT assay, morphology by light microscopy, total protein by
NanoDrop spectrophotometry, and TNF-a and IL-6 levels by ELISA, with cytokine
concentrations normalized to total protein in the supernatant. Data were analyzed using
one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test, with p<0.05 considered significant.
H20: reduced metabolic viability and induced progressive morphological alterations,
especially at higher concentrations. At 24 hours, PBM significantly increased viability in
the 50 uM + PBM and 200 uM + PBM groups compared with their respective non-
irradiated groups; at 48 hours, no significant differences were observed between H-0O and
H20: + PBM groups. Total protein did not differ among groups. H-O: increased TNF-a
levels, whereas PBM significantly reduced this cytokine compared with the respective
non-irradiated groups. For IL-6, no differences were observed at 24 hours; at 48 hours,
the H202 100 uM and 200 uM groups showed reduced levels compared with the control
group, whereas PBM-treated groups maintained higher IL-6 levels than their respective
non-irradiated groups. In conclusion, PBM with a 780-nm laser modulated the response
of J774A.1 macrophages subjected to H:0:-induced oxidative stress, with better
qualitative preservation of cell morphology, increased metabolic viability under specific
conditions, reduced TNF-a levels, and maintenance of IL-6 levels in selected groups after
48 hours.

Keywords: Oxidative stress; Macrophages; Photobiomodulation; Inflammation;
Cell viability.



DESTAQUES

* O estudo investiga a interagdo entre fotobiomodulagao e peroxido de hidrogénio em
macrofagos J774, tema pouco explorado na literatura em modelos de estresse

oxidativo.

* Foram utilizadas diferentes concentracdes de H-O: (50, 100 e 200 M), permitindo

analisar respostas celulares frente a distintos graus de estresse oxidativo.

* A fotobiomodulagdo com laser de 780 nm foi associada a melhor preservagao

morfoldgica qualitativa dos macrofagos expostos ao estresse oxidativo.

» Emprega protocolo padronizado de FBM com parametros precisos (780 nm, 70

mW, 26,25 J/cm?), garantindo reprodutibilidade experimental.

* Os achados contribuem para a compreensdo dos efeitos celulares da

fotobiomodulagdo em modelo experimental in vitro de estresse oxidativo.



HIGHLIGHTS

* This study evaluated the effects of photobiomodulation in J774A.1 macrophages

subjected to an in vitro model of hydrogen peroxide-induced oxidative stress.

» Different H20: concentrations (50, 100, and 200 pM) were used to analyze cellular

responses to distinct degrees of oxidative stress.

* Photobiomodulation with a 780-nm laser was associated with better qualitative

preservation of macrophage morphology after oxidative stress.

* Photobiomodulation increased metabolic viability under specific 24-hour
conditions and reduced TNF-a levels compared with the respective nonirradiated

groups.

e These findings contribute to the understanding of the cellular effects of

photobiomodulation in an in vitro model of oxidative stress.
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RESUMO PARA LEIGOS

A inflamacdo ¢ uma reagdo natural do corpo para combater infecgdes e ajudar na
cicatrizagdo. No entanto, quando ela dura muito tempo ou acontece de forma exagerada,
pode prejudicar as células e contribuir para o surgimento de doencas.Neste estudo, foram
analisadas células de defesa do organismo, chamadas macréfagos. Em laboratdrio, essas
células foram expostas ao peroxido de hidrogénio, uma substancia usada para provocar um
estresse nas c€lulas e simular situagdes de inflamagao. Depois, parte delas recebeu um
tratamento com laser de baixa intensidade (780 nm), conhecido como fotobiomodulagao.O
objetivo foi verificar se esse laser poderia proteger as células e reduzir os efeitos causados
pelo estresse. Para isso, os pesquisadores avaliaram se as células continuavam vivas, como
elas se apresentavam ao microscopio e a quantidade de substancias relacionadas a
inflamacdo.Os resultados mostraram que o perdxido de hidrogénio prejudicou as células,
principalmente nas maiores concentragdes. Ja o tratamento com laser ajudou a preservar
melhor as células, aumentou sua sobrevivéncia em algumas situagdes e reduziu a produgao
de uma substancia ligada a inflamacao, chamada TNF-a. Em alguns casos, também ajudou
a manter a producdo de outra substancia, a IL-6, indicando que as células continuavam
funcionando melhor.Como esta pesquisa foi realizada apenas em células cultivadas em
laboratério, os resultados ainda ndo podem ser aplicados diretamente em pacientes. Mesmo
assim, eles mostram que a fotobiomodula¢do tem potencial para ajudar no controle da
inflamacao e podem servir de base para futuras pesquisas € novos tratamentos.
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1 CONTEXTUALIZACAO

1.1. Processo Inflamatorio

A inflamagdo ¢ uma resposta bioldgica fundamental para a manuteng¢ao da
homeostase diante de agressdes fisicas, quimicas, infecciosas ou metabolicas. Em
condigoes fisioldgicas, trata-se de um processo coordenado, dindmico e autolimitado, cujo
objetivo ¢ reconhecer o agente agressor, recrutar células de defesa, remover estruturas
danificadas e iniciar mecanismos de reparo tecidual. Essa resposta envolve alteragdes
vasculares, ativacdo de células imunes, liberacdo de mediadores soluveis e reorganizagdo
do microambiente celular. Quando adequadamente regulada, a inflamacao contribui para a
defesa do organismo e para a restauracao da integridade tecidual (1,3-5).

Entretanto, quando a resposta inflamatoria se torna exacerbada, persistente ou mal
regulada, deixa de exercer apenas uma fung¢ao protetora e passa a contribuir para disfun¢ado
celular, lesdo tecidual e progressdo de doencas cronicas. A inflamacdo cronica tem sido
reconhecida como um componente central na etiologia e na evolucdo de diferentes
condi¢des patoldgicas ao longo da vida, incluindo doengas cardiovasculares, metabdlicas,
neurodegenerativas, autoimunes e neoplasicas (1,2). Esse processo estd frequentemente
associado a ativagdo sustentada de vias imunoldgicas, produ¢do continua de citocinas,
alteracdes metabolicas e aumento de mediadores oxidativos, estabelecendo um ciclo de
dano e perpetuagdo inflamatoéria (1,3,5).

Do ponto de vista epidemiologico, doengas inflamatorias cronicas e imunomediadas
representam importante carga global de morbidade, incapacidade funcional e impacto
socioecondmico. A distribui¢cdo dessas doencgas varia entre diferentes regides e populacoes,
refletindo ndo apenas aspectos bioldgicos, mas também desigualdades relacionadas ao
acesso ao diagnoéstico, tratamento e acompanhamento adequado (2). Dessa forma,
compreender os mecanismos celulares envolvidos na amplificagdo, manuten¢ao e resolugao
da inflamacao ¢ essencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais precisas,

seguras ¢ direcionadas (1,4,5).
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A resposta inflamatdria envolve a atuagdo integrada de diferentes células do sistema

imune, entre as quais se destacam neutréfilos, linfocitos, células dendriticas, mastdcitos e
macréfagos. Essas células interagem entre si e com o tecido lesionado por meio da liberagao
de citocinas, quimiocinas, espécies reativas, fatores de crescimento e outros mediadores
bioativos (3-5). A intensidade e a duracao dessa resposta dependem do tipo de estimulo, da
extensao da injaria, do tecido envolvido e da capacidade do organismo de ativar
mecanismos regulatorios e resolutivos (4,5).

Nesse contexto, os macrofagos ocupam posi¢ao central por sua elevada plasticidade
funcional e por sua capacidade de atuar em diferentes etapas da resposta inflamatoria. Essas
células participam da fagocitose de microrganismos e debris celulares, da apresentacdo de
antigenos, da liberag¢@o de citocinas e da regulacdo do reparo tecidual (3-6). Além disso, os
macrofagos exercem papel importante na transi¢do entre a fase inflamatoéria inicial e a fase
de resolugdo, contribuindo tanto para a amplificacdo da resposta imune quanto para a
restauracdo da homeostase, dependendo dos estimulos presentes no microambiente (4,5).

A ativa¢do dos macrdéfagos é um processo altamente dinamico e dependente do
contexto biologico. Embora a classificagdo em perfis M1 e M2 seja frequentemente
utilizada para fins didaticos, essa divisdo representa apenas uma simplificagdo de um
espectro funcional muito mais amplo (4,5). Na pratica, os macroéfagos podem apresentar
caracteristicas intermedidrias e adaptar sua resposta conforme os sinais recebidos, como
citocinas, padrdes moleculares associados a patogenos, produtos de dano celular, alteragoes
metabolicas e variagdes no estado redox do tecido (3-6). Portanto, a avaliagdo da atividade
macrofagica deve considerar ndo apenas marcadores fenotipicos, mas também parametros
funcionais, como viabilidade, metabolismo, morfologia e produ¢do de mediadores
inflamatorios (4-6).

Entre os principais mediadores produzidos pelos macrofagos estdo o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-6), citocinas amplamente envolvidas na
regulagdo da resposta inflamatoéria (7,9). O TNF-a estd associado a ativagdo inflamatoria,
ao recrutamento de células imunes, a indugdo de moléculas de adesdao e a amplificacao de
vias pro-inflamatorias. Quando produzido de forma persistente ou em excesso, pode
contribuir para dano celular e manuten¢do da inflamacao (7,9). A IL-6, por sua vez,
apresenta comportamento pleiotropico, podendo atuar em respostas pro-inflamatorias,
regulatorias ou reparativas, a depender do tipo celular, do microambiente e do momento da

resposta inflamatoria

9).



20

Além da produgdo de citocinas, os macrofagos apresentam intima relagdo com o
metabolismo oxidativo. Durante a resposta inflamatoria, essas células podem produzir
espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico, que participam da defesa contra agentes
agressores, mas que também podem contribuir para lesdo celular quando gerados em
excesso (8,11,12). Assim, inflamacdo e estresse oxidativo sdo processos interligados,
capazes de se retroalimentar e intensificar a disfun¢do celular. Esse eixo inflamagdo-
estresse oxidativo € particularmente relevante em modelos experimentais que buscam
compreender como diferentes intervengdes podem modular a atividade de células imunes
em condicdes de agressdo controlada (1,3,11,12).

Dessa forma, o estudo da resposta inflamatdria em macréfagos permite compreender
mecanismos celulares importantes envolvidos na producdo de citocinas, na adaptagdo ao
estresse ¢ na manutencdo da homeostase tecidual (36). A utilizagdo de modelos
experimentais controlados, especialmente em condi¢des de estresse oxidativo induzido,
possibilita avaliar de maneira mais especifica como essas células respondem a estimulos
lesivos e como intervengdes moduladoras, como a fotobiomodulagdo, podem interferir em

parametros metabolicos, morfoldgicos e inflamatorios (11-13,18,19).

1.2. Macrofagos e citocinas inflamatorias

Os macrofagos sdo células essenciais da imunidade inata e desempenham papel
estratégico na iniciacdo, amplificacdo, regulacdo e resolu¢do da resposta inflamatoria.
Derivados de monocitos circulantes ou de populacdes residentes teciduais, esses fagocitos
apresentam ampla capacidade de adaptacdo ao microambiente, respondendo a sinais
provenientes de agentes infecciosos, produtos de dano celular, citocinas, alteracdes
metabolicas e modificagdes no estado redox dos tecidos (3-6). Sua atuagdo envolve a
fagocitose de microrganismos e debris celulares, apresentacdo de antigenos, secre¢do de
mediadores inflamatdrios e participagdo ativa nos processos de remodelamento e reparo
tecidual (3-9).

A funcdo dos macrdéfagos ndo € fixa, mas altamente plastica e dependente dos
estimulos presentes no microambiente. Em diferentes fases da resposta inflamatoria, essas
células podem assumir perfis funcionais distintos, contribuindo tanto para a defesa e
amplificacdo da inflamacao quanto para a resolucao do processo inflamatorio e restauragao
da homeostase (4,5). Essa plasticidade permite que os macrofagos atuem como células

integradoras entre o sistema imune, o metabolismo celular e os mecanismos de reparo,
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sendo fundamentais para o equilibrio entre eliminacao do agente agressor e limitagdo do

dano tecidual (4-6).

A classificagao dos macrofagos em perfis M1 e M2 ¢ frequentemente utilizada na
literatura para representar, de forma simplificada, estados funcionais associados a resposta
pro-inflamatoéria e a resolucdo/reparo, respectivamente. Entretanto, esse modelo nao
contempla toda a complexidade da ativagdo macrofagica, uma vez que os macrofagos
podem apresentar fenotipos intermediarios, transitérios e dependentes do contexto
biologico (4,5). Assim, embora a nomenclatura M1/M2 seja util para fins didaticos e
comparativos, a interpretacdo da resposta dos macréfagos deve considerar a diversidade de
estimulos, o tempo de exposicdo, o tipo celular, o tecido envolvido e os desfechos
funcionais avaliados (3-6).

Em estudos experimentais, a andlise de macréfagos permite compreender
mecanismos celulares envolvidos na inflamacao e no reparo. Linhagens celulares murinas,
como a J774A.1, sao amplamente utilizadas por apresentarem caracteristicas compativeis
com células macrofagicas, boa reprodutibilidade experimental e resposta mensuravel a
estimulos inflamatdrios e oxidativos (3234). Esses modelos possibilitam a investigacao de
parametros como viabilidade metabolica, morfologia, producdo de citocinas, atividade
mitocondrial e resposta ao estresse, contribuindo para a compreensdo de mecanismos
celulares em condic¢des controladas (7,18,19,32-34).

Entre os mediadores secretados pelos macréfagos, as citocinas exercem papel
central na comunicagdo entre células imunes e nao imunes. Essas moléculas regulam o
recrutamento celular, a ativagao de vias inflamatorias, a diferenciagao de células imunes, a
resposta sist€émica a inflamagdo e os mecanismos de resolucdo e reparo (7,9). Entre as
citocinas mais estudadas em modelos inflamatorios destacam-se o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-6), ambos relacionados a modulacdo da resposta
inflamatoria e frequentemente utilizados como marcadores funcionais da atividade
macrofagica (7,9,18,20).

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria produzida por diferentes tipos celulares,
especialmente por macrofagos ativados. Esta envolvido na amplificagdo da resposta
inflamatoria, indu¢ao de moléculas de adesao, recrutamento de células imunes, ativagao de
vias intracelulares e regulacdo de outros mediadores inflamatorios (7,9). Em condic¢des
agudas, sua producdo contribui para a defesa do organismo; entretanto, niveis elevados ou
persistentes de TNF-a podem favorecer lesdo tecidual, disfung@o celular e manutencao de
processos inflamatérios cronicos (1,7,9). Por esse motivo, a avaliagio de TNF-o ¢
frequentemente utilizada para investigar a intensidade da resposta inflamatoria em modelos

celulares e teciduais (18,20,22).
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A IL-6 também ¢ produzida por macrofagos e outras células envolvidas na resposta
inflamatoéria. Sua atuagao ¢ pleiotropica, podendo participar da fase aguda da inflamagao,
da diferenciacao de células imunes, da regulacdo metabolica e de processos reparativos,
dependendo do contexto bioldgico (9). Diferentemente de citocinas predominantemente
pro-inflamatorias, a IL-6 pode apresentar efeitos distintos conforme o tipo celular, o
microambiente, a intensidade do estimulo e 0 momento da analise. Assim, a interpretacao
dos niveis de IL-6 em modelos experimentais requer cautela, pois sua reducdo ou elevacao
pode refletir diferentes estados funcionais das células avaliadas (9).

Além das citocinas, os macrofagos participam da producdo de mediadores
oxidativos, incluindo espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico. A producdo de 6xido
nitrico por macréfagos ativados estd relacionada a expressdo da 6xido nitrico sintase
induzivel e constitui um dos mecanismos envolvidos na defesa imunoldgica e na modulagdo
inflamatoria (8). Entretanto, a produgao excessiva de mediadores oxidativos pode contribuir
para desequilibrio redox, dano celular e alteragao da funcao mitocondrial, estabelecendo
uma relacdo direta entre inflamagao e estresse oxidativo (8,11,12).

Essa interacdo entre citocinas inflamatorias e mediadores oxidativos ¢
especialmente relevante em modelos experimentais de lesao celular. O aumento de espécies
reativas pode modificar vias de sinalizagdo intracelular, alterar a producao de citocinas e
comprometer a viabilidade metabdlica das células (11,12). Por outro lado, citocinas pro-
inflamatoérias podem intensificar a producao de mediadores oxidativos, contribuindo para
um ciclo de amplificagdo da resposta inflamatoria (1,3,8,11,12). Dessa forma, a analise
conjunta de viabilidade celular, morfologia e citocinas permite compreender de maneira
mais integrada a resposta dos macrofagos frente a estimulos lesivos.

No contexto da Biofotdnica, os macrdfagos constituem um alvo experimental
relevante porque apresentam sensibilidade a estimulos luminosos e participam diretamente
da regulacao inflamatoria. Estudos anteriores demonstraram que a fotobiomodulagao pode
modular a atividade mitocondrial de macrdéfagos, interferir na producao de mediadores
inflamatoérios e alterar respostas associadas a ativacao celular (18,19). Assim, compreender
como essas células respondem a fotobiomodulacao em condi¢des de estresse oxidativo ¢
importante para investigar possiveis mecanismos celulares envolvidos nos efeitos

antiinflamatorios e moduladores da luz.
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1.3. Estresse Oxidativo e uso do peroxido de hidrogénio em modelos

experimentais

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a produgao de espécies
reativas de oxigénio e a capacidade dos sistemas antioxidantes celulares em neutraliza-las.
Em condigdes fisiologicas, essas espécies participam de processos importantes, como
sinalizagdo intracelular, regulacdo metabolica e resposta de defesa. Entretanto, quando
produzidas em excesso ou quando os mecanismos antioxidantes sao insuficientes, podem
causar danos a lipidios, proteinas, acido desoxirribonucleico e organelas celulares,
comprometendo a viabilidade e a fungao celular (11,12).

A relagdo entre inflamacgao e estresse oxidativo € estreita, pois células envolvidas na
resposta inflamatdria, como os macréfagos, podem produzir espécies reativas de oxigénio
e mediadores nitrogenados como parte dos mecanismos de defesa do organismo (8,11,12).
Xie et al. (1992) demonstraram a relevancia da oxido nitrico sintase induzivel em
macrofagos, reforcando o papel dessas células na producdo de mediadores relacionados a
resposta inflamatdria e oxidativa (8). No entanto, a producgdo excessiva desses mediadores
pode contribuir para disfungdo celular, dano tecidual e perpetuacdo da inflamagao,
especialmente em condigdes nas quais a resposta inflamatdria se torna persistente (1,3,5,8).

O peroxido de hidrogénio (H202) ¢ uma espécie reativa de oxigénio amplamente
utilizada em estudos experimentais in vitro para indugdo controlada de estresse oxidativo.
Sua utilizacao se justifica por apresentar relativa estabilidade em comparacdo a outras
espécies reativas € por atravessar membranas bioldgicas, permitindo sua agcdo como
sinalizador redox ou como agente indutor de dano celular, dependendo da concentracao e
do tempo de exposicao (11,12). Dessa forma, o H2O: permite simular, em condigdes
laboratoriais controladas, alteragdes celulares relacionadas ao desequilibrio oxidativo.

Em modelos celulares com macréfagos, a exposicdo ao H20: pode interferir em
diferentes parametros biologicos, incluindo morfologia, metabolismo, viabilidade e
producao de mediadores inflamatorios (11,12). Pomari et al. (2014) demonstraram que o
H:0: pode modificar a expressdo de genes inflamatérios em macrofagos, indicando que o
estresse oxidativo ¢ capaz de interferir diretamente em vias associadas a resposta
inflamatoria (11). De forma complementar, Begum et al. (2020), utilizaram H>O: em células
RAW 264.7 para investigar mecanismos de protecdo contra estresse oxidativo,
demonstrando envolvimento da via do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 e da
sinalizacdo por proteina quinase ativada por mitdgeno, o que reforca a utilidade desse

modelo para estudar respostas celulares ao dano oxidativo (12).
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A intensidade da resposta celular ao H20: depende de fatores como concentragao do
agente oxidante, tempo de exposi¢ao, tipo celular, densidade celular e condigdes do meio
de cultura (11,12). Concentragdes menores podem induzir respostas adaptativas ou
alteracdes funcionais discretas, enquanto concentracdes mais elevadas tendem a provocar
maior comprometimento metabdlico, alteragdes morfologicas, perda de adesdo celular e
reducdo da viabilidade (11,12). Por esse motivo, o uso de diferentes concentra¢des de H.O-
permite estabelecer gradientes de estresse oxidativo e avaliar a resposta celular frente a
diferentes intensidades de injuria.

A avaliacdo da viabilidade celular ¢ um dos desfechos empregados em modelos de
estresse oxidativo. O ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazolio
(MTT) ¢ utilizado para estimar a atividade metabdlica de células viaveis, baseando-se na
capacidade celular de reduzir sais de tetrazolio em produtos colorimétricos mensuraveis , €
importante ressaltar que a redugdo do MTT a cristais de formazan ndo decorre
exclusivamente da atividade de desidrogenases mitocondriais, podendo também envolver
enzimas oxidorredutases dependentes de NAD(P)H presentes em outras organelas e no
citoplasma. Dessa forma, o ensaio infere a viabilidade celular de maneira indireta, refletindo
a capacidade redutora global da célula, e ndo exclusivamente sua atividade mitocondrial
(7).

Assim, em modelos de estresse oxidativo, a reducao do sinal obtido pelo MTT pode
indicar comprometimento da atividade metabdlica celular, especialmente relacionada a
funcdo mitocondrial, ainda que ndo represente diretamente uma medida isolada de
proliferagao celular (7,11,12).

Além da viabilidade metabdlica, a avaliacdo morfologica fornece informagdes
complementares sobre o estado funcional das células submetidas ao estresse oxidativo.
Alteragdes como retragdo celular, arredondamento, perda de prolongamentos, redugao da
aderéncia e presenca de debris podem indicar sofrimento celular € comprometimento
funcional. Em macréfagos, essas alteracdes sdo relevantes, pois a morfologia esta
relacionada a adesdo, fagocitose, ativacao e capacidade de resposta ao microambiente (3-
5,32-34). Dessa forma, a associacdo entre MTT e analise morfologica permite uma
interpretacdo mais abrangente dos efeitos do H20O- sobre os macrofagos.

O estresse oxidativo também pode interferir na producdo de citocinas por
macrofagos. Essas células integram sinais inflamatorios e oxidativos, podendo modificar a
liberacdo de mediadores como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina 6
(IL-6) em resposta a diferentes estimulos (7-9,11,12). O TNFa ¢ considerado uma citocina

associada a amplificagdo da resposta inflamatoria, enquanto a IL-6 apresenta
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comportamento pleiotropico e pode estar relacionada tanto a respostas inflamatorias quanto

regulatorias, dependendo do contexto celular ¢ do momento da andlise (7,9). Assim, a
dosagem dessas citocinas contribui para compreender o estado funcional dos macréfagos
diante da injuria oxidativa. A linhagem J774A.1 constitui um modelo experimental utilizado
para estudos envolvendo macrofagos. Ralph e Nakoinz (1975), descreveram caracteristicas
fagociticas e citoliticas de uma linhagem tumoral macrofagica murina, contribuindo para o
estabelecimento de modelos celulares voltados a investigagao da fun¢ao macrofagica (33).
Além disso, protocolos de isolamento e caracterizagdo de macréfagos murinos reforgam a
importincia desses modelos para estudos de imunologia celular e resposta inflamatoria
(32). Por se tratar de uma linhagem estabelecida, a J774A.1 permite maior controle
experimental, reprodutibilidade e padronizacdo das condi¢des de cultivo, sendo util em
estudos exploratorios e mecanisticos . Essa linhagem pode ser ativada por diferentes
estimulos ja bem estabelecidos na literatura. O lipopolissacarideo (LPS) constitui o
estimulo cléssico, atuando via receptor toll-like 4 (TLR4) e desencadeando a producao de
TNF-a, IL-6, IL-1PB e 6xido nitrico, além da ativagdo do fator nuclear kappa B (NF-kB),
caracterizando o perfil pro-inflamatério M1 (32-34). A associagdo de LPS com interferon-
gama (IFN-y) potencializa essa resposta, amplificando a expressdo da 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e a produ¢do de mediadores pro-inflamatorios, sendo frequentemente
utilizada quando se deseja um estimulo inflamatorio mais intenso (8,32-34). O forbol-
miristato-acetato (PMA) constitui outra forma de ativagdo amplamente empregada, atuando
diretamente sobre a proteina quinase C (PKC) de maneira independente de receptores de
superficie, sendo utilizado tanto para induzir ativacao celular quanto como controle positivo
em ensaios de producao de espécies reativas de oxigénio (32-34). Em contraposicao a esse
perfil pro-inflamatorio, estimulos como 1L-4 e IL-13 podem induzir um perfil funcional
alternativo (M2), associado a maior expressao de arginase-1 e de mediadores regulatérios
(4,5,32,35).

No presente estudo, o uso do H20: como agente indutor de estresse oxidativo
permite avaliar a resposta de macrofagos J774A.1 a um estimulo oxidativo isolado, sem
associagdo direta a componentes bacterianos, como o lipopolissacarideo. Essa escolha
metodoldgica possibilita investigar de forma mais especifica como o desequilibrio redox
interfere na viabilidade metabolica, na morfologia celular e na producao de citocinas. Além
disso, a utilizag¢do de diferentes concentracdes de H-O: permite analisar se a resposta celular
e a possivel modulacdo pela fotobiomodulag¢ao variam conforme a intensidade da agressao

oxidativa (11,12,18,19).
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1.4. Fotobiomodulacao

A fotobiomodulagdo (FBM) ¢ uma modalidade baseada na aplicacdo de luz nao
ionizante, geralmente por meio de lasers de baixa poténcia ou diodos emissores de luz, com
o objetivo de modular processos celulares e teciduais sem provocar efeito térmico ablativo.
A terminologia FBM passou a ser recomendada para substituir expressdes como terapia
com laser de baixa intensidade, por representar de forma mais adequada os efeitos
biologicos produzidos pela luz em células e tecidos (27). Essa abordagem tem sido
investigada em diferentes condi¢cdes experimentais e clinicas, especialmente por seus
efeitos sobre inflamagdo, dor, reparo tecidual, fungdo mitocondrial e resposta celular ao
estresse (13,15,23,28).

Os efeitos bioldgicos da FBM dependem da interacdo entre fotons e estruturas
celulares capazes de absorver luz, denominadas cromoforos. Entre os principais cromoforos
descritos na literatura, destacam-se componentes da cadeia respiratoéria mitocondrial,
especialmente a citocromo ¢ oxidase, que apresenta bandas de absor¢ao nos espectros
vermelho e infravermelho préximo (15,16,26). Karu (1999), descreveu mecanismos
primarios e secundarios da acdo da luz visivel e do infravermelho proximo sobre células,
destacando que a absorc¢do inicial da luz pode desencadear alteragdes bioquimicas e
sinalizacdes celulares subsequentes (16). De forma complementar, Karu e Kolyakov
(2005), demonstraram espectros de acao relacionados a respostas celulares relevantes para
a fototerapia, reforcando a importdncia do comprimento de onda na determinagdo dos
efeitos bioldgicos (26).

A mitocondria € considerada um dos principais alvos celulares da FBM, pois
participa da producao de energia, da regulagao do estado redox e da sinalizacdo relacionada
a sobrevivéncia celular. De Freitas e Hamblin (2016), propuseram que a absor¢ao da luz
por cromodforos mitocondriais pode alterar o transporte de elétrons, o potencial de
membrana mitocondrial, a producdo de adenosina trifosfato e a liberagao controlada de
espécies reativas de oxigénio, desencadeando respostas celulares secundarias (15). Ferraresi
et al. (2015), demonstraram que a terapia com luz de baixa intensidade pode aumentar o
potencial de membrana mitocondrial e a sintese de adenosina trifosfato em miotubos
C2C12, fornecendo suporte experimental para o envolvimento da fun¢ao mitocondrial nos
efeitos da FBM (17).

Embora as espécies reativas de oxigénio sejam frequentemente associadas a dano
celular quando produzidas em excesso, em concentragdes controladas elas também atuam

como moléculas sinalizadoras e importantes para homeostase. Nesse sentido, a FBM pode
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modular a sinaliza¢do redox celular, promovendo respostas adaptativas relacionadas ao

metabolismo, a sobrevivéncia celular e a regulagao inflamatoria (15,21). Chen et al. (2011),
demonstraram que a terapia com laser de baixa intensidade pode ativar o fator nuclear kappa
B por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio em fibroblastos embrionarios
murinos, evidenciando que a produgao controlada dessas espécies pode participar da
sinalizagdo desencadeada pela luz (21). Assim, os efeitos da FBM nao devem ser
interpretados apenas como antioxidantes diretos, mas como resultado de uma modulagao
complexa de vias bioenergéticas, redox e inflamatorias (13,15,21).

No contexto inflamatorio, a FBM tem sido associada a modulacao de mediadores
celulares e moleculares envolvidos na resposta imune. Hamblin (2017), descreveu
mecanismos e aplicagdes dos efeitos anti-inflamatérios da FBM, destacando sua capacidade
de influenciar células inflamatorias, citocinas, edema, mediadores oxidativos e vias de
resolucdo da inflamacdo (13). Em modelo experimental de inflamac¢ao aguda, Aimbire et
al. (2006), observaram reducao dose-dependente dos niveis de fator de necrose tumoral alfa
apos aplicagdo de laser de baixa poténcia, indicando que a luz pode modular citocinas
préinflamatorias em condigdes especificas (20). Oliveira et al. (2014), também
demonstraram que a terapia com laser de baixa intensidade reduziu inflamag¢do pulmonar
aguda em modelo de sindrome do desconforto respiratorio agudo induzida por
lipopolissacarideo, reforcando o potencial modulador da luz em modelos inflamatorios
(22).

Apesar dos efeitos promissores descritos na literatura, a resposta a FBM ¢
fortemente dependente dos parametros dosimétricos empregados. Comprimento de onda,
poténcia, energia, irradiancia, exposicao radiante, area irradiada, tempo de aplicacao, modo
de emissao e numero de sessdes podem modificar a resposta biologica obtida (15,23,28).
Chung et al. (2012), destacaram que a compreensdo dos “elementos essenciais” da terapia
com luz de baixa intensidade ¢ fundamental para interpretar os resultados e comparar
protocolos, uma vez que pequenas variacdes na dosimetria podem resultar em efeitos
distintos (28). Farivar et al. (2014), também ressaltaram que os efeitos bioldgicos da FBM
dependem da dose e das condi¢des experimentais, refor¢ando a necessidade de descricao
metodoldgica detalhada (23).

A relagdo dose-resposta da FBM ¢ frequentemente descrita como biféasica, ou seja,
doses muito baixas podem ndo produzir efeito mensuravel, enquanto doses excessivas
podem reduzir ou anular os efeitos biologicos esperados. Essa caracteristica torna essencial
a definicdo adequada dos parametros de irradiacdo e a interpretagdo cautelosa dos resultados
obtidos (15,23,28). Em estudos in vitro, essa questdo ¢ ainda mais relevante, pois fatores

como distancia entre a fonte de luz ¢ as células, area efetivamente irradiada, volume de



28

meio, densidade celular e geometria do recipiente podem interferir na energia entregue ao
sistema biologico (15,28).

O comprimento de onda utilizado também exerce papel central na resposta celular.
Comprimentos de onda na faixa do vermelho e do infravermelho proximo tém sido
amplamente empregados em estudos de FBM por sua interacio com cromoforos
mitocondriais e por seus efeitos descritos sobre metabolismo celular, inflamagao e reparo
(15,16,26,28). O laser de 780 nm, situado no espectro do infravermelho préximo, tem sido
utilizado em diferentes modelos experimentais e apresenta relevancia para estudos que
investigam atividade mitocondrial, viabilidade celular e modulagdo inflamatoria (18,19,29).
Fernandes et al. (2015), demonstraram que a irradiacdo com lasers de 660 nm ¢ 780 nm
modulou marcadores inflamatorios em células semelhantes a macréfagos J774 ativadas,
enquanto Souza et al. (2014), observaram efeito da FBM sobre a atividade mitocondrial de
macrofagos (18,19).

Dessa forma, a FBM representa uma intervencao de interesse no campo da
Biofotdnica por sua capacidade de modular fungdes celulares relacionadas a bioenergética,
sinalizagdo redox e inflamag¢do. No entanto, seus efeitos dependem de multiplas variaveis,
incluindo tipo celular, condigdo metabolica inicial, presenca de estresse, comprimento de
onda e dose utilizada (13,15,23,28). Por esse motivo, estudos experimentais controlados
sdo necessarios para compreender como protocolos especificos de FBM interferem em
parametros celulares, especialmente em modelos nos quais inflamacao e estresse oxidativo

estdo interligados.
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1.5. Fotobiomodulagdo em macrofagos

Os macrofagos constituem um modelo celular relevante para estudos envolvendo
FBM, pois participam diretamente da resposta inflamatoria, da producdo de citocinas, da
fagocitose, da modulagdo do microambiente tecidual e da transicdo entre inflamagdo e
reparo (3-6). Essas células apresentam elevada plasticidade funcional e respondem a
diferentes estimulos, incluindo mediadores inflamatorios, alteracdes metabodlicas e
variagdes no estado redox celular (4,5). Por esse motivo, investigar os efeitos da FBM em
macréfagos pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos celulares associados a
modulagdo inflamatoria pela luz (13,18,19).

A literatura demonstra que a FBM pode interferir em parametros funcionais de
macrofagos, especialmente aqueles relacionados a atividade mitocondrial e a produgdo de
mediadores inflamatérios (18,19). Esse achado ¢ coerente com os mecanismos propostos
para a FBM, nos quais a absor¢ao de fotons por cromoéforos mitocondriais pode modificar
o transporte de elétrons, a produgdo de adenosina trifosfato, o potencial de membrana
mitocondrial e a sinalizagdo redox (15-17).

Em macrofagos, a modula¢do da atividade mitocondrial apresenta especial
importancia, pois a mitocondria participa ndo apenas da producdo energética, mas também
da regulacdo de espécies reativas de oxigénio, da adaptacdo ao estresse e da ativacdo de
vias inflamatorias (15,17,21). Chen et al. (2011), demonstraram que a FBM pode ativar o
fator nuclear kappa B por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio em fibroblastos
embriondrios murinos, indicando que a sinalizacdo redox desencadeada pela luz pode
influenciar vias celulares relacionadas a inflamagdo (21). Embora esse estudo tenha sido
realizado em outro tipo celular, seus achados ajudam a sustentar a hipdtese de que a FBM
pode atuar por mecanismos redox e bioenergéticos também relevantes para macrofagos
(15,19,21).

Estudos especificos com células semelhantes a macrofagos J774 demonstram que a
FBM pode modular marcadores associados a ativacao inflamatoria (18,19). Fernandes et al.
(2015), avaliaram os efeitos dos lasers de 660 nm e 780 nm em células J774 ativadas e
observaram modulacdo de marcadores inflamatérios relacionados ao perfil pro-
inflamatoério, indicando que esses comprimentos de onda podem interferir na resposta
funcional de macréfagos em condi¢des de ativagao (18). Esse estudo ¢ particularmente
relevante para a presente dissertacao por utilizar uma linhagem celular semelhante e por

incluir o comprimento de onda de 780 nm, que também foi empregado neste trabalho.
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A agao da FBM sobre macréfagos também pode estar relacionada a regulagao de
citocinas. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ uma citocina associada a amplificacao
da resposta inflamatoria, sendo frequentemente utilizada como marcador de ativagao
inflamatéria em modelos celulares e teciduais (7,9,20). A interleucina 6 (IL-6), por sua vez,
apresenta comportamento pleiotrépico e pode participar de respostas pro-inflamatorias,
regulatdrias ou reparativas, dependendo do tipo celular, do microambiente e do momento
da analise (9). Assim, a avaliacao de TNF-a e IL-6 em estudos com macrofagos submetidos
a FBM permite investigar se a luz interfere na produc¢ao de mediadores relevantes para a
resposta inflamatoria (9,18,20,22).

A relacdo entre FBM, macrdfagos e estresse oxidativo € particularmente importante
porque a resposta inflamatdria esta intimamente associada ao equilibrio redox celular
(8,11,12,15,21). Macrofagos podem produzir espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico
durante a resposta inflamatdria, e essas moléculas podem atuar tanto na defesa celular
quanto na amplificacdo do dano quando produzidas em excesso (8,11,12). Como a FBM
pode modular a fun¢do mitocondrial e a sinalizacdo redox, torna-se relevante investigar
seus efeitos em macrofagos submetidos a condi¢des de estresse oxidativo controlado
(15,19,21).

Grande parte dos estudos experimentais envolvendo FBM e macrofagos utiliza
estimulos inflamatorios cléssicos, como lipopolissacarideo, ou modelos associados a
ativacdo inflamatoéria tecidual (18,22). Embora esses modelos sejam importantes para
compreender a modulacdo de respostas inflamatorias induzidas por componentes
bacterianos, eles ndo permitem avaliar isoladamente a influéncia do estresse oxidativo sobre
a funcdo macrofagica. Nesse sentido, o uso do peroxido de hidrogénio (H202) como agente
indutor de estresse oxidativo oferece uma abordagem complementar, pois permite
investigar a resposta dos macrofagos frente a um estimulo redox controlado, sem associacao
direta a componentes bacterianos (11,12).

A linhagem J774A.1 ¢ amplamente utilizada em estudos de biologia de macrofagos
por apresentar caracteristicas funcionais compativeis com células macrofagicas, como
capacidade fagocitica, resposta a estimulos inflamatorios e producdo de mediadores
soluveis (32-34). Ralph e Nakoinz (1975), descreveram propriedades fagociticas e
citoliticas de linhagem tumoral macrofagica murina, contribuindo para o desenvolvimento
de modelos celulares voltados ao estudo da fung¢do macrofagica (33). Além disso,
protocolos de isolamento e caracterizacdo de macréfagos murinos reforgcam a importancia

desses modelos para investiga¢des de imunologia celular e resposta inflamatéria (32).



31

Essa abordagem ¢ relevante porque os efeitos da FBM dependem do tipo celular,
do estado metabolico inicial, da presenga de estresse, do comprimento de onda ¢ da dose
utilizada (13,15,23,28). Portanto, modelos celulares controlados ajudam a compreender
mecanismos iniciais de acdo da luz antes da realizagdo de estudos pré-clinicos ou clinicos
mais complexos (24,35).

Dessa forma, a investigacdo da FBM em macrofagos J774A.1 submetidos ao
estresse oxidativo induzido por H20O: pode contribuir para ampliar a compreensao sobre a
interacdo entre luz, metabolismo celular, resposta inflamatoria e equilibrio redox. Ao avaliar
desfechos como viabilidade metabdlica, morfologia celular, TNF-a e IL-6, este modelo
permite analisar se a FBM com laser de 780 nm ¢ capaz de modular respostas celulares
desencadeadas por diferentes intensidades de injiria oxidativa, fornecendo base

experimental para estudos futuros no campo da Biofotonica.
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1.6. Importancia dos estudos experimentais in vitro em Biofotonica

Os estudos experimentais in vitro representam uma etapa fundamental na
investigacdo de mecanismos celulares envolvidos na inflamagao, no estresse oxidativo e na
resposta a intervengdes terapéuticas. Embora ndo reproduzam integralmente a
complexidade de um organismo vivo, esses modelos permitem controlar varidveis
importantes, como tipo celular, concentracdo do estimulo agressor, tempo de exposicao,
condi¢des de cultivo, parametros de irradiagdo e periodos de andlise (32-35). Dessa forma,
esses modelos permitem avaliar, em condi¢des controladas, a resposta celular frente a um
estimulo agressor e identificar se uma intervencao especifica ¢ capaz de modificar
parametros funcionais, metabolicos ou inflamatorios. No campo da Biofotonica, essa etapa
¢ relevante para compreender efeitos celulares iniciais da FBM, orientar a escolha de
pardmetros experimentais e subsidiar estudos posteriores em modelos biologicos mais
complexos.

No campo da Biofotonica, os modelos in vitro sao particularmente relevantes
porque os efeitos da FBM dependem diretamente das caracteristicas do sistema biologico
avaliado. O tipo celular, o estado metabolico inicial, a presenca ou auséncia de estresse, o
tipo de luz, o comprimento de onda, a poténcia, a energia entregue, a exposi¢ao radiante, o
tempo de aplicagdo e a 4area irradiada podem influenciar a resposta obtida (13,15,23,28).
Chung et al. (2012), destacam que a interpretagdo dos efeitos da FBM exige atencdo aos
parametros utilizados, pois pequenas variagdes dosimétricas podem modificar os resultados
observados (28). Assim, estudos celulares controlados sdo importantes para compreender
como protocolos especificos de FBM interferem em desfechos bioldgicos mensuraveis.

Esses achados reforgam a utilidade dos modelos celulares para investigar respostas
iniciais a luz e orientar estudos posteriores em sistemas bioldgicos mais complexos.

Outro aspecto relevante dos estudos in vitro ¢ a possibilidade de padronizagdo
metodologica e maior reprodutibilidade experimental. O uso de linhagens celulares
estabelecidas, como J774A.1, permite trabalhar com populacdes relativamente
homogéneas, em condig¢des controladas de cultivo e exposi¢ao (32-34). Essa caracteristica
¢ importante em Biofotonica, pois a resposta a FBM pode ser influenciada por fatores como
densidade celular, composi¢ao do meio de cultura, geometria do recipiente, distancia entre
a fonte de luz e as células, volume de meio e estado funcional das células no momento da
irradiagao (15,23,28,35). Portanto, a descricdo e o controle dessas variaveis sao

fundamentais para a adequada interpretacao dos resultados.
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Ralph e Nakoinz (1975), descreveram propriedades fagociticas e citoliticas de

linhagem tumoral macrofagica murina, contribuindo para o desenvolvimento de modelos
celulares voltados ao estudo da fungdo macrofagica (33). Além disso, protocolos de
isolamento e caracterizagdo de macréfagos murinos reforcam a importancia desses modelos
para investigacdes relacionadas a imunologia celular, inflamagao e resposta a diferentes
estimulos (32).

Além disso, a utilizacao de diferentes concentragdes de H>O: possibilita simular
distintos graus de estresse oxidativo e observar se a resposta celular 8 FBM varia conforme
a intensidade da injuria. Essa abordagem ¢ importante porque os efeitos da FBM sdo
dependentes do estado funcional da célula e podem diferir entre condigdes de estresse leve,
moderado ou intenso (13,15,23,28).

Assim, o modelo experimental adotado permite avaliar nao apenas se a FBM exerce efeito
modulador, mas também em quais condi¢des esse efeito se manifesta de forma mais
evidente.

Portanto, estudos in vitro ndo devem ser compreendidos como substitutos diretos de
estudos pré-clinicos ou clinicos, mas como etapa complementar essencial para investigar
mecanismos, testar hipoteses, definir parametros e compreender respostas celulares

especificas (32-35).
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2 JUSTIFICATIVA

A inflamagdo e o estresse oxidativo estdo envolvidos em diversos processos de
disfuncdo celular e tecidual, sendo frequentemente associados a manutencao de respostas
inflamatorias persistentes e ao agravamento de condi¢des cronicas (1,2,11,12). Os
macrofagos participam diretamente desses processos, pois integram sinais inflamatorios e
redox, produzem mediadores como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6
(IL-6), e apresentam alteragdes funcionais diante de estimulos oxidativos (3-9,11,12). Dessa
forma, compreender como essas células respondem ao estresse oxidativo € relevante para o
estudo de mecanismos celulares relacionados a inflamacao.

A literatura demonstra que a FBM pode modular parametros celulares relacionados
a atividade mitocondrial, viabilidade celular, sinalizacao redox e producao de mediadores
inflamatorios (13,15-21). Estudos prévios com macréfagos indicam que a FBM pode
influenciar a atividade mitocondrial € marcadores inflamatorios em modelos experimentais
controlados (18,19). Entretanto, grande parte das investigacdes utiliza modelos baseados
em estimulos inflamatorios classicos, como lipopolissacarideo, ou modelos teciduais mais
complexos, o que pode dificultar a analise isolada da resposta celular ao estresse oxidativo
(18,22).

Nesse contexto, o uso do peroxido de hidrogénio (H20:) como agente indutor de
estresse oxidativo permite investigar, de forma controlada, como macrofagos respondem a
diferentes intensidades de agressdo oxidativa (11,12). Esse modelo possibilita avaliar se a
FBM ¢ capaz de modular pardmetros funcionais importantes, como viabilidade metabolica,
morfologia celular e produgao de citocinas, sem a associa¢ao direta a estimulos bacterianos.
Assim, a utilizagdo de macréfagos J774A.1 expostos ao H20: representa uma estratégia
experimental adequada para estudar a intera¢do entre luz, estresse oxidativo e resposta
inflamatdria em ambiente in vitro (11,12,18,19,32-35).

A realizac¢do deste estudo se justifica pela necessidade de ampliar a compreensao
dos efeitos celulares da FBM em condicoes de estresse oxidativo isolado. A analise de
diferentes concentragdes de H20: e de dois periodos de avaliagdo permite observar se a
resposta & FBM varia conforme a intensidade da injaria e o tempo apds a irradiagdo. Além
disso, a avaliacdo conjunta de viabilidade metabodlica, morfologia, TNF-a e IL-6 contribui
para uma interpretacdo mais integrada da resposta dos macrofagos submetidos ao estresse
oxidativo.

Portanto, este estudo pode contribuir para o campo da Biofotonica ao fornecer

evidéncias experimentais sobre os efeitos da FBM com laser de 780 nm em macrofagos
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J774A.1 submetidos ao estresse oxidativo induzido por H20:. Os resultados podem auxiliar

na compreensao de mecanismos celulares iniciais relacionados a modulagdo inflamatoria.
Contudo, por se tratar de um estudo in vitro, os achados devem ser interpretados com cautela

e ndo permitem extrapolagado clinica direta.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da FBM com laser de 780 nm sobre a viabilidade metabolica, a
morfologia celular e a produgdo de citocinas inflamatorias em macréfagos J774A.1

submetidos ao estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio.

3.2. Especificos

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de peroxido de hidrogénio sobre a
viabilidade metabolica de macrofagos J774A.1 nos periodos de 24 e 48 horas.

Analisar o efeito da FBM com laser de 780 nm sobre a viabilidade metabolica de
macrofagos J774A.1 submetidos ao estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio.

Descrever qualitativamente as alteragdes morfologicas dos macréfagos J774A.1
apos exposicao ao perdxido de hidrogénio, na presenca ou auséncia de FBM.

Mensurar os niveis de proteina total no sobrenadante das culturas celulares para
normalizagao dos dados de citocinas.

Avaliar os efeitos da FBM sobre os niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
em macrofagos J774A.1 submetidos ao estresse oxidativo.

Avaliar os efeitos da FBM sobre os niveis de interleucina 6 (IL-6) em macrofagos

J774A.1 submetidos ao estresse oxidativo.
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4 METODOLOGIA

O presente estudo, de carater experimental e in vitro foi integralmente desenvolvido
nos Laboratérios de Pesquisa do Programa de P6s-Graduagao em Medicina Biofotonica da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE), campus Vergueiro, Sao Paulo — SP. A
infraestrutura institucional propiciou as condi¢des adequadas para a manutencdao das
culturas celulares, aplicagdo do protocolo de FBM e realizacdo das analises morfologicas,
metabolicas e bioquimicas propostas.

Por se tratar de estudo experimental in vitro, realizado exclusivamente com
linhagem celular estabelecida comercialmente, sem participacao de seres humanos, uso de
animais vivos ou obten¢do de material biolégico humano, ndo houve necessidade de

submissao ao Comité de Etica em Pesquisa ou a Comissao de Etica no Uso de Animais.

4.1. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi estruturado para avaliar os efeitos da FBM sobre
macrofagos J774A.1 submetidos ao estresse oxidativo induzido por H20:. As células foram
distribuidas em grupos controle, grupos expostos a diferentes concentragdes de H.O: e
grupos expostos ao H20: seguidos de FBM. Apos os tratamentos, foram realizadas andlises
morfoldgicas, de viabilidade metabdlica, proteina total e quantificacdo das citocinas TNF-

a e IL-6 nos periodos de 24 e 48 horas. A sequéncia experimental estd apresentada na Figura
1.
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Figura 1 - Fluxograma do delineamento experimental. Macréfagos J774A.1 foram
distribuidos em 7 grupos experimentais. Apos exposi¢cao ao H20: por 1 hora, os grupos
designados receberam FBM com laser de 780 nm. As células foram avaliadas ap6s 24 e 48
horas.Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

4.2. Cultura celular

Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizadas células da linhagem de
macrofagos J774A.1 (ATCC® TIB-67™), derivadas de camundongos BALB/c, modelo
documentado na literatura para estudos de biologia celular e imunologia (32,33,34).

As células foram mantidas e cultivadas em meio DMEM - Dulbecco's Modified
Eagle Medium (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), com pH ajustado 7,4. O meio de cultivo
foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), e 1
% de solugdo de antibidtico/antimicotico (penicilina/estreptomicina). As culturas foram
mantidas em incubadora (HEPA Class 3110, Thermo Electron Corporation, OH, EUA) em
uma temperatura constante de 37 °C, sob atmosfera umidificada com 5% de COs..

A viabilidade celular foi avaliada periodicamente por meio da contagem em camara
de Neubauer, utilizando o teste de exclusdo pelo corante vital Azul de Trypan a 0,4%
(Sigma-Aldrich,St Loui,MO,EUA). Para a execucao dos protocolos experimentais, foram
rigorosamente utilizadas apenas culturas celulares que apresentaram indice de viabilidade

igual ou superior a 95%.
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4.3. Grupos experimentais

Para a avaliagdo dos efeitos da FBM sobre o estresse oxidativo, os macrdofagos
J774A.1 foram semeados em placas de micro titulacao de 96 pogos e distribuidos em sete
grupos experimentais. Cada condi¢ao foi avaliada em quadruplicata (n=4) para os periodos
experimentais de 24 e 48 horas.

Os niveis de estresse oxidativo foram mimetizados pela exposi¢ao ao H.O2 em trés
diferentes espectros de injuria celular: estresse leve (50 uM), moderado (100 pM) e intenso

(200 uM). Os grupos experimentais foram configurados conforme descrito a seguir:

» Controle: Macrofagos J774A.1 cultivados apenas em meio DMEM + 10% SFB,
sem inducao de estresse ou aplicacdo de FBM.

*  H20: 50 uM: Células submetidas ao estresse oxidativo leve.

*  H20: 100 pM: Células submetidas ao estresse oxidativo moderado.

*  H20:200 pM: Células submetidas ao estresse oxidativo intenso.

*  H20: 50 uM + FBM: Células submetidas ao estresse oxidativo leve tratadas com
FBM

*  H:0:100 uM + FBM: Células submetidas ao estresse oxidativo moderado tratadas
com FBM

*  H:0: 200 uM + FBM: Células submetidas ao estresse oxidativo intenso tratadas
com FBM
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4.4. Tratamento das células com H20-

Para a inducdo do estresse oxidativo, o meio de cultura basal foi removido e os
macrofagos J774A.1 foram expostos as solucdes de trabalho de H20O: nas concentragdes
finais de 50, 100 e 200 uM. O periodo de incubagdo para o estabelecimento da injuria
oxidativa foi de 1 hora, mantendo-se as condi¢gdes padrao de incubacdo (37°C e 5% de COx).

Devido a alta instabilidade quimica e suscetibilidade a fotodegradagao do H-0-, as
solugdes de trabalho foram rigorosamente preparadas imediatamente antes da sua aplicagao
em ambiente protegido da luz direta, a partir de uma solucdo estoque comercial de
procedéncia certificada (Perfyl Tech), garantindo assim a precisdo e a reprodutibilidade das
concentracoes estipuladas.

Decorrido o intervalo de 1 hora de exposicao ao agente estressor, 0 meio contendo
H-0: foi integralmente aspirado, e as células foram lavadas com solugdo tampao fosfato-
salina (PBS) para remocdo do H20O: residual. Em seguida, as células foram removidas,
transferidas para tubos conicos tipo Falcon de 50 mL e centrifugadas para formacdo do
precipitado celular. Os grupos designados para tratamento foram entdo submetidos ao
protocolo de FBM, conforme descrito a seguir. Ap6s a irradiagdo ou manipulagdo simulada,
as células foram ressuspendidas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e

incubadas por 24 ou 48 horas.

4.5. Tratamento das células utilizando a FBM

Decorrido o intervalo de 1 hora ap6s a indugdo do estresse oxidativo pelo H20: e a
respectiva troca do meio de cultura, os macrofagos J774A.1 foram submetidos a um nico
protocolo de irradiagdo. Para os procedimentos de fotobiomodulagdo, utilizou-se o
equipamento comercial Twin-laser (MM Optics, Sao Carlos, SP, Brasil), operando em modo
continuo, cujos parametros dosimétricos encontram-se detalhados na Tabela 1.

O processo de irradiacdo foi realizado com as células dispostas em suspensdo e
centrifugadas na base de tubos conicos tipo Falcon de 50 mL. A ponteira do equipamento
foi posicionada de forma estéril e perpendicular a base externa do tubo, garantindo que o
feixe de luz incidisse de maneira direta e homogénea sobre o precipitado celular,
minimizando perdas por dispersdo ou atenuacdo Optica através do meio liquido.

A escolha dos parametros dosimétricos fundamentou-se em protocolos previamente
estabelecidos, padronizados e validados pelo grupo de pesquisa do Programa de Pos-
Graduacdo em Medicina Biofotonica da UNINOVE para a modulagdo inflamatoria e

metabolica, inclusive da linhagem J774 (15,18,19,23,28,36). Visando anular qualquer
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interferéncia de fontes de iluminagdo externa sobre as respostas celulares e garantir o

controle experimental, todas as etapas de irradiagdo foram rigorosamente conduzidas em
ambiente com baixa luminosidade (obscuridade parcial). Os grupos controle e estressados
nao tratados foram submetidos exatamente a mesma manipulagdo e variacdo ambiental,

porém com o equipamento desligado (sham irradiation).

Tabela 1 - Parametros dosimétricos utilizados para o tratamento da FBM.

Parametros Valores
Comprimento de onda (nm) 780
Largura espectral (nm) 10
Modo de funcionamento Continuo
Poténcia (mW) 70
Diametro de abertura (cm) 0,23
Irradiancia na abertura (mW/cm?) 1750
Area do feixe (cm?) 0,04
Tempo (s) 15
Exposicao radiante (J/cm?) 26,25
Numero de pontos irradiados 1
Técnica de aplicagao Contato
Numero de sessoes 1
Energia total (J) 1,05

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

4.6. Morfologia celular

Para a avaliagdo da morfologia celular, as monocamadas de macréfagos J774A.1 de
todos os grupos experimentais foram documentadas fotograficamente apds os respectivos
tratamentos, nos periodos de 24 e 48 horas. As imagens foram obtidas utilizando o sistema
integrado de captura ZOE Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
EUA), sob ampliagado fixa de 20x e em campo claro.

A andlise qualitativa e comparativa das fotomicrografias baseou-se na observagao
de critérios estruturais indicativos de integridade ou injuria celular, tais como manutengao

do formato celular, capacidade de adesao e espraiamento ao substrato plastico, densidade
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da confluéncia celular e refringéncia de membrana. Também foram observadas alteracdes
compativeis com sofrimento celular, como vacuolizacdo citoplasmatica, retracdo de
prolongamentos, arredondamento celular, descolamento e presenca de debris celulares

sugestivos de injuria induzida pelo estresse oxidativo.

4.7. Viabilidade celular - MTT

A viabilidade metabolica dos macrofagos J774A.1 foi determinada por meio do
ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). As células foram semeadas em placas de microtitulagdo de 96 pogos,
na densidade de 1 x 10° células por poco, e submetidas as analises nos periodos de 24 ¢ 48
horas ap6s os tratamentos. Cada condig@o experimental foi avaliada em quadruplicata, em
tr€s experimentos bioldgicos independentes.

Decorridos os respectivos periodos de incubagdo, o meio de cultura foi removido e
a solucdo de MTT foi adicionada aos pogos. As placas foram incubadas por 3 horas a 37
°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO:, permitindo a redugdo do sal de
tetrazolio em cristais de formazan pelas células metabolicamente ativas. Posteriormente, os
cristais foram solubilizados mediante adicdo de isopropanol absoluto, sob agitacdo. A
leitura da densidade Optica foi realizada em leitor de microplacas Anthos 2020® (Biochrom,
Cambridge, Reino Unido), no comprimento de onda de 540 nm. Os valores de absorbancia

foram considerados proporcionais a atividade metabdlica das células viaveis.

4.8. Normalizagao das amostras

Considerando que a exposicao ao H20: pode reduzir a aderéncia e a viabilidade
celular, os niveis de citocinas foram normalizados pela concentragdo de proteina total no
sobrenadante, a fim de minimizar a influéncia de variagdes na quantidade de material
celular entre os grupos experimentais.

Para isso, aliquotas de 2 pL do sobrenadante das culturas, coletadas nos periodos de
24 e 48 horas, foram dosadas em espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, EUA). A absorbancia foi mensurada em 280 nm, e os valores
de concentragdo proteica foram expressos em miligramas por mililitro (mg/mL). Esses
valores foram utilizados como fator de corre¢ao matematica dos resultados brutos de TNF-
a e IL-6 obtidos por ELISA. Apds a normalizagao, os resultados finais das citocinas foram

expressos em picogramas por miligrama de proteina (pg/mg de proteina).
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4.9. Quantificacao das citocinas IL-6 e TNF-a por ELISA

A quantificacdo das citocinas TNF-a e IL-6 liberadas pelos macréfagos J774A.1 foi
realizada por ensaio de imunoabsor¢do enzimatica, do inglés enzymelinked immunosorbent
assay (ELISA), utilizando kits comerciais BioLegend® (San Diego, CA, EUA), conforme
as instrugdes do fabricante. Foram utilizados os kits modelo 430901 para TNF-a e modelo
431301 para IL-6.

Para este ensaio, os sobrenadantes das culturas foram coletados nos periodos de 24
e 48 horas apos os tratamentos, divididos em aliquotas e armazenados a -80 °C até o
momento da analise. O procedimento foi realizado em trés experimentos bioldgicos
independentes.

As amostras e os padrdes foram adicionados em placas de 96 pogos previamente
sensibilizadas com anticorpos de captura. Apods as etapas de incubagdo com anticorpos de
deteccao, adi¢ao da enzima horseradish peroxidase (HRP) e do substrato colorimétrico, a
reacdo foi interrompida com solug¢do de parada. A leitura da absorbancia foi realizada em
leitor de microplacas Anthos 2020® (Biochrom, Cambridge, Reino Unido), no
comprimento de onda de 450 nm. As concentracdes foram calculadas com base na curva
padrdo de cada placa e posteriormente normalizadas pela concentracdo de

proteina total no sobrenadante.

4.10. Analise estatistica

A distribuicdo e a normalidade dos dados foram verificadas pelo teste de
Kolmogorov—Smirnov. Os resultados foram expressos como média = erro padrdao da média
(EPM) e submetidos a anélise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pds-teste de
Tukey para comparag¢des multiplas entre os grupos experimentais. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p < 0,05), com intervalo de confianga de 95%. Todas as analises
estatisticas e a construcdo dos graficos foram realizadas no software GraphPad Prism,

versao 8.01.
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5 RESULTADOS

5.1. Morfologia celular

A andlise morfologica dos macrofagos J774A.1 foi realizada nos periodos de 24 e

48 horas ap0s os tratamentos, conforme apresentado na Figura 2.

24h 48 h

Controle

H,0, 50 uM

H,0, 100 uM

H,0, 200 uM
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Figura 2 - Morfologia celular dos macrofagos J774A.1 nos grupos experimentais, avaliada por microscopia
de luz (ZOE Fluorescent Cell Imager, Bio-Rad, 20x, barra de escala = 100 pm). Observam-se alteragdes
morfologicas nos grupos expostos ao peroxido de hidrogénio (H20-), com maior evidéncia nas concentra¢des
mais elevadas. Nos grupos submetidos a FBM, observa-se melhor preservagdo qualitativa da morfologia
celular em comparagdo aos respectivos grupos nio irradiados.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)
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No grupo controle, os macrofagos J774A.1 apresentaram morfologia compativel
com cé¢lulas em cultura, com distribui¢do homogénea, aderéncia ao substrato e organizagao
da monocamada. Nos grupos expostos ao H20., foram observadas alteragdes morfologicas
qualitativas, incluindo redu¢ao da organizagdo da monocamada, arredondamento celular,
menor aderéncia e presenca de debris celulares, especialmente nas maiores concentragoes
de H20:. Nos grupos submetidos a FBM, observou-se melhor preservacdo qualitativa da
morfologia celular em comparacdo aos respectivos grupos expostos apenas ao H20.. Esse
padrao foi caracterizado por maior manutencao da aderéncia celular, melhor organizacao
da monocamada e menor presenca aparente de debris celulares. No grupo H202 200 uM +
FBM, embora ainda sejam observadas alteracdes morfologicas associadas ao estresse
oxidativo, a injuria celular parece qualitativamente menos acentuada em comparag¢do ao

grupo H202 200 uM sem FBM.

5.2. Viabilidade Celular - MTT
Os resultados referentes a viabilidade dos macrofagos J774A.1 obtidos em trés

experimentos independentes estio demonstrados na Figura 3.
viabilidade metabolica dos macrofagos J774A.1 foi avaliada pelo ensaio de MTT nos
periodos de 24 e 48 horas ap6s os tratamentos, conforme apresentado na Figura 3.

Em 24 horas (Figura 3A), os grupos expostos ao peroxido de hidrogénio (H20:)
apresentaram reducdo significativa da viabilidade metabdlica em comparacdo ao grupo
controle. Essa reducdo foi observada nas concentragdes de 50 uM, 100 uM e 200 uM,
indicando efeito citotoxico associado a exposi¢ao ao H20:. Entre os grupos submetidos a
FBM, observou-se aumento significativo da viabilidade metabdlica nos grupos H.02 50 uM
+ FBM e H20: 200 uM + FBM em comparagao aos respectivos grupos expostos apenas ao
H-0:. No entanto, o grupo H202 200 uM + FBM permaneceu com viabilidade inferior a do
grupo controle. Em 48 horas (Figura 3B), os grupos expostos ao H>O: nas concentragdes de
50 uM, 100 uM e 200 uM permaneceram com viabilidade metabdlica significativamente
reduzida em relacdo ao grupo controle. Os grupos H202 100 uM + FBM e H20: 200 uM +
FBM também apresentaram valores inferiores ao controle. Entretanto, nesse periodo, nao
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos expostos ao
H:0: e seus respectivos grupos submetidos a FBM.

Assim, os resultados indicam que a FBM esteve associada ao aumento da
viabilidade metabolica em condi¢des especificas no periodo de 24 horas, especialmente nos
grupos H202 50 uM + FBM e H202 200 uM + FBM. Esse efeito ndo foi observado de forma

significativa no periodo de 48 horas.
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Figura 3. Viabilidade celular dos macréfagos J774A.1 expostos ao H202 e/ou @8 FBM apds 24 h (A) e 48 h (B), avaliada
pelo ensaio de MTT, expressa em porcentagem relativa ao controle (painel superior) e densidade dptica a 540 nm (painel
inferior). *Diferengas em relacdo ao controle; # diferencas entre grupos da mesma concentracdo. ANOVA/Tukey:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; ##p<0,01; ###p<0,001. Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

5.3. Quantificacao de Proteina Total

Os niveis de proteina total no sobrenadante das culturas celulares foram avaliados
apos 24 e 48 horas de incubagdo, conforme apresentado na Figura 4.Em 24 horas (Figura
4A), as concentracdes de proteina total foram semelhantes entre o grupo controle, os grupos
expostos ao peroxido de hidrogénio (H20:) e os grupos submetidos a FBM, sem diferencas
estatisticamente significativas. Esse mesmo padrao foi observado em 48 horas (Figura 4B),
periodo no qual os niveis de proteina total também permaneceram semelhantes entre os
grupos experimentais.

A quantificacdo de proteina total foi realizada no sobrenadante das culturas celulares
com o objetivo de normalizar matematicamente os dados de TNF-a e IL6 obtidos por
ELISA. Dessa forma, esse parametro ndo deve ser interpretado como medida de sintese

proteica intracelular, proliferacdo celular ou massa celular total.
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Figura 4 - Quantifica¢do de proteina total no sobrenadante de culturas de macrofagos J774A.1 apds 24 horas
(A) e 48 horas (B) de incubagdo. Os dados sdo expressos em mg/mL e apresentados como média + erro
padrdo da média. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)
5.4. Niveis de IL-6

Os niveis de interleucina 6 (IL-6) no sobrenadante das culturas celulares foram
avaliados apos 24 e 48 horas de incubacdo, conforme apresentado na Figura 5.

Em 24 horas (Figura 5A), ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos experimentais. Esse resultado indica que, nesse periodo, a
exposi¢ao ao peroxido de hidrogénio (H20:), nas concentragdes avaliadas, ndo promoveu
alteracdo significativa nos niveis de IL-6, assim como a FBM ndo modificou
significativamente esse pardmetro em comparagdo aos respectivos grupos nao irradiados.

Em 48 horas (Figura 5B), o grupo H202 200 uM + FBM apresentou niveis de IL-6
significativamente maiores em comparacdo ao grupo H20: 200 uM sem FBM.
Considerando a natureza pleiotropica da IL-6, esse aumento ndo deve ser interpretado
diretamente como efeito benéfico ou pro-regenerativo. No contexto do modelo
experimental utilizado, esse achado pode sugerir preservacao parcial da atividade funcional

e secretora das células submetidas a FBM sob condi¢ao de estresse oxidativo mais intenso.
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Figura 5 - Niveis de IL-6 em macrofagos J774A.1 nos diferentes grupos experimentais apds 24 h (A) e 48 h
(B) de incubacao. Resultados expressos como média =+ erro padrido. Diferencas significativas em relagdo ao
controle indicadas por asteriscos (*); diferengas entre grupos da mesma concentragdo indicadas por hashtag
(#). ANOVA/Tukey: *p<0,05; **p<0,01; ###p<0,001; ####p<0,0001.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

5.5. Niveis de TNF-a

Os niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no sobrenadante das culturas
celulares foram avaliados ap6s 24 e 48 horas de incubagdo, conforme apresentado na Figura
6.

Em 24 horas (Figura 6A), os grupos H202 100 uM e H>0: 200 uM apresentaram
aumento significativo dos niveis de TNF-o em comparagdo ao grupo controle. Esse
resultado indica que, nesse periodo, as concentragdes moderada e elevada de perdxido de
hidrogénio (H20:) induziram aumento desse mediador inflamatorio. Nos grupos
submetidos a FBM, observou-se reducao significativa dos niveis de TNF-a em comparagao
aos respectivos grupos expostos apenas ao H20-, indicando modulacao desse mediador apos
a irradiagao.

Em 48 horas (Figura 6B), os grupos H20: 50 uM, H20: 100 uM e H20: 200 uM
apresentaram niveis de TNF-a significativamente maiores em comparacdo ao grupo
controle. O maior valor foi observado no grupo H-0: 200 uM, sugerindo intensificacao da
resposta inflamatoria associada a maior concentragdo do agente oxidativo. Nos grupos
submetidos a FBM, houve reducao significativa dos niveis de TNF-a em comparagdo aos
respectivos grupos nao irradiados, com valores proximos aos observados no grupo controle.

Dessa forma, os resultados indicam que a exposi¢ao ao HO» aumentou os niveis de

TNF-a, especialmente nas maiores concentragdes € no periodo de 48 horas. A FBM esteve
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associada a redugdo desse mediador nos grupos irradiados, sugerindo modulacao da

resposta inflamatoria induzida pelo estresse oxidativo neste modelo experimental.
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Figura 6 - Niveis de TNF-a em macrofagos J774A.1 nos diferentes grupos experimentais apos 24 h (A) e 48
h (B) de incubag@o. Resultados expressos como média + erro padrdo. Diferencas significativas em relagao ao
controle indicadas por asteriscos (*); diferencas entre grupos da mesma concentragdo indicadas por hashtag
(#). ANOVA/Tukey: **p<0,01; ****p<0,0001; ##p<0,01; ####p<0,0001.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da FBM com laser de 780 nm sobre a
morfologia celular, a viabilidade metabdlica e os niveis de TNF-a e IL-6 em macrofagos
J774A.1 submetidos ao estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio (H20:). De
modo geral, os resultados demonstraram que a exposi¢cdo ao H-O: promoveu alteracdes
morfoldgicas, redu¢do da viabilidade metabolica e aumento dos niveis de TNF-o,
especialmente nas maiores concentragdes e no periodo de 48 horas. A FBM esteve associada
a melhor preservacdo qualitativa da morfologia celular, ao aumento da viabilidade
metabolica em condigdes especificas no periodo de 24 horas, a reducdo dos niveis de TNF-
a nos grupos irradiados e a manutencao de niveis mais elevados de IL-6 no grupo submetido
ao estresse oxidativo mais intenso apds 48 horas.

Esses achados sdo coerentes com a relagdo descrita entre inflamacao, estresse
oxidativo e fun¢do macrofagica. A inflamagdo cronica envolve ativagdo sustentada de
células imunes, produgdo de citocinas e participagdo de mediadores oxidativos,
contribuindo para disfungdo celular e perpetuagdo de respostas inflamatérias (1,2). Os
macréfagos exercem papel central nesse processo, pois participam da iniciagao,
amplificacdo e resolucao da inflamagdo, além de integrarem sinais provenientes do
microambiente, incluindo estimulos inflamatorios e alteragdes redox (3-6). Nesse contexto,
modelos experimentais com macrofagos permitem investigar como estimulos oxidativos
afetam parametros celulares e como intervengdes moduladoras, como a FBM, podem
interferir nessa resposta.

O uso do H20: como agente indutor de estresse oxidativo permitiu avaliar a resposta
dos macrofagos a uma injaria oxidativa controlada. Estudos prévios demonstram que o
H20: pode modificar a expressdo de genes inflamatérios em macrofagos e ativar vias
associadas ao desequilibrio redox, justificando sua utilizagdo em modelos in vitro de
estresse oxidativo (11,12). No presente estudo, a exposi¢do ao H20: resultou em alteracdes
morfoldgicas qualitativas e redugdo da viabilidade metabolica, especialmente nas maiores
concentragdes, indicando que o protocolo foi capaz de induzir diferentes graus de
comprometimento celular. Esses resultados reforcam a adequagao do modelo experimental
para avaliar os efeitos da FBM em condig¢des de estresse oxidativo. A redugdo da viabilidade
metabolica observada nos grupos expostos ao H202 é compativel com o efeito do estresse
oxidativo sobre a fungdo celular. Pomari et al. (2014) (11): mostraram que o H>O2 modifica
a expressao de genes inflamatdrios em macrofagos, em um modelo que também evidencia
comprometimento celular associado ao estresse oxidativo Begum et al. (2020)(12): usaram

H-O: para induzir estresse oxidativo em células RAW 264.7 (outra linhagem de macrofago
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murino), demonstrando reducdo de viabilidade/dano celular que era revertido por
mecanismos protetores (via Nrf2/MAPK).

O H:0: ¢ uma espécie reativa de oxigénio capaz de atravessar membranas celulares
e, em concentracoes elevadas, contribuir para disfungdo mitocondrial, dano a componentes
celulares e alteracdo de vias inflamatérias (11,12). No presente estudo, a redugdo da
viabilidade foi observada em todas as concentragdes avaliadas, tanto em 24 quanto em 48
horas, com maior comprometimento nos grupos submetidos as maiores concentracdes de
H:0.. Esse padrao sugere efeito dependente da intensidade da injuria oxidativa sobre a
atividade metabdlica dos macrofagos J774A.1.

O ensaio de MTT, utilizado para avaliacdo da viabilidade metabolica, baseia-se na
capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem o sal de tetrazélio em cristais de
formazan (7). Portanto, os resultados obtidos por esse método devem ser interpretados
como indicativos de atividade metabolica celular, e ndo como medida direta de proliferagao.
Essa distingdo ¢ importante no presente estudo, uma vez que a FBM aumentou
significativamente a viabilidade metabdlica em condicdes especificas no periodo de 24
horas, particularmente nos grupos H202 50 uM + FBM e H20: 200 uM + FBM, mas esse
efeito ndo se manteve de forma significativa no periodo de 48 horas.

Os efeitos da FBM sobre a viabilidade metabolica observados em 24 horas podem
estar relacionados a modulagado da atividade mitocondrial. Estudos prévios demonstram que
a FBM pode interferir na fungdo mitocondrial, no potencial de membrana mitocondrial e na
sintese de adenosina trifosfato, especialmente por meio da interagdo da luz com cromoforos
mitocondriais, como a citocromo ¢ oxidase (15-17). Souza et al. (2015), observaram que a
FBM modulou a atividade mitocondrial de macrofagos, enquanto Fernandes et al. (2015),
demonstraram efeitos da irradiagdo com lasers de 660 nm e 780 nm sobre marcadores
inflamatérios em células J774 ativadas (18,19). Esses achados sustentam a hipotese de que
a FBM pode modificar respostas metabolicas e funcionais de macréfagos em condi¢des
experimentais especificas.

A auséncia de diferenca significativa entre os grupos H202 ¢ H2O: + FBM no periodo
de 48 horas indica que o efeito observado sobre a viabilidade metabdlica nao foi sustentado
em todos os tempos avaliados. Esse resultado reforca a natureza dependente do tempo, da
dose e do estado celular na resposta @ FBM. A literatura destaca que os efeitos da FBM
podem variar conforme comprimento de onda, energia, irradiancia, exposicao radiante, tipo
celular, presenca de estresse e janela temporal de analise (13,15,23,28). Assim, os achados
deste estudo sugerem que a modulacdo da viabilidade metabolica pela FBM ocorreu de

maneira especifica, sem permitir afirmar efeito citoprotetor continuo ou generalizado.
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A analise morfoldgica qualitativa complementa os achados de viabilidade

metabolica. Os grupos expostos ao H2O: apresentaram alteracdes compativeis com injuria
celular, incluindo menor organizagao da monocamada, arredondamento celular, reducao da
aderéncia e presenca de debris celulares, especialmente nas maiores concentragdes. Nos
grupos submetidos a FBM, observou-se melhor preservacao qualitativa da morfologia em
comparagao aos respectivos grupos nao irradiados. Esse achado ¢ coerente com a literatura
que descreve a FBM como moduladora de processos celulares relacionados a fungao
mitocondrial, sinalizacdo redox e adaptagdo ao estresse (13,15,17,19). No entanto, por se
tratar de avaliacao qualitativa, esses resultados devem ser interpretados como indicativos
morfoldgicos e ndo como confirmagdo de mecanismos especificos de morte celular, como
apoptose ou necrose.

Em relacdo aos niveis de TNF-a, os resultados demonstraram aumento significativo
dessa citocina nos grupos expostos ao H20:, especialmente nas concentragdes de 100 uM e
200 uM em 24 horas, e em todas as concentragdes avaliadas no periodo de 48 horas. Esse
achado indica que o estresse oxidativo induzido pelo H20: foi capaz de estimular a produgao
desse mediador inflamatorio em macréfagos J774A.1. O TNF-a é uma citocina associada a
amplificacdo da resposta inflamatdria, ao recrutamento de células imunes e a ativagao de
vias proinflamatorias, sendo frequentemente utilizada como marcador funcional da
atividade inflamatoria de macréfagos (7,9).

A relagdo entre estresse oxidativo e aumento de TNF-a pode ser explicada pela
capacidade das espécies reativas de oxigénio de interferirem em vias de sinalizagdo
intracelular relacionadas a inflamagdo. Estudos prévios demonstram que o H:0: pode
modificar a expressao de genes inflamatorios em macrofagos, reforcando a associagao entre
desequilibrio redox e resposta inflamatoria celular
(11). Além disso, Begum et al. (2020), demonstraram que modelos de estresse oxidativo
induzido por H2O: em células macrofagicas envolvem vias como fator nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2 e proteinas quinases ativadas por mitdégenos, evidenciando que esse
estimulo pode alterar mecanismos celulares relacionados a inflamagdo e ao estresse
oxidativo (12).

Nos grupos submetidos a FBM, observou-se reducdo significativa dos niveis de
TNF-a em comparag@o aos respectivos grupos expostos apenas ao H.0O.. Esse resultado
sugere que a FBM modulou a producdo desse mediador inflamatério no modelo
experimental utilizado. Esse achado esta de acordo com estudos prévios que demonstraram
efeitos anti-inflamatérios da FBM em diferentes modelos experimentais. Hamblin (2017),
descreveu que a FBM pode modular mediadores inflamatorios, células imunes e vias

envolvidas na resolucao da inflamagao (13). Aimbire et al. (2006), observaram reducao



54

dose-dependente de TNF-a apds aplicagdo de laser de baixa poténcia em modelo de
inflama¢ao aguda, enquanto Oliveira et al. (2014), demonstraram que a terapia com luz
reduziu parametros inflamatorios em modelo de inflamagdo pulmonar induzida por
lipopolissacarideo (20,22).

Estudos com macrofagos também sustentam a interpretacao de que a FBM pode
modular respostas inflamatorias celulares. Fernandes et al. (2015), demonstraram que lasers
de 660 nm e 780 nm foram capazes de modular marcadores inflamatérios em células J774
ativadas, indicando que essa linhagem celular responde a irradiacdo em parametros
especificos (18). Souza et al. (2015), também observaram modula¢do da atividade
mitocondrial de macréfagos apos aplicagdo de FBM, o que refor¢a a participagdo de
mecanismos bioenergéticos na resposta celular a luz (19). No presente estudo, a reducao de
TNF-a nos grupos irradiados pode estar relacionada a modulacdo da atividade mitocondrial,
da sinalizacao redox e de vias inflamatoérias associadas ao estresse oxidativo.

E importante destacar que a redugdo de TNF-a observada neste estudo ndo deve ser
interpretada como bloqueio completo da resposta inflamatoria, mas como modulagao desse
mediador em um modelo in vitro de injuria oxidativa. A FBM esteve associada a reducao
dos niveis de TNF-a tanto em 24 quanto em 48 horas, com valores proximos ao controle
nos grupos irradiados. Esse padrdo sugere que, sob as condigdes experimentais utilizadas,
a FBM com laser de 780 nm interferiu na resposta inflamatoria induzida pelo H:O-,
especialmente em relacdo ao TNF-a.

A resposta da IL-6 apresentou comportamento distinto daquele observado para o
TNF-0. Em 24 horas, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
experimentais, indicando que, nesse periodo, o estresse oxidativo induzido pelo H20: ¢ a
aplicacdo da FBM nao modificaram significativamente os niveis dessa citocina. Em 48
horas, entretanto, o grupo H20:> 200 uM + FBM apresentou niveis significativamente
maiores de IL-6 em comparacao ao grupo H.02 200 uM sem FBM, sugerindo que a FBM
interferiu na manutengao desse mediador sob condi¢do de estresse oxidativo mais intenso.

A interpretacdo desse resultado deve ser realizada com cautela, pois a [L6 apresenta
comportamento pleiotropico e dependente do contexto biologico. Embora seja
frequentemente associada a resposta inflamatoria, essa citocina também pode participar de
processos regulatorios e adaptativos, dependendo do tipo celular, do microambiente e do
momento da andlise (9). Dessa forma, o aumento relativo de IL-6 no grupo H20. 200 uM
+ FBM ndo deve ser interpretado de forma direta como efeito pro-inflamatorio, benéfico ou
pro-regenerativo, mas como um achado funcional relacionado ao comportamento das

células irradiadas nesse modelo experimental.
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Nos grupos submetidos ao estresse oxidativo mais intenso sem FBM, a redugao dos

niveis de IL-6 em 48 horas pode estar relacionada ao comprometimento funcional dos
macréfagos, considerando que o H20: reduziu a viabilidade metabolica e induziu alteragdes
morfologicas mais evidentes nas maiores concentracdes. Estudos prévios demonstram que
0 H20: pode alterar a expressao de mediadores inflamatorios em macrofagos e comprometer
vias celulares relacionadas ao equilibrio redox e a resposta ao estresse (11,12). Nesse
contexto, a manutencdo de niveis mais elevados de IL-6 no grupo H-0: 200 uM + FBM
pode sugerir preservacao parcial da atividade secretora das células irradiadas sob condicao
de injuria oxidativa intensa.

Esse achado também pode ser analisado a luz dos mecanismos propostos para a
FBM. A literatura descreve que a FBM pode modular a atividade mitocondrial, a produgao
de adenosina trifosfato, a sinalizagao redox e vias intracelulares relacionadas a adaptagao
celular ao estresse (13,15-17,21). Souza et al. (2015), observaram modulacao da atividade
mitocondrial de macrofagos apés FBM, e Fernandes et al. (2015), demonstraram que a
irradiacao com lasers de 660 nm e 780 nm pode interferir em marcadores inflamatorios em
células J774 ativadas (18,19). Assim, a manutengdo da IL-6 no grupo irradiado pode estar
relacionada a preservacao parcial da funcionalidade celular, € ndo necessariamente a
amplificacdo da inflamagao.

Portanto, os resultados referentes a IL-6 indicam que a resposta dessa citocina foi
dependente do tempo, da intensidade do estresse oxidativo e da aplicagdo da FBM.
Diferentemente do TNF-a, que apresentou redugdo consistente nos grupos irradiados, a IL-
6 ndo se comportou como marcador linear de inflamacdo neste modelo. Esse resultado
refor¢ca a necessidade de interpretar citocinas de maneira contextualizada, considerando
simultaneamente viabilidade metabolica, morfologia celular e condigdes experimentais.

A quantificagdo de proteina total no sobrenadante foi utilizada como estratégia de
normalizagdo dos niveis de TNF-a e IL-6 obtidos por ELISA. No presente estudo, nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos niveis de proteina total
entre os grupos experimentais, tanto em 24 quanto em 48 horas. Esse resultado indica que
a normalizagdo das citocinas por proteina total foi realizada sobre valores relativamente
semelhantes entre os grupos, contribuindo para maior comparabilidade dos dados de TNF-
a e IL-6.

Entretanto, ¢ importante destacar que a proteina total foi mensurada no sobrenadante
das culturas celulares e utilizada exclusivamente como fator de corregdo matematica dos
resultados de citocinas. Dessa forma, esse parametro ndo deve ser interpretado como
medida de sintese proteica intracelular, proliferacdo celular ou massa celular total. Essa

distin¢do ¢ relevante porque, em modelos submetidos ao estresse oxidativo, alteragdes na
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viabilidade, na aderéncia e na integridade celular podem interferir na quantidade de material
celular e nos mediadores liberados no sobrenadante. Assim, a normalizagdo contribuiu para
reduzir a influéncia dessas variagdes na interpretacdo dos niveis de citocinas.

A andlise conjunta dos resultados demonstra que o H:0: promoveu resposta
compativel com estresse oxidativo em macrdofagos J774A.1, caracterizada por alteragdes
morfologicas qualitativas, reducao da viabilidade metabdlica e aumento dos niveis de TNF-
a. Esses achados estdo de acordo com estudos que descrevem o H>0: como agente capaz
de induzir desequilibrio redox e modificar respostas inflamatérias em macrofagos (11,12).
Além disso, refor¢am a relagdo entre estresse oxidativo e inflamagao, uma vez que espécies
reativas podem atuar como mediadores de sinalizacao celular e influenciar a producao de
citocinas (8,11,12,21).

Nos grupos submetidos a FBM, observou-se melhor preservacdo qualitativa da
morfologia celular, aumento da viabilidade metabolica em condigdes especificas no periodo
de 24 horas, reducao dos niveis de TNF-o ¢ manutencdo de niveis mais elevados de IL-6
no grupo submetido ao estresse oxidativo mais intenso apos 48 horas. Esses achados
sugerem que a FBM atuou como moduladora da resposta celular ao estresse oxidativo, e
ndo como supressora inespecifica da atividade inflamatoria. Essa interpretacdao € coerente
com a literatura que descreve a FBM como uma intervengdo capaz de modular atividade
mitocondrial, sinalizagdo redox e mediadores inflamatorios, com efeitos dependentes do
tipo celular, da dose utilizada, do estado funcional da célula e do tempo de avaliagdo
(13,15,18,19,23,28).

Assim, os resultados deste estudo indicam que a FBM com laser de 780 nm
interferiu em parametros relevantes da resposta de macrofagos J774A.1 ao estresse
oxidativo induzido por H:0.. A redu¢do de TNF-a foi o achado inflamatério mais
consistente, enquanto os efeitos sobre viabilidade metabdlica e IL-6 ocorreram de forma
dependente da condi¢do experimental e do tempo de andlise. Esse comportamento reforca
a necessidade de interpretar os efeitos da FBM de maneira contextualizada, considerando
que a resposta celular a luz pode variar conforme a intensidade da injuria oxidativa e o
momento da avaliagao.

Como limitagdes, destaca-se que este estudo foi realizado exclusivamente em
modelo experimental , in vitro utilizando uma linhagem celular murina imortalizada.
Embora esse modelo permita maior controle das condigdes experimentais, ele ndo reproduz
integralmente a complexidade de um tecido vivo, no qual diferentes tipos celulares, matriz
extracelular, vascularizacdo, mediadores sistémicos e interagdes imunoldgicas podem

influenciar a resposta 8 FBM. Outra limitagao refere-se aos desfechos avaliados. A andlise
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morfologica foi qualitativa, sem quantificagdo automatizada de area celular, confluéncia ou

numero de células aderidas. A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de MTT, que reflete
atividade metabolica celular, mas nao diferencia diretamente proliferagdo, morte celular,
apoptose ou necrose. Além disso, a investigagdo da resposta inflamatéria foi baseada nos
niveis de TNF-a e IL-6 no sobrenadante, sem avaliacdo de expressao génica, vias
intracelulares de sinalizagdao, marcadores adicionais de estresse oxidativo ou mediadores
relacionados a polarizagao macrofagica. Dessa forma, os resultados permitem interpretar a
resposta celular de maneira funcional, mas nao esclarecem completamente os mecanismos
moleculares envolvidos.

Apesar dessas limitagdes, os achados fornecem subsidios importantes para a
compreensao dos efeitos da FBM em macrofagos submetidos ao estresse oxidativo induzido
por H20..

Estudos futuros devem incluir diferentes parametros dosimétricos, avaliagao de
curvas dose-resposta, analise de outros tempos experimentais e investigagdo de marcadores
adicionais relacionados a fungdo mitocondrial, estresse oxidativo, apoptose, necrose € vias
inflamatorias

. Também s3o necessarios estudos em modelos pré-clinicos mais complexos,
capazes de avaliar se os efeitos observados neste modelo celular se mantém em sistemas

bioldgicos com maior interagdo entre células, tecidos e mediadores inflamatorios.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a FBM com laser de 780 nm modulou
a resposta de macrofagos J774A.1 submetidos ao estresse oxidativo induzido por peroxido
de hidrogénio (H20:), em um modelo experimental in vitro.

A exposi¢ao ao H.O2 promoveu alteragdes morfoldgicas qualitativas, reducdo da
viabilidade metabdlica e aumento dos niveis de TNF-a, especialmente nas maiores
concentracdes € no periodo de 48 horas, confirmando a indu¢do de um modelo de lesao
oxidativa celular.

A FBM esteve associada a melhor preservacao qualitativa da viabilidade metabodlica
em condigdes especificas no periodo de 24 horas, principalmente nos grupos H.O2 50 uM
+ FBM e H20: 200 uM + FBM.

Em relagdo as citocinas, a FBM reduziu os niveis de TNF-a nos grupos irradiados
em comparacdo aos respectivos grupos expostos apenas ao H:O:, indicando modulacao
desse mediador inflamatorio. Para IL-6, ndo foram observadas diferengas significativas em
24 horas; em 48 horas, o grupo H202 200 uM + FBM apresentou niveis mais elevados em
comparacao ao respectivo grupo nao irradiado, achado que pode sugerir preservagdo parcial
da atividade secretora celular sob estresse oxidativo intenso.

Dessa forma, os achados indicam que a FBM ndo atuou como supressora
inespecifica da resposta inflamatoria, mas como moduladora de parametros metabolicos,
morfologicos e inflamatorios em condi¢des especificas de estresse oxidativo. Por se tratar
de um estudo in vitro, os resultados ndo permitem extrapolagado clinica direta, mas fornecem

subsidios para futuras investigagdes em modelos pré-clinicos mais complexos.
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