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INTRODUGAO:

Os macrofagos, células essenciais do sistema imunolégico, desempenham um papel central na
resposta inflamatdria e na mediacdo de diversos processos regenerativos. Sua plasticidade e amplas
funcbes os tornam fundamentais em todas as fases do reparo tecidual. Seus efeitos dependem dos
estimulos presentes no microambiente, os quais determinam sua polarizagao em diferentes fendtipos.
De acordo com esses estimulos, os macréfagos podem ser polarizados em macréfagos classicamente
ativados (“fendtipo M1”), associados a respostas pré-inflamatérias e efeitos citotoxicos, ou em
macrofagos alternativamente ativados (“fenétipo M2”), com perfil anti-inflamatério e pré-resolutivo [1].

Nas fases iniciais do processo inflamatério, os macréfagos predominantes sao classicamente
ativados. Este fendtipo é caracterizado pela produgao de citocinas e marcadores inflamatérios, como a
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS). A expresséo de iNOS leva a produgao de 6xido nitrico (NO), uma
molécula com efeitos citotdxicos que auxilia na eliminagao de patdgenos e células danificadas [1-4]. Com
a progressao do reparo tecidual, os macrofagos no local da lesdo transitam para um perfil anti-
inflamatorio, que atenua os efeitos dos macréfagos produtores de NO, secretando citocinas anti-
inflamatodrias e fatores de crescimento, estimulando a reconstrugcéo do tecido danificado e contribuindo
para a resolugao da inflamagao.

A complexidade e a importancia dos diferentes fenotipos de macréfagos no processo de reparo
tecidual sugerem que essas células podem ser alvos para intervengdes terapéuticas. Nesse contexto, a
fotobiomodulacéo (PBM), também conhecida como terapia com luz de baixa intensidade, tem sido
investigada como uma ferramenta para acelerar o reparo tecidual. A PBM utiliza fontes de luz nao
ionizantes, como lasers e diodos emissores de luz (LEDs), nos espectros visivel e infravermelho proximo
para modular a atividade biolégica em nivel celular e tecidual.

A escolha dos parametros de irradiagdo, como o comprimento de onda e a intensidade da luz,

pode resultar em diferentes respostas biolégicas. Porém, o mecanismo pelo qual a luz influencia essas
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células ainda nao é bem elucidado. Neste trabalho, investigamos os efeitos da luz visivel (azul, vermelha,
amarela e verde) sobre a llinhagem de macréfagos RAW 264.7 previamente polarizados para os
fenodtipos M0, M1 e M2, com foco na expressao de iINOS, a fim de observar a influéncia da luz como

modulador da resposta imune.

METODOLOGIA:

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram cultivados em meio DMEM High Glucose,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de solugdo antibidtica
(penicilina/estreptomicina), sob atmosfera de 5% de CO, a 37 °C de acordo com as recomendagdes da
ATCC. Apods atingirem confluéncia ideal, as células foram semeadas em placas de 24 pogos, com
densidade de aproximadamente 50 mil células por pog¢o. No dia seguinte ao plaqueamento, foram
aplicados os tratamentos para indug¢ao da polarizagdo dos macréfagos. Para a polarizagao do fenétipo
pré-inflamataério foi utilizada a combinagdo de 100 ng/mL de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e 20
ng/mL de interferon-gama (IFN-y). Para a indug¢ao do fenétipo anti-inflamatério foram utilizadas 20 ng/mL
interleucina-4 (IL-4). Os pogos destinados ao fenétipo MO (macréfagos nao ativados) permaneceram
sem qualquer estimulo. Apds 24 horas de incubacdo com os tratamentos, a irradiacao dessas células
foi realizada. Foram utilizadas cinco placas de 24 pogos. Quatro dessas placas foram destinadas a
irradiacdo com luz visivel de diferentes cores: azul, vermelha, amarela e verde. Cada uma dessas placas
continha apenas 6 pocos utilizados, organizados em trés duplas, sendo: uma dupla com macréfagos MO,
uma com macrofagos classicamente ativados e uma com macréfagos alternativamente ativados. As
duplas foram dispostas com espagamento entre elas para minimizar a interferéncia luminosa entre os
pocos. A quinta placa foi utilizada como controle nao irradiado e foi organizada da mesma forma, mas
continha um poco adicional utilizado como controle negativo da imunomarcagao.

A irradiacao foi realizada utilizando uma lanterna LED de luz branca acoplada a filtros épticos de
forma a selecionar a cor desejada. A lanterna foi posicionada a uma distancia de 2 cm das células, de
modo a irradiar uma area aproximada de 1 cm?. A intensidade da luz foi medida previamente com um
medidor de poténcia luminosa, e os tempos de exposi¢ao foram ajustados para fornecer uma dose de 3
J/icm?. Cada placa foi irradiada separadamente para garantir o controle das condigbes de iluminagéo.

Aproximadamente 3 horas apds a irradiacdo, as células foram fixadas e submetidas a
imunofluorescéncia. A expressdo de iNOS foi detectada utilizando anticorpo primario anti-iNOS (Cat.
ab3523, ABCAM, Cambridge, UK) e anticorpo secundario conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 546.
Os nucleos celulares foram marcados com DAPI que identifica o DNA.

As imagens foram obtidas com microscépio de fluorescéncia e analisadas utilizando o software
ImagedJ. Para cada pogo, trés imagens foram capturadas, totalizando 18 células analisadas por pogo e,
portanto, 36 células por fenoétipo. A quantificagao de fluorescéncia de cada célula foi obtida através da
média de sua intensidade. Apds isso, esses dados foram analisados estatisticamente no software

GraphPad Prism utilizando analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Tukey.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Inicialmente, a analise entre os grupos néo irradiados foi feita para validar o
modelo experimental. Observou-se um aumento significativo na intensidade de 507
marcagao de iINOS nos macrofagos classicamente ativados em comparacao com
os macréfagos MO, o que era esperado, visto que a iINOS é o principal marcador

deste fendtipo [5]. Ja os macrofagos alternativamente diferenciados néo

Intensidade iNOS

apresentaram aumento no conteudo de iINOS em comparagcédo com o grupo MO, de

acordo com o esperado para seu perfil de supressor de vias pro-inflamatérias

(Figura 1).

S &

A irradiacdo dos macréfagos MO resultou em aumento significativo da

Figura 1: Expresséo de

expressdo de iINOS nas condicdes de luz amarela, vermelha e verde em  iNOS no grupo controle.

comparagao ao grupo MO controle (Figura 2a). Esses resultados sugerem que
determinados comprimentos de onda da luz visivel podem promover a ativagao de vias inflamatérias em
macrofagos nao polarizados, direcionando-os para um perfil semelhante ao classicamente ativados.

De forma contrastante, a irradiagao com luz vermelha, azul e verde sobre macrofagos ja ativados
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Figura 2: Expressao de iNOS para os fenétipos MO, M1 E M2 respectivamente, quando irradiados.

por LPS promoveu uma redugéo significativa na intensidade de marcagéo para iiNOS (Figura 2b). Este
efeito anti-inflamatério € um dos desfechos mais documentados da PBM. O resultado obtido com a luz
vermelha esta em conformidade com o estudo de Fernandes et al [2] que demonstraram uma redugao
na expressao de iINOS em macrofagos ativados apds irradiagdo com laser de 660 nm (luz vermelha).
Pode ser que esse efeito se estenda a outros comprimentos de onda, como os resultados sugerem.

Por fim, os macréfagos diferenciados pelo tratamento com IL-4 irradiados com luz amarela
apresentaram aumento significativo na expressao de iINOS em comparagao ao grupo controle, enquanto
as outras luzes nao promoveram alteragdes (Figura 2c). Este resultado aponta para a possibilidade de
uma "repolarizagao" alternativamente ativados para um estado pré-inflamatério sob estimulos luminosos
especificos.

Considerando o espectro das luzes utilizadas, é possivel propor que os efeitos observados sobre

a intensidade de marcagao de iINOS possam estar relacionados ao modo como diferentes comprimentos
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de onda interagem com alvos celulares especificos, como citocromos ou outros cromoéforos presentes
na mitocdndria. A luz vermelha, por exemplo, mostrou perfil dual: aumentando o contetdo de iINOS em
MO e reduzindo-o em macréfagos previamente diferenciados no perfil pro-inflamatério, o que reforca a
ideia de que o estado de ativacao da célula pode também modular a resposta a irradiagao.

Este estudo concentrou-se em um unico marcador pré-inflamatério (iNOS). A inclusdo da analise
de marcadores como a Arginase-1 (tipica do perfil de ativagao alternativa, forneceria uma visao mais
completa dos efeitos da luz sobre a polarizagdo dos macrofagos. Adicionalmente, a quantificagcao da
expressao génica por RT-qPCR complementaria os dados de imunofluorescéncia, oferecendo uma

analise mais robusta.

CONCLUSOES:

Os resultados deste trabalho demonstram que a fotobiomodulagao com luz visivel, a uma dose
de 3 J/cm?, afeta a quantidade da enzima iNOS por célula de forma variavel, dependendo da cor da luz
e do estado de ativacdo da célula. Conclui-se que a luz visivel pode ter um papel duplo na resposta
imune, agindo como ativador pré-inflamatdério em macréfagos MO (com luz amarela, vermelha e verde)
e como agente anti-inflamatério em macrofagos classicamente ativados (com luz vermelha, azul e
verde). A luz amarela se destacou por seu efeito consistentemente pré-inflamatério, aumentando a iNOS
tanto em células MO quanto em células diferenciadas pelo tratamento com IL-4.

Os resultados, embora preliminares, mostram que a interacéo entre a luz e as células imunes é
complexa, pois o efeito depende tanto da cor da luz quanto do estado de ativagdo do macréfago. Isso
indica que o uso terapéutico da fotobiomodulagao (PBM) exige uma escolha cuidadosa dos parametros
a serem utilizados. Para entender melhor esses mecanismos e confirmar nossos resultados, mais
estudos sdo necessarios. Analises futuras devem incluir outros marcadores como a Arginase-1, e
técnicas mais robustas como o RT-gPCR, para validar o potencial da luz no controle preciso da resposta

imune.
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