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RESUMO

A fotobiomodulagio (FBM) ¢ uma técnica ndo invasiva para reparagdo tecidual cujos
mecanismos celulares subjacentes ainda carecem de compreensao plena. Investigaram-se as
respostas biomecanicas de seis linhagens celulares submetidas a luz vermelha (633 nm) sob
diferentes parametros de irradiancia e tempo (25 ¢ 50 mW/cm? por 10 e 20 minutos). As células
foram agrupadas em: (i) fibroblastos 1929, queratinocitos HaCaT e osteoblastos OFCOL 1I; e
(i1) mioblastos C2C12, osteossarcoma MG-63 e macréfagos RAW 264.7. Adicionalmente,
realizou-se uma andlise protedmica integrada do primeiro grupo para caracterizar os efeitos da
irradiacdo desde a epiderme até o tecido ¢sseo. Utilizando microscopia de forca atdmica (AFM)
e espectrometria de massas, observou-se que a luz vermelha induziu alteragdes viscoelasticas
especificas a cada tipo celular. Os fibroblastos .929 apresentaram aumento da fluidez, redugao
da rigidez e maior motilidade, enquanto os queratindcitos HaCaT exibiram respostas
dependentes da intensidade de irradiacdo. Em contraste, os osteoblastos OFCOL II mostraram-
se relativamente insensiveis ao tratamento. Os macréfagos RAW 264.7 demonstraram
enrijecimento acentuado sob maior dose e duracdo, refletindo sua fungdo imune e o rapido
remodelamento do citoesqueleto. Os mioblastos C2C12 apresentaram rigidez moderada, com
leve aumento da elasticidade em doses maiores. Ja na amostra MG-63, observou-se aumento
do modulo elastico e reducdo da fluidez, sugerindo um fortalecimento da estrutura
citoesquelética. A analise protedmica identificou papéis-chave na regulacao imune, produgao
de ATP e resposta ao estresse, associando essas vias a modulagdo viscoelastica, especialmente
nos fibroblastos. O remodelamento da rede de F-actina, com contribui¢do de microtibulos e
filamentos intermedidrios, foi identificado como o principal mecanismo das alteragdes
mecanicas. Nossos achados esclarecem como a absor¢ao de luz vermelha influencia a
viscoelasticidade celular via rearranjo do citoesqueleto, proporcionando subsidios para a

otimizagdo de terapias baseadas em FBM na regeneracao tecidual.

Palavras-chave: microscopia de forg¢a atdmica; protedmica; propriedades viscoelasticas;

remodelamento do citoesqueleto; fotobiomodulagdo celular; biomecanica celular.



ABSTRACT

Photobiomodulation (PBM) is a non-invasive technique for tissue repair whose underlying
cellular mechanisms still lack full understanding. Biomechanical responses of six cell lines
were investigated under red light (633 nm) with different irradiance and time parameters (25
and 50 mW/cm? for 10 and 20 minutes). The cells were grouped as follows: (i) L929 fibroblasts,
HaCaT keratinocytes, and OFCOL II osteoblasts; and (ii) C2C12 myoblasts, MG-63
osteosarcoma, and RAW 264.7 macrophages. Additionally, an integrated proteomic analysis of
the first group was conducted to characterize the effects of irradiation from the epidermis to
bone tissue. Using atomic force microscopy (AFM) and mass spectrometry, it was observed
that red light induced cell-type-specific viscoelastic changes. L929 fibroblasts showed
increased fluidity, decreased stiffness, and enhanced motility, while HaCaT keratinocytes
exhibited irradiance-dependent responses. In contrast, OFCOL II osteoblasts were relatively
insensitive to the treatment. RAW 264.7 macrophages demonstrated pronounced stiffening
under higher doses and durations, reflecting their immune function and rapid cytoskeletal
remodeling. C2C12 myoblasts showed moderate stiffness, with a slight increase in elasticity at
higher doses. In the MG-63 sample, an increase in elastic modulus and a reduction in fluidity
were observed, suggesting a reinforcement of the cytoskeletal structure. Proteomic analysis
identified key roles in immune regulation, ATP production, and stress response, linking these
pathways to viscoelastic modulation, especially in fibroblasts. Remodeling of the F-actin
network, with contributions from microtubules and intermediate filaments, was identified as
the primary mechanism for the mechanical changes. Our findings clarify how red light
absorption influences cellular viscoelasticity via cytoskeletal rearrangement, providing insights

for optimizing PBM-based therapies in tissue regeneration.

Keywords: atomic force microscopy; proteomics; viscoelastic properties; cytoskeletal

remodeling; cellular photobiomodulation; cellular biomechanics.
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1 INTRODUCAO

A fotobiomodulacao (FBM) ¢ um efeito que utiliza fonte de luz ndo ionizante para
estimular respostas biologicas em tecidos. Por fazer uso de luz de baixa intensidade, ndo
ocorrem danos térmicos a regido tratada, ndo hé efeitos colaterais importantes, tendo como
objetivo a promoc¢ao da regeneragao celular, alivio da dor e da inflamag¢ao (Khan et al., 2021).

A FBM, também conhecida como terapia de luz de baixa intensidade (LLLT, do
inglés “Low-Level Laser Therapy”), tornou-se altamente popular tanto no ambiente clinico
quanto para uso doméstico, através de dispositivos portateis que usam diodos emissores de luz
(LEDs) como substituto do laser (Glass, Graeme E, 2021). Alguns pesquisadores defendem a
primeira terminologia (FBM) por dois motivos: na fotobiomodulacdo a utilizacao da luz ocorre
para além do laser, sem diminuigdo dos efeitos terapéuticos; além disso, esses efeitos podem
decorrer, em algumas circunstancias, de resultados de inibigdo e de estimulacdo (Anders;
Lanzafame; Arany, 2015).

Com excegao dos vasodilatadores de microcirculagdo, ndo existem remédios que
complementem o processo de cicatrizacdo de lesdes. Por isso, diversas empresas utilizam
equipamentos que t€ém como principio a FBM (Figura 1) para diferentes aplicagdes, dentre elas

para fins de analgesia.
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Figura 1 — Equipamentos de estimulagdo para fotobiomodulacao.

® () @

(a) Estimulacdo transcraniana por LED; (a-b) estimulos luminosos por meio de um adaptador nasal — com
irradiag¢@o de luz vermelha, infravermelha, azul ou ultravioleta — e de um adaptador sublingual; (c) aplicagdo local
utilizando um adaptador para a garganta; (d) tratamento sist€mico por irradiacdo sanguinea na regido das artérias
radial e ulnar, utilizando o chamado "relégio a laser"; (e-f) prototipo de um reldgio a laser recentemente
desenvolvido (2021), com diferentes comprimentos de onda, além de fornecer uma dose controlada de laser; (g-1)
relogio a laser em uso, que irradia no pulso luz infravermelha e luz vermelha. Fonte: extraido de (a-d) (Litscher;
Ailioaie, 2021); (e-i) (Litscher, 2021).

Esses aparelhos se diferenciam principalmente pela fonte de luz, quantidade de
LEDs (alguns utilizam laser), geometria do console e flexibilidade da ponteira aplicadora
(capacidade de adaptacdo ao corpo). Os equipamentos de empresas que exploram a area de
fotobiomodulagdo, em geral, trabalham principalmente com a recuperagdo de tecidos
lesionados sob diversas condi¢des: queimadura, corte por objeto perfurante, cirurgia etc.

Fazer uma digressao sobre a FBM ¢ um desafio instigante, pois € preciso atravessar
duas linhas do tempo: a histéria da terapia de luz e o desenvolvimento do laser sendo parte
transversal importante. Por ser mais antiga, vamos brevemente discorrer sobre a fotomedicina
e, em seguida, sobre a FBM.

O uso terapéutico da luz (fototerapia) remonta a antiguidade, em cerca de 1400 a.C.,
quando a luz solar (helioterapia) era utilizada para tratar Hindus com vitiligo (Fitzpatrick;
Pathak, 1959), mas a eficacia sempre foi relatada de forma imprecisa.

Em 1903, “em reconhecimento a sua contribui¢do para o tratamento de doengas,
especialmente Iupus vulgar [uma doenca desfigurante comum na época], com radiagdo de luz

[ultravioleta] concentrada, por meio da qual ele abriu um novo caminho para a ciéncia médica”
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(Nobel Prize, 2024, traducio nossa)', Niels Ryberg Finsen foi laureado com o Prémio Nobel de
Medicina. Por seus trabalhos pioneiros, Niels Finsen muitas vezes ¢ citado como o precursor
da FBM (Jarrett; Scragg, 2017; Encyclopedia Britannica, 2024).

Hess e Weinstock mostraram em 1925 que alimentos irradiados sob luz ultravioleta
(UV) preveniam o raquitismo em ratos (Hess; Weinstock, 1924). A irradiagdo UV foi aplicada
em determinados alimentos com o objetivo de verificar propriedades antirraquiticas. Em
seguida, ratos com raquitismo foram alimentados, verificando-se posteriormente que ratos
jovens nao tiveram, em regra, problema com raquitismo e tiveram o crescimento notadamente
melhorado. Tal estudo foi tdo importante, que permitiu a descoberta da vitamina D, que teve
apenas em 2006 o seu mecanismo biologico descoberto, em associagdo a exposicao de luz UV,
para tratar a tuberculose. Sabe-se que a ativagcdo de macréfagos humanos através de receptores
regula positivamente o gene do receptor de vitamina D, o que induz o peptideo antimicrobiano
catelicidina.

Pelos resultados promissores em diferentes aplicagdes da terapia de luz, em 1932 a
Associagdo Médica Americana publicou uma revisdo a respeito da utilizagdo da terapia UV em
dermatologia, considerando 34 doengas de pele para as quais a radiagdo UV poderia ser 1til
(Mackee, 1932).

Os efeitos positivos em organismos vivos da exposi¢ao a luz passaram a ter maior
observancia quando Endre Mester utilizou laser de rubi (694 nm) sob demanda para combater
tumores malignos implantados na pele de ratos. Seus experimentos com laser iniciaram em
1965 com o objetivo de reproduzir os trabalhos de McGuff (Mgguff Paul E.; Deterling Ralph
A.; Gottlieb Leonard S., 1965). Os resultados nao foram os esperados. As células tumorais nao
foram destruidas, contudo as lesdes causadas pela implantagdo das células de cancer
cicatrizaram mais rapidamente (Mester ef al., 1968a) e o crescimento de pelugem na regido
ferida foi mais acelerado em relagdo ao grupo controle, que ndo foi exposto a luz (Mester;
Szende; Gértner, 1968).

Posteriormente, ainda sobre os resultados, Mester descobriu que o laser de rubi ndo
fora foto-ablativo contra as células tumorais alvo, o que o motivou a utilizar luz vermelha. Com
isso, ele mostrou que essa luz efetivamente estimulava a aceleragdo de cicatrizagdo de feridas
da pele (Mester et al., 1971). Em 1968 publicou importante estudo sobre a resposta bifasica a

dose (também conhecida como efeito Arndt-Schulz) (Mester et al., 1968b), mantendo-se ativo

1 "in recognition of his contribution to the treatment of diseases, especially lupus vulgaris, with concentrated
light radiation, whereby he has opened a new avenue for medical science".
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até 1985, com importantes trabalhos sobre cicatrizagdo de feridas (Kovacs; Mester; Gorog,
1974; Mester et al., 1971, 1975, 1976, 1978). Dr. Endre Mester foi médico cirurgido e diretor
do segundo Departamento de Cirurgia da Universidade Semmelweis em Budapeste e Presidente
da Sociedade de Cirurgides Hungaros. Por seus importantes trabalhos na area e mais de 100
artigos publicados (Mester; Mester, 2017), Endre Mester ¢ considerado o “pai da
fotobiomodulagdo” (Géaspar, 2009).

Apesar dos resultados significativos, até¢ a década de 1960 a fotomedicina tinha dois
grandes entraves: a falta de equipamentos de exposi¢ao controlada e a inconsisténcia dos
mecanismos de agdo propostos. Com o desenvolvimento do laser, efeitos de bioestimulacao
foram estudados por um periodo de 20 anos (Mester; Mester; Mester, 1985), abrindo um novo
marco sobre os efeitos da luz laser de baixa intensidade.

Tratamentos de saude, em geral, possuem alto custo, além da crescente demanda
global com elevadas provisdes financeiras das redes publicas e privadas (Chang et al., 2019).
Dentre as causas, podemos citar o envelhecimento natural da populagdo, a utilizagdo de
tecnologias cada vez mais sofisticadas, a aquisi¢cao e manuten¢do de equipamentos e gasto com
pessoal altamente especializado (Reis, 2021). Relatério mais recente da Organizagdo das
Nagoes Unidas (ONU) projeta que em 2100 o total de idosos no Brasil serd proximo de 75
milhdes (ONU, 2020).

A Variagdo dos Custos Médico-Hospitalares (VCMH)? no Brasil ¢ 2,8 vezes a
inflagdo geral (IPCA), sendo uma tendéncia de ordem global, como mostram copiosos estudos
(Aon, 2018; Mercer Marsh Benefits, 2019; Willis Towers Watson, 2020). Assim, torna-se
importante buscar alternativas em termos de tratamentos médicos. Intervengdes terapéuticas
sd0 menos invasivas € podem oferecer custos financeiros e logisticos menores no ambito
publico e privado.

Nesse contexto, a FBM apresenta-se como uma opg¢do razoavel em termos
financeiros, além de segura, indolor e com importante eficiéncia (Hamblin; Pires de Sousa;
Agrawal, 2016). Os materiais usados na aplicacdo, como a fonte de luz, possuem alta
durabilidade e uma gama de aplicacdes.

Além disso, diferentes comprimentos de onda penetram em regides-alvo distintas
do corpo, desde a superficie cutanea até tecidos da cabeca (Salehpour ef al., 2019). A ampla

variedade de aplicagdes, aliada ao carater ndo invasivo do método, faz da terapia de

2 indice também conhecido como inflagdo médica, e utilizado como pardmetro para reajustes dos planos de
salde. E medido pelo Instituto de Estudos de Satide Suplementar (IESS).
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fotobiomodulagdo uma alternativa para diversas enfermidades, desde a cicatrizacdo de lesoes
(Wu et al., 2015) e o tratamento da dor cronica (Chow et al., 2009), passando por intervengoes
neurologicas por meio de FBM transcraniana (Caldieraro; Cassano, 2019; Tedford et al., 2015),
até aplicacdes em oncologia (Baxter et al., 2017; De Faria et al., 2021; Toruner; Kayhan; Ezgu,
2021; Xia et al., 2021).

A multiplicidade de pesquisas destaca o potencial dos efeitos bioestimulativos de
determinados comprimentos de onda sobre as células. Mas os mecanismos bioquimicos ainda
carecem de estudos mais especificos (Hamblin, 2018), sendo necessario considerar efeitos
mecanicistas no comportamento celular como resposta a luz em diferentes aplicagdes
(Wittmann; Dema; Van Haren, 2020).

Os processos biologicos responsivos sao o resultado da dinamica celular, que, por
sua vez, esta associada a reorganizagdo morfologica continua da estrutura interna. Essa
reorganizacdo se da a partir das estruturas filamentosas do citoesqueleto. Logo, forgas de tracao
e compressao do citoesqueleto dio causa a esses movimentos, resultando em fungdes celulares
unicas, produzindo efeitos diretos no funcionamento de organismos vivos e em patologias
(Bodor et al., 2020; Elting; Suresh; Dumont, 2018). De forma especifica, as atividades proteicas
intracelulares estdo relacionadas a perturbagdo bioquimica de um dado estado estacionario
celular, sendo uma area de pesquisa importante da biologia celular (Wittmann; Dema; Van
Haren, 2020).

Sobre a organizagdo da tese: no primeiro capitulo apresentamos o contexto, a
justificativa e os objetivos da pesquisa; no segundo desenvolvemos o referencial tedrico que
fundamenta os experimentos; no terceiro descrevemos os materiais € métodos empregados; no
quarto apresentamos os resultados obtidos, divididos em andlises biomecanicas, de bancada e
protedmicas; no quinto € feita uma discussao integrada dos resultados. Por fim, o sexto capitulo
reine as conclusdes gerais e perspectivas do trabalho. Cabe registrar que parte dos experimentos
e resultados documentados nos Capitulos 3 e 4 deu origem a uma publicacao cientifica de nossa
autoria na revista Small (DOI: 10.1002/smll.202410062). Por outro lado, os resultados
referentes as linhagens C2C12, MG-63 e RAW 264.7, bem como as analises comparativas entre

todas as seis linhagens, constituem contribuicao inédita, ndo contemplada naquela publicagdo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A fotobiomodulacao

A FBM vem sendo aplicada em diferentes contextos clinicos, sobretudo para dor
cronica (Chow et al., 2009; De Sousa ef al., 2018) e dano ao tecido da pele (Kuffler, 2016).
Além disso, a FBM teve sua aplicagdo estendida para otimiza¢ao no desempenho de atletas
(Litscher; Ailioaie, 2021). Varias doengas, como a depressao (Askalsky; losifescu, 2019;
Freitas; Hamblin, 2016), a doenga de Alzheimer (Valverde; Mitrofanis, 2022) e a reabilitagao
de Acidente Vascular Cerebral (AVC) (Hamblin, 2018) sdo alvos de pesquisa quanto aos
beneficios do uso da luz como tratamento complementar. Estudos recentes também mostraram
efeitos positivos da FBM como tratamento auxiliar a COVID-19, sugerindo diminui¢ao
significativa de edema pulmonar, influxo de neutrofilos e a geracdo de citocinas pro-
inflamatorias, interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6), molécula de adesdo intracelular
(ICAM), espécies reativas de oxigénio (ROS), isoforma de 6xido-nitrico sintase (iNOS) e
proteina inflamatéria dos macrofagos 2 (MIP-2) (Nejatifard et al., 2021). Outros autores
consideram a FBM promissora pelo potencial de equilibrio a resposta imune através da
tempestade de citocinas, mecanismo caracteristico decorrente da COVID-19 (Soheilifar; Fathi;
Naghdi, 2021). Outro trabalho que combinou FBM com aplicagdo de campo magnético estatico
em trinta pacientes graves (intubados) ndo foi conclusivo quanto ao tempo de permanéncia na
unidade de terapia intensiva (UTI) (De Marchi et al., 2021). No entanto, os pesquisadores
verificaram redugdo da atrofia do diafragma, melhora dos parametros ventilatorios e da
contagem de linfocitos, além da diminui¢dao dos niveis de proteina C-reativa (CRP; do inglés
C-reactive protein) e de hemoglobina. Evidéncias recentes também sugerem influéncia
favoravel da FBM no microbioma humano (Liebert ef al., 2019).

A faixa de comprimentos de onda entre 600 e 1100 nm forma a janela optica util para a
fotobiomodulacao e favorece a penetragdo tecidual (Chung et al., 2012). Comprimentos na
faixa vermelha (630-670 nm) atuam em alvos mais superficiais, enquanto o infravermelho
proximo (780-900/1000 nm) alcanca tecidos mais profundos (Chung ef al., 2012). A escolha
do comprimento de onda, aliada a dosimetria apropriada, determina a distribuicdo de energia
no tecido e, consequentemente, a magnitude das respostas celulares locais e sistémicas.
(Hamblin; Demidova, 2006). A base fisiologica para as observagdes da FBM pode ser explicada

em termos da respiracdo mitocondrial, da expressdo génica, da sinaliza¢do celular, da sintese
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de fatores de crescimento ¢ modulagdo inflamatoria (Karu, 1989, 1999; Karu; Pyatibrat;

Afanasyeva, 2005).

A mitocondria ¢ uma organela que funciona como uma usina de geracao de energia
através da sintese do trifosfato de adenosina (ATP), que resulta em um processo eficiente de
fosforilagdo oxidativa de nutrientes através da respira¢do aerdbica. Seja humano ou bactéria, o
ATP atende as demandas energéticas da célula, através de 36 moléculas, em oposi¢ao a duas
moléculas de respiragdo anaerdbica. O corpo humano adulto de 70 kg possui da ordem de 10
de células e para cada uma delas ha 10° moléculas de ATP em renovagio (turnover) (Alberts et
al., 2017; Sender; Fuchs; Milo, 2016).

Os nutrientes que ingerimos contém energia quimica armazenada nas suas ligagdes.
No entanto, esta energia nem sempre se encontra numa forma utilizdvel diretamente pelas
reacdes celulares. A oxidagdo controlada desses nutrientes resulta na libertagdo de energia, que
¢ convertida e armazenada em transportadores (NADH, FADH2) e em ATP — moléculas com
alto potencial de transferéncia de energia (alta energia livre de Gibbs). O ATP atua como
intermediario energético, fornecendo a energia livre necessdria para impulsionar reagdes
endergonicas celulares e, assim, "preencher” o diferencial energético entre o que os substratos
oferecem e o que as reagdes exigem.

A fosforilagdo oxidativa € o principal mecanismo responsavel por esse tipo de
acimulo de energia. A producdo de energia ocorre por meio de reacdes de oxidacdo (perda de
elétrons) e redugdo (ganho de elétrons), que sdo impulsionadas pela acdo de coenzimas e
transportadores. Este processo metabodlico resulta na liberagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), como peroxidos e superoxidos, desempenhando papel importante na sinalizagdo e
homeostase. Em caso de excesso desses radicais livres, a consequéncia € o estresse oxidativo,
afetando a respiracao celular quando a enzima citocromo ¢ oxidase absorve 6xido nitrico em
substituicdo ao oxigénio. A falta do oxigénio reduz a produgdo de energia, podendo levar a
morte da célula (Alberts et al., 2017). O citocromo ¢ oxidase, que estd na membrana interna das
mitocondrias, € a Gltima enzima da cadeia respiratoria (complexo IV). Ela permite a mudanga
de elétrons do citocromo ¢ reduzido para o oxigénio, o que resulta na formagao de agua. Essa
etapa ¢ fundamental para manter o gradiente de protons que ajuda a criar ATP pela ATP sintase
(Alberts et al., 2017). A enzima possui uma estrutura multifuncional, composta por varias
subunidades e centros redox, como grupos heme e ions de cobre, que sdo elementos

fundamentais para a sua atividade enzimatica.
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Determinados tipos de interferéncia na produgdo de ATP podem ser fatais para o
organismo na ordem de minutos. Um exemplo ¢ o caso do cianeto se ligando a CCO, o que
provoca bloqueio na cadeia de transporte de elétrons na mitocondria e consequentemente
interrupcao na producao de ATP. Para se ter ideia da importancia de otimizacao desse processo
metabolico celular, o corpo humano possui cerca de 50 g de ATP. Portanto, a otimizacao desses
processos deve ser realizada por meio da redugdo do estresse oxidativo.

Certas proteinas mitocondriais contém cromoéforos sensiveis a luz (Hellingwerf;
Hendriks; Gensch, 2003; Lukacs; Tonge; Meech, 2022; Palczewski, 2006; Sancar, 2003). As
proteinas encontradas na cadeia respiratdria mitocondrial apresentam sensibilidade a
comprimentos de onda mais longos, como o vermelho e o infravermelho proximo. A
combinacdo de localizagdo estratégica dessas proteinas e na sua sensibilidade a determinados
comprimentos de onda e frequéncia, produzem efeitos biologicos.

A base biolédgica dos efeitos da FBM ocorre através da absorc¢ao de luz vermelha e
infravermelho proximo (do inglés, “NIR”) por cromo6foros mitocondriais, em particular pelo
citocromo c-oxidase (ver Figura 2), que esta contido na cadeia respiratoria mitocondrial (Greco
et al., 1989; Karu; Kolyakov, 2005; Karu; Pyatibrat; Kalendo, 2004). Essas interacdes levam a
reacdes fotoquimicas e fotofisicas, tais como a fotodissociagdo de NO e as mudancas
conformacionais em centros heme/Cu. Estas, por sua vez, modulam a atividade enzimatica e as
vias redox. Como resultado, ocorre uma cascata de eventos nas mitocondrias, conduzindo a
varios processos bioestimulativos (Oron, 2011).

A fotodissociagdo do NO ligado ¢ um exemplo de reagdo fotoquimica — um
processo no qual a energia do foton provoca ruptura de uma ligacdo e liberagdao de NO,
modificando a atividade da citocromo c-oxidase (Lane, 2006) e podendo levar ao aumento da
atividade enziméatica (Wong-Riley et al., 2005), do transporte de elétrons (Pastore ef al., 1994),
da respiracdo mitocondrial e da produgdo de ATP (Harris, 1991; Karu; Pyatibrat; Kalendo,
1995; Karu, 1999). Ao mudar o estado redox celular, a FBM pode induzir a ativa¢do de
inimeras vias de sinalizacdo intracelular, alterando a afinidade de fatores de transcrigdo
relacionados a proliferagdo, sobrevivéncia, reparo tecidual e regeneragdo celular (Greco et al.,

1989; Gupta et al., 2013; Karu; Kolyakov, 2005; Liu et al., 2005; Peplow et al., 2011).
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Figura 2 — Mecanismos de acdo da fotobiomodulacao.
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A ilustragdo mostra a absor¢do dos fotons de luz pela mitocondria; mais especificamente, ocorre pelo citocromo ¢
oxidase ou por fotorreceptores da membrana plasmatica das células. Por consequéncia, a energia luminosa
transforma-se em energia metabolica, como aumento do ATP e 6xido nitrico NO estimulando a proliferagdo,
migracdo e adesdo celular. Fonte: Elaborada pelo autor no BioRender.

Mitocéndria

Ha pesquisas que relatam a producdo e/ou liberacdo de 6xido nitrico (NO) nas
células apds o processo de FBM em experimentos in vitro. Para valores baixos de irradiancia
de luz vermelha/NIR, ¢ possivel que haja baixa produ¢do da quantidade de NO das mitocondrias
por dissociagdo de estoques intracelulares (Shiva; Gladwin, 2009) ou por dissociagdo de NO da
enzima mitocondrial citocromo c oxidase (Lane, 2006), conforme mostra a Figura 3. A segunda
possibilidade para a produ¢do de NO ocorre pelo aumento em funcao da luz na atividade das
nitrito redutases do citocromo c oxidase (Lane, 2006). No terceiro mecanismo a luz pode causar
aumento da atividade de uma isoforma de 6xido nitrico sintase (Poyton; Ball, 2011), talvez pelo
aumento dos niveis de cdlcio intracelular (Huang ef al., 2011). Esta baixa concentragdo de NO
produzida pela iluminagdo ¢ considerada benéfica através de vias de sinalizacdo celular (Ball;
Castello; Poyton, 2011). A explicagdo molecular dada por meio de uma digressao da literatura,

permite inferir que hd muito o que investigar em niveis moleculares.
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Figura 3 — Fotodissociacdo do NO ligado inibindo a citocromo ¢ oxidase.
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A fotodissociacdo do NO ¢ uma teoria sugerida pela literatura cientifica. Esta reacdo fotoquimica envolve a
liberagdo de NO, que se encontrava ligado e inibindo a CCO, promovida pela energia luminosa. A reoxigenacio
do sitio ativo da enzima provoca a restauragao da sua atividade, podendo aumentar a respiracdo mitocondrial e
alterar os niveis locais de 6xido nitrico. Fonte: Adaptado de (Huang ef al., 2011).

Subunidade I

Para que a FBM tenha efeito bioestimulativo, a literatura cientifica considera o
conceito de janela-terap€utica, o qual estd relacionado a Lei de Arndt-Schutz, que estabelece
relacdo do efeito bioldgico com a quantidade de estimulo aplicado (Huang et al., 2009). A Lei
Arndt-Schulz afirma que ha apenas uma estreita janela de oportunidade onde ¢é possivel ativar
uma resposta celular usando conjuntos precisos de parametros, ou seja, o tempo de irradiancia
e a dose. A Figura 4 ¢ uma representagdo tridimensional do modelo Arndt-Schulz e ilustra o
"ponto ideal" de dose no tecido alvo. Portanto, uma densidade de poténcia insuficiente ou um
tempo muito curto ndo terdo efeito sobre a patologia. No entanto, uma densidade de poténcia
e/ou tempo excessivos podem ter efeitos inibitorios, o que pode significar a existéncia de um
equilibrio ideal entre densidade de poténcia e tempo, de modo que o efeito benéfico seja
maximizado.

Para o tratamento de tecidos superficiais, a faixa de 390 nm a 600 nm ¢ mais
utilizada, enquanto bandas maiores, entre 600 e 1.100 nm, sdo usadas para tecidos mais
profundos (Avci ef al., 2013), conforme mostra a Figura 5. A faixa de 700 nm a 750 nm tem
atividade bioquimica limitada e por isso ndo ¢ usada com frequéncia (Chung et al.,
2012). Varias fontes de luz usadas na FBM incluem, além do LED, lasers de gés inerte e de

laser semicondutor, como hélio neon (HeNe; 633 nm), rubi (694 nm), argonio (488 e 514 nm),
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criptonio (521, 530, 568, 647 nm), arseneto de galio (GaAs; > 760 nm, comum em 904 nm) e
arseneto de galio-aluminio (GaAlAs; 612-870 nm) (Posten ef al., 2005).

Figura 4 — Modelo tridimensional da curva de Arndt-Schulz.

O modelo tridimensional da curva de Arndt-Schulz ilustra como a irradiancia ou o tempo de iluminagao (fluéncia)
podem ter efeitos bifasicos de resposta a dose em FBM. Fonte: Adaptado de (Huang et al., 2011).

E possivel que os valores absolutos de irradiagdo sejam diferentes em diferentes
comprimentos de onda, tipos de tecido, estados redox e por diferentes parametros de pulso
(Huang et al., 2011). Na pratica, o efeito da FBM depende dos parametros aplicados. Este €,

inclusive, um ponto que precisa de estudos mais aprofundados (Glass, Graeme E., 2021).
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Figura 5 — Penetragdo tecidual das faixas de comprimentos de onda.
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A penetragdo tecidual deve ser interpretada em conjunto com o espectro de agdo dos cromoforos alvo para prever
eficacia biologica. Fonte: Elaborada pelo autor.

Existe uma limitacdo experimental com luz nos animais de laboratdrio, pois sido
geneticamente similares. Os parametros de aplicagdo da luz — como irradidncia e tempo de
exposi¢do — necessarios variam para uma populagao de pacientes naturalmente heterogénea em
relagdo a uma populagdo de animais experimentais altamente uniforme (Huang ef al., 2011).
Em condi¢des usuais, ¢ comum aplicagdes de faixas de parametros como densidade de energia
(0,04 — 50 J/cm?) e densidades de poténcia (< 100 mW/cm?) (Alghamdi; Kumar; Moussa,
2012).

Brassolatti ef al., 2018 apontaram que para a recuperacao de lesao por queimaduras,
o comprimento de onda do vermelho com pardmetros que correspondem a uma janela-
terapéutica de 1 a 25 J, dependendo das caracteristicas da lesdo, ¢ a mais indicada. Outros
pesquisadores sugerem que comprimentos de ondas maiores e alta densidade de energia sejam
mais efetivas (Gacto-Sanchez, 2017; Sanchez-Mufioz et al., 2015).

Os fibroblastos, que representam o tipo de células mais comuns do tecido
conjuntivo, sdo responsaveis pela sintese e secrecao de fibras e componentes essenciais, cOmo
colageno, proteoglicanos e elastina. Esses elementos sdo fundamentais para a restauracdo da
matriz dérmica durante o processo de cicatrizagdo de feridas. Embora diversos fatores

influenciem esse processo, a proliferacdo e a migragao celular sdo determinantes essenciais para
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a regeneracao tecidual (Phan er al,, 2021). A Figura 6 mostra o efeito de diferentes
comprimentos de onda sobre células da linhagem L1929, tendo como evidéncia principal os
efeitos claros dos comprimentos de onda do vermelho, do azul e do verde em relagdo ao grupo
controle. E importante relembrar a presenca abundante pelo corpo de células como os

fibroblastos e osteoblastos, que possuem fung¢do transversal em vérias patologias.

Figura 6 — Migracao de células L929 submetidas as luzes vermelha, azul e verde.
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Representagdo esquematica do efeito na cicatrizagdo de feridas em fungdo do comprimento de onda e da energia.
(b) Fotografia original da configuragdo experimental. Estudo microscopico da migracéo de células L929
submetidas ao tratamento luminoso ¢ apresentado nas figuras (c) controle, (d) luz vermelha, (e) luz azul e (f) luz
verde. Fonte: Adaptado de (Phan et al., 2021).

2.2 Interacio entre luz e tecido

Na interagao da luz com os tecidos, podemos considerar que quase todos os tipos
de tecidos biologicos possuem aspecto turvo, ocorrendo absor¢do e espalhamento, o que resulta
em atenuagao da luz (Grossweiner et al., 2005).

No tecido bioldgico, € necessario que ocorra a absor¢ao controlada para que haja
estimulo (Smith, 1999), sendo os cromdéforos as moléculas responsaveis pela absor¢ao da luz
(Grossweiner et al., 2005). Parametros como comprimento de onda, poténcia, densidade de
poténcia, densidade de energia e tempo de irradiacdo sdo importantes para efeitos biologicos

(Mussttaf; Jenkins; Jha, 2019; Niemz, 2007). Para caracterizar a eficacia da interagdo entre a
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luz e o cromoforo, ¢ importante distinguir o espectro de absorc¢ao (a dependéncia do coeficiente
de absor¢ao 1, com o comprimento de onda 1) do espectro de agdo (a resposta bioldgica relativa
em fun¢do de A). O espectro de absorcdo dos cromoéforos mitocondriais (por exemplo, a
citocromo ¢ oxidase) determina os comprimentos de onda efetivamente absorvidos e, por
consequéncia, os comprimentos que podem produzir reagdes fotoquimicas no tecido.

Uma vez que a FBM parte da interagao entre luz e molécula ou célula, a absor¢ao
¢ o fendmeno principal a ser verificado. A intensidade da absor¢ao Optica ¢ descrita em termos
do coeficiente de absorcdo i, com uma profundidade de penetracio dada por cm™ (Chung et
al., 2012; Jacques, 2013).

Assim como na absorc¢do, o espalhamento da luz pode ser caracterizado por um
coeficiente de espalhamento p, (Niemz, 2007; Quinto-Su; Venugopalan, 2007), e uma
profundidade de penetracio cm™. A anisotropia do meio reduz o coeficiente de espalhamento

da seguinte forma:
He = He(1—g) 2.1)

onde g representa o cosseno médio do angulo de dispersdo, que pode assumir os seguintes
valores: g = —1 (dispersdo total para trds) a g = +1 (dispersdo total para frente), onde um
valor de g = 0 indica, em média, dispersdo isotropica. A dispersdo para a frente prevalece no

tecido bioldgico, onde g pode variar entre 0,8 e 0,99.

O feixe de luz perde energia a medida que passa pelo tecido, de modo que podemos
definir o coeficiente de atenuagao total como a soma do coeficiente de absor¢ao e do coeficiente
de espalhamento. O coeficiente de atenuagdo do tecido caracteriza a facilidade com que ele
pode ser penetrado por um feixe de luz. Assim, a fracdo de um feixe incidente de fotons que €
absorvido ou espalhado por unidade de espessura do absorvedor alvo (tecido), u, (cm™), é dada
por:

He = He + Hg (2.2)

A intensidade do feixe transmitido em meios turvos ¢ dada por:

[ = [je hex (2.3)

onde [, ¢ a intensidade do feixe incidente e x a espessura do meio. A equagao apenas € valida

para fotons que nao sofreram interacao.

Para materiais mais espessos, onde ha diversos elementos que provocam multiplos

espalhamentos (como o caso do trajeto da luz entre a superficie da pele e camada mais interna),
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podemos usar a lei de Beer-Lambert (Swinehart, 1962):

I = Ije "X (2.4)

que ¢ valida para p, > W,. Neste caso, a atenuacao da intensidade da luz ocorre principalmente

em funcao da absor¢do, sendo o espalhamento desprezivel.

A descricdo da distribuicdo da transferéncia de energia luminosa no tecido ¢
baseada, em geral, na teoria do transporte (Chandrasekhar, 1960) e no fendémeno de
transferéncia de energia na forma de radiagdo eletromagnética. A propagagdo da radiagdo
através de um meio ¢ afetada por processos de absorcdo, espalhamento e emissdo
(Chandrasekhar, 1960; Lenoble, 1985). A radiancia L(r,s) da luz na posigdo r viajando na
dire¢do do vetor unitario § é reduzido pela absorcdo e espalhamento, mas é aumentado pela luz
que ¢ espalhada da dire¢do s’ para a direc¢do s. A radiancia ¢ uma medida da quantidade de luz
que passa ou ¢ emitida de uma determinada area e dentro de um determinado dngulo s6lido em

uma dada dire¢do. Entdo, a equagdo de transporte, que descreve a interagdo da luz ¢:

s VL(r,s) = —(, + u )L(r,s) + 1, [, p(s, s)L(r,s)dw’ (2.5)

Jy p(s,5)L(r,sNdw' = 1 (2.6)

onde dw' é o angulo solido diferencial na direcdo s', e p(s,s’) é a fungdo de fase (Cheong;
Prahl; Welch, 1990; Chung et al., 2012). Essa equagdao ¢ de dificil resolugdo, exigindo
aproximagdes tanto da radiancia quanto da fung¢do de fase. As solugdes aproximadas
consideram o tipo de irradiagdo (difusa ou colimada) e as condi¢des de contorno Optico (Cheong;
Prahl; Welch, 1990). A descri¢dao da propagacdao da luz em tecidos bioldgicos por meio da
equagdo de transporte de radiagdo ¢ complexa, mas permite estimar a distribuicdo de energia
luminosa em diferentes profundidades a partir dos coeficientes Opticos (l,, He € W¢). Este
entendimento € crucial para a dosimetria em FBM, na medida em que fundamenta a selecdo
dos parametros (como comprimento de onda, densidade de energia e tempo de exposigdo)
necessarios para atingir células-alvo em aplicacdes terapéuticas. Apds apresentar os principios
da propagacao da luz em tecidos, na secdo seguinte abordaremos como as propriedades

mecanicas dessas células podem ser quantificadas por meio de técnicas de microrreologia.
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2.3 Microrreologia de células

As investigagoes das propriedades mecanicas de materiais em escalas
microscopicas, particularmente em niveis celulares e subcelulares, impulsionaram o
desenvolvimento da microrreologia celular.

Essa area de pesquisa aplica principios da Fisica em materiais biologicos, como
células, tecidos e fluidos, em escalas microscopicas, tanto do ponto de vista experimental
quanto teorico.

Em regra, materiais bioldgicos possuem comportamento viscoelastico, o que
permite a adaptagdo de diferentes arranjos e técnicas experimentais, aliadas a modelos
matematicos, tendo como resultados informagdes de parametros das propriedades mecanicas
de pequenas estruturas bioldgicas. Como resultado, ¢ possivel combinar diferentes formas de
caracterizagdo, a fim de obter parametros viscoelasticos e morfologicos (Cross ef al., 2007).

A aspirag@o por micropipeta (Hochmuth, 2000), a citometria de torsdo magnética
(Laurent et al, 2002), pincas Opticas (Bustamante et al., 2021), o Particle-tracking
Microrheology (Wu et al., 2020) e a indentag@o via Microscopia de For¢a Atomica (De Sousa
et al., 2020) sdo exemplos de técnicas experimentais aplicadas na microrreologia de materiais
bioldgicos. A Figura 7 apresenta algumas aplicagdes, acompanhadas de uma breve explicacao

na legenda.
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Figura 7 — Técnicas experimentais para resposta mecanica de redes de biopolimeros.
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Técnicas experimentais para caracterizar a resposta mecanica de redes de biopolimeros. (a) Reologia de
cisalhamento: uma carga ou deformagdo de cisalhamento/extensdo ¢ aplicada a rede, permitindo a obtengdo de
propriedades mecanicas a partir da resposta estrutural da rede. (b) Reologia de alongamento - Similar a reologia
de cisalhamento, mas focada na resposta a deformagéo por alongamento. (c) Microscopia de forca atdmica (AFM)
- uma oscilagdo de baixa amplitude ¢ aplicada a rede de biopolimeros, ¢ a resposta mecanica é determinada pela
medigdo do deslocamento da rede ¢ da forga de reagdo por meio da deflexdo do cantilever. (d) Pingas magnéticas:
uma forga externa ¢ aplicada a particulas-sonda embutidas na rede, e suas propriedades sdo obtidas a partir da
relacdo forca-deslocamento das particulas usando a equagdo generalizada de Stokes. (e) Pingas Opticas: funcionam
de maneira semelhante as pingas magnéticas, mas utilizam forgas dpticas para manipular as particulas-sonda e
analisar a resposta mecanica da rede. (f) Microrreologia passiva: a rigidez local da rede ¢ inferida a partir dos
deslocamentos de particulas tragadoras submetidas a flutuagdes térmicas. Fonte: Adaptado de (Gong ef al., 2019).

Consideremos agora a técnica de microscopia de forca atdmica como exemplo
ilustrativo, uma vez que ela ¢ a metodologia empregada neste estudo e apresenta a versatilidade
de ser combinada com diversas outras abordagens experimentais (Neuman; Nagy, 2008; Shao;
Hochmuth, 1996).

A Figura 8 mostra resultados de nanoindentagdo por AFM, em que células tumorais
sdo significativamente menos rigidas. Cross et al., 2008 associam aspectos morfologicos e
biomecanicos a motilidade celular no corpo, concluindo que células tumorais sao 80% mais
macias e a adesao a superficie do substrato ¢ cerca de 33% menos adesiva em comparagao com

a das células benignas.
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Figura 8 — Microscopia optica do cantilever de AFM em células saudaveis.
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(a), (b) Imagens de microscopia optica do cantilever de AFM em meio a células saudaveis — morfologicamente
normais — e tumorais diferenciadas por imunomarcagio. (c) Mddulo de Young das células tumorais (d) modulo de

Young das células saudaveis. Fonte: Adaptado de (Cross ef al., 2008).

Os resultados ilustrados pela Figura 8 podem explicar algumas funcionalidades das
células: aderéncia, motilidade, transformacgdo e invasdo. Por exemplo, células de cancer
metastaticas sdo 70% mais macias, em termos do modulo de Young, em que a analise mecanica
via AFM consegue distinguir células de cancer das normais, mesmo quando elas apresentam
morfologias semelhantes (Cross ef al., 2007). Resultados similares foram obtidos comparando
células renais e de cancer (Rebelo et al., 2013).

Apesar de diversos estudos citarem aspectos morfoldgicos na identificacdo de
células tumorais (Bhadriraju; Hansen, 2002; Radmacher, 1997), ndo € possivel considerar esse
parametro determinante. A capacidade do AFM em mostrar resultados para analise
nanomecanica o habilita como importante ferramenta de caracterizagdo, correlacionando com
os testes de imuno-histoquimicas, normalmente usados para detectar células de cancer.

Estudo recente investigou as propriedades mecanicas locais de células prostaticas
humanas normais (RWPE-1), células malignas (22Rv1) e células metastaticas da prostata
(LNCaP, Dul45 e PC3) (Pogoda et al., 2021). Ratificando os estudos ja mencionados, as células
prostaticas ndo malignas apresentaram maior rigidez em comparagdo com células de cancer,
em que as cé¢lulas metastaticas demonstraram ser significativamente mais macias do que aquelas

provenientes do tumor primario (Figura 9).
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Figura 9 — Fluorescéncia de cinco linhagens celulares de prostata.
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Imagens de fluorescéncia de cinco linhagens celulares de prostata: RWPE-1 (células ndo transformadas da
glandula prostatica), 22Rv1 (cancer de prostata), Dul45 (metastase cerebral de um adenocarcinoma de proéstata),
PC3 (metastase de cancer de prostata para os ossos) ¢ LNCaP (metastase de cancer de prostata para o linfonodo).
O ntcleo celular foi marcado com DAPI, resultando em fluorescéncia azul; o citoesqueleto de actina foi
visualizado utilizando faloidina conjugada, que emite fluorescéncia vermelha; e as goticulas lipidicas, compostas
por lipidios neutros, foram identificadas com o corante Bodipy, emitindo fluorescéncia verde. A escala nas
imagens: 10 pm. Abaixo: valor médio do mddulo de Young medido em aproximadamente 40 células por linhagem
celular. O teste t de Student nao pareado foi utilizado para verificar diferengas estatisticas entre os conjuntos de

dados. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Fonte: Adaptado de (Pogoda et al.,
2021).

Materiais biologicos, em particular células vivas, devido a natureza complexa e
heterogénea, a escolha da geometria de contato entre o cantilever do AFM e a amostra ¢
determinante para a interpretagdao das propriedades mecanicas (Lima et al., 2024). Diferentes
geometrias de contato influenciam diretamente a distribuig¢@o de tensdes e a resposta da amostra
a forca aplicada, o que afeta os modelos matematicos usados para interpretar os dados
(Radmacher, 2002). A dispersdo de resultados observada ¢ frequentemente associada a
inomogeneidades na composicdo do material biologico, variacdes na espessura da amostra,
diferencas nos protocolos de preparagao e condicdes distintas de sondagem, como forgas
maximas aplicadas, velocidades de indentacao e a geometria do indentador utilizado (Efremov

etal.,2017).
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Figura 10 — Micrografias de beads de silica em pontas de AFM.
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(a) Micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura de beads de silica obtida com ampliagdo de
10.000 vezes, mostrando uma geometria que ndo ¢ perfeitamente esférica. Os didmetros médios nas dire¢des X e
Y sdo, respectivamente, 4,94 + 0,49 um e 4,65 + 0,33 pm. (b) A imagem mostra uma bead posicionada abaixo da
ponta da sonda, indicando o primeiro contato com a superficie da amostra. (c) Beads de silica distribuidas em uma
laminula de vidro, com ampliacdo de 1.000 vezes. Fonte: extraido de (Santiago, 2012).

As pontas do cantilever padrao possuem uma ponta piramidal, cujo &pice possui
raio da ordem de 20 nm. Dada a alta resolucao espacial das ponteiras, ¢ possivel detectar a
resposta mecanica de filamentos de actina isolados, cuja rigidez é superior @ magnitude elastica
média da célula em sua totalidade. Além disso, o raio de contato da ponta com a célula ¢ muito
pequeno, fornecendo apenas uma medida local das propriedades mecanicas. Obter uma medida
global da mecanica celular exige medidas de mapeamento integral da superficie celular. A
estratégia para obter uma medida global da elasticidade celular utilizando poucas curvas de
for¢a envolve adaptar uma microesfera de diametro da ordem de 10 pm na ponta do cantilever.
Com uma 4area de contato tdo grande, a medida retorna um valor maior préximo da rigidez
mecanica global da célula. Contudo, grandes indentadores esféricos sdo mais suscetiveis aos
efeitos de espessura finita das amostras (Costa et al., 2022). A Figura 10 mostra imagens de

micrografia dessa adaptacdo. Na secdo 2.8 sdo apresentados os principios fisicos do AFM.
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2.4 Digressiao sobre biomecanica celular: principios e modelos

A Figura 11 apresenta esquema detalhado da organizagao estrutural dos tecidos do
corpo humano, com foco na pele, suas camadas, componentes celulares e diferentes tipos de
juncgdes celulares. A ilustracdo fornece uma visao hierarquica, comecando pela posi¢ao da pele
no corpo humano e avangando até o nivel subcelular.

O nivel subcelular mostra o citoesqueleto da célula epitelial, que € composto por
trés tipos principais de filamentos: os filamentos de actina (com cerca de 7 nm de diametro),
responsaveis pela manutencdo da forma celular e pela movimentacdo; os filamentos
intermediarios (com cerca de 8-10 nm de didmetro), que conferem resisténcia mecanica a
célula. Os filamentos intermedidrios possuem funcao adjuvante na resisténcia mecanica, sendo
a actina a estrutura mais importante (Sanghvi-Shah; Weber, 2017). Por fim, os microtubulos
(com cerca de 25 nm de diametro), que formam redes que permitem o transporte intracelular de
vesiculas e organelas. Avancando para as jungdes celulares, o diagrama destaca as estruturas
que mantém as c€lulas epiteliais unidas e organizadas em tecidos coesos (Clark; Douglas; Choi,
2018).

As células dos tecidos epiteliais e de outros tipos sao conectadas por diferentes tipos
de juncdes celulares, classificadas em trés categorias principais: (i) jung¢des oclusivas (tight
junctions), que promovem a vedacdo entre células adjacentes, impedindo a passagem de
substancias; (i) desmossomos, que garantem a adesdo mecanica entre células, ancorando
filamentos intermediarios ao citoesqueleto; (ii1) jungdes comunicantes, que formam canais que
permitem a comunicacdo direta entre células vizinhas, facilitando o transporte de ions e
moléculas. Por fim, a interface entre as células epiteliais e a matriz extracelular (no detalhe da
matriz extracelular acima ampliada) e a 1amina basal e sua conexao as células por meio dos
hemidesmossomos. Esses hemidesmossomos ancoram os filamentos de queratina intracelulares
a lamina basal, garantindo a fixacdo celular. A matriz extracelular ¢ uma estrutura rica em
proteinas estruturais, como o coladgeno, e proteoglicanos, que sustentam e organizam os tecidos

subjacentes.



Figura 11 — Organizagdo estrutural da pele e suas interagdes celulares.
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A figura apresenta, de forma sistematica, os diferentes niveis de organizacdo dos tecidos, desde o corpo humano como um todo até as interagdes subcelulares responsaveis por
garantir a funcionalidade e a coesdo do tecido epitelial. Nas imagens ampliadas abaixo, é possivel observar o esquema ilustrativo das diferentes jungdes celulares. Fonte:
Elaborada pelo autor no Biorender, exceto a imagem da matriz extracelular na parte superior, que foi adaptada de (Clark; Douglas; Choi, 2018).
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As diferentes técnicas de microscopia possibilitaram o acesso a estruturas
fundamentais do citoesqueleto (Figura 12), como filamentos de actina, microtibulos e
filamentos intermedidrios, além da mitocondria, que € responsavel por fornecer a energia
necessaria para a dindmica dessas estruturas. A mitocondria, por sua vez, fornece ATP, que ¢
essencial para os rearranjos do citoesqueleto e para atividades biomecanicas, como contracao,
migragdo e divisdo celular. Essas estruturas permitem que as células desempenhem fungdes
mecanicas vitais, como adaptagdo a forgas externas, locomo¢ao em resposta a estimulos e
manuten¢ao da integridade estrutural, sendo indispensaveis para processos bioldgicos como a
cicatrizacdo de feridas e respostas imunes (Alberts et al., 2017).

Figura 12 — Principais caracteristicas de uma célula eucaridtica sob diferentes técnicas.
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(a) Iustrag@o das principais caracteristicas de uma célula eucariotica. (b) célula em cultura fixada e marcada para
destacar os arranjos citoplasmaticos de microtubulos (verde) e filamentos de actina (vermelho); (c) célula em
divisdo marcada para evidenciar os microtibulos do fuso mitdtico (verde) e a rede de filamentos intermediarios
(vermelho), com o DNA marcado em azul em ambas as células. (d) Imagem de microscopia eletronica mostrando
um corte transversal de uma mitocondria. Fonte: Adaptado de (Alberts et al., 2017).

Nesse contexto, a biomecénica celular ¢ uma area que tem avangado
significativamente, promovendo uma compreensdo mais aprofundada da mecanica dos sistemas
vivos e de suas aplicagdes biofisicas, fisiologicas e médicas. A andlise de respostas
biomecanicas, corroborada por analise de expressdo proteica, permite estabelecer correlagdes
significativas entre aspectos viscoeldsticos e bioquimicos da célula. Quando uma tensdo
mecanica ¢ aplicada a superficie celular, o citoesqueleto, a matriz extracelular e as juncoes

celulares respondem mecanicamente (Clark; Douglas; Choi, 2018). Esses componentes
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participam dos processos dindmicos da célula, sendo importantes para a organizagdo, o
funcionamento ¢ a comunicagao nos tecidos, formando a base da estrutura e do funcionamento
dos organismos multicelulares (Clark; Douglas; Choi, 2018).

Os trés polimeros do citoesqueleto — microtibulos (com comprimento de
persisténcia ~ 5 mm), filamentos de actina (= 13,5 um) e filamentos intermediarios (= 0,5 um)
— apresentam rigidez mecanica distinta (Fletcher; Mullins, 2010). Essa caracteristica ¢
fundamental para a transmissao e distribuicao das for¢as dentro da célula, impactando processos
como migracdo, divisdo e diferenciagao celular (Stricker; Falzone; Gardel, 2010). As
propriedades mecanicas variam dependendo da arquitetura especifica de cada rede filamentosa,
e podem ser moduladas por modificagdes pds-translacionais, pela organiza¢ao espacial dos
filamentos e pelas interacdes com o ambiente extracelular (Fletcher; Mullins, 2010). Com isso,
o citoesqueleto consegue responder a estresses internos e externos, podendo funcionar como
um mecanismo de "memoria" mecanica, afetando comportamentos futuros, como a
diferenciagdo celular, a manutenc¢do da integridade estrutural e no funcionamento adaptativo da

célula (Alberts et al., 2017).

2.4.1 Citoesqueleto

Os filamentos de actina (Fig. 13) geralmente estdo localizados no cortex celular,
proximo as bordas externas da membrana. Sua estrutura ¢ formada por monémeros de actina,
formando filamentos de dupla hélice resultante, chamados F-actina. Entre as diversas fungdes
mecanicas desempenhadas, destacam-se: a manutencdo do formato e movimento celular,
interagdes com receptores de membrana e a formagado do anel contratil durante a divisdo celular
(ver Fig. 14), que sdo essenciais para os processos dinamicos, como endocitose, exocitose,
adesao celular e extensdo de protrusdes celulares.

Os filamentos intermedidrios sdo compostos por tipos distintos de proteinas fibrosas,
como queratinas, desmina e vimentina (Fletcher; Mullins, 2010). Essa associagdo de proteinas
possibilita a formagdo de estruturas de alta resisténcia mecanica a forgas de tracdo. Os
filamentos intermediarios garantem maior estabilidade ao citoesqueleto, contribuindo para a

ancoragem de organelas celulares (Fletcher; Mullins, 2010).
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Figura 13 — Arquitetura do citoesqueleto: filamentos intermediarios, cortex de actina, microtiibulos.
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A ilustragdo representa a arquitetura do citoesqueleto em uma célula aderida a um substrato. Os filamentos
intermediarios, representados pela cor verde, formam uma rede densa, que ¢ essencial para conferir resisténcia
mecanica a grandes deformagdes e estabelecer conexdes entre o nucleo celular e a periferia da célula. O cortex de
actina (vermelho) estd ancorado & membrana plasmatica por meio de diversas interagdes, incluindo aquelas
mediadas por proteinas da familia ERM (ezrina, radixina e moesina), que se ligam aos lipidios da membrana. A
contragdo celular ¢ impulsionada pelo deslizamento dos filamentos de actina, um processo dependente da agdo de
motores de miosina. Esse mecanismo regula a rigidez da superficie celular e gera uma pressao hidrostatica interna
elevada. Os microtiibulos (azul), por sua vez, exercem forgas de empurrdo e tragdo sobre a membrana celular,
desempenhando um papel fundamental na segregagdo cromossémica durante a divisdo celular. O processo ¢
impulsionado tanto pela polimerizagdo e despolimerizagdo dos microtiibulos quanto pela agdo de proteinas
motoras, como a dineina, que promovem forgas de deslizamento e atuam como pontos de ancoragem na membrana.
Fonte: Adaptado de (Mulla; Aufderhorst-Roberts; Koenderink, 2018).

Os microtubulos, que possuem geometria cilindrica e oca, sdo formados por
dimeros de tubulina e desempenham fungdes essenciais, como a determinacdo do formato
celular, a organizacdo do citoplasma e o transporte de vesiculas e organelas (Mulla;
Aufderhorst-Roberts; Koenderink, 2018). O rearranjo, a integracdo e a regulacdo do
citoesqueleto permitem que uma célula execute importantes processos dindmicos, como

exemplo da divisao celular, conforme a Figura 14.
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Figura 14 — Diagrama do citoesqueleto durante a divis@o celular de um fibroblasto.
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(a) Diagrama das altera¢des no citoesqueleto durante a divisdo celular de um fibroblasto, mostrando o citoesqueleto
de actina polarizada (vermelho) com lamelipédios e filopddios para locomogdo, e os microtubulos (verde)
emanando do centro organizador para formar o fuso mitético bipolar. Este alinha e segrega cromossomos
duplicados (marrom), e o anel contratil de actina divide a célula, seguido pela reorganizagdo dos citoesqueletos
nas células-filhas para locomogao em diregdes opostas. (b-d) Fotomicrografias e representacdes esquematicas
individuais de filamentos de actina, microtibulos e filamentos intermediarios, respectivamente. Fonte: Adaptado
de (Alberts et al., 2017).

2.4.2 Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) consiste em uma rede tridimensional de
macromoléculas que preenchem os espacos intercelulares, sendo composta principalmente por
proteinas e carboidratos (Alberts et al., 2017). Esse complexo de macromoléculas tende a se
associar de maneira a formar diferentes estruturas, permitindo a subdivisdo da MEC em trés
categorias: componentes fibrilares, componentes nao fibrilares e microfibrilas (Bhadriraju;
Hansen, 2002).

Os componentes fibrilares sdo compostos por colagenos fibrilares e fibras elésticas.
Esses componentes contribuem para o funcionamento adequado dos tecidos em resposta a
tensdes e deformagdes mecanicas (Bhadriraju; Hansen, 2002).

J& os componentes ndo fibrilares incluem os proteoglicanos, que sdao moléculas
proteicas contendo carboidratos e o grupo das glicoproteinas estruturais nao-colagenas (Alberts
et al., 2017). Essas cadeias conferem aos proteoglicanos (e 8 MEC) propriedades viscosas,

desempenhando um papel importante na resisténcia & compressao, na manuten¢ao da hidratagao
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e na regulacao do ambiente celular (Alberts et al., 2017).

Por fim, as microfibrilas, estruturas compostas por coldgeno tipo VI e proteinas de
elastina. Esse tipo de colageno forma redes complexas que conferem resisténcia e suporte aos
tecidos, enquanto a elastina oferece flexibilidade e elasticidade, facilitando o estiramento ¢ a

recuperagdo dos tecidos apds a deformacao (Alberts et al., 2017).

2.4.3 Juncoes celulares

As jungdes celulares sdo um termo comum sobre todas conexdes e estruturas
especializadas distribuidas ao longo da membrana plasmatica (Bhadriraju; Hansen, 2002).
Desempenham diversas fungdes, incluindo a facilitagdo da adesdo e da troca de nutrientes entre
células, estabelecidas por juncdes intercelulares; e entre células e a matriz extracelular,
realizadas pelas junc¢des célula-matriz (Gong et al., 2019).

As jungdes célula-matriz conferem resisténcia a tensdes mecanicas através das
hemidesmossomos; as jungdes de adesdo focal ligam a célula a substratos rigidos, associando-
se aos microfilamentos do citoesqueleto, tendo como fungao a mediagao entre a forga de adesao
e o crescimento celular dependente de ancoragem (Gong et al., 2019). Neste ponto, ¢ importante
destacar que células tumorais frequentemente perdem essa dependéncia de ancoragem, ou seja,
conseguem se proliferar mesmo sem estar aderidas a MEC (Alberts et al, 2017). Tal
comportamento € observado no processo de cultivo celular, em que células aderentes normais
param de crescer quando estdo em suspensdo, enquanto células tumorais continuam a se

proliferar mesmo nao aderidas (Alberts et al., 2017).

2.5 Biofisica e biomecanica do citoesqueleto

Conforme discutido na Sec¢do 2.4, o citoesqueleto consiste em uma rede dindmica
de biopolimeros (F-actina, microtubulos e filamentos intermediarios), cuja organizagao confere
propriedades viscoeldsticas ndo lineares sustentadas por processos dependentes de ATP
(Alberts et al., 2017). Nesta subsecao apresentamos os principios fisicos que regulam a
transmissdo de forcas e a dindmica intrinseca do citoesqueleto, descrevendo tanto modelos
tedricos como evidéncias experimentais (por exemplo, obtidas por AFM e reologia) que

conectam a arquitetura molecular as propriedades mecanicas celulares.



45

Figura 15 — Principais componentes estruturais do citoesqueleto em uma célula eucaridtica.
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O diagrama esquematico dos principais componentes estruturais do citoesqueleto em uma célula eucaridtica tipica,
destacando diferentes arquiteturas de actina:(a) estrutura cristalina da actina globular (PDB: 3HTB); (b) Estrutura
atomica completa (PDB: SMVA) e diagrama esquematico de um tnico filamento de actina;(c) Redes de actina
ramificadas formadas com o fator promotor de nucleagdo ramificada (complexo Arp2/3) e a proteina de
capeamento, que interrompe o crescimento dos filamentos. (d) Feixes de actina filamentosa, compostos por
filamentos organizados em paralelo e proteinas de ligacdo cruzada (fascina). (e) Redes aleatorias de actina
interligadas por conectores flexiveis e extensiveis (filamina). (f) Fibras de tensdo formadas por conectores
ortogonais longos (a-actina) e feixes paralelos de miosina II. Fonte: Adaptado de (Gong et al., 2019).

Apesar das diferentes técnicas para identificar as proteinas das redes
citoesqueléticas e sua estrutura, ainda nao se tem uma compreensao das propriedades biofisicas
de conjuntos dindmicos de multiproteinas. Juntamente com a capacidade da célula em manter

sua fisiologia quando submetida a diferentes condi¢des externas, esse contexto representa um
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desafio e estd longe de uma compreensdo definitiva (Jung et al., 2020). Por exemplo, na
migrac¢do e na divisdo celular, forgas geradas no interior da célula sdo responsaveis por conduzir
a remodelacao da matriz extracelular e da morfogénese do tecido (Gardel ef al., 2008).

A organizagio da actina® no citoesqueleto depende da interagio com proteinas de
ligacdo cruzada. Os mondmeros de actina (G-actina) podem se polimerizar em filamentos
helicoidais duplos (F-actina), conforme ilustrado na Figura 15. Esses filamentos apresentam
comportamento semiflexivel e desempenham papéis essenciais na mobilidade e divisdo celular.
Com auxilio de proteinas de ligacdo a actina (ABPs), os filamentos de F-actina formam
diferentes redes citoesqueléticas, como o cortex de actina, fibras de tensdo, lamelipddios e
filopodios. Essas estruturas influenciam propriedades mecanicas e fungdes celulares. Redes
altamente ramificadas de F-actina ocorrem na borda das células em locomogao, promovendo
sua extensdao (Figura 15c). Feixes de filamentos paralelos formam filopddios, sensores do
microambiente celular (Figura 15d). Além disso, redes aleatérias de F-actina sustentam o cortex
celular, regulando processos como resposta imunoldgica e cicatrizagao (Figura 15¢). As fibras
de tensdo, compostas por F-actina e miosina, geram forgas contrateis e transmitem tensdes para
a matriz extracelular via adesdes focais (Figura 15f).

Os filamentos de proteina apresentam semelhangas com os polimeros lineares em
materiais elasticos sintéticos, como a poliacrilamida. O comprimento e a rigidez dos polimeros
citoesqueléticos, que em muitos casos abrangem quase todo o corpo celular, resultam em
caracteristicas de redes tridimensionais. Portanto, sdo necessarias fragdes de volume muito
menores do que as necessdrias para formar géis de polimeros mais flexiveis (Broedersz;
MacKintosh, 2014; Kollmannsberger; Fabry, 2011). Dessa forma, essas estruturas alongadas
permitem a formacao de redes tridimensionais com concentragdes significativamente menores
de polimeros quando comparadas com materiais sintéticos flexiveis. Para alcancar a mesma
rigidez ou médulo elastico de um gel de poliacrilamida a 5%, basta uma concentragdo de
filamentos de actina cerca de 100 vezes menor, demonstrando uma eficiéncia estrutural que
reduz o gasto de recursos celulares, o que representa uma vantagem evolutiva (Lodish, 2008,
cap. 18; Bhadriraju; Hansen, 2002).

O relaxamento viscoelastico nos dominios de tempo e frequéncia de fibroblastos
sobre géis rigidos de poliacrilamida foi estudado por microscopia de forca atomica (Moura et

al., 2023). O estudo demonstrou que os fibroblastos 1929, cultivados em géis rigidos de

3 A actina é a proteina mais abundante encontrada em células eucarioticas, representa 10% da massa total de
proteina em células musculares e até 5% em células ndo musculares (Lodish, 2008).
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poliacrilamida, apresentam maior rigidez em comparagdo com o cultivo em vidro. Tal diferenca
pode ser atribuida a remodelagao da rede de F-actina, na qual a rigidez celular ¢ modulada pela
pré-tensao dependente do substrato.

A distingdo entre o citoesqueleto e as redes de polimeros simples reside na inclusao
de proteinas motoras, que se deslocam ao longo dos filamentos de actina e microtubulos. Isso
faz do citoesqueleto um material ativo, que opera fora do equilibrio termodindmico (Guo et al.,
2014; Mizuno et al., 2007). Apesar da complexidade da mecanica das células vivas, € possivel
razoavelmente modelar e aproximar a representagao do citoesqueleto a de redes poliméricas
(Pegoraro; Janmey; Weitz, 2017). Para o conceito de cisalhamento em redes de biopolimeros,
podemos medir a tensdo mecanica (c) € extrairmos, a partir de curvas de resposta imediata e

retardada, o modulo eléstico (G') e o viscoso (G") (Figura 16).

Figura 16 — Parametros da reologia de redes de biopolimeros: G' e G".
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Os parametros utilizados e as grandezas avaliadas no estudo da reologia de redes de biopolimeros incluem o
modulo de elasticidade (G'), que representa a resposta elastica, € o0 modulo de viscosidade (G"), que corresponde
a resposta viscosa. O comportamento viscoeldstico dos biopolimeros torna os dois pardmetros relevantes. Fonte:
Adaptado de (Pegoraro; Janmey; Weitz, 2017).
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2.6 Migracao celular

A migracao celular, tipica de cé¢lulas como fibroblastos, neutrofilos e
queratindcitos, ocorre por meio de translacao sobre um substrato, utilizando protrusdes, como
lamelipddios e filopddios, a partir do rearranjo dos filamentos de actina do citoesqueleto
(Alberts et al., 2017). A movimentagdo dos espermatozoides ¢ uma excecdo, pois €
impulsionada pelo batimento do flagelo, que utiliza microtibulos € o movimento gerado por
proteinas motoras, como a dineina, para a impulsdo necessaria ao deslocamento em meios
liquidos. Essa diferenca mostra a funcionalidade estratégica do citoesqueleto para a locomogao
celular, ajustada as necessidades especificas de cada tipo celular. A migracao celular tem funcdo
central em diferentes processos biofisicos, como a cicatrizacdo de feridas, resposta imune e
metastase do cancer.

A migragdo celular decorre da polimerizagdo/despolimerizagdo ordenada dos
filamentos proteicos do citoesqueleto, resultando em deformacdes da membrana celular (Figura
17). O deslocamento celular pode ser dividido em trés etapas principais: a protrusao, na qual
parte da membrana plasmatica ¢ estendida na direcdo do movimento; a adesdo, em que a regido
projetada da membrana adere ao substrato por interagdes moleculares especificas; e, por fim, a
tracdo, em que a célula se move em dire¢do ao ponto de ancoragem estabelecido no substrato.

A migracdo celular ¢ um processo complexo que depende do cortex de actina
localizado abaixo da membrana plasmatica. O emaranhado de conexdes filamentosas modifica
pontualmente as caracteristicas biomecanicas ao longo da membrana plasmatica, na medida em
que esta se molda as organelas que ela protege e sofre for¢as em decorréncia do processo de

migragao.
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Figura 17 — Forgas geradas no cortex de actina durante a migragdo celular.
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Demonstragdo de como as forgas geradas no cortex de actina impulsionam o avango celular. A rede de actina
impulsiona a extensdo da membrana plasmatica na dire¢do do movimento, enquanto a célula se fixa ao substrato
por meio de estruturas de adesdo. Simultaneamente, a regido posterior da célula sofre contragdo, promovendo o
deslocamento geral. Fonte: Elaborada pelo autor no Biorender.
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2.7 Breve introducio a reologia

A reologia ¢ uma area da ciéncia que estuda as propriedades mecanicas dos
materiais sob deformagdo devido a forcas externas (Shen; Michaelson; Huang, 2013). Podemos
classificar um material conforme este responde (deforma) a medida que uma tensao ¢ aplicada.
Em regra, para uma pequena deformacao, se considerarmos uma for¢ca proporcionalmente
pequena, o sélido tende a voltar a sua geometria inicial quando a tensdo ¢ cessada. Dizemos,
neste caso, que houve uma deformacgdo eléstica e que o fendmeno ocorreu dentro do regime
elastico, isto €, de acordo com a lei de Hooke. Quando consideramos um fluido viscoso, se a
taxa de deformacao for diretamente proporcional a tensao aplicada, dizemos que esse fluido ¢
do tipo newtoniano. Em caso contrario — quando a tensao de cisalhamento nao ¢ diretamente
proporcional a taxa de deformagdo — o fluido ¢ ndo newtoniano.

A caracterizagdo do comportamento de materiais em geral exige a andlise de suas
respostas em relagdo as escalas de tempos caracteristicas de aplicagdo da forga e da deformagao.
Define-se um parametro de tempo de relaxamento, representado por t,.;, € um parametro
relacionado ao tempo de deformagao, designado por tg.r. A razio entre esses pardmetros define
o chamado Numero de Deborah (Reiner, 1964), que descreve o comportamento reoldgico do

material e a dependéncia temporal do comportamento viscoelastico:

De = re 2.7)
tder

O numero de Deborah pode ser aplicado para descrever o comportamento de
materiais viscoelasticos em diferentes contextos. Por exemplo, ao pressionar ou esticar um gel,
ele retorna lentamente a forma original depois que a forga ¢ removida. Neste caso, o tempo de
relaxagdo do material t,.; € comparavel ou maior que o tempo de observagdo tq.f, resultando
em um nimero de Deborah elevado, o que indica um comportamento predominantemente
elastico. J4 uma massa de modelar apresenta comportamento diferente. Quando pressionada
lentamente (tempo de deformagéo ¢4, muito maior que t;.¢;), 0 namero de Deborah € pequeno,
e o material flui como um liquido. No entanto, se a mesma forca for aplicada rapidamente
(tempo de deformacgao pequeno), o nimero de Deborah aumenta e o material pode reagir como
se fosse solido por um curto periodo, ou seja, com comportamento eldstico transitorio.

Tecidos bioldgicos, como cartilagem ou o citoesqueleto celular, apresentam

comportamento viscoeldstico (De Sousa et al., 2020). Quando deformados rapidamente,
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reagem como solidos elasticos; quando comprimidos lentamente, fluem como liquidos. O De
pode ser ajustado dependendo do tempo caracteristico do processo de deformacao em relacao
ao tempo de relaxacdo do tecido.

No contexto dos modelos classicos de sélido e fluido, os conceitos de tensdo,
deformacao e fluxo apresentam consequéncias importantes na biologia celular. Em FBM, por
exemplo, a absor¢do de luz vermelha pode alterar o metabolismo, além das propriedades
mecanicas do citoesqueleto (Silva et al., 2025). Assim como Newton formalizou o cisalhamento
em fluidos, os avancos em microscopia de for¢a atomica — aliado ao modelo viscoelastico
adequado — permitem quantificar como células vivas suportam e transmitem tensdes internas
em resposta a estimulos fisicos e luminosos (Silva et al., 2025). Conceitos de mecanica classica
e de biomecanica celular fornecem teoria para a analise protedmica e viscoelastica, servindo
como ferramenta para a discussdo subsequente.

Soélidos ideais, quando submetidos a tensdes de cisalhamento, respondem com uma

deformacao caracteristica ilustrada na Figura 18.

t=E-S=E-tny~E-y (2.8)

onde T ¢ a tensdo de cisalhamento aplicada, E ¢ o médulo elastico do material, dx/dh representa
a razdo entre deslocamento e altura, e y ¢ o angulo de cisalhamento (deformagdo). Para

pequenos angulos, vale a aproximagdo E -tany = E - y.

Figura 18 — Deformagdo de um corpo sé6lido sob a aplicagdo de uma tensao .

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Isaac Newton foi pioneiro na descri¢do do comportamento de fluxo de um liquido
ideal. Esse comportamento ¢ bem exemplificado pelo escoamento de Couette, em que um fluido
newtoniano ¢ confinado entre duas placas paralelas — uma fixa e outra em movimento — ¢
submetido a uma tensdo de cisalhamento. Em regime laminar o escoamento de Couette
apresenta um perfil de velocidade aproximadamente linear: a velocidade ¢ maxima junto a placa
movel e decresce linearmente até atingir zero na placa em contato com a placa fixa. O gradiente
de velocidade resultante, dv/dh, define a taxa de cisalhamento (y); para fluidos newtonianos a

tensao de cisalhamento t € proporcional a essa taxa, isto €,

. dv
Y=13 (2.9)

Dessa forma, tem-se que:

_dy _ 9 4n _ W/t _dv

S At de dh  dh (2.10)
Logo, a tensdo de cisalhamento pode ser escrita como:
d .
T= nﬁzny (2.11)

onde 7 ¢ a tensdo de cisalhamento, 1 ¢ a viscosidade e y taxa de cisalhamento.

Sobre os termos utilizados, a deformagdo (y) refere-se a mudanga geométrica
relativa sofrida por um corpo ou elemento material sob a agdo de uma carga — trata-se de uma
grandeza adimensional que quantifica um estado de distor¢do. Por outro lado, taxa de

1

deformacdo (y) ¢ a derivada temporal da deformacdo, com unidades de s, e descreve a

velocidade com que esse estado de deformagao varia no tempo; no escoamento de Couette tem-
. dv . . . - .
ey =3 relacionando o gradiente de velocidade ao processo de deformagdo. Para fluidos

newtonianos, a tensdo de cisalhamento 7 ¢ linearmente proporcional a taxa de deformacdo, T =
Ny, sendo 71 a viscosidade dinamica. Em contraste, solidos elasticos exibem relacdo entre
tensdo e deformacao (estado), enquanto materiais viscoelasticos combinam dependéncias de
deformacio e de sua taxa.

Essa distingdo ¢ fundamental para interpretar medi¢des experimentais: técnicas
como a microscopia de for¢ca atdmica sdo sensiveis tanto a propriedades instantaneas (por
exemplo, rigidez/médulo elastico) quanto a respostas temporais (relaxacdo, viscosidade
aparente), dependendo do protocolo adotado. Assim, as equagdes newtonianas fornecem um

referencial fisico simples, mensuravel e adequado como ponto de partida para quantificar e
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comparar desvios viscoeldsticos e ndo lineares observados em materiais bioldgicos e células.

2.8 Microscopia de for¢ca atomica

Os fundamentos da reologia ajudam na compreensdo das propriedades mecanicas
de substancias complexas, como fluidos biologicos, géis e tecidos vivos. Mas tal complexidade
contribuiu para o desenvolvimento da microrreologia, uma extensao da reologia tradicional,
com enfoque em escalas microscopicas, permitindo avaliar as respostas viscoelasticas de
materiais macios submetidos a pequenas forcas (~ 10 N).

Nesse contexto, o microscopio de forca atdmica (AFM) destaca-se como uma
importante ferramenta para a obtencdo de parametros como viscosidade, elasticidade e
comportamento de relaxamento, essenciais para estudar estruturas e dindmicas moleculares em
sistemas biologicos. E possivel mapeamento com alta precisio das propriedades mecénicas
locais de uma amostra, aplicando forcas controladas, gerando curvas forga-deslocamento, que
revelam informacdes detalhadas sobre a rigidez, a elasticidade e a dindmica do material.

A técnica de microscopia de forga atdmica baseia-se na interagdo entre uma sonda
(cantilever) e a superficie de uma amostra (Binnig; Quate; Gerber, 1986). O AFM utiliza um
brago de alavanca flexivel (cantilever) preso a um substrato em uma extremidade e, na outra,
possui uma ponta normalmente piramidal para varrer a superficie da amostra. Durante essa
interacao, forgas intermoleculares, como as de van der Waals, adesivas e mecanicas, causam
deflexdes no cantilever. Essas deflexdes sdo detectadas com alta precisao por um feixe de laser
que, ao ser refletido na superficie do cantilever, incide sobre um fotodetector (fotodiodo). As
variacoes no sinal do fotodiodo permitem que o sistema converta essas informag¢des em mapas
topograficos ou mecanicos.

Para garantir a precisdo da intera¢do, uma ceramica piezoelétrica ajusta a posicao
da sonda conforme as variacdes da superficie por meio de tensdes elétricas. Esse sistema
permite que o movimento do piezo seja calibrado para compensar as oscilagdes do cantilever e
garantir um mapeamento eficiente da topografia da amostra.

A Figura 19 ilustra o funcionamento basico do AFM. Ao se aproximar da superficie,
forcas de interacdo entre ponta e superficie passam a atuar, influenciando o comportamento do
cantilever. As oscilagdes resultantes sdo detectadas pelo sistema Optico e interpretadas pelo
sistema de controle, que as traduz em informagdes sobre a rugosidade e outras propriedades da

superficie.
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Figura 19 — Forgas envolvidas no funcionamento do AFM.
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A ponta acoplada a um cantilever mapeia as propriedades fisicas da superficie em escala nanométrica. Um scanner
piezoelétrico controla 0 movimento preciso em trés dimensdes (X, Y e Z), enquanto um feixe de laser refletido do
cantilever ¢ detectado por um fotodiodo, que detecta as deflexdes causadas pelas forcas interatdmicas. Estas
informagdes sdo convertidas em imagens topograficas. As forgas de interagdo variam com a distancia entre a ponta
¢ a superficie. Este sistema permite analises precisas da morfologia ¢ das propriedades das superficies, sendo
essencial em estudos que envolvem caracterizagdo em escala nanométrica. Fonte: Elaborada pelo autor no
BioRender.

Para a correta interpretacdo das curvas forca-deformacdo obtidas no AFM, ¢
necessario entender como o material responde a tensdes normais e de cisalhamento. A Figura
20 mostra o processo de aproximagdo, aplicacdo da forga pela ponta do AFM e retracao do
cantilever.

As curvas resultantes da aproximacao e retracdo sdo ilustrativas e as regioes “b” e
“d” indicadas na figura tendem a ser suaves. No contato da ponta do cantilever com a superficie
da amostra, a microscopia de for¢a atdmica permite obter uma curva de forca, que fornece
informagdes detalhadas sobre as caracteristicas estruturais do material analisado. As regides
“b” e “d” da Figura 20 sdo consideradas criticas, pois representam os pontos de contato e
desprendimento com a superficie da amostra. Essas informagdes sdo importantes para os dados

de entrada sobre o perfil da curva de forca.
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Figura 20 — Indentacao realizada pelo AFM e interpretagdo da curva de forga.
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O painel superior ilustra o0 movimento do cantilever do AFM, controlado pelo scanner piezoelétrico. O processo
inicia no ponto a, com o cantilever posicionado acima da amostra. A medida que o cantilever se aproxima da
superficie, a indentacdo da amostra permanece nula até o ponto b (zo, do), que marca o inicio do contato entre a
ponta do cantilever e a célula. Este ponto é critico — a curva ¢ ilustrativa e ideal — para a analise de dados, pois, em
regra, ¢ uma regido suavizada e o ponto de contato escolhido ¢ crucial. No intervalo entre b e ¢, o cantilever esta
indentando a célula, sendo a deflexdo proporcional a forca aplicada. A deflexdo maxima ¢ atingida em ¢, quando
a forga de indentacdo predeterminada (definida pela constante de mola do cantilever) é alcangada. Apds isso, o
cantilever é retraido da amostra, passando pelo ponto d, onde ocorre frequentemente uma deflexdo negativa devido
a adesdo entre a ponta e a célula, até que o cantilever se desprenda completamente da amostra e retorne a posicao
inicial no ponto e. Fonte: Elaborada pelo autor.

E possivel obter diferentes perfis de curvas de for¢a em experimentos de AFM. A
interacdo entre a ponta da sonda e a superficie da amostra varia de acordo com a distancia,
exibindo caracteristicas viscoeldsticas especificas da amostra ou dessa interagdo. A Figura 21
ilustra diferentes curvas de forca, desde interagdes com grande adesdo (Fig. 21(a)) até
indentagdes em amostras qualitativamente macias (Fig. 21(e)). Essas curvas tipicas sdo
amplamente utilizadas para caracterizar diferentes propriedades fisicas e quimicas de materiais,

incluindo a presenga de interagdes de longo alcance (Fig. 21(c,f)).
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No especifico de assinaturas mecanicas nas curvas de for¢ca, uma amostra rigida
apresenta um comportamento linear com ponto de contorno bem definido (Fig. 21b), o que
indica alta resisténcia mecanica e pouca deformagao. Ja na amostra macia (Fig. 21(e)), a curva
exibe crescimento gradual (suave), evidenciando uma maior deformagao da superficie devido

a sua maciez. Essa caracteristica ¢ comum em materiais viscoelasticos e/ou biologicos.

Figura 21 — Perfis de curvas de forca obtidos por microscopia de forga atdmica.

Amostra rigida

Repulsdo de longo alcance Atragdo de longo alcance

As interagdes entre a ponta do cantilever e a superficie da amostra incluem adesdo grande e pequena, resposta de
amostras rigidas e macias, além de forcas de longo alcance, tanto atrativas quanto repulsivas. Esses perfis
possibilitam a analise quantitativa ou qualitativa detalhadas das propriedades mecénicas e quimicas dos materiais
estudados. Fonte: Adaptado de (Digital Instruments VMG, 1999).

A versatilidade do AFM, especialmente em adaptagdes da geometria de contato
com a superficie e o desenvolvimento de modelos matematicos, permite estudar estruturas
pequenas e complexas de células e suas subestruturas. No processo de indentacao, a deflexao
do cantilever ocorre de acordo com a tensdo aplicada na regido atingida. Ha regides mais rigidas
e outras mais macias. A relacdo entre o stress aplicado e o strain fornece uma importante

propriedade mecéanica chamada médulo de Young (ver Figura 22).
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Figura 22 — Diagrama stress versus strain. A inclina¢do fornece o modulo de Young.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados obtidos podem ser interpretados utilizando modelos teéricos apropriados
— por exemplo, modelos viscoelasticos (como Kelvin-Voigt) ou modelos de mecanica de
contato (como Hertz). O modelo de Hertz (1881) ¢ usualmente empregado por sua simplicidade
matematica para estimar propriedades mecanicas, como o modulo de elasticidade, sobretudo
em medi¢des por AFM em nanoescala (Thomas et al., 2013). De forma mais precisa, aplica-se
a familia de solu¢des Hertz-Sneddon, isto €, a solu¢do de Hertz para indentadores esféricos
(F a 8%/?) e as solugdes de Sneddon (1965) para indentadores assimétricos (por exemplo,
conico, disco — F a 82 para cone), devendo a escolha da expressio depender da geometria real
da ponta do AFM. Contudo, a aplicacdo desses modelos exige a explicitagdao das hipoteses
subjacentes: comportamento elastico linear local, pequenas deformacgdes, auséncia de adesao
ou atrito no contato e geometria do indentador bem definida (esférica, conica ou plana). Além
disso, a profundidade de indentacdo deve ser pequena em relagdo as dimensodes caracteristicas
do sistema (evitando influéncia do substrato) e ¢ habitual assumir um valor para o coeficiente
de Poisson ao extrair E. Modelos como o de Kelvin-Voigt sdo mais adequados para descrever
respostas dependentes do tempo (viscoelasticidade) e podem ser preferidos quando os
protocolos experimentais (indentagdo dinamica, ensaios de relaxacdo/creep) evidenciam efeitos
temporais relevantes (Rico et al., 2005).

A deformacao entre dois corpos depende da for¢a aplicada entre eles, da velocidade

de carga, da modulagao de forca dinamica (Sousa et al., 2017) e do tempo de contato (Lima et
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al., 2024), além da geometria do indentador. Quando se considera uma ponta conica no AFM,
as equagoes a seguir, baseadas no modelo de Sneddon, podem ser aplicadas (Santos et al.,

2012):

Fo = K.(d —dy) (2.12)
E 2

Fyertz = > tan(a)d6 (2.13)

6=(zy— 2z)— (d— dy) (2.14)

slope = &2 F tan(a) (2.15)

dé? T1—v2

T 1—v?
2 tan(a)

E =

slope (2.16)

onde F,,; representa a for¢a de indentacgdo aplicada pelo indentador; K, € a rigidez do cantilever
(haste) do AFM, ou seja, a constante de mola da ponteira; d ¢ o deslocamento vertical do
cantilever, enquanto d, indica a posi¢ao de contato inicial entre a ponta ¢ a superficie; § ¢ a
profundidade de indentagdo, que quantifica a deformagdo elastica efetiva da amostra; E
corresponde ao modulo de Young da amostra e v ao coeficiente de Poisson, que descreve a
deformacao lateral relativa a deformacdo axial (adimensional); @ € o semi-angulo da ponta
conica do indentador, enquanto z, identifica a posi¢do do pico de for¢a (o ponto em que o
indentador atinge a maxima aproximagao ou “para”) e z a posi¢do do indentador em relagdo a
amostra. Por fim, o termo slope refere-se a inclinacao da por¢ao de descarga (retracao) da curva

for¢a x deslocamento.

A fungdo de relaxamento viscoelastico temporal das células desta Tese foi descrita
por uma lei de poténcia tnica (single power-law, SPL) (De Sousa et al., 2020; Garcia; Guerrero;
Garcia, 2020; Hecht ef al., 2015). A opcao por esse formalismo decorre de razdes praticas e
conceituais. A SPL representa eficientemente uma ampla distribui¢do de tempos de relaxagao,
tipicos de materiais biologicos ativos, evitando a necessidade de somas extensas de
exponenciais, reduzindo o numero de parametros de ajustes. Além disso, produz parametros
compactos e comparaveis entre diferentes condi¢cdes experimentais, facilitando, por exemplo,
a correlacdo entre mudangas nas propriedades mecanicas e sinais protedmicos (De Sousa et al.,

2020; Garcia; Guerrero; Garcia, 2020). Portanto, as interpretagdes devem ser confrontadas com
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dados complementares, como ensaios temporais adicionais, imagens e analises protedmicas,
para que hipdteses acerca dos processos microestruturais subjacentes possam ser formuladas
(Balland et al., 2006; De Sousa et al., 2021). Logo, a fungdo de relaxamento viscoelastico no

dominio do tempo das células foi modelada por:
-B
E@) =E1)(5) . 2.17)

em que E(t") representa o mddulo de elasticidade em um tempo arbitrario t=t', e € o0 expoente

de fluidez, que varia dentro do intervalo 0 <B < 1.

Quando B = 0, o material exibe um comportamento perfeitamente eldstico, ou seja,
ele ndo se deforma permanentemente quando submetido a uma for¢ca. Em contrapartida, B = 1
caracteriza um comportamento completamente fluido, com uma deformacao instantanea e
irreversivel sob a aplicacdo de uma for¢a. Valores intermediarios de  indicam um material que
possui caracteristicas tanto solidas quanto fluidas, podendo ser descrito como um material
viscoelastico, em que ha uma combinagdo de resisténcia a deformacgdo (elasticidade) e
capacidade de fluir (fluidez).

O moédulo de cisalhamento complexo dindmico no dominio da frequéncia,
representado por G* = G’ + iG"”, onde G’ é 0 modulo de armazenamento (que descreve a parte

elastica) ¢ G'" é o modulo de perda (que descreve a parte viscosa), ¢ dado pela equagdo G*(f) =

B
G*(fy) (fi) , com fo sendo uma frequéncia de escala arbitraria. Para G*(f), temos a expressdo
0
G*(f,) = T'(1 — BE(t)t'P(2nf,i)?, onde T é a fungdo gama. No modelo SPL, o angulo de
fase entre G' e G’ permanece constante, ¢ é dado por 6 = tan™? (G”/G’) = BT[/2, Em

particular, quando 3 = 0,5, o material apresenta uma combinagao equilibrada de comportamento
solido e fluido, o que ¢ frequentemente encontrado em materiais viscoeldsticos com
propriedades intermediarias.

Esse modelo ¢ importante para descrever e entender o comportamento de uma
ampla gama de materiais biologicos e sintéticos, incluindo células e tecidos, nos quais tanto a
elasticidade quanto a fluidez podem influenciar as respostas mecéanicas ao estresse ou a
deformacdo. A curva de for¢a de permanéncia (DFC) para materiais que seguem um modelo de
lei de poténcia Ginica permite uma caracterizacdo precisa da resposta mecanica do material ao
longo do tempo, o que ¢ fundamental em diversos estudos, como na andlise de propriedades de

células sob estresse ou em testes de mecanica de materiais (De Sousa et al., 2021). Assim,


http://www.bioforce.uni-tuebingen.de/pubs/Hecht_2015_SM.pdf
http://www.bioforce.uni-tuebingen.de/pubs/Hecht_2015_SM.pdf
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Fp(t) 0<t<t,
F(t) = (2.18)
7]
Fp(0)1(%,21-p) t>t,
onde
_ 4 _ tand o t\27B
Fo(®) = 7= oo 03B — PE@) (1) - (2.19)

O tempo t ¢ medido a partir do ponto de contato, enquanto t; representa o tempo de
carregamento, que € o intervalo durante o qual a forca ¢ aplicada ao material. A profundidade
maxima de indentacdo ¢ dada por §,, enquanto o angulo de meia abertura do indentador conico,
denominado 6, influencia diretamente a distribuicdo de forcas na célula ou material. Para
amostras incompressiveis, assume-se que o coeficiente de Poisson ¢ igual a 0,5, o que simplifica
os calculos de deformagao.

A fungdo de relaxamento, E(t;), ¢ calculada no tempo t = t;, refletindo a resposta
viscoelastica do material a carga aplicada. A fungdo beta incompleta, representada por
B(x; n,m), descreve uma distribui¢do que depende dos pardmetros n ¢ m e esta relacionada a

fungdo beta completa por B(n,m) = B(1;n,m). A fungdo beta regularizada incompleta,

B(x;n,m)
B(nm)’

chamada de I(x;n,m), é dada por I(x;n,m) = ¢ permite a normalizagdo dos

resultados dentro de um intervalo especifico.

Os parametros t; e y sdo extraidos diretamente das curvas de forca obtidas por
meio da microscopia de forca atdmica (AFM), que fornece uma maneira precisa de medir as
propriedades mecanicas dos materiais em uma escala micrométrica. Esses dados sdo
fundamentais para a caracterizagdo das respostas mecanicas e viscoelasticas, como o
comportamento de células biologicas sob estresse mecanico ou a analise de materiais sintéticos

em diferentes condi¢gdes experimentais.

2.9 Linhagens celulares

Nosso estudo utilizou seis linhagens celulares distintas: (i) fibroblastos murinos
L1929, empregados como modelo de remodelamento da matriz extracelular; (ii) osteoblastos
murinos OFCOL II, precursores 6sseos responsaveis pela sintese de colageno e mineralizagao;
(ii1) queratindcitos humanos HaCaT, epiteliais imortalizados, atuam na barreira dérmica e

processos de cicatrizacdo; (iv) osteossarcoma humano MG-63, de alta proliferacdo, podendo
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ser usada para efeito comparativo a linhagem OFCOL II; (v) mioblastos murinos C2C12,
capazes de se diferenciar em miotubos, normalmente sdo usados para explorar mecanismos de
sinalizacdo na regeneragdo muscular; (vi) macréfagos murinos RAW 264.7, células fagociticas,
viabilizam o estudo de respostas inflamatdrias e potenciais efeitos anti-inflamatorios da terapia

luminosa.

Figura 23 — Fibroblastos L929 no AFM.

A imagem mostra o cantilever do AFM e a morfologia tipica de células mesenquimais, caracterizada por um
formato fusiforme ou alongado, com projecdes citoplasmaticas que se estendem em varias direcdes. Fonte:
Elaborada pelo autor.

Com sintese e funcao heterogéneas, os fibroblastos participam da codificacdo de
informagdes posicionais para c€lulas vizinhas, através de propriedades microarquitetdnicas,
biomecanicas e bioquimicas na matriz extracelular; também regulam a secrecdo de mediadores
soliveis, como citosinas, fatores de crescimento e metabolicos (Plikus et al., 2021) e sao
encontrados em diversos o6rgdos, como pele, pulmao, musculos e coragdo. A Figura 23 mostra
imagens das células de linhagem murina L929. Pela abrangente presenca em diversos 6rgaos,
os fibroblastos sdo parte importante na sustentagdo e consisténcia dos tecidos.

Os osteoblastos sao células mononucleares do tecido conjuntivo, especificamente
do tecido 0sseo, e que sdo resultantes das células mesenquimatosas, a partir da diferenciacdo e
proliferacdo de células-tronco mesenquimais (Tani ef al., 2018). Formam, com os osteocitos e
os osteoclastos, as principais células do tecido 0sseo, tendo como caracteristica a intensa
atividade metabolica, sendo responsaveis pela produ¢do de compostos organicos da matriz

Ossea, como o colageno tipo I, glicoproteinas e proteoglicanos (Kierszenbaum; Tres, 2012).
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Neste trabalho utilizamos osteoblastos da linhagem OFCOL II (ver Figura 24), derivada de

camundongo.

Figura 24 — Osteoblastos OFCOL Il no AFM.

A morfologia ¢ tipica de células dsseas imaturas, com formato cuboidal ou poligonal quando em atividade, com
citoplasma abundante e basofilico devido a sintese ativa de matriz extracelular. Fonte: Elaborada pelo autor.

As células osteoblasticas sdo originadas mais ativamente durante a fase de
crescimento dos ossos e reparacdes de lesdes Osseas, a partir do metabolismo mais acentuado
das células osteoprogenitoras (Junqueira; Carneiro, 2013). Concentram fosfato de calcio,
participando da mineralizagdo da matriz (Montanari, 2016). S3o encontradas no enddsteo e na
superficie do osso peridsteo, membrana que reveste o 0sso, participando da regeneragdo 0ssea
apos fraturas (Beck Jr., 2003). Com a redu¢do da atividade sintética, os osteoblastos sdo
envolvidos pela matriz 6ssea e tornam-se osteocitos, células maduras e pouco ativas, que estao
em lacunas da matriz calcificada (Setiawati; Rahardjo, 2019; Schaffler et al., 2014). Ja os
osteoclastos, células polinucleadas derivadas da medula ¢ssea, atuam de forma oposta:
enquanto os osteoblastos formam o 0sso, os osteoclastos o reabsorvem, sendo ambos essenciais
para a remodelacao ossea (Teti, 2012; Silvent ef al., 2013).

Os queratinocitos sdo fundamentais como barreira protetora, tendo papel na
resposta imune inata, isto ¢, atuam na primeira linha de defesa do organismo contra
microrganismos invasores, oferecendo uma resposta imediata e de regulacao da inflamagdo da
pele (Cruvinel et al., 2010) (Figura 25).

As células HaCaT sdo bastante estudadas para reparo tecidual e cicatrizagdo de
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feridas (Carretero et al., 2008; De Fatima Goebel de Souza ef al., 2020), modelos para estudos
de cancer de pele (Alvarez et al., 2009; Berning et al., 2015; Smits et al., 2017), além de
pesquisas sobre a resposta inflamatdria da pele e estresse oxidativo (Jang ef al., 2015; Pastore
etal,2011; Yang et al., 2011).

Comprimentos de onda na faixa de 400-1100 nm vém demonstrando eficécia na
aplicagdo as células epidérmicas como a HaCaT (Cios et al., 2021; De Abreu et al., 2019), com
resultados importantes de cicatrizacao do tecido, reducdo de inflamacao e efeitos de analgesia
(Serrage et al., 2019). Portanto, pelos mecanismos moleculares primdrios e secundarios da
FBM e na avaliacdo dos potenciais parametros eficazes para aplicacdo in vitro e in vivo em
queratindcitos ja relatados na literatura cientifica (De Abreu et al., 2019), consideramos a

linhagem HaCaT importante para compor o conjunto de ensaios realizados nesta Tese.

Figura 25 — Queratindcitos HaCaT no AFM.

Apresentam morfologia epitelial tipica, caracterizada por um formato poligonal e citoplasma relativamente
abundante. Essas células aderem firmemente ao substrato e, em cultura, crescem em camadas coesas, formando
uma monocamada organizada. Fonte: Elaborada pelo autor.

A linhagem celular MG-63 (Figura 26), correspondente a um osteossarcoma
humano (Billiau et al., 1977), € amplamente utilizada principalmente em pesquisas relacionadas
a biologia 6ssea, diferenciagdo de osteoblastos (Andrukhov et al., 2016), mecanismos de
sinalizacdo celular (De Azevedo et al., 2020) e biomateriais (Chang et al., 2014; Rabel et al.,
2020). Devido a sua origem, essas células possuem rapida proliferacdo e comportamento
tumoral, sendo indicadas para estudos de mecanismos de tratamentos oncoldgicos (Pautke et
al.,2004).
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Figura 26 — Osteoblastos MG-63 no AFM.

A morfologia ¢ heterogénea, variando de fusiforme a poligonal, com citoplasma normalmente irregular. O nucleo
¢ grande, oval ou arredondado, com cromatina dispersa ¢ nucléolos evidentes, o que evidencia sua natureza
tumoral. Fonte: Elaborada pelo autor.

A alta taxa de proliferacdo e o menor efeito de diferenciacdo em comparacdo com
os osteoblastos normais tornam a MG-63 um bom modelo para estudos sobre proliferacao
celular e mecanismos de cancer 6sseo (Hu ef al., 2022). A regeneragdo Ossea, sinalizagdo de
citocinas, e o impacto de diferentes tratamentos no crescimento e diferenciagao celular tornam
as MG-63 uma importante linhagem no estudo do efeito de terapias fotodinamicas e tratamentos
com luz, especialmente em fun¢do de sua resposta diferencial a estimulos luminosos, o que
pode ser relevante para o tratamento de tumores 6sseos (Berni et al., 2023; Yang et al., 2022;
Yang et al., 2024).

Os mioblastos sdo células precursoras e fazem parte do processo de formagdo do
tecido muscular, a miogénese. A linhagem C2C12 (Figura 27) foi originalmente isolada de
musculo esquelético de camundongos da linhagem C3H, ap6s uma lesdo induzida (Yaffe;
Saxel, 1977). A C2C12 ¢ bastante utilizada em pesquisas de biologia celular ¢ molecular para
estudar processos de diferenciagdo muscular, regeneracao e metabolismo (Li ef al., 2023). Essas
células tém a capacidade de se diferenciar em miotubos, simulando um ambiente similar ao
tecido muscular esquelético (Burattini et al., 2004). Devido a sua versatilidade, sao usadas em
pesquisas sobre sinaliza¢do celular, expressdo génica, € mecanismos de regeneracdo e

desenvolvimento muscular (Bakhshandeh et al., 2023; Miyazono, 2000).
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Figura 27 — Mioblastos C2C12 no AFM.

Quando em estado indiferenciado, apresentam morfologia alongada e fusiforme, caracterizando-se por citoplasma
moderado e nucleo oval, central e com cromatina dispersa. Em cultura, essas células aderem bem ao substrato e
crescem formando camadas homogéneas. Fonte: Elaborada pelo autor.

Devido a ampla aplicabilidade dos mioblastos na area da cicatrizagdo e processos
de recuperagdo celular, a C2C12 é comumente objeto de estudo na fotobiomodulagdo, em
funcdo da redugdo da apoptose e necrose e da produgdo de citocinas, resultando em efeitos de
citoprote¢do celular (Gouveia et al., 2020). Gouveia et al. (2020) mostraram a efetividade da
luz na diminui¢do da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias.

Miotubos C2C12 respondem de forma similar a fotobiomodulagao como ocorre em
células fibroblasticas, ambas envolvidas na recuperacdo de tecidos, através do aumento do
potencial da membrana mitocondrial e da sintese de ATP (Ferraresi et al., 2015). Além disso,
na C2C12 a aplicagdo da luz pode ter efeitos de modulagdo do metabolismo redox (De Marchi
etal.,2022).

Os macréfagos sdo células do sistema imune e que, portanto, atuam no combate a
invasores, como bactérias e virus. As principais fungdes envolvem a fagocitose, a secrecao de
substancias, apresentacdo de antigenos e remocao de detritos (Alberts ef al., 2017). Utilizamos
a linhagem RAW 264.7 (Figura 28), que sdo macréfagos murinos de um tumor induzido pelo

virus de Abelson em camundongos da linhagem BALB/c (Ralph; Nakoinz, 1975).
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Figura 28 — Macrofagos RAW 264.7 no AFM.

A morfologia desses macrofagos varia de acordo com seu estado funcional. Em estado de repouso, eles sdo
arredondados, mas, quando ativados, assumem formas mais alongadas ¢ irregulares. Fonte: Elaborada pelo autor.

Por ser uma linhagem celular facil de cultivar e manter em laboratorio, sdo bastante
estudadas, sendo bem caracterizadas, possuindo caracteristicas fenotipicas e funcionais estaveis
(Taciak et al., 2018). Além disso, a RAW 264.7 pode se diferenciar em osteoclastos, sendo
capaz de realizar remodelacdo dssea e desempenhando um papel crucial no estudo da
osteoclastogénese (Alexander N. Orekhov et al., 2019).

Ja é bem estabelecida a utilizagdo de macréfagos como a RAW 264.7 para explorar
os efeitos inflamatorios e anti-inflamatorios e as vias de sinalizagdo induzidas pela
fotobiomodulagdo, sendo uma referéncia importante para pesquisas nessa area (Rahmannia et
al., 2022; Ahn et al., 2014; Gavish et al., 2008). Essa linhagem ¢ comumente usada em
diferentes estudos para avaliar os mecanismos de citotoxicidade e viabilidade de agentes

externos (Kang et al., 2022), do potencial anti-inflamatorio por inflamagdo induzida (Tsoupras

et al., 2024) e efeito anti-inflamatério por reticulagdo de proteina (Wang et al., 2020).



67

3 MATERIAIS E METODOS*

Foi escolhido o intervalo de 12 horas apos a irradiagdo para a realizacdo dos
experimentos subsequentes. Essa escolha fundamenta-se na dindmica do ciclo celular em
condi¢des de cultura, cujo tempo médio ¢ de aproximadamente 24 horas (Alberts et al., 2017).
Assim, o ponto intermediario de 12 horas permite avaliar alteracdes celulares em um momento
em que ainda nao predominam efeitos proliferativos decorrentes da fotobiomodulagao, mas ja
¢ possivel observar respostas funcionais precoces, como mudangas no metabolismo e na
capacidade migratoria (Rojas; Gonzalez-Lima, 2011).

A literatura aponta que a luz vermelha promove alteragdes mitocondriais imediatas,
como o aumento na producdo de ATP e a modulagdo de espécies reativas de oxigénio, que
podem impactar diretamente processos associados a mobilidade celular nas primeiras horas
apos a irradiacao (Karu, 2010, 2008). Além disso, estudos demonstram que a migragdo celular
tende a aumentar significativamente entre 6 e 12 horas ap6s a aplica¢do da luz, enquanto os
efeitos proliferativos so se tornam evidentes em periodos mais longos, geralmente a partir de
24 horas (Eells et al., 2004; Wang et al., 2017). Dessa forma, a analise no intersticio de 12 horas
possibilita isolar de forma mais clara os efeitos iniciais relacionados a migragao celular, o que

minimiza a interferéncia dos processos proliferativos.

3.1 Cultura de células

As linhagens celulares (HaCaT — queratindcitos humanos; 1929 — fibroblastos
murinos; OFCOL II — osteoblastos murinos; MG-63 — osteossarcoma humano; C2C12 —
mioblastos murinos; RAW 264.7 — macroéfagos murinos), obtidas do Banco de Células do Rio
de Janeiro (BCRJ), foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Gibco® — Thermo Fisher Scientific®) e 1% de antibiotico (penicilina 100 UI'mL-1 e
estreptomicina 100 ug-mL; Sigma®). As culturas foram mantidas em incubadora a 37 °C, com
umidade relativa de 95% e concentragao de didoxido de carbono de 5%, sendo o crescimento
monitorado em microscopio invertido de contraste de fase. A manuten¢do (subcultura) foi

realizada duas vezes por semana em camara de fluxo laminar vertical com nivel de

4 Os protocolos experimentais descritos neste capitulo foram publicados, em lingua inglesa, no seguinte artigo de
autoria do préprio candidato: SILVA, A. V. S. ef al. Biomechanical Insights into the Proteomic Profiling of Cells
in Response to Red Light Absorption. Small, 2025. DOI: 10.1002/sml1.202410062.
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biosseguranca II.

Para a semeadura, foi preparada uma suspensdo celular com densidade ajustada
para 1 x 10° células'mL' em DMEM suplementado e o volume apropriado foi distribuido nas
placas, ajustando-se o meio conforme o volume dos pogos, de modo a obter uma camada celular
uniforme com confluéncia superior a 80%.

O subcultivo foi efetuado quando as culturas atingiam 60-70% de confluéncia. As
células RAW 264.7 foram desprendidas mecanicamente, enquanto as demais linhagens
aderentes (HaCaT, L929, OFCOL II, C2C12, MG-63) foram dissociadas com 0,05% de
tripsina-EDTA. Em frascos de 75 cm? (Kasvi), o protocolo padrao foi o seguinte: primeiro, o
meio de cultura foi descartado e os frascos foram lavados duas vezes com PBS sem calcio e
magnésio para remover residuos de soro. Em seguida, 2-3 mL de 0,05% de tripsina-EDTA
foram adicionados e os frascos foram incubados a 37 °C por 3-5 minutos até o desprendimento
das células. Depois, o volume adequado de DMEM contendo 10% de SFB foi utilizado para
neutralizar a tripsina. Em seguida, a suspensdo celular foi coletada, os frascos foram
centrifugados a 1.200 rpm por 5 minutos, o pellet foi ressuspenso em DMEM suplementado, a
contagem celular foi realizada e o volume foi ajustado para a densidade de semeadura desejada.

Todos os procedimentos de manipulacdo celular foram realizados em conformidade

com as normas de biosseguranca e em um ambiente apropriado para tais procedimentos.

3.2 Irradiacao

Ap0s a semeadura das linhagens, todas as placas foram incubadas overnight (37 °C,
5% CO») por 12 horas, quando as células ja haviam aderido. Apos esse periodo de incubagdo,
as placas foram expostas a luz vermelha continua (A = 633 nm) com diferentes intensidades de
irradiancia (25 mW/cm? e 50 mW/cm?) e tempos de exposicao (10 e 20 minutos). Apos 12 horas
do término da irradiacdo, os experimentos subsequentes foram conduzidos.

No total, foram avaliados cinco grupos experimentais: controle (CTRL, sem exposigao
aluz), IR25T10 (25 mW/cm? por 10 minutos), IR25T20 (25 mW/cm? por 20 minutos), IRS0T10
(50 mW/cm? por 10 minutos) e IR50T20 (50 mW/cm? por 20 minutos). O grupo de controle foi
submetido as mesmas manipulagdes dos grupos irradiados, exceto pela exposi¢ao a luz. A
duragdo da irradiagdo em FBM geralmente varia entre alguns minutos até cerca de 20 minutos,
dependendo do objetivo do tratamento e da intensidade da luz utilizada (Karu, 2008). Outros

estudos citam tempos similares para avaliar os efeitos biologicos da luz vermelha, refor¢cando
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que esses intervalos fazem parte de protocolos bem estabelecidos na area (Dompe et al., 2020).
Estudos sobre FBM consideram uma dose eficaz e livre de dano celular, sendo considerada

eficiente para ativar processos bioquimicos e biofisicos mediadores como a citocromo ¢ oxidase

(Hamblin, 2017).

O dispositivo de irradiagdo consistiu em uma matriz quadrada contendo 100 LEDs,
com espagamento de 5 mm entre os emissores, garantindo uma iluminagao homogénea em uma
area de 25 cm? a uma distancia de 5 cm dos LEDs. As poténcias de saida foram de 625 mW e
1250 mW para intensidades de 25 mW/cm? e 50 mW/cm?, respectivamente. A Figura 29 mostra
o esquema de aplicacdo da irradiagdo.

Quanto a densidade de energia aplicada, os grupos irradiados receberam 15 J/cm?
(IR25T10), 30 J/em? (IR25T20 e IR50T10) e 60 J/cm? (IR50T20), de acordo com o tempo € a

intensidade da exposi¢ao.

Figura 29 — Esquema da aplicac@o de luz na placa de cultura.

0000000009

luz vermelha
(633 nm)

Fonte: Elaborada pelo autor no BioRender.

3.3 Viabilidade celular e migracao celular (wound-healing assay)

Os ensaios de viabilidade/proliferacdo foram realizados em placas de 96 pogos,
utilizando o kit AlamarBlue. Os tempos iniciais de exposi¢do foram de 1, 5, 10, 15 e 20 minutos,

além de intensidades de irradiag¢do de 25 ¢ 50 mW/cm?. Esses intervalos menores foram testados
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inicialmente para determinar se havia um limiar minimo de intensidade e tempo de aplicagdo
da luz capaz de provocar um efeito nas células. Com base nos resultados preliminares, optou-
se por prosseguir com tempos de exposi¢ao de 10 e 20 minutos, além de um grupo controle. Os
experimentos foram executados em replicatas e a pipetagem abrangeu todos os pogos (todas as
linhas e colunas), assegurando, de modo geral, um tamanho amostral adequado para as analises
estatisticas.

O ensaio de cicatrizagao de feridas (também conhecido como wound-healing assay
ou scratch assay) ¢ um método simples e de baixo custo que simula a migragdo celular
observada durante a cicatrizac¢do in vivo. E feita uma "ferida" (arranhdo) em uma monocamada
celular, capturam-se fotos da area inicial e, em seguida, sdo feitas imagens em intervalos
regulares até o fechamento da ferida, o que permite quantificar a taxa de migracao. Dessa forma,
¢ possivel estudar as interacdes célula-matriz e célula-célula, bem como variagdes que
permitem rastrear a migragao de cé€lulas individuais na borda da ferida (Rodriguez; Wu; Guan,
2005). As células foram semeadas em placas de 24 pogos e incubadas a 37 °C em atmosfera
com 5% de CO: até atingirem confluéncia. Para evitar que a prolifera¢do celular interferisse na
analise da migragao, foi adicionado mitomicina C (MMC, 5 ng/mL) em cada poco, seguida de
uma incubacgdo de 2 horas nas mesmas condi¢des (Vang Mouritzen; Jenssen, 2018).

Apds o periodo de tratamento, foi realizado um arranhdo linear no monolayer
celular utilizando uma ponteira estéril de 200 pL. As células deslocadas foram removidas por
meio de lavagens sucessivas em PBS. Em seguida, foi adicionado 1 mL de DMEM a cada pogo.
Linhas horizontais de referéncia foram marcadas na base externa das placas com uma caneta de
ponta fina para facilitar o alinhamento do campo de visdo durante a captura das imagens.

As placas foram entdo levadas para analise em um microscopio invertido. Imagens
das 4areas de interesse foram adquiridas aos 0, 6, 12 e 24 horas apds o arranhao (ver Figura 30).
A drea do arranhdo foi determinada utilizando um plugin especifico no software ImagelJ
(Suarez-Arnedo et al., 2020). O percentual de fechamento do arranhao foi calculado conforme

a equacao 3.1.

% Wound Closure = (%) x 100% (3.1

t=0
onde A;_, representa a area inicial do corte e A;_,; representa a area do corte apds n horas do

corte inicial, ambos em pm?.
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Figura 30 — Imagem da captura dos arranhdes (scratches). No detalhe, células 1.929.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A taxa de migragdo celular foi determinada utilizando os pardmetros descritos na

equagdo 3.2:

Wi-Wt |
t b

Ry = (3.2)

na qual, W; ¢ a largura inicial do corte, W; ¢ a largura do corte no tempo ¢, ambos em pm?.

3.4 Microscopia confocal (fluorescéncia)

As células foram fixadas com paraformaldeido, permeabilizadas com Triton X-100
e bloqueadas com albumina bovina sérica (BSA) para minimizar ligagdes inespecificas. Os
filamentos de F-actina foram marcados com faloidina, enquanto os nucleos celulares foram
corados com DAPI. As imagens foram adquiridas a temperatura ambiente utilizando um
microscopio confocal de varredura a laser Zeiss LSM 710. As excitagdes ocorreram nos
comprimentos de onda de 405 nm e 488 nm, com picos de emissdo em 457 nm para os nucleos
e 518 nm para a F-actina, respectivamente. Para cada grupo experimental de irradiagdo,

analisou-se um total de n = 20 imagens.
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3.5 Protedmica e bioinformatica

Das seis linhagens incluidas neste estudo (HaCaT, L929, OFCOL II, C2C12, MG-
63 ¢ RAW 264.7), optou-se por realizar uma analise protedmica de alta profundidade (LC-
MS/MS) e imunomarcagdo confocal apenas nas trés primeiras (HaCaT, L929 ¢ OFCOL II).
Esta op¢ao foi fundamentada em critérios experimentais ¢ de hipotese, uma vez que as
linhagens selecionadas representam um eixo biolégico de interesse translacional,
nomeadamente a epiderme, o tecido conjuntivo e o tecido dsseo. Esta abordagem possibilita o
estudo dos mecanismos moleculares potenciais responsivos, desde a superficie cutanea até ao
compartimento 6sseo. Deste modo, priorizou-se a profundidade analitica e a replicagdo
técnica/biologica nas amostras Omicas e de imagem, tendo sido ainda consideradas restrigdes
praticas de tempo, custo e disponibilidade de reagentes. Além disso, todas as seis linhagens
foram submetidas as mesmas analises biomecanicas e de bancada (AFM, ensaios de viabilidade
e migracdo/scratch), garantindo a comparabilidade fenotipica entre os grupos experimentais.

O protocolo de extragdo proteica foi adaptado de (Riss ef al., 2013). As células
foram lavadas duas vezes com PBS frio e lisadas em tampao RIPA (50 mM Tris-HCl, pH 7.4;
150 mM NaCl; ImM EDTA; 1% NP-40; 1% Na-deoxycholate; 0,1% SDS) suplementado com
cOmplete™, um coquetel de inibidores de proteases da Roche®. O homogenato celular foi
centrifugado a 4 °C, 10.000xg, por 30 min, para recuperagdo do sobrenadante, dialisado contra
uma solucao de 50 mM de (NH4).COs e concentrado utilizando dispositivos de diafiltracao do
tipo Vivaspin com cut-off 3 kDa (Cytiva®). Apds a quantificagio com Pierce BCA Protein
Assays kit, 50 pg de proteina foram digeridos com tripsina e analisados por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa (LC- MS/MS) em um sistema ACQUITY UPLC

M-Class conectado ao espectrometro de massas, modelo Synapt XS (Waters, Reino Unido).
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Figura 31 — Espectrometro de massas LC-MS fabricado pela Waters Corporation.

O espectrometro de massas acoplado a um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC-MS, do inglés
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) combina as capacidades de separagdo da cromatografia liquida com
a detecgdo sensivel e especifica da espectrometria de massas, permitindo a identificagdo e a quantificagdo de
compostos quimicos em misturas complexas. A esquerda, estdo médulos tipicos de um sistema de cromatografia
liquida, como bombas para controle do fluxo de solventes, uma unidade de inje¢do de amostras e um detector. J&
na parte direita, observa-se o espectrometro de massas, que inclui uma fonte de ionizagao, um analisador de massas
e o sistema de detec¢do. Esse equipamento ¢ amplamente utilizado em laboratérios analiticos para aplicagdes em
quimica, bioquimica, farmacologia e areas relacionadas. O equipamento da foto pertence ao Nubex - Unifor e foi
utilizado neste trabalho para obtengdo de dados de protedmica. Fonte: Elaborada pelo autor.

Peptideos tripticos (4 png) foram injetados em no minimo duas réplicas técnicas e
separados por nanoUPLC, utilizando matriz HSS T3 C18 (130 A, 1,8 um, 300 mm x 150 pum)
sob gradiente de 0 a 40% de dgua/acetonitrila, contendo 0,1% de &cido formico, por 65 minutos.
A coluna foi equilibrada com 2% de solvente B, a taxa de 8§ puL/min e a temperatura de 37 °C.
Alcool desidrogenase de levedura (ADH, P00330), com concentracdo de 100 fmol/uL, foi
adicionado como padrio interno para quantificagdo absoluta.

A espectrometria de massa foi conduzida em modo de polaridade positiva e "V",
com energia de cone de 30 V e temperatura da fonte de 100 °C. Os dados foram adquiridos em
HDMSE (180 mL/min de He, 90 mL/min de N2) por meio do programa MassLynx4.1. Glu-Fib
foi utilizado para calibragdao continua e final do instrumento. Os espectros foram processados
com o programa Progenesis QI V2.0 (Waters), usando o banco de dados UniProt especifico

para cada espécie.
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Foram considerados critérios de analise: >2 fragmentos/peptideo, >5
fragmentos/proteina e >1 peptideo/proteina. Foram consideradas as seguintes modificacdes:
carbamidometilagdo (fixa, Cys) e oxidagdo (variavel, Met). As tolerancias de massa para
peptideos e fragmentos foram de +20 ppm e +0,4 Da, respectivamente, com FDR < 1%. Os
dados foram filtrados para alteragdes significativas (p < 0,05, ANOVA) e mudancas de
abundancia de > 1,5 vezes.

Anadlises de enriquecimento funcional (GO, Reactome e Panther) identificaram
fungdes biologicas e vias associadas as proteinas. Apenas vias com p<0,05 e com pelo menos

3 genes por via foram incluidas para visualizacdo em heatmaps.

3.6 Microscopia de forca atomica

Neste trabalho, os experimentos foram realizados utilizando um microscépio de
forca atbmica MFP-3D integrado a um microscopio invertido, fabricado pela Asylum Research
(Digital Instruments, Santa Barbara, CA).

As curvas de for¢a de permanéncia (Figura 32) foram adquiridas utilizando um
microscopio de forca atomica (AFM) Asylum MFP3D-BIO acoplado a um microscépio optico
invertido Nikon IX51. Foram utilizados cantiléveres AFM com constante de mola de 0,06 N/m
e ponta piramidal (PNP-TR-Au, NanoWorld, com altura nominal de 3,5 um). A for¢a méxima
aplicada as células (F,,,x) foi de 3 nN, resultando em profundidades de indentagdo entre 1,2

pum e 1,6 um, dependendo da linhagem celular. Utilizou-se uma extenséo piezoelétrica (Zramp)

de 3 um e uma frequéncia vertical de f, = 1 Hz, o que corresponde a uma velocidade de
extensdo/retragdo do cantiléver de 6 pm/s. As medi¢gdes foram conduzidas a temperatura
ambiente (25°C) em condi¢des experimentais uniformes.

O protocolo experimental adotado neste trabalho foi concebido com base no modelo
analitico viscoelastico para materiais de lei de poténcia, cuja equivaléncia com o modelo de
Hertz-Sneddon foi testada em Lima et al. (2024). O autor desta tese também ¢é coautor desse
trabalho, tendo atuado na metodologia experimental e na curadoria dos dados. No artigo, foi
demonstrado que, dentro da faixa de parametros testada (f, entre 0,25 ¢ 2,0 Hz; F,,, entre 1 e
8 nN), a diferenca entre o modulo de Young obtido pelo modelo de Hertz-Sneddon e o moédulo
efetivo E(t;) do modelo viscoelastico de lei de poténcia ¢ de até 5%, limite valido mesmo em

regimes nao lineares de deformacao.
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Para estabilizar o pH fora da incubadora, um terco do meio foi substituido por
solugdo de PBS antes das medi¢des. Todos os experimentos de AFM foram realizados dentro
de um periodo de 2 horas apds a remocao das células da incubadora de CO.. O niimero de
células analisadas por grupo foi: nuacat = (42, 31, 35, 37, 31), nLoo9 = (15, 41, 30, 28, 31) e
norcorn = (31, 35, 29, 31, 30) para os grupos CTRL, IR25T10, IR25T20, IRS0T10 e IR50T20,
respectivamente.

Em cada célula, foram coletadas 16 curvas de forca, distribuidas uniformemente em
uma area de 8 um x 8 um, a fim de sondar diferentes regides da célula. A Figura 32 mostra as
distribui¢des de dados agrupados por célula, destacando os valores medianos das propriedades
viscoelasticas e fornecendo informagdes sobre a variabilidade intercelular. Dados brutos

adicionais estdo disponiveis no Material Suplementar.

3.7 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism
(versdo 10.3.1), conforme a necessidade de cada experimento. Para a realizagao de comparagdes
multiplas, foi empregado o teste ANOVA de duas vias, seguido pelo teste post-hoc de Tukey
para identificar diferencas entre pares, adotando-se um nivel de significdncia de p < 0,05. Para
tanto, foi aplicado o teste de ANOVA de duas vias, que permitiu avaliar simultaneamente dois
fatores (por exemplo, tipo celular e condigdo de ilumina¢do — controle versus condigdes
irradiadas como IR25T10, IR25T20, IR50T10 e IR50T20). Dessa forma, foi possivel analisar
os efeitos principais e interagdes entre fatores.

A identificacao de outliers foi realizada pelo método ROUT (robust regression and
outlier removal; Q = 1%), utilizado para detectar e excluir pontos discrepantes, assegurando,
assim, conjuntos de dados mais consistentes para as analises subsequentes. Nos ensaios de
viabilidade celular e de cicatrizacdo de feridas, o procedimento de deteccdo de outliers pelo
método ROUT foi seguido de ANOVA de duas vias e teste de Tukey. Os tamanhos amostrais
foram n = 8 e n = 4 réplicas por grupo, respectivamente.

Para as andlises de propriedades biomecanicas (moédulos de elasticidade e
expoentes de fluidez), os valores medianos foram calculados a partir de 16 medicdes por célula.
As comparagdes entre grupos de irradiagao foram realizadas por meio do teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis. O Kruskal-Wallis também foi empregado, quando indicado (por exemplo,
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em situacdes de distribui¢do assimétrica ou quando a hipdtese de normalidade ndo foi atendida),
para avaliar diferencas em pardmetros como a intensidade de F-actina obtida por microscopia
confocal.

Em experimentos de microscopia confocal, as intensidades médias de pixels foram
mensuradas para cada grupo. As diferencas significativas foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA), quando as premissas paramétricas foram atendidas, ou a andlise de
Kruskal-Wallis, quando as suposigdes de normalidade ndo puderam ser assumidas. As
premissas estatisticas foram verificadas previamente, sendo que a normalidade dos dados foi
testada, quando aplicavel, pelo teste de Shapiro-Wilk.

Todos os testes empregados adotaram o nivel de significancia estatistica p < 0,05.
Essas abordagens (detec¢do robusta de outliers, andlise de varidncia de duas vias com
comparag¢des multiplas por Tukey e testes ndo paramétricos quando apropriados) garantem uma

analise rigorosa e consistente dos efeitos das diferentes condigdes de iluminacdo sobre os

parametros biomecanicos, morfoldgicos e funcionais avaliados no estudo.
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4 RESULTADOS

Neste trabalho, foram investigadas as respostas biomecanicas e de bancada de seis
linhagens celulares, HaCaT, 1929, OFCOL II, MG-63, C2C12 e RAW 264.7, possibilitando
um retrato funcional da FBM por meio de alteracdes na mecanica celular. Com base nos
objetivos e nas metodologias adotadas, os resultados sdo apresentados em duas partes. A Parte
I retne as andlises realizadas em todas as seis linhagens e contempla trés areas principais:
propriedades viscoelasticas medidas por AFM, quantificag@o da viabilidade e da citotoxicidade
e avaliagdo da motilidade por meio de ensaios de migragao (scratch test). A Parte II, aplicada
exclusivamente as linhagens HaCaT, L929 e OFCOL II (conforme os critérios estabelecidos
secdo 3.5), apresenta os resultados das imagens de microscopia confocal e da analise
protedomica (LC-MS/MS). Os resultados sdo ilustrados por meio de mapas de calor (heatmaps),

diagramas de vias, graficos de correlacao e tabelas descritivas.

4.1 Parte I — Resultados biomecanicos e de bancada

Nesta primeira parte, analisamos como a exposi¢do a luz vermelha afeta as
propriedades viscoelasticas das células, utilizando microscopia de for¢a atdmica para investigar
a relacdo entre alteracdes biomecanicas e mecanismos moleculares da resposta celular a
irradiagdo. Os resultados referentes as linhagens HaCaT, L.929 e OFCOL II foram publicados
em artigo de nossa autoria (Silva ef al., 2025), e a consisténcia descritiva aqui mantida visa
preservar a fidelidade ao texto publicado. J& os resultados referentes as linhagens C2C12, MG-
63 ¢ RAW 264.7 constituem contribuicao inédita desta tese, ndo estando, portanto, naquele
artigo.

Este estudo foi desenvolvido com base em um modelo que simula o tratamento de
fotobiomodulacao em um sistema multicamada, mimetizando a penetragdo da luz através dos
tecidos em diferentes profundidades. O modelo abrange desde células superficiais da pele
(importantes para a cicatrizacdo de feridas) até estruturas profundas (como as envolvidas na dor
articular cronica decorrente da osteoartrite). Nesse contexto, uma fonte de luz com
comprimento de onda especifico (633 nm) ¢ direcionada para simular a aplicagdo sobre a pele,
visando atingir as varias camadas subjacentes representadas em nosso estudo, conforme

ilustrado na Figura 32.
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Estudamos seis linhagens celulares (previamente detalhadas na Se¢do 2.9) com o
proposito de simular as distintas profundidades anatomicas no local irradiado: os queratindcitos
(HaCaT), que representam a epiderme superficial; os fibroblastos (LL929), que simulam o tecido
conjuntivo intermediario; os mioblastos (C2C12), que reproduzem a regido muscular; os
osteoblastos (OFCOL II) e o osteossarcoma (MG-63), que simulam a estrutura 6ssea; e, por
fim, os macrofagos (RAW 264.7), que representam o componente do sistema imune. Ao
correlacionar linhagens representativas de epiderme, estroma, osso, musculo e sistema imune,
incluindo um modelo tumoral (MG-63), ¢ possivel diferenciar respostas especificas por tipo
celular. Logo, ¢ viavel correlacionar vias bioenergéticas e redox com alteragdes mecanicas e
funcionais, descrevendo, consequentemente, janelas de dose/tempo seguras e com aplicagdo
translacional para a FBM.

Nos tratamentos clinicos, a luz penetra progressivamente nos tecidos, resultando
em uma menor absor¢ao energética pelas células localizadas em regides mais profundas. No
entanto, neste estudo experimental, todas as linhagens celulares foram submetidas a irradia¢ao
continua com luz vermelha (A = 633 nm), variando-se as condi¢des de intensidade e duragao:
25 mW/cm? ou 50 mW/cm? por 10 ou 20 minutos. Essas condi¢des selecionadas baseiam-se em
evidéncias prévias da literatura que demonstram resultados promissores e refletem a duragao
tipica de protocolos terapéuticos (Medrado et al., 2003; Michelogiannakis et al., 2019; Rojas;
Gonzalez-Lima, 2013; Zhao et al., 2022). Os experimentos foram organizados em cinco grupos
experimentais, definidos como IR25T10, IR25T20, IR50T10, IR50T20 e um grupo de controle
(CTRL), que ndo foi exposto a luz.

4.1.1 Viscoelasticidade

A Figura 32c detalha as fases do experimento de curva de forca caracteristica
medida com o AFM, em que cada curva for¢a-tempo em célula tnica foi segmentada em trés
estagios: aproximacao até o contato (quando a ponta do cantilever entra em contato com a
célula, definida pelo tempo t.), o periodo de dwell (t;), onde ocorre o relaxamento viscoelastico
da célula, e a retracdo, capaz de revelar fendmenos adesivos.

Durante a aproximagdo (fase de carregamento), o piezo avanga com velocidade
constante — controlada pela frequéncia vertical f, — até que, em t = ¢t., a ponta do cantilever

entra em contato com a superficie celular e a deflexdo deixa de zero, aumentando até a forca
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maxima F,,, aplicada em t = t;. O intervalo de tempo de carregamento At = t; — t., onde
1

TR define a rigidez elastica inicial da célula. Na fase de dwell, T4, 0 piezo permanece
z

tlz

estacionario enquanto F,,,, decai gradualmente em decorréncia da relaxacao viscoelastica da
célula. O ciclo se completa na retracdo do piezoelétrico, em que o cantilever é afastado com a
mesma velocidade de aproximagdo. Todo esse processo revela fendmenos adesivos ponta-
célula e pode ser descrito por trés parametros de entrada: f,, F,, 4 © tq. Tais parametros servem
de base para extracdo do modulo elastico efetivo E e do expoente de fluidez [ associados ao
material celular. A quantificacdo da resisténcia a deformagdo e do carater solido fluido do
material celular ¢ feita por meio desses parametros.

Em Lima et al. (2024), que utilizou o mesmo equipamento de AFM e os mesmos
parametros de cantilever empregados nesta tese, foi testada a equivaléncia entre os modelos de
Hertz-Sneddon e de lei de poténcia para as linhagens L929 e OFCOL II, verificando-se uma
diferenca de até 3% em condi¢des de medig¢ao controladas de ponto unico. Esse resultado valida
o protocolo de extragdo dos pardmetros E e B para essas linhagens e fornece referéncia de
metodologia para sua extensdo as demais linhagens investigadas nesta tese, onde a analise ¢
ampliada para diferentes condigdes de irradiagdo com luz vermelha.

As Figuras 32d-i mostram que células localizadas em diferentes profundidades
exibiram respostas viscoelasticas distintas a absor¢do de luz. Nos queratindcitos (HaCaT), os
modulos de elasticidade aumentaram de maneira dependente tanto do tempo de exposi¢cdo
quanto da intensidade da luz. Para intensidades mais baixas (25 mW/cm?), os modulos de
elasticidade aumentaram com tempos de exposi¢ao mais longos. No entanto, em intensidades
mais altas (50 mW/cm?), ndo foram observadas alteragdes significativas. Em relagdo a fluidez,
a absorcao de luz reduziu a fluidez das células, exceto no grupo IR50T10, que apresentou um
leve aumento na fluidez em comparagdo ao grupo de controle.

Nos fibroblastos (L929), foi observada uma reducao na rigidez € um aumento na
fluidez em todas as intensidades de luz, quando comparados ao grupo de controle. J& para os
osteoblastos (OFCOL 1II), os moédulos de elasticidade apresentaram minima sensibilidade a luz,
oscilando em torno dos valores do grupo de controle. Ainda assim, tempos de exposi¢do mais
curtos tenderam a aumentar os modulos de elasticidade em comparagdo com tempos de
exposicdo mais longos. Quanto a fluidez, a absor¢do de luz também reduziu a fluidez das

células, embora exposi¢des mais longas tenham provocado um aumento nessa propriedade.
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Figura 32 — Perfil viscoeldstico de HaCaT, L929 e OFCOL II medido por AFM.
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(a) Representagdo esquematica do modelo: uma fina camada de pele nas regides articulares recebe a aplicacao de
luz monocromatica vermelha (A = 633 nm). As células analisadas estdo localizadas em diferentes profundidades:
queratinécitos (HaCaT) na superficie da pele, fibroblastos (L929) em tecidos conjuntivos (como tenddes e
ligamentos), em profundidade intermediaria, e osteoblastos (OFCOL II) na superficie Ossea, na maior
profundidade. (b) Configuracédo de irradiagdo: as células aderidas a diferentes substratos foram irradiadas de baixo
para cima, utilizando uma matriz de LEDs projetada para garantir iluminagao uniforme. (¢) Exemplo de curva de
forca de permanéncia adquirida por microscopia de forca atdmica (AFM), destacando os parametros principais: t;
(tempo de carregamento), t; (tempo de descarregamento) e F,,,, (forca maxima). (d-f) Modulos de elasticidade
(E) e (g-1) expoentes de fluidez (B) obtidos para diferentes condi¢des de irradiagdo com luz. Os boxplots foram
construidos a partir de dados consolidados por célula individual, onde cada ponto de dados representa o valor
mediano do pardmetro viscoelastico medido em uma célula. A linha horizontal fina serve como referéncia para
facilitar a comparagdo entre os grupos controle e tratados. Os niimeros de células analisadas em cada grupo de
irradiagdo foram: HaCaT: (42, 31, 35, 37, 31); L929: (15, 41, 30, 28, 31) e OFCOL II: (31, 35, 29, 31, 30). Para
cada célula, foram adquiridas 16 curvas de forca, distribuidas uniformemente em uma area de 8 pm x 8 pm,
permitindo uma analise representativa de diferentes regides celulares. Boxplots construidos com os dados brutos
estdo disponiveis no material anexo. As distribuigdes dos grupos irradiados foram comparadas estatisticamente ao
grupo controle usando o teste de Kruskal-Wallis. Diferengas estatisticamente significativas sdo indicadas por (*)
para p < 0,05, enquanto (**) indica distribui¢cdes estatisticamente indistintas (p > 0,7). O painel (a) foi criado
usando a ferramenta BioRender.com. Fonte: Elaborada pelo autor. Publicado em Silva et al. (2025).

As variacdes nos dados viscoeldsticos foram relativamente grandes em todas as
linhagens celulares. Por exemplo, os mddulos de elasticidade dos fibroblastos (L929)

diminuiram, em média, cerca de 25%, enquanto os queratindcitos (HaCaT) exibiram um
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aumento de até 50% na rigidez no grupo IR25T20. Alteragcdes comparaveis também foram
observadas nos expoentes de fluidez em todas as linhagens.

Ao usar dados agrupados por célula individual, as comparagdes estatisticas entre os
grupos irradiados e o grupo de controle dentro de cada linhagem indicaram que os grupos
irradiados ndo diferiram significativamente do grupo de controle. Esses resultados sugerem que
a exposicdo a luz em baixa intensidade induziu alteragdes diferenciais nas propriedades
viscoelasticas, sem causar danos estruturais as células. Experimentos de viabilidade celular
corroboraram esses achados, demonstrando que as células permaneceram saudaveis apds o
tratamento com luz.

Quando os testes estatisticos foram realizados utilizando os dados viscoelasticos
brutos, os grupos irradiados apresentaram diferencas significativas em relagdao ao grupo de
controle (ver material anexo). No entanto, valores medianos permaneceram praticamente
inalterados em relacdo aos dados agrupados por célula individual. As diferengas significativas
observadas nos dados brutos provavelmente foram influenciadas pelo nimero substancialmente
maior de pontos de dados, o que aumenta a sensibilidade dos testes estatisticos a pequenas
variagoes.

Os graficos da Figura 33 demonstram o modulo elastico efetivo (E) e o expoente
de fluidez (B) para cada linhagem, a saber: C2C12 (mioblastos de camundongo), RAW 264.7
(macrofagos murinos) e MG-63 (osteossarcoma humano). Dessa forma, tal qual o procedimento
realizado com as células de pele (HaCaT e L929) e a OFCOL II, foi realizada a comparagao
entre cinco grupos: o grupo controle, que ndo foi submetido a luz, e quatro condi¢des de
fotobiomodula¢do (irradiancia de 25 ou 50 mW/cm? por 10 ou 20 min — 125T10, 125T20,
I50T10 e 150T20).

Para a C2C12, com o aumento da dose e do tempo de exposi¢cdo a luz vermelha,
observa-se um comportamento bifasico, em que hd uma leve tendéncia ao aumento da rigidez
para I150T20, com maior variacdo da distribui¢do dos dados viscoelasticos. Ja o expoente de
fluidez P apresentou alternincia em relagdo ao grupo controle, sendo dificil apontar uma
tendéncia de comportamento. E possivel que a ndo ativagio dos mioblastos tenha afetado esse
resultado.

Nos macrofagos RAW 264.7, foi observado um aumento tanto na rigidez celular,
quanto na fluidez, indicando uma ativagdo substancial do citoesqueleto (e possivelmente de
vias imunes/metabolicas) em resposta a luz vermelha. O modulo eldstico apresentou uma

variacdo de aproximadamente 1 kPa no grupo controle, elevando-se para cerca de 3 kPa nos
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grupos 150T20. Apesar da menor intensidade, os demais grupos irradiados mostram tendéncia
ao aumento da rigidez. Observou-se também aumento do expoente de fluidez, B, de todos os
grupos irradiados em relagdo ao grupo controle, mas havendo diferenca minima entre os grupos
irradiados. Além disso, nota-se que o aumento da viscoelasticidade dos macréfagos pode estar

relacionado a heterogeneidade fenotipica induzida pela ativagao.

Figura 33 — Perfil viscoelastico de C2C12, RAW 264.7 e MG-63 medido por AFM.
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(a-c) Modulos de elasticidade (E) e (d—f) expoentes de fluidez () obtidos para diferentes condigdes de irradiacdo
com luz. Os boxplots foram construidos a partir de dados consolidados por célula individual, sendo que cada ponto
representa o valor mediano do pardmetro viscoelastico medido em uma célula. A linha horizontal fina foi incluida
como referéncia para facilitar a comparagdo entre os grupos controle e tratados. Para cada célula, foram adquiridas
16 curvas de forga distribuidas uniformemente em uma area de 8 pm x 8 um, permitindo uma analise representativa
de diferentes regides da célula. As distribui¢des dos grupos irradiados foram comparadas ao grupo controle por
meio do teste de Kruskal-Wallis. Fonte: Elaborada pelo autor.

As células de osteossarcoma MG-63 demonstraram rigidez mais baixa em relacao
ao grupo controle, havendo diferenca maior para I50T10 e I50T20. Para as irradiancias
menores, a rigidez mostrou alternancia, o que pode indicar suscetibilidade da célula apenas para
irradiancias maiores e, possivelmente, com menor tempo de exposicdo. O expoente de fluidez
apresentou leve tendéncia a diminui¢do, apesar das mudangas maiores para menores
irradiancias. Esses resultados indicam menor fluidez no inicio, seguida de normalizagao, mas

com menor rigidez.
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Em geral, os macr6fagos RAW demonstraram o maior enrijecimento (exceto em
IR50T10) em resposta a luz vermelha, enquanto os mioblastos C2C12 apresentaram alteracao
sutil. Nas células MG-63, o comportamento foi de diminui¢do do moédulo de elasticidade,
especialmente em intensidades maiores de luz. Houve aumento da fluidez nas RAW, aumento
para IR25T20 (e diminui¢do em IR25T10 e IR50T10) nos C2C12 e diminui¢cao nas MG-63.
Observou-se também que todas as linhagens demonstraram maior sensibilidade a dose de 50
mW/cm?, principalmente para a exposi¢do de 20 minutos.

Como a MG-63 ¢ de uma linhagem 6ssea, assim como a OFCOL-II, na Figura 34
mostramos o perfil viscoeldstico de ambas. Apesar de terem a mesma origem, os resultados de
E e B evidenciam perfis mecanicos bastante distintos sob AFM. As células MG-63, provenientes
de osteossarcoma humano, apresentam um modulo elastico inicial maior, com valores proximos
a 2 kPa, que apresenta tendéncia & menor rigidez, exceto pelo grupo 125T20. E possivel que
essa célula seja mais responsiva para tempos menores de aplicacdo da luz. Além disso,
observamos uma redugao no expoente de fluidez f3, indicando uma redugdo da rigidez e perda
de fluidez a medida que a dose ¢ aumentada. Em contraste, os osteoblastos murinos OFCOL II
sauddveis apresentam uma rigidez inicial menor (~1 kPa) e praticamente ndo alteram seu
moddulo elastico, permanecendo entre ~1 kPa e ~1,5 kPa em todas as condi¢des. Esses
osteoblastos exibem apenas uma discreta queda em [. Essas diferencas demonstram que as

células MG-63 apresentam uma estrutura citoesquelética aberrante, tipica de células de cancer.
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Figura 34 — Perfil viscoeléstico comparativo entre OFCOL II e MG-63 medido por AFM.
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Modulo elastico (E) e expoente de fluidez () de células 6sseas MG-63 e OFCOL II apos diferentes condigdes de
fotobiomodulagdo. As MG-63 apresentaram aumento da rigidez apenas para 125T20 e redugdo de fluidez com o
aumento da dose de luz. Em contraste, as OFCOL II mantiveram estabilidade mecénica, com E praticamente
constante e apenas leve queda em [, sugerindo menor sensibilidade a irradiagdo. As diferencas observadas
destacam o comportamento mecanobiologico distinto entre células tumorais e normais do tecido dsseo. Fonte:
Elaborada pelo autor. (a,c) Publicados em Silva ef al. (2025).

Apesar de a MG-63 ter se apresentado mais rigida que a OFCOL I, e isso ser
contraintuitivo, h4 fundamentos que consideram a morfologia biomecanica dependente do tipo
celular e do contexto (Miiller; Silvan, 2019). Tradicionalmente, estudos comparando a rigidez
de células tumorais e de osteoblastos humanos normais, utilizando a técnica de microscopia
eletronica de varredura, demonstraram que as células tumorais apresentam menor rigidez
estrutural, resultado da modulagdo do citoesqueleto, caracteristica comum em células
cancerosas (Docheva et al., 2008). Em outras palavras, as células tumorais apresentam menor
rigidez em comparacdo com os osteoblastos normais. A hipdtese de que a menor rigidez das
células cancerigenas facilita a migracao e a invasdo ¢ amplamente documentada em diversos

tipos de cancer (Gensbittel et al., 2021; Mierke, 2019).
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Embora a menor rigidez das células tumorais seja uma caracteristica predominante,
ha condig¢des de diferenciagdo, fase do ciclo e ambiente microambiental que podem resultar em
aumento da rigidez celular em alguns contextos especificos (Miiller; Silvan, 2019). A medigao
da rigidez mecanica de células tinicas de osteossarcoma foi feita pela primeira vez em 1999,
em que os autores encontraram um moédulo de Young (E) proximo a 2 kPa (Shin; Athanasiou,
1999). De acordo com a linhagem e as condi¢des do experimento, os valores de E podem variar
de 1 a 4 kPa (Bartalena et al., 2011; Miiller; Silvan, 2019; Wang et al., 2016).

Estudos em sarcomas musculoesqueléticos demonstram que, quando o
citoesqueleto apresenta robustez e o tumor estd bem diferenciado, células como a MG-63
podem exibir médulo elastico igual ou superior ao dos osteoblastos saudaveis do mesmo tecido
(Darling et al., 2008). Além disso, devido a contracdo celular acentuada, as células de
osteossarcoma apresentam maior resisténcia mecanica quando expostas a superficies rigidas
(Miiller; Silvan, 2019).

Enquanto a analise das células tumorais permite identificar caracteristicas sobre a
rigidez e invasividade, a compreensdo da mecanica celular no contexto da fotobiomodulacao
exige também o estudo de células que estdo envolvidas no reparo tecidual. Tanto os macréfagos
quanto os fibroblastos sdo ativados em uma lesdo cutinea, constituindo células centrais nos
estagios de inflamagdo, proliferacdo e remodelamento. Dada a natureza complementar das
fungdes desempenhadas por tais células, no que tange a resposta imune, a analise comparativa
entre elas contribui para a compreensdo dos mecanismos pelos quais diferentes perfis
fisiologicos respondem mecanicamente a fotobiomodulacao.

Os resultados de AFM demonstram respostas mecénicas distintas entre fibroblastos
L929 e macrofagos RAW 264.7 (ver Figura 35). Nos L1929, observou-se uma redug¢do no
modulo elastico mediano, que passou de aproximadamente 2 kPa no controle para valores entre
1,4 ¢ 1,8 kPa em todas as condig¢des irradiadas. Este achado foi concomitante ao aumento do
expoente de fluidez, que aumentou de cerca de 0,14 para 0,16-0,18. Portanto, nos fibroblastos,
pode-se inferir que a luz vermelha torna essas células consistentemente mais flexiveis e fluidas.
No entanto, o0s RAW 264.7 exibiram um comportamento bifésico: baixas irradiancias (I125T10,
125T20) elevaram tanto a rigidez quanto a fluidez, enquanto a condi¢do de maior dose e duragdo
(I50T20) induziu um endurecimento abrupto, com mediana de ~ 4 kPa e ampla dispersdo de
valores, a0 mesmo tempo em que a fluidez de I50T20 recuou em comparacao a IS0T10. Esses
padrdes sugerem que, embora os fibroblastos apresentem reducdo da rigidez progressivamente

sob luz vermelha, os macrofagos apenas exibem enrijecimento significativo sob estimulos
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maximos, reflexo de diferencas no remodelamento do citoesqueleto e na sensibilidade

fisioldgica de cada linhagem.

Figura 35 — Perfil viscoelastico comparativo entre L929 e RAW 264.7 medido por AFM.
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Modulo elastico (E) (a-b) e expoente de fluidez (B) (c-d) de fibroblastos L929 e macrofagos RAW 264.7 para
diferente irradiancias. Os fibroblastos apresentaram redug@o progressiva da rigidez e aumento da fluidez em todas
as condicdes irradiadas, enquanto os macrofagos exibiram resposta bifasica: doses moderadas aumentaram
levemente E e , mas a maior dose (I50T20) induziu enrijecimento abrupto e queda na fluidez. Fonte: Elaborada
pelo autor. (a,c) Publicados em Silva et al. (2025).

4.1.2 Viabilidade e motilidade celular

A viabilidade das células HaCaT foi levemente reduzida pelo tratamento com luz,
sem que houvesse diferencas significativas entre as intensidades de luz testadas (ver Figura 36).
A viabilidade das células L929 apresentou uma clara dependéncia da intensidade da luz
irradiada: em baixas intensidades, a viabilidade aumentou com tempos de exposi¢cdo mais

longos, enquanto em intensidades elevadas, a viabilidade diminuiu independentemente da
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duracdo da exposi¢do. Para as células OFCOL II, a viabilidade aumentou de maneira
proporcional a intensidade e a duracdo da exposicao a luz, sugerindo maior resisténcia dessa

linhagem ao tratamento.

Figura 36 — Viabilidade e distribuicdo média da intensidade de pixel das células HaCaT, L929 e
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(a-c) Viabilidade celular das células HaCaT, L929 e OFCOL II sob diferentes condigdes de irradiagdo, expressa
como média + desvio padrdo. As células HaCaT apresentam mudangas discretas e pouca influéncia da irradiagao.
Em 1929, a viabilidade aumenta em intensidades baixas (IR25 mW/cm?), mas reduz-se em exposi¢oes longas e
intensas (IR50 mW/cm?). Ja& as OFCOL II apresentam aumento geral com maior intensidade e duragdo da
exposi¢ao. Diferencas estatisticas foram avaliadas por ANOVA de duas vias e teste post hoc de Tukey, com
significancia (p < 0,05) indicada por letras distintas. (d-f) Percentual de fechamento de feridas em 24 horas,
analisado pelo ImagelJ. As células HaCaT apresentam aumento consistente com maior intensidade e tempo de
irradiag¢@o, enquanto nas L929 o fechamento atinge cerca de 70% em intensidades moderadas (IR25 mW/cm?),
mas diminui em condi¢des mais intensas e prolongadas. As OFCOL II sdo mais sensiveis ao tempo de exposigdo
do que a intensidade, com maior fechamento observado em tempos intermediarios. Fonte: Elaborada pelo autor.
Publicado em Silva et al. (2025).

TELSE

As propriedades migratdrias das células HaCaT e OFCOL II apresentaram
flutuagdes, sem tendéncias consistentes em funcdo da intensidade da luz ou do tempo de
exposicdo. Por outro lado, nas células 1929, a absor¢do de luz promoveu um aumento

significativo na migragdo. Nos grupos tratados com luz, o fechamento das feridas aumentou de
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um valor ~ 0% de fechamento inicial no grupo controle para cerca de 70% apds 24 horas,
evidenciando o impacto positivo da luz na motilidade celular (ver APENDICE B).

Esses resultados destacam a sensibilidade diferencial das linhagens celulares ao
tratamento com luz, tanto em termos de viabilidade quanto de motilidade. As respostas
observadas podem ser atribuidas a diferencas intrinsecas no metabolismo e na plasticidade das
células, sendo que os fibroblastos (L929) demonstram maior adaptabilidade funcional a
irradiagdao. O aumento da migracao celular, especialmente em fibroblastos, sugere uma possivel
aplicagdo terapé€utica para acelerar a cicatrizagdo de feridas ou a remodelagao tecidual (Chow
et al., 2009).

Analises adicionais de viabilidade celular indicam que o tratamento com luz nao
induz toxicidade significativa nas condi¢des testadas, mas os efeitos sao modulados por fatores
como intensidade e duracdo da exposicdo. Estudos futuros poderdo investigar como as
mudangas na expressao génica e na organizagdo do citoesqueleto contribuem para as respostas
celulares.

A Figura 37 apresenta trés graficos de barras que ilustram a viabilidade celular para
os trés tipos celulares distintos: C2C12 (mioblastos de camundongo), MG-63 (osteossarcoma
humano) e RAW 264.7 (macréfagos de camundongo). No grafico referente as células C2C12,
observa-se um aumento significativo na viabilidade celular apds 10 e 20 minutos de irradiagao
para ambas as intensidades, com um efeito mais pronunciado na irradiancia de 50 mW/cm?. A
presenca de um asterisco (*) indica que essa diferenca ¢ estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle (sem irradiagdo).

No caso das células MG-63, a viabilidade celular ndo apresenta grandes variagoes
entre os grupos. Ha uma leve tendéncia de diminui¢do na viabilidade ap6s 10 minutos de
irradiacdo. O asterisco indica que ha uma diferenga estatistica entre alguns grupos,
possivelmente entre os tempos de 10 e 20 minutos.

J& para as células RAW 264.7, a irradiacdo promove um aumento significativo na
viabilidade celular, especialmente ap6s 10 e 20 minutos na irradiancia de 50 mW/cm?. O

asterisco indica que a diferenca observada entre os grupos € estatisticamente relevante.
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Figura 37 — Viabilidade celular de C2C12, MG-63 e RAW 264.7.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Esses resultados sugerem que a resposta celular a irradiacdo luminosa varia de
acordo com o tipo celular e a intensidade aplicada. A irradiagdo parece estimular a viabilidade
celular em C2C12 e RAW 264.7, enquanto os efeitos sobre MG-63 sdo menos evidentes. Além
disso, a irradiancia de 50 mW/cm? tende a produzir um efeito mais pronunciado nas células
analisadas. Essa diferenciagdo na resposta pode ter implicagdes importantes para estudos
envolvendo fotobiomodulagdo e suas aplicagdes terapé€uticas.

O experimento de migragdo celular (Figura 38) foi conduzido na presenca de
Mitomicina C (Mitc), um inibidor da prolifera¢do celular, o que garante que o fechamento da
ferida ocorra predominantemente por migracdo celular, e ndo por divisdo celular. Nos
mioblastos C2C12, observa-se um aumento progressivo do fechamento da ferida ao longo do
tempo. O efeito da irradiagdo € mais evidente nas condi¢des de maior poténcia e tempo de
exposicao, sendo que Ir50T20 promove um fechamento quase completo da ferida em 24 horas.
Esse achado sugere que a luz com maior densidade de poténcia e maior tempo de exposi¢ao
potencializa a migragado celular nesse tipo celular.

Nos macréfagos RAW 264.7, a tendéncia de fechamento da ferida ao longo do
tempo também ¢ observada, porém com menor intensidade em comparacdo aos mioblastos.
Apesar disso, a irradiacdo apresenta um efeito positivo, especialmente nas condi¢des Ir50T10
e Ir50T20, que resultam nos maiores percentuais de fechamento apos 24 horas. No entanto, a
migracao dos macrofagos nao atinge niveis tao elevados quanto os observados nos mioblastos,

possivelmente em razdo de suas fungdes bioldgicas distintas. Nas células de osteossarcoma
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MG-63, a migragdo celular também ¢ favorecida pela irradiacdo, embora com um padrao
peculiar: o efeito positivo ja é perceptivel nas primeiras 6 horas, especialmente nas condigdes
irradiadas. As condi¢des IrS0T10 e Ir50T20 apresentam os maiores indices de fechamento da
ferida, sugerindo que as células MG-63 sdo altamente responsivas a irradiagdo em termos de

motilidade.

Figura 38 — Fechamento de ferida in vitro em células C2C12, RAW 264.7 e MG-63.
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O ensaio foi realizado na presenga de Mitomicina C (Mitc) para inibir a proliferacdo celular, garantindo que o
fechamento da ferida ocorresse predominantemente por migracdo celular. Os grupos experimentais incluem
controle (Ctrl) e células irradiadas com diferentes parametros: Ir25T10 (25 mW/cm? por 10 min), Ir25T20 (25
mW/cm? por 20 min), Ir50T10 (50 mW/cm? por 10 min) e Ir50T20 (50 mW/cm? por 20 min). As barras
representam a média + erro padrdo, e as diferentes cores indicam os tempos de analise: 6 horas, 12 horas e 24
horas. Fonte: Elaborada pelo autor.

Em termos gerais, os dados sugerem que a irradiacdo estimula a migrag¢do celular
em todos os tipos celulares analisados, sendo o efeito mais pronunciado em C2C12 e MG-63.
Além disso, observa-se que a densidade de poténcia de 50 mW/cm? e tempos de exposi¢cao
maiores (20 min) tendem a produzir os melhores resultados. Como a Mitomicina C bloqueia a
proliferacdo celular, confirma-se que os efeitos observados sdo, de fato, atribuidos a migracao
celular.

Esses resultados reforcam o potencial da fotobiomodulagdo na regulacao da
migracao celular, destacando que diferentes tipos celulares respondem de maneira distinta a
terapia com luz. As evidéncias moleculares que complementam esses resultados biomecanicos
sdo apresentadas na Parte II, onde sdo discutidas imagens confocais de validacdo e dados

protedmicos das linhagens HaCaT, L929 e OFCOL II.
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4.2 Parte II — Microscopia confocal e anailise protedmica

Nesta se¢do, sdo apresentados os resultados das imagens de microscopia confocal
e da andlise protedmica de alta profundidade (LC-MS/MS), aplicadas as linhagens HaCaT,
L1929 e OFCOL II. A selecao das linhagens e os critérios experimentais encontram-se descritos

detalhadamente na secao 3.5 (Materiais e Métodos).

4.2.1 Analise da microscopia confocal

A andlise de imagens confocais permite uma avalia¢do indireta do conteudo de F-
actina e dos efeitos da absor¢ao de luz no remodelamento do citoesqueleto de F-actina. Para
isso, sdo comparadas imagens confocais de diferentes grupos de irradiagdo de uma mesma
linhagem celular, adquiridas sob configuracdes idénticas de intensidade e ganho do laser. A
Figura 39 ilustra a distribuicdo média da intensidade de pixels em todas as imagens para cada

grupo de irradiacao.

Figura 39 — Intensidade de F-actina e remodelamento do citoesqueleto.
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Intensidade média de F-actina em imagens confocais, avaliando o remodelamento do citoesqueleto em condigdes
de irradiag@o (n = 20 imagens por grupo). Em HaCaT, a intensidade aumenta com exposigdes curtas e moderadas
(IR25T10 ¢ IRS0T10), mas retorna ao controle em doses altas (IR50T20). Em L.929, altas intensidades prolongadas
(IR50T20) aumentam significativamente a F-actina, sugerindo remodelamento. Em OFCOL II, exposi¢des curtas
aumentam a F-actina, enquanto exposi¢des longas reduzem sua intensidade para niveis inferiores ao controle. As
imagens foram adquiridas sob configuragdes idénticas de intensidade e ganho. Comparacdes estatisticas foram
realizadas com o teste de Kruskal-Wallis, e significancia foi indicada por um tnico asterisco (*) para p < 0,05, e
auséncia de diferenca por um duplo asterisco (**), para p > 0,7. Fonte: Elaborada pelo autor. (a, b) Publicados em
Silva et al. (2025).

A absorg¢ao de luz afetou o citoesqueleto de F-actina de maneira distinta nas trés
linhagens celulares. Nas células HaCaT, a intensidade média aumentou com a dose de luz até
um limiar (IR50T10), mas, em doses mais altas de energia (IR50T20), a intensidade diminuiu

para niveis similares aos do grupo de controle (CTRL). Nas células .929, a emissdao média do
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citoesqueleto diminuiu em intensidades mais baixas (25 mW/cm?) e aumentou em intensidades
mais altas (50 mW/cm?), independentemente da duragdo do tratamento. Por outro lado, nas
células OFCOL II, a duragao do tratamento teve maior influéncia do que a intensidade irradiada:
exposicdes curtas aumentaram a emissao do citoesqueleto, enquanto exposi¢cdes mais longas a
reduziram para niveis inferiores aos do grupo de controle.

A resposta do citoesqueleto de F-actina a luz € especifica para cada linhagem celular

e depende tanto da intensidade quanto da duragdo da exposicao (ver Figura 40).
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Figura 40 — Microscopia confocal das c¢lulas HaCaT, L929 e OFCOL II.
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Imagens de microscopia confocal ilustram os valores medianos da intensidade média confocal correspondentes
aos painéis (a-c) da Figura 39. Os filamentos de F-actina foram corados com faloidina (verde), e os nticleos, com
DAPI (azul). As imagens mostram diferengas estruturais do citoesqueleto entre as linhagens celulares (HaCaT,
L929 e OFCOL II) e condigoes de irradiagdo (CTRL, IR25T10, IR25T20, IR50T10 e IR50T20), evidenciando o
remodelamento de F-actina em resposta as diferentes combinagdes de intensidade e duragdo da luz. Fonte:
Elaborada pelo autor. Publicado em Silva et al. (2025).
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O remodelamento do citoesqueleto de F-actina € crucial para processos como
migragdo, adesdo e divisdo celular, sendo um marcador importante de alteracdes funcionais
induzidas pela luz. Nas HaCaT, a resposta sugere uma regulacdo dependente de um limiar
energético, enquanto nas L1929, a intensidade luminosa ¢ o principal fator determinante. Ja nas
OFCOL 11, a duragdo do tratamento exerce maior influéncia, destacando a complexidade dos
mecanismos regulatdrios do citoesqueleto em diferentes tipos celulares e a necessidade de

personalizar os parametros de irradiagdo em aplicacdes terapéuticas.

4.2.2 Anadlise proteomica

A Figura 41 apresenta a andlise protedmica de enriquecimento das proteinas
diferencialmente expressas em cada linhagem celular. Foram identificadas aproximadamente
60 proteinas para cada linhagem (ver APENDICE B). Apenas vias enriquecidas com pelo
menos trés proteinas foram incluidas na analise. Os processos bioldgicos identificados incluem
estresse oxidativo, resposta imune, proliferagdo celular e produgdo de ATP, frequentemente
associados ao tratamento com fotobiomodulagdo (PBM) (Chung et al., 2012; Dompe ef al.,
2020; Gonzalez-Mufioz et al., 2023; Karu, 2008). Além disso, processos de remodelamento do

citoesqueleto foram observados em todas as linhagens celulares.
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Figura 41 — Analise protedmica das células HaCaT, OFCOL II e L929.
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Os mapas de calor mostram proteinas identificadas (n = 3 réplicas por grupo) que estdo associadas a pelo menos trés vias bioquimicas, ap6s analise de enriquecimento e
comparagdo com trés bancos de dados (ver APENDICE B). As proteinas estdo agrupadas em perfis que exibem niveis de expressio semelhantes. As células HaCaT
apresentaram um unico perfil, enquanto as células L.929 e OFCOL II apresentaram trés e dois perfis, respectivamente. As proteinas listadas em caixa alta referem-se a
proteinas de origem humana. A via de resposta ao estresse abrange reagdes a varios fatores estressores, como fatores ambientais, bioldgicos ou mecanicos, enquanto o
estresse oxidativo refere-se aos mecanismos desencadeados por um desequilibrio entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes. Os perfis de expressdo destacam
diferengas especificas nas respostas proteicas entre as linhagens celulares: HaCaT (a) apresenta um perfil uniforme, com proteinas associadas predominantemente a produgéo
de ATP e a resposta ao estresse; L929 (b-d) mostra uma segregacdo mais diversificada, com proteinas agrupadas em perfis relacionados a resposta ao estresse oxidativo
(pl), ao sistema imunologico e a produgdo de ATP (p2) e a proliferagdo celular (p3). OFCOL II (e-f) apresenta dois perfis: o primeiro esta relacionado ao sistema
imunologico e a proliferacdo celular (p1), e o segundo, a producdo de ATP e a resposta ao estresse (p2). Os gradientes de cor representam os niveis relativos de expressao
proteica (azul para niveis reduzidos e vermelho para niveis elevados). Fonte: Elaborada pelo autor. Publicado em Silva et al. (2025).
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Nos queratindcitos HaCaT, a expressao de proteinas relacionadas ao citoesqueleto
aumentou com a dose de luz, atingindo niveis significativamente elevados em intensidades mais
altas (50 mW/cm?).

Nos fibroblastos 1929, houve uma diminui¢do na abundancia de proteinas do
citoesqueleto conforme a dose de luz aumentava. Ja nos osteoblastos OFCOL 11, as proteinas
do citoesqueleto exibiram dois padrdes distintos: um grupo com expressao reduzida a medida
que a dose de luz aumentava, e outro com expressao elevada. Essa diversidade na expressao
proteica entre as linhagens esta alinhada as respostas viscoelasticas variadas observadas como
resultado da absor¢do de luz.

Uma analise detalhada das proteinas relacionadas ao citoesqueleto em cada
linhagem celular permitiu identificar os componentes modulados pela luz. Nos queratindcitos
HaCaT, foram observadas proteinas associadas as trés principais estruturas do citoesqueleto: F-
actina (ACTB e ACTBL2), microtibulos (TUBB ¢ TUBA4B) e filamentos intermediarios
(KRT9). Além disso, foram expressas proteinas envolvidas na dindmica de polimerizacao da
F-actina, como FSCN1 e PFNI1. A presenca de ANXAI foi notavel, dada sua relevancia na
inflamacao, proliferacao e interagdes célula-matriz extracelular.

Nos fibroblastos 1929, a absor¢do de luz afetou proteinas relacionadas aos
microtubulos (Tubalb, Tubalc, Tubb4b e Tubb5) e aos filamentos intermediarios (Vim). A F-
actina também foi impactada, com Actb superexpressa com maior intensidade por 10 minutos,
enquanto Fscnl foi superexpressa com intensidades mais baixas e por periodos mais curtos.
Nessa linhagem, a Actb contribui principalmente para processos de resposta imune,
diferentemente de seu papel estrutural predominante em HaCaT e OFCOL II.

Para os osteoblastos OFCOL I, identificaram-se proteinas relacionadas aos
microtubulos e as fibras de F-actina, cujos padrdes de expressdo dividiram-se em dois perfis:
proteinas como Tubala, Tubalb, Tubada, Actb e Actcl tiveram expressdao reduzida com o
aumento da dose de luz, enquanto Tubb4b, Tubb6 e Actr3 apresentaram expressao aumentada.
Outras proteinas reguladoras de actina, como Anxal, Fscnl, Capl e Cfll, também foram
identificadas (Fu et al., 2024; Yang et al., 2016). As tUnicas proteinas relacionadas ao
citoesqueleto presentes em todas as linhagens foram Actb e Fscnl, embora sua expressao tenha
variado de acordo com as condi¢des de irradiancia e duragao.

Essas proteinas sdo cruciais para os processos biologicos das células. A Actb (beta-
actina) estd envolvida na manutencdo da estrutura do citoesqueleto e no suporte de fungdes
celulares fundamentais, como motilidade e divisdo celular. A Actbl2 é outra isoforma de actina

que contribui para a organizacao do citoesqueleto. As principais constituintes dos microtibulos,
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a Tubb e a Tuba4b, participam do transporte intracelular e da segrega¢ao cromossomica durante
a mitose. Os filamentos intermediarios, representados por Vim e Krt9, fornecem resiliéncia
mecanica as células e ajudam a manter sua integridade estrutural. Proteinas reguladoras, como
a Fscnl (que promove a formacao de filamentos de actina) e a Pfnl (que facilita a polimerizagao
de actina), desempenham papéis essenciais na remodelacdo do citoesqueleto. Anxal, Capl e
CAl1 estdo associadas a resposta ao estresse e a regulacdo da dinamica da actina, evidenciando
o impacto multifacetado da luz sobre essas linhagens celulares.

As alteragdes observadas nos componentes do citoesqueleto destacam as diferentes
composi¢des estruturais e fungdes das linhagens celulares, refletindo sua plasticidade em
resposta a luz. Esses resultados reforgcam a complexidade da interagdo entre a fotobiomodulacao
e as proteinas do citoesqueleto, com implicagdes importantes para aplicagdes biomédicas e

terapéuticas.

4.3 Correlacio entre viscoelasticidade e proteémica

A correlagdo entre viscoelasticidade e protedmica foi investigada para compreender
como as variagoes nas propriedades mecanicas das células se relacionam com a expressao
proteica. A analise de correlacdo de Pearson foi utilizada para avaliar essa relagdo, permitindo
uma comparacao quantitativa entre os dois conjuntos de dados: (i) os valores medianos das
propriedades viscoelasticas, que representam a resposta mecanica das células (Figura 32), e (ii)
as pontuacdes z das abundancias das proteinas individuais para cada grupo de irradiacdo (Figura
41).

Para as correlagdes envolvendo grupos de proteinas, as abundancias brutas das
proteinas individuais foram inicialmente somadas para gerar pontuagdes z combinadas. Essas
pontuagdes z combinadas foram, entdo, correlacionadas com os parametros viscoeldsticos,
fornecendo uma visdo mais abrangente das interagdes entre os componentes proteicos € as
propriedades mecanicas das células. Essa abordagem permite identificar relagdes diretas entre
proteinas especificas e propriedades viscoelasticas, além de revelar padroes mais amplos de
interacdo entre o proteoma e o comportamento mecanico celular.

O método de correlacdo de Pearson, que avalia a intensidade e a direcdo da relacao
linear entre dois conjuntos de dados, foi empregado para determinar a forga da associacao entre
os dados. Valores de correlagdo superiores a +0,7 sao interpretados como correlacdes positivas

fortes, indicando que as alteragdes na expressdo proteica estdo estreitamente relacionadas com
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mudancas nas propriedades viscoeldsticas. Por outro lado, valores abaixo de -0,7 sugerem
correlagdes negativas fortes, indicando que o aumento ou a diminui¢do de proteinas especificas
pode ter um efeito oposto nas propriedades viscoeldsticas das células.

Esse tipo de andlise ¢ fundamental para entender como modificagdes no proteoma
celular podem impactar a mecanica celular, o que tem implicagdes significativas na pesquisa
de biologia celular, especialmente em estudos de doengas, como o cancer, onde as propriedades
viscoelasticas das células podem ser alteradas. O estudo também pode abrir caminho para o
desenvolvimento de biomarcadores para o diagnostico € monitoramento de doengas baseadas
em alteracdes nas propriedades mecanicas das células. O esquema detalhado do método

utilizado esta descrito no Material Suplementar.

4.4 Integracio analitica e correlacdes dos perfis celulares

Nesta secdo, realizamos a integra¢do analitica entre os dados protedmicos e as
propriedades biomecanicas das linhagens celulares. Esta estruturacdo reflete o escopo e os
resultados detalhados no artigo principal desta tese, intitulado “Biomechanical Insights into the
Proteomic Profiling of Cells in Response to Red Light Absorption” (artigo de pesquisa, n.
smll.202410062R1), publicado no periédico Small (Silva et al., 2025). A apresentacdo conjunta
das correlagdes estatisticas e dos detalhes metodoldgicos nesta se¢do visa conferir rigor técnico
a andlise de dados, reservando-se ao Capitulo 5 a discussdo integrativa sobre os mecanismos
biologicos e o remodelamento do citoesqueleto em resposta a fotobiomodulagao.

O citoesqueleto ¢ um sistema altamente dindmico, modulado por sinais intra e
extracelulares, que fornece suporte mecanico e flexibilidade, controlando, assim, a forma e a
fungdo celular. Nosso principal objetivo ¢ investigar os efeitos da absor¢do de luz no
citoesqueleto e estabelecer uma relagdo direta entre a expressdo proteica € as mudangas na
rigidez ou na suavidade celular, utilizando dados protedmicos para essa conexdo. Essa
abordagem ¢ viavel porque as proteinas identificadas podem interagir com diversas vias de
sinalizagdo que influenciam a organizacao do citoesqueleto.

Neste estudo, focamos em correlacionar os dados mecanicos com a expressao
proteica induzida pela luz para compreender como a absor¢do de luz vermelha afeta a
viscoelasticidade das células (HaCaT, L929 e OFCOL II). Utilizando o mesmo formalismo de
correlagdo de Pearson detalhado na secao 4.3, esta analise envolveu dois conjuntos de dados:
(1) os escores-z das abundancias individuais de proteinas obtidas por espectrometria de massa

(Figura 41) e (i1) os valores medianos das propriedades viscoeldsticas, como o expoente de
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fluidez ou 0 modulo elastico, ambos medidos por AFM, apresentados na Figura 32. Para avaliar
a correlacdo das propriedades biomecanicas com grupos de proteinas, somamos as abundancias
brutas obtidas por espectrometria de massa para gerar um escore-z combinado para cada grupo,
antes de calcular sua correlagdo com os parametros viscoeldsticos. Um esquema detalhado
dessa metodologia estd disponivel no material anexo. Os mapas de calor resultantes, que
ilustram a relagdo entre as propriedades viscoelasticas e a expressao proteica induzida pela luz
para cada tipo celular, estao apresentados na Figura 42.

Nas c¢lulas HaCaT, todas as proteinas identificadas na andlise de enriquecimento
(ver Figura 41) mostraram uma correlagdo negativa moderada com a fluidez celular, mas ndo
com o modulo de elasticidade. Proteinas de actina e microtibulos também demonstraram
correlacdo moderada com os expoentes de fluidez. O grupo de filamentos intermedidrios,
particularmente proteinas relacionadas a queratina, exibiu a maior correlacdo com a fluidez.
Interessante notar, que apesar de apenas a F-actina ter sido marcada para a imagem confocal, o
grupo de filamentos intermediarios apresentou a correlagdo negativa mais forte com o sinal de
intensidade confocal. Esses achados sugerem que as alteracdes biomecénicas induzidas pela luz
nas células HaCaT estdo relacionadas a modulagao de filamentos intermediarios ¢ fibras de F-

actina, com alteragdes significativas afetando predominantemente a rede de queratina.
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Figura 42 — Correlacdes de Pearson para HaCaT, L929 e OFCOL II.
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Mapas de calor das correlagdes de Pearson entre os valores médios dos dados viscoelasticos das Figuras 32d-i e
o z-score da abundancia combinada das proteinas identificadas em cada perfil da Figura 41. As colunas de dados
indicadas por f3, E e CI correspondem, respectivamente, a correlagdo com o expoente de fluidez, o modulo de
clasticidade e a intensidade média confocal. Foram incluidos também grupos adicionais de proteinas na analise:
o grupo “other” abrange todas as proteinas identificadas que ndo foram destacadas na analise de enriquecimento
da Figura 41, enquanto o grupo “common” é composto pelas proteinas encontradas em todas as linhas celulares,
independentemente de terem sido apresentadas na. Os grupos de Actina, microtiibulos e filamentos
intermediarios referem-se as proteinas associadas aos principais componentes do citoesqueleto. A lista das
proteinas desses grupos adicionais esta disponivel no material em anexo. Fonte: Elaborada pelo autor. Publicado
em Silva et al. (2025).

Nas células 1L.929, as proteinas dos perfis p1 e p2 apresentaram uma forte correlagao
com as propriedades viscoeldsticas, especificamente uma correlacdo positiva com a fluidez
celular e uma correlagdo negativa com o modulo de elasticidade. Ressalta-se o fato de proteinas
associadas a resposta ao estresse oxidativo, ao sistema imunologico e a produgao de ATP estao
fortemente correlacionadas com a viscoelasticidade celular, enquanto a via do citoesqueleto nao
apresenta correlagdo alguma. Entre as proteinas relacionadas a actina, a Actb, que esta ligada a
resposta imunologica nas células 1929 (perfil pl), contribui significativamente para a alta
correlagdo do grupo de actina. Em contraste, os grupos de proteinas relacionadas a microtubulos

ou filamentos intermedidrios ndo apresentaram correlacdo com as propriedades viscoelasticas.
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Além disso, nenhum dos grupos apresentou correlacdo com o sinal de intensidade
confocal, apesar de sua aparente dependéncia da irradiagdo, conforme demonstrado na Figura
39. Para as c¢lulas 1929, os dados de correlagdo sugerem que as mudancas biomecanicas
induzidas pela luz estdao exclusivamente ligadas a rede de F-actina.

Nas células OFCOL 11, os perfis pl e p2 apresentaram correlagdes opostas com as
propriedades viscoelasticas e os sinais de intensidade confocal, sendo que as proteinas no perfil
pl exibiram correlagdes ligeiramente mais fortes do que aquelas no perfil p2. Muitos dos
processos bioldgicos ativados, incluindo os relacionados ao citoesqueleto, apresentaram
proteinas super ou subexpressas. Os processos de proliferacio e remodelamento do
citoesqueleto estdo alinhados com a viabilidade celular aumentada e os padrdes de motilidade
flutuantes observados nas Figura 36, apresentando correlagdo moderada com as propriedades
biomecanicas. Entre os principais componentes do citoesqueleto, apenas proteinas relacionadas
a F-actina e aos microtiibulos foram expressas, e elas exibiram correlagdes mais fortes com o
modulo de elasticidade. No entanto, como ilustram as Figuras 32f,i, a biomecanica das OFCOL
IT ¢ quase insensivel a absor¢do de luz, provavelmente devido as tendéncias de correlagdo

opostas nos perfis pl e p2.
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5 DISCUSSAO E CONCLUSOES

O estudo realizado nesta parte da tese investigou a correlagdo entre biomecanica
celular e protedmica em resposta a absorcao de luz vermelha, revelando respostas variadas
induzidas pela luz entre diferentes linhagens celulares. Essas variagdes provavelmente refletem
as distintas caracteristicas morfologicas e funcionais de cada tipo celular. No entanto, apesar
dessas diferencas, algumas respostas especificas foram compartilhadas entre as linhagens. A
analise protedmica revelou a ativagdo de processos bioldgicos, como resposta imune,
proliferagdo celular, produgao de ATP, resposta ao estresse e remodelamento do citoesqueleto,
apos a absor¢do de luz. Embora os mecanismos precisos subjacentes a esses efeitos ainda ndo
sejam totalmente compreendidos, os resultados estdo alinhados com a literatura existente
(Dompe et al., 2020; Ishimoto; Mori, 2022; Karu, 2008).

O grau de correlacdo entre proteinas associadas a esses processos bioldgicos e as
propriedades biomecanicas variou de acordo com o tipo celular. Em células HaCaT, a expressao
proteica apresentou correlacdo moderada exclusivamente com a fluidez celular. Em células
L.929, proteinas de dois dos trés perfis identificados (pl e p2) exibiram as correlagdes mais
fortes tanto com a fluidez quanto com o modulo de elasticidade celular. Por outro lado, em
células OFCOL 11, os dois perfis proteicos identificados demonstraram tendéncias de correlacao
opostas com a fluidez e o modulo de elasticidade, destacando a natureza especifica de cada tipo
celular nas respostas induzidas pela luz.

Para todas as linhagens celulares, sempre que observadas correlagdes moderadas a
fortes entre grupos de proteinas e propriedades biomecanicas, os sinais das correlagdes com
fluidez e mddulo de elasticidade eram sempre opostos. Esse padrdo € consistente com a relagao
inversa entre essas propriedades relatada em estudos anteriores (Fabry et al., 2001; Hecht et al.,
2015; Kollmannsberger; Fabry, 2011; Kollmannsberger; Mierke; Fabry, 2011). Além disso, as
diferencas nas magnitudes de correlagdo para fluidez e médulo de elasticidade sugerem que
essas propriedades biomecéanicas podem ser reguladas de forma independente pela expressao
proteica. Isso € evidente em células HaCaT, onde a expressao proteica correlacionou-se apenas
com a fluidez celular, com exce¢do de proteinas relacionadas a queratina, que apresentaram
uma fraca correlag@o positiva com a elasticidade.

As correlagdes com a intensidade confocal espelharam os sinais de correlagdo
observados para a elasticidade celular, sugerindo que o citoesqueleto de F-actina
predominantemente determina o modulo de elasticidade. A excecdo a essa tendéncia foram as

proteinas relacionadas a queratina em células HaCaT, indicando que os filamentos
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intermedidrios de queratina desempenham um papel crucial na rigidez dos queratinocitos. No
nivel celular, a viscoelasticidade regula processos essenciais, como manuten¢do da forma,
divisdo e migragado, todos dependentes das propriedades fisicas dos sistemas citoesqueléticos
(Mierke, 2022). Assim, a interpretagao das respostas viscoelasticas diversas deve considerar as
funcdes bioldgicas desempenhadas pelas células e seu microambiente local.

Em células HaCaT, a absor¢ao de luz resultou em aumento da rigidez até um limite
de intensidade de 25 mW/cm? aplicado por 20 minutos, conforme mostrado na Figura 32d. Essa
resposta de enrijecimento foi corroborada pelo aumento na intensidade confocal média (Figura
39). Essa reacdo pode estar ligada a funcdo primaria de barreira dos queratindcitos, que sdo
abundantes na pele e produzem queratina para formar uma barreira protetora contra patégenos,
perda de dgua e danos ambientais, incluindo exposicdo a luz solar (Juranovda; Frankové;
Ulrichova, 2017).

Para células OFCOL 1I, as propriedades viscoelasticas foram amplamente
insensiveis a absor¢ao de luz. Como células especializadas na formagao 6ssea, os osteoblastos
sdo responsaveis pela sintese e secrecao da matriz 6ssea e pela facilitagdo do processo de
mineralizagdo, que endurece o tecido 6sseo (Neve; Corrado; Cantatore, 2011). Essas células
priorizam a proliferagdo celular (como observado na Figura 36) em detrimento de alteragdes
biomecanicas, visando cumprir sua fun¢ao na regenerac¢ao dssea.

Por outro lado, as células L929 exibiram a resposta viscoelastica mais pronunciada,
tornando-se mais macias e fluidas em todas as intensidades de luz irradiada. Essas células
também apresentaram as correlagdes mais fortes entre a expressao proteica induzida pela luz e
as propriedades viscoelasticas. Nas células 1929, a proteina ACTB, normalmente associada a
via do citoesqueleto em células HaCaT e OFCOL II, foi identificada na via de resposta imune.
Isso destaca o papel critico dos fibroblastos no sistema imunoldgico. Os fibroblastos
contribuem para a reparagdo tecidual e resolugdo da inflamagdo, produzindo e mantendo a
matriz extracelular, bem como secretando citocinas e quimiocinas (Kendall; Feghali-Bostwick,
2014; Moretti et al., 2022; Wei; Nguyen; Brenner, 2021). Sua motilidade, essencial para a
cicatrizacdo de feridas, ¢ modulada por alteragdes nas propriedades viscoelasticas, permitindo
migracao eficiente pelos tecidos até os locais de lesdo.

Nesse contexto, a fluidez aumentada e a elasticidade reduzida observadas nas
células L.929 irradiadas podem melhorar sua motilidade, auxiliando na reparacao tecidual. Esse
fendmeno ¢ semelhante a elasticidade reduzida e a motilidade aprimorada observadas em
células cancerigenas invasivas em comparagdo com células normais (Cross et al., 2008; De

Sousa et al., 2021; Fuhs et al., 2022).
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Para as linhagens C2C12, MG-63 e RAW 264.7, hé indicagdo de respostas celulares
distintas para diferentes condigdes de poténcia e tempo de exposi¢do a luz. Os resultados de
viabilidade celular demonstraram que a irradiacdo provocou efeito positivo na linhagem
C2C12, enquanto nas linhagens MG-63 ¢ RAW 264.7, o efeito variou conforme o tempo de
exposi¢do e a intensidade da radiagdo.

Na linhagem C2C12, houve um aumento significativo da viabilidade celular apds
10 e 20 minutos de irradiagao, com uma tendéncia de maior resposta na intensidade de 50
mW/cm?. Estudos anteriores indicam que a bioestimulagdo por luz vermelha e infravermelha
pode favorecer a proliferagdo e diferenciagdo de mioblastos, promovendo recuperacao muscular
e aumento na atividade metabodlica celular (Chaudary et al., 2020; Shefer et al., 2008; Silva et
al., 2016).

A linhagem MG-63 apresentou um padrdo distinto. Observou-se um aumento na
viabilidade celular com 10 minutos de irradiacdo, mas um leve decréscimo na condicao de 20
minutos, sugerindo uma resposta adaptativa as condi¢des experimentais. Esse efeito pode estar
relacionado a sensibilidade dessas células ao estresse oxidativo induzido por radiagdo, um
fendmeno previamente relatado em estudos que investigaram os efeitos da fotobiomodulagado
sobre células tumorais osteogénicas (Andrukhov et al., 2016; Xia et al., 2021).

As células RAW 264.7, derivadas de macrofagos murinos, também apresentaram
uma resposta diferenciada. A viabilidade celular aumentou significativamente apds 20 minutos
de irradiacdo, especialmente na poténcia de 50 mW/cm?. Esse resultado ¢ compativel com a
literatura, que sugere que a fotobiomodulacdo pode influenciar a atividade macrofégica,
estimulando a proliferacdo e modulando a produgdo de citocinas inflamatodrias (De Brito Sousa
et al., 2020; Hamblin, 2017).

O ensaio de fechamento de ferida também demonstrou diferencas entre as
linhagens. As células C2C12 apresentaram um aumento na taxa de fechamento da ferida ao
longo de 24 horas, reforcando a ideia de que a irradiacdo pode promover a migragdo e
proliferagdo celular. Ja as células RAW 264.7 e MG-63 tiveram um padrdao menos pronunciado,
com maior variabilidade na resposta. Esse comportamento pode ser explicado pela diferenca na
fun¢ao biologica dessas células e pelo impacto diferencial da fotobiomodulagao sobre a adesao
celular e remodelamento tecidual.

De acordo com os dados obtidos na se¢do de viscoelasticidade, cada linhagem
apresenta uma reacdo distinta a fotobiomodulagdo. Os macrofagos RAW exibiram um
enrijecimento acentuado apenas sob maior dose e duragao de luz, refletindo sua fun¢do imune

e remodelamento rapido do citoesqueleto. Os fibroblastos L929 amoleceram consistentemente,
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com queda de E e elevagdo da fluidez, condizentes com sua necessidade de plasticidade durante
a cicatrizagdo. Os mioblastos C2C12 mantiveram rigidez moderada, aumentando E de forma
discreta em altas doses. Por sua vez, as células Osseas apresentaram contraste marcante.
Enquanto a estabilidade mecanica foi mantida no OFCOL II, observou-se um aumento do
modulo elastico e uma redugdo da fluidez na MG-63. Isso sugere que a estrutura citoesquelética
de osteossarcomas bem diferenciados pode ser reforcada em resposta a estimulos externos.
Esses achados reforcam que a rigidez e a fluidez celulares ndo seguem um unico padrao em
tumores versus células saudaveis, mas sim um perfil dependente da identidade e do estado de
diferenciagdo de cada linhagem, apoiando o uso de parametros viscoeldsticos como potenciais

biomarcadores de resposta a FBM.



106

6 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Esta tese investigou os efeitos da fotobiomodulagdo sobre o perfil protedmico, a
viabilidade, a motilidade e as propriedades biomecanicas de diferentes linhagens celulares,
incluindo queratindcitos (HaCaT), fibroblastos (1.929), osteoblastos (OFCOL II), mioblastos,
osteossarcoma (MG-63) e macrofagos (RAW 264.7). Os resultados demonstraram que a
aplicacdo de luz vermelha (A = 633 nm) em intensidades de 25 e 50 mW/cm2, com tempos de
exposicao de 10 e 20 minutos, promoveu alteragdes significativas nos processos celulares. Nas
células L.929, observou-se uma reducao média de 25% no moddulo de elasticidade e aumento
significativo na fluidez, acompanhados por uma elevagao de até 70% na migrag¢do ap6s 24 h de
irradiagdo. A viabilidade dessas células aumentou em exposigoes de baixa intensidade (25
mW/cm2, 20 min) e diminuiu em intensidades mais altas (50 mW/cm?2). Nas células HaCaT, o
moddulo de elasticidade aumentou em até 50% na condi¢cdo IR25T20, enquanto a fluidez foi
reduzida na maioria dos grupos irradiados. Os osteoblastos, OFCOL II, apresentaram pouca
variagdo significativa nas propriedades viscoelasticas, com alteracdes menores que 10%. As
analises protedmicas indicaram correlagdes fortes (coeficiente de Pearson > 0,7) entre
expressdo proteica e alteragdes biomecanicas, particularmente envolvendo proteinas
relacionadas ao citoesqueleto, como ACTB e FSCNI, e processos como resposta imune e
producdo de ATP. Essas mudancas moleculares foram associadas ao remodelamento da rede
de F-actina, evidenciado também pela intensidade em imagens de microscopia confocal.

Nos mioblastos C2C12 e macrofagos RAW 264.7, a irradiagdo, mais acentuada na
intensidade de 50 mW/cm?, induziu aumento da viabilidade e da motilidade, com fechamento
quase completo da ferida em 24 horas para os mioblastos. As células MG-63 nao mostraram
ganhos expressivos de viabilidade, apesar da alta responsividade migratoria inicial. Os
macrofagos RAW 264.7 apresentaram o maior enrijecimento entre todas as linhagens, com
modulo elastico atingindo mediana de ~ 4 kPa no grupo I50T20. As células tumorais MG-63
revelaram modulo elastico inicial proximo a 2 kPa com tendéncia a reducdo sob exposi¢ao
luminosa, divergindo do perfil viscoelastico da linhagem saudavel OFCOL II.

As evidéncias moleculares forneceram hipdteses importantes para os mecanismos
que explicam as alteracoes biomecanicas observadas nas seis linhagens; entretanto, a
extrapolagdo direta para C2C12, MG-63 e RAW 264.7 requer confirmacdo experimental
adicional. Estudos futuros devem ampliar a andlise protedmica as demais linhagens ou realizar

validacdes direcionadas, como Western blot, gPCR (PCR quantitativa) ou imunomarcagao
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dirigida para os marcadores previamente identificados, a fim de testar a aplicabilidade e a
generalidade das vias aqui descritas. Apesar dessa limitagdo, a robustez dos resultados
biomecanicos e dos sinais moleculares identificados sustenta as conclusdes centrais do trabalho
e orienta hipdteses testaveis para pesquisas futuras.

A integra¢do dos dados obtidos evidencia que as respostas celulares aos estimulos
luminosos dependem fortemente tanto das caracteristicas intrinsecas de cada linhagem quanto
dos parametros experimentais utilizados. Esse entendimento corrobora estudos prévios na
literatura, abrindo novas perspectivas para a aplicagdo clinica e experimental da
fotobiomodulagdo, sobretudo na area de reparo tecidual e no tratamento de doengas
degenerativas e oncologicas.

No que diz respeito as perspectivas futuras, destaca-se a preparagao e caracterizagao
de esferoides com todas as linhagens celulares estudadas (ver 142). A formagao de esferoides,
que ja foi realizada com sucesso recentemente, permite a criacdo de modelos tridimensionais
que se assemelham mais fielmente & microarquitetura dos tecidos in vivo. Nesse sentido, a
cultura bidimensional ¢ uma limitacdo metodoldgica, pois a interacdo das células com
substratos rigidos pode produzir efeitos biomecanicos diferentes do real, no contato célula-
célula. Entre as principais vantagens do cultivo em 3D e o uso de esferoides, pode-se citar a
melhor mimetizagdo do ambiente fisiologico: os esferoides promovem interagdes célula-célula
e célula-matriz mais proximas das condigdes reais do organismo, permitindo a formagao de
gradientes de oxigénio, nutrientes e metabdlitos. Estudos em cultura 3D refletem mais
precisamente a resposta dos tecidos aos estimulos, o que possibilita a replicacdo dos resultados
experimentais em aplicacdes clinicas.

Sob essa Optica, os modelos 3D permitem verificar como a heterogeneidade
estrutural e as barreiras fisicas influenciam a migracdo e a invasdo celular, variaveis criticas
para o avango da oncologia e da medicina regenerativa. A transi¢do da andlise de
viscoelasticidade para o ambiente dos esferoides oferecera uma compreensdo integral do
comportamento mecanico celular em condi¢cdes de maior relevancia biologica. Portanto, a
continuidade deste trabalho serd direcionada a implementacdo dessas plataformas
tridimensionais, aproveitando o aprendizado j& obtido para aprofundar a analise dos
mecanismos biofisicos e protedmicos. Essa abordagem possui o potencial de aproximar a
biofisica de bancada da otimizagdo de protocolos terapéuticos e das futuras intervengdes

clinicas.
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APENDICE A — SENSIBILIDADE DAS DFCs

Em substitui¢ao as curvas de for¢a convencionais, adotamos o protocolo de curva
de for¢a com permanéncia (DFC, do inglés dwell force curve) para investigar a relaxacao
viscoelastica das células. De forma resumida, em uma DFC, o piezo do eixo z se desloca com
uma taxa constante de 6 um/s, aproximando o cantilever do AFM até que uma forca predefinida
seja atingida (Fyax = 3 nN, conforme ilustrado na Figura 32c). Apdés o contato ser
estabelecido, a extensao do piezo no eixo z permanece constante durante a fase de permanéncia
(ta=1s). Em seguida, a ponta do cantilever ¢ retraida da superficie com a mesma velocidade de
aproximacao até que o contato com a célula seja perdido.

Conforme ilustrado na Figura 32c¢, uma tnica DFC leva aproximadamente 2
segundos para completar o processo de relaxacdo, o que ¢ adequado para estudar as
propriedades de relaxagdo lenta das células. Embora a fase de aproximagao ocorra de maneira
relativamente rapida, a fase de permanéncia tem um impacto significativo no ajuste dos dados
experimentais.

Para avaliar se 0 AFM ¢ capaz de detectar expoentes de fluidez extremamente
baixos, € necessario estimar a amplitude de relaxagdo do cantilever (Ad) durante a fase de
permanéncia. No AFM, a for¢a exercida ¢ proporcional a deflexao do cantilever (4F = k.Ad,
com k. = 0,06 N/m). As amplitudes de relaxacao da forca e da deflexao, medidas entre o inicio

e o final da fase de permanéncia, sdo definidas da seguinte forma:

AF = F(t)) — F(t; + tg) = Fyax — F(t; + tg), (A.1)
Ad = M_ (A.2)

Para atender aos critérios de resolug¢ao, Ad deve ser maior que a flutuacdo térmica
do cantilever (Adipermal)- NO Vacuo, essa quantidade pode ser estimada utilizando o teorema
da equiparticao, conforme a seguinte expressao:

LT (A.3)

Adthermar = ke

onde kg ¢ a constante de Boltzmann. Para k. = 0,06 N/m, obtemos Adipermal = 0,26 nm e
AFhermal = 16 pN. Utilizando o modelo de for¢a em lei de poténcia, estabelecido na literatura
e descrito nesta Tese (De Sousa et al., 2021, 2020; Garcia; Guerrero; Garcia, 2020; Hecht et
al., 2015), é possivel: (i) simular curvas DFC realistas para diferentes expoentes de fluidez, (i)

estimar as amplitudes de relaxacdo da forca na fase de permanéncia e (iii) compara-las com a
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sensibilidade do sistema AFM, a fim de determinar os limites inferiores do expoente de
relaxagdo mensuraveis pelo equipamento.

Considerando um material com E(t;)) = 2 kPa, ti = 0,2 s ¢ Fyax = 3 nN, valores
compativeis com os dados experimentais obtidos neste estudo, pode-se resolver a Equagao

(2.19) para t = t;, a fim de determinar a profundidade méxima de indentagao 0o:

_ m(1-v2)  Fymax
6o = \/4tg€B(2,1—ﬁ) E(t)’ (A4)

O Quadro 1 apresenta estimativas das amplitudes de relaxagdo da forca para
diferentes valores do expoente de fluidez, considerando tq = 1s. Observa-se que um expoente
de fluidez tdo baixo quanto 0,05 exige uma relaxacdo de forca de 0,89 nN ao longo de uma
DFC de 1 segundo. Essas amplitudes de forca sao facilmente detectaveis por sistemas padrao
de AFM.

Neste estudo, as medigdes foram realizadas com tq = 2s, o que resulta em amplitudes
de relaxacdo ainda maiores, garantindo maior precisao na determinacao de expoentes de fluidez

extremamente baixos.

Quadro 1 — Estimativas das amplitudes de relaxagdo da forga em curvas de for¢a com permanéncia (DFC) em
fun¢do dos expoentes de fluidez, considerando E(t)) =2 kPa, 1= 0,2 s, F};4x =3 nN e tq=Is.

B | Fyax@mN)| t(s) | ta(s) | ke (N/m) (Egg) 8o (um)| Ad (nm)| AF(nN)
0 3 0,2 1 0,06 2 1,5 0 0

0,05 3 0,2 1 0,06 2 1,45 14,8 0,89
0,1 3 0,2 1 0,06 2 1,39 27,7 1,66
0,2 3 0,2 1 0,06 2 1,28 48,5 2,90

Fonte: Elaborado pelo autor. Publicado em Silva et al. (2025).
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APENDICE B - PROTEOMICA: ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

O material do Apéndice B est4 organizado em sete figuras (Figura 43 a Figura 49)
e quatro quadros (Quadro 2 a Quadro 5). As Figura 43 a Figura 45 apresentam analises de
enriquecimento funcional das proteinas detectadas em cada tipo celular (HaCaT, L929 e
OFCOL 1I), evidenciando vias ou processos bioloégicos modulados pela irradiagdo com luz
vermelha. A Figura 46 exibe imagens dos experimentos de cicatrizacdo in vitro, com o uso de
mitomicina para inibir a proliferacio celular, demonstrando visualmente como a
fotobiomodula¢do pode afetar a migra¢do celular. A Figura 47 explora a relacdo entre
elasticidade e fluidez celular sob diferentes condigdes de irradiacdo, com coeficientes de
correlagdo de Spearman que indicam tendéncias nessas propriedades mecanicas.

O Quadro 2 — Composigio proteica dos grupos analisados na correlagdo da Figura 42.
lista as proteinas agrupadas conforme categorias de interesse (ex.: citoesqueleto, proteinas
comuns), enquanto os Quadros Quadro 3, Quadro 4 e Quadro 5 detalham as correlagdes entre
dados viscoelasticos (expoente de fluidez, modulo de elasticidade e intensidade média em

imagem) e a abundancia de proteinas especificas em cada linhagem celular.

Figura 43 — Andlise de enriquecimento dos genes das células HaCaT.

HaCat
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Reactome

Cell Cycle (R-HSA-1640170)

Glucose metabolism (R-HSA-70326)

cytoskeleton organization (GO:0007010)
epithelial cell differentiation (GO:0030855)

cell differentiation (GO:0030154)

GO-BP

glycolytic process (GO:0006096)
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Fonte: Elaborada pelo autor. Publicado em Silva ef al. (2025).



Figura 44 — Anélise de enriquecimento dos genes das células 1.929.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Publicado em Silva ef al. (2025).

Figura 45 - Analise de enriquecimento dos genes das células OFCOL II.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Publicado em Silva ef al. (2025).
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Figura 46 — Imagens dos experimentos de cicatrizagao de feridas (wound-healing).

IR50T10 IR25T20 IR25T10 CRTL

IR50T20

Imagens dos experimentos de cicatrizagdo de feridas (wound-healing) realizados com mitomicina para evitar os
efeitos da divisdo celular. A barra de escala em cada painel: 500 pm. Fonte: Elaborada pelo autor. Publicado em
Silva et al. (2025).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 47 — Elasticidade celular e o expoente de fluidez das células HaCaT, L929 e OFCOL II.
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Relagio entre a elasticidade celular e o expoente de fluidez das células sob diferentes condigdes de irradiacao (a-
¢). Cada ponto de dado representa uma célula individual, cujas propriedades viscoelasticas foram obtidas a partir
da média em uma regido quadrada de 8 um de lado. (d) O calculo dos coeficientes de correlagdo de Spearman
indica uma correlagdo negativa entre a elasticidade celular e a fluidez. Fonte: Elaborada pelo autor. Publicado em

Silva et al. (2025).
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Figura 48 — Mddulos de elasticidade e expoentes de fluidez.

12 & 12
- -
* | - Ll - - - -
10 5 * - - - 10 -‘-
8 4 8
£ g &
= 6 =3 % ]
w w w i
4 2 4
2 1 2
o 0 0 —
04 0.3 0.4
- - * * - * * - . * * -
~ - 025
0.3 _ 03
€
& g 0.2 2
502 X goz
] @ 015 a
z £
2 : :
0.1 2
0.1 =01
[V 0.05 0
CTRL IR25T10 IR25T20 IRS0T10 IRSOT20 CTRL IR25T10 IR25T20 IRS0T10 IRSOT20 CTRL IR25T10 IR25T20 IRSOT10 IRSOT20

Moédulos de elasticidade e expoentes de fluidez para diferentes condigdes de irradiacdo luminosa, agrupados de
acordo com o tipo de tratamento. O niimero de células analisadas em cada grupo de irradiagdo foi: npacar = (42,
31, 35,37, 31), nLooo = (15, 41, 30, 28, 31) e norcorn = (31, 35, 29, 31, 30), respectivamente. Para cada célula, 16
curvas de for¢a foram adquiridas, distribuidas uniformemente sobre uma area quadrada de 8§ um x 8 pm. A linha
horizontal fina serve como referéncia visual para facilitar a comparagdo entre os grupos controle e irradiados. As
distribuigdes das células irradiadas foram comparadas estatisticamente ao grupo controle utilizando o teste de
Kruskal-Wallis, onde: (*) indica distribui¢des estatisticamente independentes (p < 0,05), (** indica distribuigdes
que ndo diferem significativamente entre si (p > 0,7)). Fonte: Elaborada pelo autor. Publicado em Silva et al.
(2025).



Figura 49 — Ilustragao do Calculo de Correlagao entre a Abundancia Proteica e as Propriedades
Mecanicas.
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Este diagrama demonstra o procedimento utilizado para calcular as correlagdes entre a abundéncia padronizada
(z-score) de proteinas individuais (extraida dos heatmaps da Figura 41) e as propriedades mecanicas medidas,
incluindo parametros viscoelasticos e intensidades de microscopia confocal (obtidas da Figura 32). Para grupos de
proteinas, a abundancia de cada proteina individual ¢ somada, gerando um z-score combinado, que ¢ entdo
correlacionado com os pardmetros viscoelasticos. Especificamente, o diagrama ilustra a correlagdo entre a
abundancia da proteina ACTB (beta-actina) e as propriedades viscoelasticas das células L929. Fonte: Elaborada
pelo autor. Publicado em Silva et al. (2025).
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Quadro 2 — Composicao proteica dos grupos analisados na correlacdo da Figura 42.

Outras (HaCaT) ANKRD29, ANXA2P2, ARSI, HSPAIL, HSPA2,
KRT5, KRT13, KRT14, KRT15, KRT17, KRT75, KRT79, KRT6A,
LMNA,NMEI,NT5C1A, PLK1, RPLPO, RPLP1, RPLP2, S100G,
SET, SETSIP, SFN, SODI, TUBB3, YWHAB, YWHAG.

Outras (L929) Anxa5, Arf3, Arf4, Arhgdia, Eeflal, Fabp4, Gapdh,
H1-2, H2ac4, H2bc7, H3c2, H4cl, Hspdl, Ldha, Lgalsl, Mdh2,
Nmel, Pde6a, Pfnl, Rpl12, Rpl9, Rplpl, Rplp2, Rps19, S100al3,
S100a4, Serpinhl, Slc25a4, Srsf9, Uncharacterized C8orf74.

Outras (OFCOL II) Alpl, Bpifb3, Bri3bp, Ckap4, Eeflb, Eif5a, Eno2,
Eqtn, Esd, Gapdh, Gid8, Grxcrl, Gstml, Gstm2, H2ac4, H2azl,
H2bc7, H3-5, H4cl, Hmgn5, Hsp90abl, Hspdl, Ldha, Lgalsl,
Lmna, Marcks, P4hb, Pkm, Pol, Ptma, Rpll2, Rplpl, Rps28,
Rpsa, Serpinhl, Slc15a3, Ubb, Ube213, Zicl.

Comuns ACTB, EEF1A, FSCN1, GAPDH,
HSPAS, PDIA3, PGKI1, PPIA, RPLPI.
Actina ACTB, ACTC1, ACTBL2, ACTR3.
Microtiibulos TUBAIA, TUBA1B, TUBA1C, TUBA4A, TUBA4B,

TUBB, TUBB4B, TUBB5, TUBB6, TUBB3.

Filamentos intermediarios KRTS5, KRT9, KRT13, KRT14, KRT15, KRT17,
KRT75, KRT79, KRT6A, VIM.

Fonte: Elaborado pelo autor. Publicado em Silva et al. (2025).
Nota: A segunda coluna apresenta os genes correspondentes as proteinas identificadas em cada perfil celular (HaCaT, 1.929 ¢
OFCOL II) e nos grupos estruturais do citoesqueleto.



Quadro 3 — Correlagao entre dados viscoelasticos e proteinas individuais em células HaCaT.
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N Proteinas B E CI
1 TUBB3 -0,1297 0,4137 -0,4233
2 SET -0,3389 -0,1885 -0,0743
3 SETSIP -0,4574 -0,0875 -0,1782
4 ENOI1 -0,4634 -0,0824 -0,1841
5 ACTBL2 -0,4616 -0,0832 -0,1865
6 PLK1 -0,4138 -0,0987 -0,2284
7 S100G -0,3741 -0,1513 -0,0855
9 HSP90ABI1 -0,4472 -0,0921 -0,1648
10 SFN -0,3992 -0,1261 -0,1053
11 KRT79 -0,2202 0,3351 -0,4392
12 TUBA4B -0,4043 -0,1341 -0,1412
13 PFN1 -0,4081 -0,1211 -0,1310
14 KRT75 -0,5154 0,1093 -0,3623
15 ANXA2P2 -0,4361 -0,1032 -0,1552
16 SOD1 -0,3959 -0,1391 -0,1133
17 RPLP1 -0,4054 -0,1225 -0,1183
18 EEF2 -0,4145 -0,1096 -0,1263
19 RPLP2 -0,3462 -0,1693 -0,0565
20 S100A11 -0,3184 -0,1920 -0,0206
21 PRDX1 -0,4125 -0,1226 -0,1292
22 TPI1 -0,4268 -0,1102 -0,1449
23 NMEI1 -0,4392 -0,1034 -0,1623
24 ANXAI1 -0,2887 -0,2139 -0,0311
25 KRT14 -0,5082 0,2540 -0,5107
26 RPLPO -0,4411 -0,0966 -0,1655
27 KRT9 -0,4651 -0,0581 -0,1498
28 KRT17 -0,5343 0,0387 -0,3457
29 HSP90AALI -0,4078 -0,1324 -0,1286
30 EEFIAL -0,4290 -0,1021 -0,1488
31 ANKRD29 -0,4712 -0,0690 -0,1848
32 KRTS5 -0,5345 0,1500 -0,4193
33 HSPAS -0,4426 -0,0985 -0,1620
34 YWHAB -0,4663 -0,0811 -0,1938
35 KRT15 -0,5223 0,0770 -0,3973
36 ENO2 -0,4610 -0,0820 -0,1883
37 ANXA2 -0,3780 -0,1496 -0,0977
38 GSTPI -0,4427 -0,0989 -0,1683
39 HSPAS -0,4239 -0,1103 -0,1421
40 ACTB -0,4504 -0,0926 -0,1837
41 PRDX2 -0,4323 -0,0873 -0,1566
42 HSPAIL -0,4801 -0,1076 -0,2639
43 NT5CIA -0,4604 -0,0934 -0,1902
44 PGK1 -0,4210 -0,1171 -0,1426
45 LMNA -0,4478 -0,0902 -0,1679
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46 TUBB -0,4662 -0,0557 -0,1946
47 PDIA3 -0,4737 -0,0747 -0,1970
48 YWHAG -0,4372 -0,0935 -0,1415
49 ARSI -0,4595 -0,0956 -0,2053
50 PPIA -0,3817 -0,1414 -0,0925
51 PKM -0,4602 -0,0723 -0,2012
52 ALDOA -0,4354 -0,0994 -0,1584
53 KRT13 -0,5396 0,0630 -0,3592
54 GAPDH -0,3801 -0,1421 -0,1027
55 TIFA -0,4909 -0,0914 -0,2666
56 KRT6A -0,5287 0,0848 -0,3579
57 FSCNI1 -0,4749 -0,0628 -0,2079
58 HSPB1 -0,4168 -0,1199 -0,1373
59 HSPA2 -0,4285 -0,0983 -0,1306
60 TRAPI1 -0,4288 -0,0982 -0,1600

Fonte: Elaborado pelo autor. Publicado em Silva et al. (2025).

Nota: As colunas indicadas por B, E e CI referem-se aos coeficientes de correlagio com o expoente de fluidez, o0 modulo de
elasticidade e a intensidade confocal média, respectivamente.



Quadro 4 — Correlagao dos dados viscoelasticos com as proteinas individuais das células 1.929.

N Proteinas B E CI

1 Actb 0,6913 -0,6973 -0,0626
2 ADHI 0,7836 -0,8366 0,0121
3 Tubalb 0,0771 0,1511 -0,1294
4 Tubalc 0,0771 0,1511 -0,1294
5 Eeflal 0,6527 -0,7081 -0,2888
6 Serpinhl 0,2106 -0,0422 -0,4005
7 Hspa8 0,6824 -0,6524 0,1719
9 Aldoa 04174 -0,1943 -0,2128
10 Gcea 0,6382 -04921 0,2060
11 Ubb 0,7272 -0,9251 -0,4375
12 Nmel 0,7650 -0,8935 -0,2860
13 Gapdh 0,6042 -0,8377 -0,6717
14 Vep 0,6212 -0,6352 0,0874
15 Fscnl 0,1969 0,0602 -0,2086
16 Hspdl 0,8298 -0,8130 0,0806
17 Pgkl 0,6252 -0,6270 0,3047
18 Ldha 0,4903 -0,2600 -0,0954
19 Tubb5 0,0495 0,0892 -0,4054
20 Nme2 0,6352 -0,7580 -0,0384
21 Pdia3 0,6000 -0,7658 -0,0978
22 Pdia6 0,5782 -0,7927 -0,2416
23 Calr 0,5375 -0,7223 -0,1063
24 Arf3 0,0655 0,0673 -0,4698
25 Mdh2 0,5063 -0,6417 0,0210
26 Arf4 0,0666 0,1078 -0,3745
27 Rplpl 0,5347 -0,7026 -0,0454
28 Tubb4b 0,1312 0,0225 -0,4132
29 Anxa5 0,6865 -0,8657 -0,2826
30 Pfnl 0,5443 -0,6274 0,1678
31 Arhgdia 0,6164 -0,6683 0,1091
32 Rplp2 0,6752 -0,7516 0,0150
33 P4hb 0,6444 -0,8340 -0,2365
34 Rps19 0,8883 -0,9091 -0,1422
35 Prdx1 0,7541 -0,8971 -0,2247
36 Lgalsl 0,5378 -0,6652 0,0767
37 Fabp4 0,7741 -0,8438 -0,1234
38 Ppia 0,6229 -0,7013 0,1145
39 Rpl12 0,7802 -0,8605 -0,0568
40 S100al13 0,7963 -0,8283 -0,0527
41 HI1-2 0,4689 -0,6634 -0,4874
42 S100all 0,8064 -0,8850 -0,1069
43 H2ac4 02162 -0,4641 -0,3084
44 Slc25a4 04173 -0,2246 -0,3687
45 SrsfO 0,6909 -0,7777 0,0358
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46 S100a4 0,6526 -0,7290 0,1101
47 Vim 0,0492 0,1548 -0,2318
48 H2bc7 0,3729 -0,5332 -0,2219
49 H4cl 0,2270 -04654 -0,3993
50 Rpl9 0,2726 -0,0564 -0,3640
51 Pde6a 0,0011 0,0663 0,5971
52 H3c2 0,0750 0,1081 0,3650
53 Uncharac C8orf74 -0,0046 0,0705 0,5866

Fonte: Elaborado pelo autor. Publicado em Silva et al. (2025).
Nota: As colunas indicadas por B, E e Cl referem-se a correlagdo com o expoente de fluidez, o médulo de elasticidade e a
intensidade confocal média, respectivamente.
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Quadro 5 — Correlagdo dos dados viscoelasticos com as proteinas individuais das células OFCOL I1.

N Proteinas B E CI
1 P4hb 0,1696 0,1794 0,4375
2 Hsp90bl 0,3254 -0,5449 -0,5235
3 Hsp90ab1 0,5040 -0,3067 0,1095
4 Calr 0,3562 -04555 -0,3050
5 Pdia3 -0,3922 0,5479 04167
6 Pgkl 0,2320 -04217 -04184
7 Ywhag -0,3787 0,6168 0,5618
9 Hspdl 0,6009 -04483 -0,0301
10 Gstm2 0,2965 -0,6195 -0,8394
11 Serpinhl 0,3796 -0,5564 -0,4842
12 Hspa8 0,3419 -04187 -0,2384
13 Capl -0,1948 0,2428 0,0567
14 Ldha 0,4607 -0,5540 -0,3756
15 Tubada 0,2349 -04538 -0,4786
16 Tubalb 0,2342 -0,4440 -04569
17 Anxal -0,3503 0,4092 0,2304
18 Ppia 0,4664 -0,4833 -0,2355
19 Hspas 0,5734 -0,5378 -0,2066
20 Cfll -0,2150 0,3718 0,2701
21 EifSa -0,1448 0,3096 0,2428
22 Gstml 0,4205 -0,6596 -0,8934
23 Fscnl 0,0434 -0,0398 -0,2233
24 Ubb -04079 0,7334 0,8802
25 Alpl 0,3781 -0,6675 -0,6990
26 Rpl12 -0,3032 04317 0,3456
27 Gapdh 0,0252 -0,3831 -0,6823
28 Enol 0,2553 -04785 -04843
29 Rplpl -0,2706 0,3391 0,1230
30 pol 0,1936 0,1673 04182
31 Tubala 0,3546 -0,4812 -0,3622
32 Gid8 0,6336 -0,7950 -0,7493
33 H4cl 0,3190 -0,6842 -0,7897
34 Eqtn 0,3191 -0,3864 -0,2018
35 Ckap4 -0,3533 0,3983 0,1746
36 Pkm 0,2376 -0,5893 -0,7106
37 Eeflal 0,0881 -0,3361 -04220
38 Lgalsl 0,3210 -0,5061 -04536
39 H2bc7 0,3764 -0,6576 -0,6634
40 Actcl 0,4857 -0,6081 -04299
41 Vep -0,3886 0,4946 0,3402
42 H2az1 0,3351 -0,6221 -0,6321
43 Prdx5 -0,3930 0,4844 0,3096
44 Rps28 -0,0702 0,3263 0,3543
45 Lmna -0,3445 0,4956 0,4293
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46 Tubb4b -0,3025 0,4032 0,2747
47 Nme2 -0,3475 0,4907 0,4034
48 Hsp90aal 0,6294 -0,6653 -0,3822
49 Tagln2 -0,2464 0,2951 0,0669
50 Actb 0,4316 -0,5675 -04197
51 H2ac4 0,3438 -0,6304 -0,6571
52 Eno2 -0,2544 0,4106 0,3320
53 Eno3 0,7528 -0,7108 -0,3302
54 Rpsa -0,3608 0,5006 0,3713
55 Ube213 -0,4300 0,5404 0,3853
56 Bri3bp 0,4324 -0,5282 -0,3300
57 Marcks -0,4022 0,5433 0,4334
58 Hmgn5 -0,3224 0,4836 0,4016
59 Alb 0,2281 -04784 -0,4926
60 Slc15a3 -04142 0,5234 0,3880
61 Eeflb -0,3186 0,4525 0,3252
62 Tpml -0,3000 0,4455 0,3533
63 Bpifb3 -0,3802 0,5250 04422
64 Esd -0,3675 0,4981 0,3949
65 H3-5 0,0743 0,0491 -0,0784
66 Ptma 0,0958 0,1014 0,0580
67 Zicl -0,3261 0,4509 0,3258
68 Grxcerl -0,3124 04347 0,3041
69 Actr3 -0,3853 0,4954 0,3632
70 Tubb6 -0,3589 04761 0,3462

Fonte: Elaborado pelo autor. Publicado em Silva et al. (2025).
Nota: As colunas indicadas por B, E e Cl referem-se a correlagio com o expoente de fluidez, o médulo de elasticidade e a
intensidade confocal média, respectivamente.
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APENDICE C - ESFEROIDES: RESULTADOS PRELIMINARES

Esferoide de L.929
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Esferoides de OFCOL 11
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Esferoides de RAW 264.7
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APENDICE D - PRODUCAO CIENTIFICA

Este apéndice apresenta os trabalhos produzidos durante o doutorado. O artigo
principal — Silva et al. (2025), publicado na Small — concentra os resultados biomecanicos e
protedmicos da tese. Lima et al. (2024), publicado na Heliyon, ¢ um artigo de coautoria do qual
0 presente autor participou na metodologia e na curadoria dos dados, e que fundamenta o
protocolo de AFM utilizado neste trabalho. Também constam um artigo publicado na
Spectrochimica Acta Part A sobre espectroscopia Raman em filmes de La,CoMnO,; um
trabalho em colaboragdo com Macedo et al., ainda em fase experimental, sobre o uso de AFM
na avaliagdo biomecanica de biomembranas com proteinas de Calotropis procera em
cicatrizagdo de ulceras diabéticas; e um trabalho sobre econofisica aplicada a educagdo
financeira no ensino médio, desenvolvido no IFRN — Campus Pau dos Ferros, apresentado no
XXXIX Encontro de Fisica do Norte ¢ Nordeste (EFNNE 2025), realizado em Natal-RN,

estando atualmente em fase de escrita..
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Biomechanical Insights into the Proteomic Profiling of Cells

in Response to Red Light Absorption

Anténio V. S. Silva, Felipe D. Sousa, Brandon F. Sousa, Wallace V. Santos,
Anténio E. R. Oliveira, Marina D. P. Lobo, Mdrcio V. Ramos, Nylane M. N. Alencar,
Marcelo V. P. de Sousa, Rosemayre S. Freire, Cldudio L. N. Oliveira, and Jeanlex S. de

Sousa*

Photobiomodulation (PBM) is a promising non-invasive therapy for

tissue repair, but its underlying cellular mechanisms are not fully understood.
In this study, the biomechanical and proteomic responses of three cell types
— keratinocytes (HACAT), fibroblasts (L929), and osteoblasts (OFCOLII) —
exposed to red light (633 nm) are investigated using atomic force microscopy
(AFM) and mass spectrometry-based proteomic analysis. Red light
absorption resulted in cell-type-specific changes in viscoelastic properties,
with fibroblasts exhibiting increased fluidity, reduced stiffness, and enhanced
motility. Conversely, keratinocytes exhibited intensity-dependent responses,
while osteoblasts appeared to be relatively insensitive to irradiation
conditions. Proteomic profiling identified key signaling pathways involved

in immune response, ATP production, and stress regulation. The immune
and ATP pathways are strongly linked to the modulation of viscoelastic
properties, particularly in fibroblasts, while weaker correlations were observed
in keratinocytes. Cytoskeletal remodeling, primarily within the F-actin
network, is identified as the main driver of mechanical alterations, with
additional contributions from microtubules and intermediate filaments. These
findings provide new insights into how red light absorption modulates cellular
viscoelasticity through cytoskeletal remodeling, with potential applications in
optimizing light-based therapies for tissue regeneration and disease treatment.

1. Introduction

Photobiomodulation (PBM), also known
as low-level light therapy (LLLI), em-
ploys low-intensity light to treat various
medical conditions. Initially proposed for
chronic pain!"? and tissue damage,’®) PBM
has emerged as a potential therapeutic
strategy for several diseases, including
Alzheimer’s disease,!*! depression,>¢ and
stroke rehabilitation.”! However, the in-
terest in PBM is tempered by skepticism
due to conflicting reports about its effi-
cacy. For instance, a randomized placebo-
controlled trial of patients with low back
pain found no significant difference be-
tween placebo and PBM-treated groups.!®°]
In contrast, PBM produced significant pain
reduction in patients with fibromyalgia
in another randomized placebo-controlled
trial.[1% One plausible origin for these con-
flicting reports is the substantial variabil-
ity among studies using different illumi-
nation parameters (e.g., wavelength, power
density, and pulse structure). Despite the
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Measuring the viscoelastic relaxation function of cells with wisied
a time-dependent interpretation of the Hertz-Sneddon indentation
model

LV.M. Lima?, A.V.S. Silva®!, F.D. Sousa ¢, W.P. Ferreira?, R.S. Freire",
C.L.N. de Oliveira?, J.S. de Sousa **
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: The Hertz-Sneddon elastic indentation model is widely adopted in the biomechanical investigation
Atomic force microscopy of living cells and other soft materials using atomic force microscopy despite the explicit

Cell viscoelasticity
Viscoelastic force model
Hertz-Sneddon contact model

viscoelastic nature of these materials. In this work, we demonstrate that an exact analytical
viscoelastic force model for power-law materials, can be interpreted as a time-dependent Hertz-
Sneddon-like model. Characterizing fibroblasts (L929) and osteoblasts (OFCOLII) demonstrates
the model’s accuracy. Our results show that the difference between Young’s modulus E, obtained
by fitting force curves with the Hertz-Sneddon model and the effective Young’s modulus derived
from the viscoelastic force model is less than 3%, even when cells are probed at large forces where
nonlinear deformation effects become significant. We also propose a measurement protocol that
involves probing samples at different indentation speeds and forces, enabling the construction of
the average viscoelastic relaxation function of samples by conveniently fitting the force curves
with the Hertz-Sneddon model.

1. Introduction

Atomic force microscopy (AFM) has become ubiquitous in the rheological characterization of soft matter, particularly in the
nanomechanics of living cells [1-7]. The success of the AFM is in part due to its high spatial resolution, precise force control up to a
few nano newtons, and ability to probe cells in liquid, but also because that the measured force curves are easily modeled with the
well-known Hertz-Sneddon’s (HS) model, that describes the axisymmetric indentation of semi-infinite elastic materials [8].

Although soft materials always exhibit some degree of viscoelasticity, the HS model successfully described qualitatively many
interesting microscopic phenomena by comparing the mechanical properties of materials with a reference sample measured with
identical loading conditions. For instance, a large volume of AFM studies reported that individual cancer cells are less rigid than
their normal counterparts [3,9-12], and the same trend was also observed comparing normal and cancerous tissues of the human
breast [13]. Beyond cancer, other diseases like osteoarthritis [14,15], tissue fibrosis [16,17] and myocardial infarction [18] exhibit

* Corresponding author.
E-mail address: jeanlex@fisica.ufc.br (J.S. de Sousa).
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Dynamics of magnetic inhomogeneity in La,CoMnOg films probed by | e

Raman spectroscopy
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HIGHLIGHTS

e High-quality LCMO polycrystalline films
were obtained via chemical solution
deposition, annealed at different tem-
peratures (700, 800, and 900 °C).
Temperature-dependent Raman spec-
troscopic studies reveal multiple anom-
alous phonon energy behaviors, which
are associated with strong spin-phonon
coupling.

e Temperature-dependent Raman spec-
troscopy uncovered the dynamic inter-
play of antiferromagnetic (AFM) and
ferromagnetic (FM) competition during
the phase transition.

Raman spectroscopy uncovered the
presence of short-range Mn**/Co%"
ferromagnetic  clusters at  room
temperature.

Phonon lifetime analysis elucidated the
temperature regime in which magnetic
phases compete, shedding light on the
dynamics of FM superexchange Mn**-O-
Co*" and AFM interactions resulting
from anti-site disorder.

ARTICLE INFO

Keywords:

Magnetodielectric

Double perovskites

Raman spectroscopy
Spin-phonon coupling
Chemical solution deposition
Polycrystalline films
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ABSTRACT

We report the dynamic effects of magnetic inhomogeneity on the temperature evolution of the Raman modes in
polycrystalline LaaCoMnOg (LCMO) films. The LCMO films were obtained via chemical solution deposition and
annealed at different temperatures, 700, 800 and 900 °C. Temperature-dependent Raman spectroscopic studies
uncover anomalous phonon energy behaviors, associated with strong spin-phonon couplings revealed even at
ambient conditions. This effect, which is observed to occur well above ferromagnetic ordering temperature is
ascribed to short-range Mn*/Co?" ferromagnetic clusters. Moreover, our study has shown that spin-phonon
coupling strength is governed by competing antiferromagnetic (AFM) and ferromagnetic (FM) interactions.
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Biomembrana com proteinas do latex de Calotropis procera
(BioMemCpLP) como ferramenta farmacoldgica na cicatrizacao de ulceras

diabéticas: Mecanismos celulares e moleculares e envolvidos

Fernanda Soares Macedo!

Nylane Maria Nunes de Alencar!
Antdnio Vinnie dos Santos Silva**
Jeanlex Soares de Sousa’

Brandon Ferraz e Sousa®

Liviane Maria Alves Rabelo!
Mireia de Oliveira Correia'

Marcio Viana Ramos?

O emprego de curvas de forga, obtidas por microscopia de for¢a atdmica (AFM), pode agregar
uma dimensdo mecanica de alta resolugdo ao desenvolvimento e a avaliagdo da biomembrana
contendo proteinas de Calotropis procera (BioMemCpLP) no contexto da cicatrizagdo de ulceras
diabéticas. A analise de nanoindentacao por AFM permite determinar o modulo elastico local e
perfis de adesdo tanto da membrana quanto das células (fibroblastos e queratindcitos) submetidas
ao tratamento, oferecendo pardmetros que refletem a compatibilidade mecanica do biomaterial
com o tecido cutineo e a capacidade das células de migrar e proliferar em torno dele. Além disso,
ensaios de relaxagdo ou creep com AFM possibilitam a extragdo de propriedades viscoelasticas
celulares, as quais se relacionam a reorganizacdes do citoesqueleto e podem ser correlacionadas
a marcadores moleculares de inflamacdo e sinalizagdo observados nos experimentos in vitro.
Quando amostras de tecido cicatrizado ex vivo sdo submetidas a AFM, ¢é viavel avaliar se o reparo
promovido pela BioMemCpLP resulta em caracteristicas mecanicas proximas as da pele saudavel,
complementando dados histologicos e bioquimicos. Do ponto de vista metodologico, a
preparagdo adequada das amostras, a sele¢do de cantilevers € modelos de contato apropriados,
bem como o mapeamento espacial da rigidez, sdo essenciais para a obtengdo de resultados
confiaveis. Isso reforca a compreensdo dos mecanismos de acdo e orienta as otimizagdes do

biomaterial para aplica¢des clinicas futuras.
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ECONOPHYSICS AS A PATH TO FINANCIAL EDUCATION IN HIGH
SCHOOL: A STUDY AT IFRN - PAU DOS FERROS CAMPUS

ECONOFiSIQA COMO CAMINHO PARA A EDUCACAO FINANCEIRA NO
ENSINO MEDIO: UM ESTUDO NO IFRN — CAMPUS PAU DOS FERROS

Antonio Vinnie dos Santos Silva®°¢, Maria Rita Alves de LimaP, Leticia Maria Morais®,
Anna Angelina de Brito Oliveira?, Maria Eduarda Guedes Moura®, Luma Maria Andrade
Bandeira®, Tharcio Adelino Cerqueira®
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Econophysics is an interdisciplinary field that applies tools and concepts from physics —
particularly from statistical mechanics — to the study of economic phenomena such as
income distribution, market fluctuations, and the collective behavior of economic
agents. Although traditionally associated with advanced theoretical models, key
concepts from econophysics can be introduced at the high school level through
simplified and accessible approaches that promote interdisciplinary learning and
demonstrate real-world applications.

When integrated with financial education, econophysics offers a powerful and
innovative framework to help students develop a deeper understanding of essential
topics such as consumption, financial planning, credit, debt management, and
socioeconomic inequality. Beyond encouraging scientific reasoning and analytical
thinking, this interdisciplinary approach contributes to the development of critical
consciousness and supports the formation of socially engaged individuals who are better
equipped to make informed and responsible financial decisions in their everyday lives.

At the Federal Institute of Rio Grande do Norte (IFRN), Campus Pau dos Ferros, a
voluntary survey conducted among high school students revealed that a significant
number of them reported having no prior knowledge or formal exposure to financial
education. This finding highlights an existing educational gap and reinforces the urgent
need to incorporate financial literacy into the high school curriculum, especially through
strategies that connect scientific knowledge to students' lived realities.

While this initiative does not aim to teach econophysics in its full technical or academic
form, it leverages the logic and perspective of physics to introduce economic ideas in an
interdisciplinary and innovative way. This alone represents a meaningful educational
advancement and demonstrates the relevance of science in everyday life.

Keywords:
Econophysics; Financial Education; High School; Interdisciplinarity; Applied Physics;
Citizenship Education.
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