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RESUMO

O  Paracoccidioides  brasiliensis (Pb) € o agente etiologico causador da
Paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sist€émica endémica de maior prevaléncia na
America Latina e no Brasil. Através do estudo de modelo experimental, foi possivel
estabelecer uma comparacdo e classificar diversas linhagens de camundongos isogénicos
infectados com Pb como resistentes e susceptiveis e o entendimento dos mecanismos de
resposta imune envolvidos na doenga. Uma vez infectado, o sistema imune do hospedeiro se
dispde de diversos mecanismos, tanto da imunidade inata quanto da adaptativa para conter a
infeccdo. Os fagocitos, como macrofagos e polimorfonucleares neutrofilos (PMN),
desempenham um papel central na resposta imune contra o fungo. Além de ser o elo entre
imunidade inata e adquirida, os PMN sao eficazes na defesa do hospedeiro contra o Pb, pois
estas c€lulas ficam restritas ao local da lesdo causada pelo fungo. Nesta perspectiva, a terapia
utilizando laser terapia de baixa poténcia (LLLT) com raios infravermelhos surge como um
método capaz de estimular a atividade desempenhada pelas células imunes, como PMN, sem
alterar sua fung¢do, por ser descrito como um método modulador de células imunolédgicas. A
LLLT foi aplicada com uma poténcia de S0mW e comprimento de onde de 780nm em dois
pontos de cada pata traseira de camundongos infectados com Pbl8 ou inoculados com
Zymosan pelo método de bolsa de ar subcutaneo. No grupo de animais irradiados e ndo
irradiados, foram avaliados o efeito da LLLT in vivo na producdo de proteinas totais,
capacidade de produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e capacidade fungicida de
PMN recém-isolados do local de infec¢do. Os resultados demonstraram que a LLLT ativa os
PMNs, pois nos grupos de camundongos irradiados independentemente do estimulo para a
inflamagdo, houve aumento na produ¢do de proteinas totais, na capacidade fungicida e
producdo de ERO, em comparacdo com o grupo controle. Apesar do /aser ter diminuido o
numero total de PMN colhidos de camundongos infectados com Pb18, a viabilidade destas
células de todos os grupos experimentais permaneceram altamente viaveis. Os resultados
demonstraram que a LLLT ativa os PMNs, o que resultou numa maior capacidade fungicida,

sugerindo que o laser possa ser utilizado como terapia adicional no tratamento da PCM.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Polimorfonucleares neutréfilos. Laser-terapia de

baixa poténcia.



ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis (Pb) is the etiologic agent of Paracoccidioidomycosis (PCM),
an endemic systemic mycosis most prevalent in Latin America and Brazil. Through the study
of experimental model, it was possible to make a comparison and classify different strains of
inbred mice infected with Pb as resistant or susceptible and the understanding the mechanisms
of immune response involved in the disease. Once infected, the host immune system has
several mechanisms both the innate to adaptive immunity to contain the infection.
Phagocytes, such as macrophages and polymorphonuclear neutrophils (PMN) play a central
role in the immune response against the fungus. Besides being the link between innate and
acquired immunity, the PMN are effective in host defense against Pb because are restricted to
the site of injury caused by fungus. In this perspective, therapy using Low Level Light
Therapy (LLLT) with infrared laser in vivo emerges as a method to stimulate the activity
stimulated by immune cells such as PMN, without changing its function, to be described as a
method of modulating immune cells. LLLt was applied ate two points of paw hind mouse, a
power of 50 mW and a wavelength of 780nm, mice infected with Pb18 or inoculated with
Zymosan by method air pouch. On irradiated and non-irradiated animals, we assessed the
effect of LLLT in vivo production of total protein production capacity of reactive oxygen
species (ERO) and freshly isolated PMN fungicidal capacity of the site of infection. The
results showed that the active LLLT PMNs, for groups of irradiated mice regardless of the
stimulus for inflammation, there was an increase in the production of total proteins, the ability
fungicide and ROS production compared with the control group. Although the laser has
decreased the total number of PMNs collected from mice infected with Pb18, the viability of
the cells in all experimental groups remained highly viable. The results showed that the active
LLLT PMNs, resulting in a greater capacity fungicide, suggesting that the laser can be used as
adjunctive therapy in the treatment of PCM.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. Polymorphonuclear neutrophils. Low level light therapy.

therapy.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse capitulo serdo descritos alguns estudos que demonstram as caracteristicas do
Paracoccidioides brasiliensis, o percurso da doenca, as manifestacdes clinicas, a resposta
imunologica, tratamento, entre outras informagdes de importancia na paracoccidioidomicose

que contribuem para o desenvolvimento deste trabalho.

1.1 A PARACOCCIDIOIDOMICOSE E SEU AGENTE - Paracoccidioides brasiliensis

O Paracoccidioides brasiliensis (Pb) ¢ um fungo termo-dimoéfico causador da doenca
denominada Paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistémica e endémica de maior
prevaléncia nas regides tropicais e subtropicais dos paises da América Latina (CADAVID;
RESTREPO, 1993; SHIKANAI-YASUDA, et al. 2006).

O Paracoccidioides brasiliensis caracteriza-se por apresentar dimorfismo termo
dependente, apresentando a forma miceliana, constituido por hifas septadas e conideos, e a
forma leveduriforme (Figura 1), responsavel pela doenca no paciente, a qual permite o
diagnostico microscopico da PCM, por ser a morfologia relacionada com a vida “parasitaria”
do fungo (LACAZ et al., 1991). A forma miceliana ¢ responsavel por infectar o hospedeiro
através da inalacdo dos conideos que se depositam nos alvéolos pulmonares. (WANKE;
AIDE, 2009). Uma vez instalada, a infeccio pode evoluir para duas formas clinicas distintas:

a forma aguda ou subaguda (juvenil) e a cronica ou adulta da doenga (FRANCO; 1987).
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Figura 01- Paracoccidioides brasiliensis cepa 18
visto  em sua forma leveduriforme
parasitaria. KOH - 400x.

Fonte: Do autor.

Segundo Lutz, (1908) a Paracoccidioidomicose foi descrita pela primeira vez como
uma doenca mais frequente entre adultos entre a faixa etaria de 20 a 60 anos, que exercem
atividades agricolas, principalmente individuos do sexo masculino, conforme descrito por
Fava Netto et al. (1965) e Ramos; Saraiva (2008), apresentando uma incidéncia de (1:10-15
homens), sendo infrequente abaixo dos 14 anos, faixa etaria na qual ndo existe predominio de
sexo (PANIAGO et al., 2003). Foi demonstrado que os hormdnios femininos, especialmente o
estrogeno, inibem a transicdo da fase miceliana para leveduriforme, conferindo protecao
contra o desenvolvimento da doenga, o que explica o fato dos homens serem os principais
acometidos (RESTREPO et al.,, 1984). A infeccdo causada pelo Pb ¢ caracterizada por
diferentes aspectos clinicos, podendo ser assintomatica ou nao, sendo a infec¢ao assintomatica
a mais frequente entre individuos infectados. Dentre os 6rgaos mais afetados, destacam-se os
pulmdes, porém, a dissemina¢do da doenga em outros sistemas e tecidos € comumente
encontrada, o que pode resultar em diversas lesdes no hospedeiro dependendo de sua
susceptibilidade e das caracteristicas inerentes ao agente patogénico (FRANCO et al., 1987).
Ha outros fatores que contribuem com a debilitagcdo imunologica, favorecendo o aparecimento
da doenca nesta populacao de risco, como o tabagismo e o consumo de alcool (MARQUES et
al., 2007).

Na Paracoccidioidomicose a forma aguda ¢ caracterizada por dissemina¢do em todo
o organismo do hospedeiro, podendo comprometer diversos oOrgdos, como o figado,
linfonodo, medula 6ssea e bago, resultando na hipertrofia desses o6rgdos (BRUMMER,
CASTANEDA; RESTREPO, 1993). Essa forma clinica da doenga representa uma

porcentagem equivalente a 3-5% de acometimento entre criangas e adolescentes (LONDERO;
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MELO, 1983). Por sua vez, a forma cronica ¢ caracterizada por progredir lentamente no
hospedeiro, a partir de um foco previamente estabelecido pela infec¢ao fungica (FRANCO et
al., 1989). Inicialmente hd um comprometimento pulmonar, onde 25% dos casos da PCM
ficam restritos a este 6rgdo. Porém, pode ocorrer disseminagdo da doenca para outros 6rgaos,
como nos linfonodos, mucosas e adrenais, devido ao seu estado de laténcia e progressao lenta
no hospedeiro, mas com menor frequéncia na medula 6ssea, 6rgaos genitais e sistema nervoso
(RESTREPO et al., 1976; BRUMMER, CASTANEDA; RESTREPO, 1993).

A evolugdo clinica da doenca depende tanto do hospedeiro, quanto do fungo. Os
fatores associados a este estdo relacionados a sua viruléncia e composicao antigénica. Os
fatores relacionados ao hospedeiro implicam no estado nutricional, idade, sexo e na
capacidade de desenvolver uma resposta imune eficaz contra o fungo. Esses fatores
contribuem com a evolugdo e o aspecto fisiopatologico da doenca. (FRANCO, 1987;
SHIKANAI-YASUDA, 2006).

No Brasil, esta ¢ uma das micoses de maior importancia, por ser um pais que
apresenta a maior area endémica para esta doenga no mundo, o que torna o seu estudo
extremamente relevante, uma vez que o relato da doenga no pais ndo ¢ obrigatorio e ndo ha
nenhum programa de controle especifico ou um diagnostico padronizado para classificacao
doenca (WANKE; AIDE; 2009), fatores estes que evidenciam a importincia do estudo da
doenca e a relagdo parasita-hospedeiro. Em um estudo realizado por Coutinho et al, (2002),
ficou clara a distribui¢do da PCM por todos os estados brasileiros, bem como o indice de
mortalidade da doenga de acordo com o numero de habitantes de cada estado, sendo que em
Minas Gerais, nos anos de 1980 a 1995, a taxa de mortalidade anual foi equivalente a 1.66 por
100.000 habitantes, com um total de Obitos igual a 398 casos. E importante ressaltar que,
apesar de haver correlatos da doenca em outras areas fora da regido endémica, o motivo da
ocorréncia esta relacionado a individuos que ja residiram ou visitaram um pais do continente

latino americano.

12 RESPOSTA  IMUNOLOGICA PROTETORA NA PCM HUMANA E
EXPERIMENTAL

Este item apresenta dados sobre a resposta imunoldgica frente a infeccao causada pelo
Paracoccidioides brasiliensis em humanos e em camundongos.
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1.2.1 Resposta imunoldgica desenvolvida por pacientes

Para que a PCM-doenca se estabelega, diversos fatores devem considerados, como
aqueles associados ao fungo: viruléncia e fatores ligados ao hospedeiro: resposta imunolédgica
e susceptibilidade. Portanto, a interagdo entre o fungo e a resposta imunologica do hospedeiro
sao fatores desencadeantes para a PCM-doenga, o que pode evoluir para cura espontanea da
PCM ou disseminacdo do Pb por todo organismo, causando granulomatose cronica
(PALMEIRO et al.,, 2005). Algumas formas clinicas caracteristicas da doenca sdo
manifestadas devido ao grave comprometimento da resposta imune celular (MOTA et al.,
1985; FRANCO et al., 1989). O padrio da resposta imune celular mediada por células TCD4"
determina a resisténcia ou a susceptibilidade, durante o curso da infec¢do. Células produtoras
de citocinas Thl e do padrao histologico de granulomas compactos caracterizam a resisténcia
contra o Pb. Por outro lado, um padrdo de citocinas Th2 e granulomas mal organizados estdo
relacionados com a susceptibilidade aos Pb (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Quando um individuo saudavel entra em contato com Pb, a partir do local de
inéculo, as células imunolodgicas podem conter esta infecgdo através do desenvolvimento das
respostas imunes inatas e adquiridas, sendo esta através da resposta mediada por células Thl,
o que leva a formagdo de granulomas densos. Porém, quando ocorre uma ineficiéncia nesta
resposta, hda um desvio para outros mecanismos de respostas imunes, como a resposta
desencadeada pelas células Th2, o que resulta na incapacidade de contengdo da propagacao do
processo infeccioso ocasionado pelo Pb (SANDOVAL et al., 1996; PAGLIARI; SOTTO,
2003), estando correlacionada com a gravidade da doenca.

Segundo Benard et al. (2001), portadores da PCM em atividade apresentam uma
diminui¢do da resposta imune celular resultante da baixa sintese de citocinas produzidas pelas
respostas mediadas por células Thl, tais como IL-2, IFN-y e IL-12, com consequente
aumento dos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10, caracteristico do padrdo de resposta imune mediado
por células Th2, ndo protetora ao hospedeiro.

A imunorregulacdo na PCM estd associada a padrdes de resposta regulados por
células T auxiliares do tipo Thl, Th2 e células T regulatorias CD4 CD25" (Treg). A defesa
efetiva contra Pb depende principalmente das células Thl, e a resisténcia adquirida ¢ mediada
por citocinas que ativam células T e macrofagos. Nesse contexto, o TNF-a e o IFN-y possuem
um papel particularmente proeminente (CALICH; VAZ; BURGER, 1998). Contudo, a

incapacidade de desenvolvimento da resposta efetiva mediada por Thl resulta na maioria das
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formas clinicas caracteristicas da PCM, como a formagdo de granulomas compactos,
possibilitando, portanto, a partir desta incapacidade de resposta imune por Thl em outros
padrdes de resposta imune também ineficientes para conter a infecgao pelo Pb, como resposta
mediada por Th2 (PAGLIARI; SOTTO; 2003). Individuos saudaveis, quando entram em
contato com Pb podem resolver a infec¢@o no local do inoculo a partir de resposta imune inata
e do desenvolvimento de resposta Th1, com formagdo de granulomas densos (SANDOVAL et
al., 1996).

Novas subpopulagdes de células TCD4" efetoras foram descritas, sendo capazes de
desempenhar um papel importante nas respostas imunoldgicas as infecgdes fungicas, tais
como: c¢lula Th17, Th22 e células Th9. As Th17 sdo caracterizadas pela produgdo de IL-17 e
sdo diferenciadas na presenca de TGF-B, IL-6 e com a partipacdo de um fator de transcri¢do
denominado de RORyt e, a produgdo de TGF-B pelas células TCD4" estabelece uma ligacao
entre células Treg e Th17 (NETEA et al, 2004). Células Th17 parecem ter sido desenvolvidas
pela linhagem de células progenitoras do sistema imune para facilitar a remoc¢do de agentes
patogénicos que ndo sdo eficazmente destruidas por linhagens Thl ou Th2. Um papel
importante ja evidenciado das células Th17 é que estas produzem citocinas € quimiocinas
inflamatorias, tais como: CXCLS8, IL-1pB, IL-23 e IL-6 e peptideos antimicrobianos como as
defensinas, que induzem o grande acimulo de PMN e outras células inflamatorias, que
desempenham um importante papel no controle das infec¢des fingicas (ZHU; YAMANE;
PAUL, 2010; KORN et al, 2009).

Em estudo realizado por CASTRO et al., (2013), mostrou que em diferentes formas
clinicas da infec¢do causada por Pb possuem uma participacdo particular de células Th. Os
pacientes assintomaticos apresentaram resposta celular predominantemente mediada por
células Thl, diferente de pacientes que possuem a forma juvenil da doenca, que foram
caracterizados por uma resposta imune mediada por células Th2 e células Th9. Ja os pacientes
que apresentavam a forma adulta da infecgdo, foram caracterizados por uma resposta
predominante de células Th17 e células Th22 com uma participagdo substancial de Th1, o que
denota a existencia de diferentes respostas imunes associadas tanto com a resisténcia ou
seceptibilidade a infeccao ocasionada por Pb. A participacdo e a ativagdo de células Th17 e a
inflamagdo pulmonar na PCM estdo associadas com um alto nimero de PMN nas lesdes e
com consequente diminui¢cdo da presenca de células Treg (LOURES et al., 2009).

A resposta mediada por linfocitos B — imunidade humoral ndo ¢é efetiva contra o Pb.
Esta caracteriza-se pela elevada producdo de anticorpos das classes IgG4, IgA e IgE,

associadas a citocinas dos granulomas como IL-4, IL-5 e TGF-B. Esse padrao de resposta
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imune ¢ observado em pacientes com formas mais graves da PCM (forma adulta), refor¢ando
que a resposta mediada por células Th2 ndo confere protecao ao paciente (MAMONI et al.,

2002; OLIVEIRA, et., 2002).

1.2.2 Modelo experimental e patriménio genético

A partir de estudos realizados com diferentes isolados de Pb, foi possivel caracterizar
os aspectos envolvidos na patogenicidade e imunogenicidade de cada cepa, o que denotou a
capacidade do fungo de se comportarem como cepas de alta, média e baixa viruléncia. O
isolado Pb265 foi caracterizado como cepa de baixa viruléncia, diferente de Pb18, como de
alta viruléncia. (SINGER-VERMES et al., 1989).

Um estudo realizado com diversas linhagens murinas isogénicas, correlacionou o
patrimonio genético com a infeccdo causada pelo Pb. Foi possivel classificar as linhagens
isogénicas em quatro grupos relacionados a susceptibilidade a infec¢do pelo Pb: grupo de
animais muito resistente (DBA/2, A/J e A/Sn); grupo de animais resistentes (C3H/He); grupo
intermediario (C3H/HeB, CBA, C57Bl/10 e BALB/c) e por tltimo o grupo de animais muito
sensiveis (B10.A, B10.D2/oSn e B10.D2/nSn), (CALICH et al.,, 1985). Através desta
classificagdo, foi possivel estudar e conhecer os mecanismos imunolédgicos relacionados ao
controle da infec¢do pelo Pb, na susceptibilidade e resisténcia de linhagens de camundongos,
reproduzindo diferentes formas clinicas da doenca, que apresentam diferente respostas
imunologicas, envolvidos tanto com células da imunidade inata como adquirida.

Em camundongos resistentes inoculados com Pb verificou-se uma infecgdo
caracterizada por ativagdao de macroéfagos e PMN e baixos niveis de anticorpos anti-Pb. Esses
animais inicialmente apresentaram altos niveis de IFN-y e pequenas quantidades de citocinas
do tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-10). Nos camundongos susceptiveis foram encontrados niveis
baixos de IFN-y e producdo relativamente alta de IL-5 e IL-10. (KASHINO et al., 2000).
Linfocitos de camundongos resistentes produzem IL-12, IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-5 em
resposta ao fungo. Em contraste, linfocitos de camundongos susceptiveis secretam baixos
niveis de IFN-y e IL-2. Animais resistentes produzem IL-5 tardiamente, enquanto

camundongos susceptiveis produzem picos de IL-5 (CALICH; KASHINO, 1998).
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1.3 IMUNIDADE INATA - PAPEL DOS POLIMORFONUCLEARES NA INFECCAO
FUNGICA

Os PMN sao gerados e maturados, especificamente na medula dssea, constituindo a
linhagem mieldide, na qual células-tronco totipotentes se diferenciam em células precursoras
de todo o sistema imune, incluindo os mieloblastos, precursores dos leucocitos
polimorfonucleares neutréfilos. O PMN, apds passar pelo processo de geragdo e maturagao,
contém no interior de seu citoplasma trés tipos de granulos distintos, diferenciados de acordo
com a fase de maturacdo e formacdo destas células, sendo estes: granulos azurdfilos ou
primdrios formados na fase de pro-mielécito, granulos especificos ou secundérios formados
na fase de mielocito e os granulos tercidrios que sdo formados na fase de metamieldcito.

Os granulos primarios sdo ricos em mieloperoxidase (MPO), lisozima e defensinas,
os secundarios ricos em lisozima, colagenase, gelatinase e lactoferrinas e os terciarios ricos
em gelatinase. Os neutréfilos atingem a plena maturidade na medula dssea, que destina cerca
de 60% de sua atividade a sua producdo, e ficam ali retidos por um periodo de cinco dias.
Apds esse periodo sdo liberados e constituem 50% a 70% dos leucocitos circulantes, e
possuem um tempo de sobrevida de aproximadamente seis horas quando ndo sdo ativados. Se
durante a circulacao sao levados a um tecido inflamado, os neutréfilos se aderem ao endotélio
ativado das vénulas pods-capilares locais e chegam ao tecido afetado e, essa migracdo e
ativacdo dos PMN ocorre quando fatores quimioatraentes secretados por muitos tipos de
células em resposta a lesdo tecidual sdo expressos pelo endotélio ou sofrem difusdo no sangue
a partir do tecido lesado, ligando-se a superficie dos neutréfilos. Esse processo de migracao
dos neutrofilos recebe o nome de marginagao e ¢ composto de trés fases: rolamento, ativagao
e migracdo (PARSLOW et. al., 2004).

Nos tecidos, os PMNs sdo capazes de reconhecer padroes moleculares associados a
aatogenos (PAMPs) através de receptores de reconhecimento padrdo expressos em sua
superficie celular. Dentre estes receptores, destacam-se os receptores do tipo Toll (TLRs,
Toll-like receptors), receptores N-formil-metionina e receptores para manose, nos localizados
na membrana do nucleo destacam-se os TLR3, TLR7 e TLRY9 e nos citoplasmaticos
destacam-se os NOD-like e, a partir deste reconhecimento do antigeno, os PMN englobam
particulas por endocitose ou fagocitose (RIGBY; FRANK, 2012). No englobamento por
endocitose macromoléculas ou particulas submicroscopicas (p. ex.: virus), se ligam a um

determinado receptor especifico de reconhecimento. Apos a ligagcdo, ocorre a polimerizagao
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da proteina clatrina na face citoplasmatica da membrana, o que resulta em invaginacdo do
receptor ¢ formacdao de uma depressao coberta. O englobamento por fagocitose ocorre com
particulas maiores, solidas, como as bactérias e fungos. Um nimero maior de receptores da
membrana entra em contato com a superficie da particula, até que esta seja totalmente
internalizada no fagossoma. Muitos tipos de particulas, incluindo a maioria das espécies
encapsuladas, ndo interagem efetivamente com nenhum receptor celular, ndo podendo ser
fagocitada diretamente, pois estas capsulas conferem resisténcia ao microrganismo. Essas
particulas sdo entdo revestidas por opsoninas, podendo desta forma serem reconhecidas pelos
fagocitos. As principais opsoninas sdo as imunoglobinas e as proteinas derivadas do sistema
complemento (NATHAN, 2006).

Os PMN possuem dois mecanismos para combater diferentes patdgenos: os
dependentes de oxigénio, como peroxido de hidrogénio (H,0,) e anion superoxido, quando
estas células s3o estimuladas com INF-y, TNF-o, GM-CSF e IL- 15, ¢ os mecanismos
independentes de oxigénio. Quanto ao mecanismo dependente de oxigénio, destaca-se a
geracdo de ERO, que ocorre de duas maneiras. A primeira geragdo de ERO ocorre da seguinte
forma: os contetidos do fagossoma estdo sujeitos a poderosos agentes oxidantes gerados por
um complexo denominado oxidase NADPH dependente. Esse complexo ¢ organizado a partir
de pelo menos cinco subunidades proteicas diferentes, sendo trés encontradas no citoplasma e
duas presentes nas membranas de seus granulos. Durante a degranulagdo, essas proteinas
entram em contato na membrana € organizam-se numa oxidase ativa que se projeta na luz do
fagossoma. Esse sistema transforma oxigénio molecular em oxigénio singleto, altamente
reativo, que sofre dismutagdo espontanea formando H,O,. Na presenca da MPO esse perdxido
combina-se com o ion cloreto formando acido hipocloroso. Esse acido ¢ consumido quase
instantaneamente e oxida aminas, tidis, proteinas e acidos nucleicos. Uma por¢do do acido
reage para formar cloraminas organicas, um agente oxidante menos potente, porém de vida
mais longa. Ja na segunda via de formacdo de ERO, ocorre formacao de 6xido nitrico (NO) a
partir de oxigénio molecular, um gas radical livre e altamente 14bil. Quando ativados os PMN
expressam uma enzima denominada oOxido nitrico oxidase, que gera NO a partir do
aminoacido arginina e oxigénio molecular. Na presenca de outras espécies reativas de
oxigénio, o NO ¢ convertido em peroxi-nitrito, altamente toxico para bactérias, leveduras,
virus e outros patogenos (RODRIGUES et al., 2007; TAVIN et al., 2008; NATHAN, 2006).

Para os mecanismos independentes de oxigé€nio, destaca-se a degranulacdo e a
formagdo de “armadilhas” extracelulares (NETs- Neutrophil Extracellular Traps). Apds a

internalizacdo do Pb, os granulos de armazenamento presentes no citoplasma do PMN
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comecam a se fundir com o fagossoma, liberando seu conteido que possui substancias
capazes de matar e degradar ou dissolver os materiais fagocitados. Esse processo ¢ chamado
degranulacdo. Dentre as substancias liberadas destacam-se as defensinas, que agem tornando
as membranas dos microrganismos permeaveis. A célula também bombeia ions hidrogénio
que promove hidrélise direta do alvo e aumenta a atividade de muitas enzimas granulares. As
NETs sdo estruturas compostas principalmente por DNA associado a histonas e pelas
proteinas elastina, lactoferrina e gelatinase, presentes no interior dos granulos azurofilos,
especificos e de gelatinase, respectivamente. Sao formadas por uma variedade de estimulos
como a presenga de lipopolissacarideos (LPS), IL-8, virus e diversos microrganismos.
Diversos patdgenos desenvolveram estratégias para escapar das NETs, como a expressdo de
DNases ou modificagdes na estrutura da parede celular (BRINKMANN et. al., 2004).

A imunidade inata desempenha um papel importante na defesa do hospedeiro contra
a infecgdo por Pb (PAGLIARI et al., 2012): atividade microbicida de células Natural Killer
(NK) (PERACOLI et al., 1995), ativacdo do sistema complemento, monocitos (SOARES et
al., 2001) e macréfagos (MOTA et al., 1985) . Em especial a participacdo de PMN que
desempenham um papel importante contra infec¢des causadas por Pb (BONFIM et al., 2009),

Uma vez instalada, a PCM-doenga ¢ agravada juntamente com o comprometimento
da resposta imune celular, portanto, o padrdo de resposta imune mediado por células da
imunidade inata possui um papel protetor contra a disseminacdo da doenga (MUSATTI, et al.,
1976). A inalagdo dos fragmentos de Pb na forma miceliana e sua deposi¢cao nos alvéolos
pulmonares (WANKE; AIDE, 2009) marcam o processo infeccioso da doenga, e o Pb ao
instalar-se nos tecidos, atrai macrofagos e neutrofilos aumentando as defesas locais. Se afluxo
destas células ndo for suficiente para conter a lesdo, os macrofagos se organizam em
granulomas e sua organizagdo ¢ a atividade fungicida sdo auxiliadas pelo estabelecimento da
resposta imune celular anti-Pb, uma vez que os anticorpos fixam-se nos Pb, bloqueando a
difusdo antigénica. Além dos anticorpos especificos anti-Pb, sdo encontrados IgG e C; na
parede dos fungos presentes nos granulomas e, no decorrer da infec¢do, os linfocitos TCD4
Th1 produzem citocinas que conferem protecao ao hospedeiro, como IFN-y, TNF-a e 1L-12,
evitando a disseminacdo do Pb conforme descrito por Biogioni et al. (1987), conforme
apresentado no item 1.2.

Apesar da agdo dos linfocitos Thl ser fundamental na protecdo contra o Pb, os PMN
possuem um papel muito importante na infec¢do, sendo as primeiras células a chegarem no
sitio inflamatorios apds serem atraidos por quimiocinas produzidas por macréfagos alveolares

(MA) (KEER et al., 1988).
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Em modelo de animais susceptiveis a PCM, como a linhagem B10.A, os macrofagos
alveolares (MA) apresentaram uma capacidade fungicida mais eficaz em comparacdo com
MA provenientes de camundongos susceptiveis a infeccao pelo Pb como a linhagem A/J. Os
MA provenientes de animais susceptiveis produziram niveis elevados de NO e IL-12,
associadas com baixa producdo de IL-10 e GM-CSF. Em contraste, MA de camundongos
resistentes produziram maiores quantidade de IL-10 e GM-CSF, o que inviabilizou a atividade
fungicida dessas células, porém, com a neutralizacdo de TGF-B produzido neste processo de
resposta imune, houve reativacdo da atividade fungicida de MA proveniente de animais A/J e
este padrdo de resposta imune pode se reverter quando concomitantemente a resposta da
imunidade inata entra a resposta adaptativa, marcada pela secrecao de IL-12 e INF-y (PINA;
BERNARDINO; CALICH, 2008). Juntamente com os macrofagos, os PMN também
conduzem a unido da imunidade inata e adaptativa, possuindo um papel fundamental na
resposta imune em favor do hospedeiro. Mesmo com esta diferenga de acdo celular e resposta
imunologica em ambos os animais. Um estudo utilizando animais depletados de PMN durante
as primeiras fases iniciais da infeccdo, demonstrou que os neutréfilos sdo de grande
importancia para os mecanismos de defesa do hospedeiro frente a infec¢do com Pb,
principalmente em situagdes onde ha deficiéncia da imunidade mediada por células (PINA et
al., 20006).

Os neutrofilos sdo capazes de reconhecer diferentes cepas de Pb. No reconhecimento
de Pb18 ha um envolvimento de TLR2 e receptor de manose (MR) diferente para cepas de Pb
nao virulenta (Pb265) que envolve apenas o reconhecimento pelo TRL2. Porém, a partir do
reconhecimento de ambos Pb, os PMN secretam prostaglandinas (PGE2) envolvidas com a
patogenia da doenca e leucotrienos (LTB4) um poderoso agente quimiotatico, além de
produzir IL-10, cujos niveis foram maiores para Pbl8. Essa diferenca de reconhecimento
envolvendo diferentes receptores demonstrou que os PMN possuem um papel dindmico na
resposta imune frente ao Pb, além da capacidade de modular a resposta da imunidade
adaptativa pela producdo de mediadores lipidicos e citocinas (BALDERRAMAS et al., 2014).

Dentro do contexto descrito acima, os PMN conferem resisténcia ao hospedeiro
contra diversas infec¢des, além de contribuir para o desenvolvimento de uma resposta imune
efetiva inicial a infec¢do de Pb, através da producdo de metabolitos do oxigénio, como o H,O,
e anion superoxido, quando essas células sdo estimuladas com IFN-y, TNF-o0, GM-CSF e IL-
15 (TAVIAN et al., 2008). Além de influenciar a resposta de outras células na imunidade, o
IFN-y aumenta, tanto in vitro como in vivo, o efeito antifingico de PMN (BRUMMER et al.,

1993). Em uma pesquisa realizada por Kurita et al., (1999), neutr6filos humanos tratados com
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IFN-y in vitro apresentam agdo fungicida contra leveduras de Pb, diferente de células ndo
tratadas.

Na resposta de PMN desenvolvida por pacientes, além de produzir substancias
derivadas de oxigénio, estas células produzem também grandes quantidades de leucotrienos,
E2 e prostaglandinas, desencadeando edema e processo inflamatdrio no local de agdo. Porém,
tais substancias sdo capazes de minimizar a capacidade de dano celular causada pelos
mondcitos. In vitro, quando co-cultivados com Pb, os PMN produzem altos niveis de IL-8, o
que desencadeia um processo anti-apoptotico por parte dos mesmos, favorecendo a
multiplicagdo e a sobrevivéncia do fungo no interior da célula fagocitaria (ACORCI et al.,
2009).

Segundo Meloni—Bruneri et al. (1996) quando os PMN sdo estimulados in vitro com
Pb proveniente de camundongos resistentes a infeccdo pelo método de infec¢do que consiste
na formagdo de bolsa de ar subcutanea “air pouch”, essas células produzem mais metabolitos
derivados do oxigénio em relacdo as células dos camundongos susceptiveis, indicando que os
PMN destes, durante uma infec¢ao, diminuem a habilidade de produzir ERO.

Quanto a participacao dessas células na imunidade contra o Pb, sdo apresentados dois
pilares: leveduras de Pb ndo sdo mortas por PMN humanos ou provenientes de modelos
animais, ou PMN sdo capazes de fagocitar e matar o fungo por meio da produgdo de
metabolitos derivados de oxigénio (KURITA et al., 1999; DIAS; FILGUEIRA; SOUZA,
2004). Foi demonstrado que os PMN possuem um papel fundamental no controle e
multiplicagdo de diversos agentes patogénicos, como Listeria monocytogenis, Salmonella
tiphymurium, Yersinia enterocolitica (CONLAN, 1977), fungos como Candida albicans
(FULURUA et al., 1966) e o P. brasiliensis (MELONI-BRUNERI et al., 1996). Na infec¢do
por conidios de Pb, a reagdo inflamatoéria € caracterizada por recrutamento abundante de
polimorfonucleares € aumento na produgdo de citocinas pré-inflamatoérias como TNF-a, 1L-6,
IL-1p e MIP-2 (RESTREPO et al., 1992).

Portanto, os neutr6filos podem eliminar patégenos através de diversos mecanismos,
incluindo fagocitose, a producao de peptideos e proteinas antimicrobianas (BORREGAARD,
2010) e a liberacdo de ERO durante o burst respiratério e, através do reconhecimento dos
PAMPs pelos receptores TLR4, TLR2 e TLRY presente na membrana dos neutréfilos, o
metabolismo oxidativo destas células podem ser rapidamente induzido (TRINCHIERI;
SHER, 2007). Camundongos deficientes em MPO apresentam atividade citotdxica reduzida

frente alguns microrganismos como Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus
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neoformans, demonstrando a importancia do metabolismo oxidativo dependente de MPO na

defesa do hospedeiros contra fungos (ARATAMI et al., 2012).

1.4 VIAS DE ATIVACAO IMUNOLOGICA POR FUNGOS

Fatores inerentes ao proprio fungo influenciam diretamente na imunopatogenia da
PCM, tais como: viruléncia, composi¢do antigénica, condigdes ambientais em que o fungo se
encontra, que influencia diretamente na sua morfologia, além dos fatores ligados ao
hospedeiro que norteiam a capacidade de desenvolver uma resposta eficaz. O Pb em relagado a
resposta apresentada pelo hospedeiro, sintetiza antigenos metabdlicos que interagem com o
sistema imonoldgico, provocando uma resposta imune (BENARD et al, 2001).

Ha pequenas porgdes antigénicas (epitopos) na superficie do Pb relacionados com
sua patogenicidade, como a gp43, uma glicoproteina presente na superficie do fungo
reconhecida como seu principal componente antigénico, por estar associada ao fator de
viruléncia e/ou escape que o Pb utiliza para evadir os mecanismos de defesa do hospedeiro e
se instalar nos tecidos, uma vez que esta glicoproteina apresenta efeitos proteoliticos sobre
proteinas estruturais, como colageno, caseina e elastina (VICENTINI et al.; 1994; MENDES-
GIANNINTI et al., 1990).

A via de ativacao imunologica para o Pb em relagdo a imunidade inata se da através
da interagdo entre moléculas de superficie do fungo (como reconhecimento da gp43) com
receptores homologos semelhantes aos TLRs e receptores de lecitina tipo C- Like (CLR), que
sdo proteinas transmembranicas presentes nas cé€lulas fagociticas. Além desse
reconhecimento, capaz de ativar a célula fagocitaria, os TRLs sdo capazes de reconhecer
PAMPs, induzindo sinais que resultam na ativagdo de genes da resposta imune inata e
estimulam, consequentemente, a produ¢do de citocinas inflamatdrias e anti-inflamatodrias,
regulando a resposta adaptativa (McINTURFF et al.,, 2005; CALICH et al., 2008). Na
infecg¢do por conidios de Pb, a reagdo inflamatodria ¢ caracterizada por recrutamento abundante
de PMN e aumento na produgdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-1 e
MIP-2 (RESTREPO et al., 1992).

O trabalho desenvolvido pelos autores Bonfin et al., (2009) demonstrou que alguns
receptores do tipo Toll, tais como TRL2 e TRL4 e dectin-1 participam diretamente do

reconhecimento e internalizagdo do Pb pelas células fagocitarias apos serem atraidas pela
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formagao de quimiocinas pelo sistema complemento, que resulta na consequente ativacio dos
PMN e produgdo de citocinas pro-inflamatorias via molécula adaptadora MyD88. A partir
deste reconhecimento ha producdao de TNF-a e IL-10, citocinas anti-inflamatorias que
regulam a resposta imune adaptativa. Porém, cepas de Pb mais virulentas induzem somente a
producdo de TNF-a.

O Pb possui em sua parede celular um repertério de carboidratos compostos por
residuos de manose, que sdo potenciais candidatos a ativacao da via das lectinas do sistema
complemento. Esse sistema é composto pelas vias cldssica, alternativa e das lectinas. Cada
uma delas ¢ iniciada por ativadores distintos, mas acabam por convergir para um ponto em
comum da cascata, levando a formagdo do complexo de ataque a membrana, que constitui
num poro proteico litico para patégenos (TOLEDO et al., 2010). No trabalho de Calich et al.,
(1979) foi demonstrado que em cultura o Pb é mal fagocitado por macrofagos, no entanto a
presenga de anticorpos aumenta substancialmente a fagocitose por essas células devido a
capacidade dos anticorpos produzidos pelos linfécitos B opsonizarem o fungo. O mesmo
efeito foi observado quando o Pb foi previamente tratado com soro normal fresco,
demonstrando que o fungo ativa a via alternativa do sistema complemento, que também esta
envolvida no processo de formagdo de substidncias quimiotaticas para atrair as células de
defesa para o local da infec¢do in vivo.

Assim como o Pb ¢ reconhecido por dectina-1, o0 mesmo ocorre com o Zymosan, um
extrato soluvel presente na parede celular do Saccharomyces cerevisiae, uma levedura
empregada nos processos industriais de fermentagdo. Apds sua descoberta, este foi utilizado
em muitas pesquisas cientificas como modificador da resposta biologica, sendo capaz de
ativar a via alternativa do sistema complemento e células fagocitarias (HIDA et al., 2006).
Sua composi¢ao inclui quitina, lipideos, proteinas e P-glucana, sendo este ultimo o
constituinte biologicamente ativo e, apds sua descoberta, foram realizados diversos estudos de
suas fungdes imunes, tanto in vitro como in vivo. (BROWN; GORDON, 2003).

A B-glucana ¢ considerada como um modificador da resposta biolodgica pela
capacidade de desencadear uma série de eventos na resposta imune a partir do seu
reconhecimento como PAMPs por células imunolégicas (BOHN; BeMILLER, 2001). Seu
reconhecimento pelo sistema imune foi primeiramente descrito em estudos envolvendo
patdgenos fungicos (ADEREM; ULEVITCH, 2000).

Segundo Suda et al., (1996), ap6s o reconhecimento da B-glucana pelas células
inflamatoérias, hd um grande estimulo para produgdo de citocinas e geragcdo de anafilatoxina

C5a através da ativacdo da via alternativa do sistema complemento. Além disso, a B-glucana
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também pode ser reconhecida por outros receptores dos vertebrados, como receptores do
Sistema Complemento 3 (CR3), lactosilceramida e receptores scavenger, além de possuir
ligante para receptor de célula T (TCR) (BATTLE et al., 1998; BROWN; GORDON, 2003).
Além desses polimeros ativarem a resposta imune via sistema complemento diretamente ou
com auxilio de anticorpos, produzem fatores quimiotaticos que induzem a migragcdo de
leucocitos, especialmente células fagociticas, como PMN e macréfagos que se acumulam no
sitio da infeccdo com consequente ativacao (SZABO et al., 1995; NICHOLAS; SHAUN,
2001).

Dentre estes receptores, o mais esclarecido ¢ o dectin -1, expresso
predominantemente em mondcitos, macroéfagos, linhagens de neutréfilos e células dendriticas,
sendo significativamente influenciado por citocinas e produtos microbianos. Embora seja
expresso de forma heterogénea nos tecidos, dectina-1 ¢ um receptor que tem distribui¢ao
consistente com a tarefa de vigilancia contra patégenos (REID et al., 2004). Esta glicoproteina
reconhece Zymosan soluveis e particulado, incluindo particulas flingicas intactas

(ARIIZUMO et al., 2000).

1.5 TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

O tratamento da PCM pode ser realizado através da administracdo de drogas anti-
fingica, como anfotericina B (AmB) da classe dos polienos; Sulfadiazinas, um anti-fungico
derivados de sulfamidicos, ou medicamentos como Cetoconazol, fluconazol e itraconazol,
derivados dos azdlicos. A anfotericina, apesar de ter sido descoberta por volta dos anos de
1950, até o presente momento ¢ considerada como padrao ouro para o tratamento da PCM por
sua excelente capacidade fungicida (VALLE et al., 1993). Porém, este medicamento pode ser
fungistatico ou fungicida dependendo da biodisponibilidade encontrada nos fluidos corporais
e a sensibilidade do Pb. Essa droga age ligando-se aos esterois da membrana celular fingica,
desfazendo sua integridade e provocando extravasamento dos componentes intracelulares,
resultando na morte do fungo e por mecanismos de a¢do, as drogas anti-fungicas como AmB,
exercem efeitos moduladores em células imunoldgicas inatas, auxiliando positivamente no
mecanismo de eliminacdo do fungo (MENDES, 1994). Apesar de sua grande aplicabilidade e
pela sua potente propriedade antifiingica, seu uso € inviabilizado devido aos graves efeitos

colaterais, como a nefrotoxicidade (VIVIANI et al., 1998).
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Além da administracdo da AmB, ¢ extremamente importante relatar que, inicialmente,
a continuidade do tratamento acontece até o desaparecimento dos sintomas apresentados pelo
paciente, decorrente da infecgdo, além da detec¢ao na diminuigdo dos niveis de anticorpos
anti-P. brasiliensis por testes laboratoriais, sendo que este ultimo pardmetro s6 ocorre apos 2
a 6 meses de terapia continua (MENDES et al., 1994).

As sulfadiazinas, apesar de mostrarem-se eficazes no tratamento da PCM e serem
obtidas gratuitamente pelo Sistema Unico de Saude (SUS), devem ser administradas varias
vezes ao dia, o que ¢ uma desvantagem no seu uso, por possuirem diversos efeitos colaterais
como a reacao de hipersensibilidade, além da terapia com esses medicamentos serem mais
longas quando comparada a outros farmacos (MARTINEZ, 2004).

Os azolicos s@o a opgao terapéutica mais indicada para as formas leves e moderadas
da doenga. No entanto, a maioria dos medicamentos ndo estd disponivel na rede publica de
saude na maioria dos estados brasileiros. Além disso, a duragdo do tratamento esta
relacionada com a gravidade da doenga, e a associacdo de sulfametazol/trimetropim sdo os
medicamentos mais utilizados para o tratamento dos pacientes no ambulatorio. Além de gerar
diversos efeitos colaterais, o tratamento ¢ longo e demorado. Apds a fase inicial do
tratamento, torna-se necessario uma fase de manutencao, pois este deve ser de uso continuo
por mais 12 meses, independentemente dos resultados dos testes soroldgicos para deteccao de
anticorpos sejam reportados como negativos. Durante o tratamento, os pacientes deverdo ser
acompanhados periodicamente até apresentarem os critérios de cura (SHIKANAI-YASUDA
et al., 2006), pois diferente de outros fungos patogénicos, o Pb ¢ resistente a maioria das
drogas antifungicas, inclusive aos sulfamidicos, o que complica ainda mais o tratamento
(MENDES, 1994).

Diante da realidade dos graves efeitos colaterais resultantes da utilizacdo destes
medicamentos e pela PCM ser uma doenga negligenciada, torna-se relevante estudar um novo
mecanismo de ativacdo das células imunologicas para combater a infec¢do fungica sem causar

graves efeitos ao portador submetido ao tratamento.

1.6 APLICACAO DE LASER INFRAVERMELHO DE BAIXA POTENCIA EM
PROCESSOS TERAPEUTICOS
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A palavra laser corresponde a sigla de Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, ou seja, amplificacdo de luz por emissdo estimulada de radiagdo. Esta radiacao,
quando operada em comprimentos de onda visiveis e especificos, possui caracteristicas ndo-
ionizantes, ou seja, ndo possui capacidade de ionizar 4&tomos ou causar mutagdes (TUNER;
HODE, 1996).

Albert Einstein, em 1917 implantou as bases tedricas do laser no artigo Zur
Quantentheorie der Strahhluns. A partir dessas teorias, a emissao do /aser foi dividida em alta
poténcia (potencial destrutivo) e baixa poténcia (sem potencial destrutivo) (ROCHA JUNIOR
et al., 2007).

A terapia com laser de baixa intensidade ou do inglés Low Level Light Therapy
(LLLT) ¢ uma forma de aplicar a fototerapia que envolve a utilizacdo de laser de baixa
poténcia, monocromatico (produzida por apenas uma cor — apenas um comprimento de onda)
e de coerente feixe de luz — formados por ondas de mesma frequéncia e direcdo, com efeitos
de fotobioestimulagdo, utilizado para teraputica na analgesia (insensibilidade a dor,
diminui¢do da inflamacao) e como estimulante do biotrofismo (MESTER et al., 1985).

Dentre os aspectos mais relevantes e divergentes da aplicagdo da LLLT, pode-se citar
a dose, que ¢ definida como a quantidade de radiagdo oferecida ao tecido (Joules por
centimetro cubico) e em intervalos baixos de poténcia, sendo possivel obter efeitos anti-
inflamatorios, regenerativos e circulatorios. (BRUGNERA; PINHEIRO, 1998).

O laser de baixa poténcia vem sendo utilizado para tratamento de diversos efeitos
colaterais causados por quimioterapia ou radioterapia, e também como auxiliador de reparo
tecidual. Mester (1996), que demonstrou efeitos dessa terapia na cicatrizacdo de feriadas em
dorso de rato. Diversos estudos tém sido realizados, tanto em células em cultura, como em
animais € humanos, para avaliar os possiveis efeitos desta radiacdo laser. O LLLT,
dependendo do comprimento de onda utilizado, atua em processos intracelulares em células
eucariontes e procariontes, sendo a luz absorvida por componentes da cadeia respiratoria
mitocondrial (GAVISH et al., 2004), podendo resultar em aumento da producdo de ERO
(OREN et al., 2001; LAVI et al., 2003), devido a mudanca de potencial elétrico das
membranas celulares e, consequentemente, sua permeabilidade seletiva para ions e aumento
da atividade de certas enzimas, como citocromo-c oxidase, adenosina trifosfato (ATP)
(KOUTNA et al., 2003) e aumento de adenosina monofosfato ciclico, processos estes
relacionados com a promocao de proliferagdo celular (CASTANO et al., 2007).

Em artigo de revisao da literatura, Posten et al. (2005), demonstraram varios aspectos

da utilizagdo experimental e clinica do laser de baixa poténcia, o que evidenciou a
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recomendacdo para tratamento de feridas indolores e ulceras tréficas para promover uma
cicatrizagdo rapida, uma vez que a radiagdo visivel de baixa poténcia pode agir na estimulacao
ou aceleracao celular. Porém, os beneficios da terapia com laser na cicatrizacao de feridas
ainda sdo controversos, uma vez que podem ser utilizados diferentes tipos de laser compostos
por varios gases, como: CO,, Diodo, Hélio-Nednio (HeNe), Neodimio (Nd), além da radiacao
ndo ionizante com raios infravermelhos, com a utilizagao de diferentes comprimentos de onda
e poténcia, o que explica achados experimentais contraditérios (LOWE et al., 1998).

A aplicagdo da LLLT tem sido evidenciada em diversas areas da medicina que
necessitam de prevengdo de morte celular e reparo tecidual, como no caso de doencas
neurodegenerativas (Alzheimer e Esclerose Miultipla) (TABOADA et al., 2011) e lesdes de
medula espinhal (WU et al., 2009). Além disso, esta terapia vem sendo utilizado para
tratamento de diversos efeitos colaterais causados por quimioterapia ou radioterapia. Apos
irradiacdo com LLLT, foi possivel observar diferentes efeitos bioldgicos, como estimulagao
da proliferacdo celular, especialmente em fibroblastos e na sintese do colageno (ABERGEL;
LYONS; CASTEL, 1987).

Segundo o autor Bjordal et al. (2011), a LLLT tem demonstrado uma excelente
capacidade de modular o processo inflamatdrio originado por alguma doenca e a resposta
imunoldgica desencadeada no processo pelas células do sistema imune.

E importante considerar que, em estudos com animais, hd grande influéncia da
irradiagdo proporcionada por laser na resposta imunoldgica que, em conjunto com a resposta
inflamatoéria, atuam diretamente na resolu¢do de processos patologicos. Algumas pesquisas
com este tipo de experimento fornecem evidéncias convincentes que a baixa poténcia da
irradiacdo causa efeitos estimulantes nas células imunoldgicas (BENSADOUN et al.; 1999;
ROCHKIND et al.; 1989).

O mecanismo exato que a LLLT desempenha quando ¢ inserido em algum sistema
ainda ndo estd claro, mas ¢ sabido que sua presenca melhora e acelera a forca de tragdo
direcionada a reparagdo dos tecidos, além de neutralizar a inflamagao e porporcionar alivio da
dor em éreas de tecidos lesionados através da bioestimulagdo de eventos celulares (KARU,
1989). Porém, existem controvérsia sobre os mecanismos que estao envolvidos na modulagdo
de inflamacao quando o laser ¢ utilizado. Alguns estudos sugerem que a laserterapia pode
minimizar rea¢des inflamatorias (MEDRADO et al., 2003), enquanto outros acreditam que
esta terapia pode agrava-lo (WOODRUFF et al., 2004; VIEGAS et al., 2007), o que poderia
resultar em maior ou menor formacao de edema. Provavelmente, o tipo de resposta pode ser

relacionada com a fase do processo inflamatério e a formagao de edema presente no tecido,
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quando a irradiagdo com laser ¢ realizada. Nesse contexto, a LLLT pode ter um papel
importante na terapia imunobiologica para as doengas do sistema imune, ¢ pode ativar e
aumentar a reacao normal dos componentes do sistema imunoldgico (TADAKUMA, 1993).

Nao hé relatos cientificos de que o laser infravermelho poderia ser aplicado no
tratamento da PCM, mas ha relatos de que a aplicabilidade do laser na pata de camundongos
foi suficiente para tratar e prevenir edemas, quando o laser foi inserido na regido dos
linfonodos (MENEGUZZO et al.; 2013).

Em estudo realizado por Nagib et al., (2010) mostrou diminuicdo dos niveis de
interleucina pro-inflamatérias IL-17, TNF-a e IL-10 em lesdes causadas na PCM quando
expostas a irradiacdo com laser HeNe, detectando portanto uma diminui¢ao da densidade de
fibronectina ¢ laminina nas lesdes tratadas, resultando na diminui¢do em seus niveis,
sugerindo portanto a laser terapia como uma alternativa no tratamento da PCM.

A radiacdo infravermelha apresenta grande poder de penetracdo nos tecidos. Os
componentes dos tecidos biologicos possuem a capacidade de absorver a energia emitida pela
radiagdo, transformando-a em energia util para a célula (KARU, 1999; KOUTNA et al.,
2003).

A irradiagdo com laser se mostrou ter um efeito anti-inflamatdrio e um efeito pro-
inflamatorio de acordo com o local e o momento da irradiacdo. A terapia com laser
infravermelho mostrou-se eficiente na prevencdo e tratamento de edema de pata, quando
aplicada nos linfonodos ou na propria pata, confirmando que o laser infravermelho de baixa
poténcia pode ser uma alternativa potencial para as drogas anti-inflamatdrias no tratamento e
prevencdo do edema (MENEGUZZO et al; 2013). Nesse contexto, a LLLT pode ter um papel
na terapia imunobioldgica para as doengas do sistema imune e pode ativar e aumentar a
reacao normal dos componentes do sistema imunoldgico (TADAKUMA, 1993).

A paracoccidioidomicose ¢ uma doenga ndo contagiosa, mas causa graves sequelas aos
portadores se ndo for diagnosticada precocemente, o que acontece na maioria dos casos, pois
a resposta imune celular mediada por linfocitos Thl mantém o carater protetor da doenga, o
que prejudica o diagndstico nas fases iniciais. Além da atuacdao das células da imunidade
adaptativa, ha efetiva participagdo conjunta de macrofagos e PMN. Os PMN sdo eficientes
nas fases iniciais da doenga, pois promovem a lise do fungo Pb, localizados na regido dos
granulomas que ocorrem em resposta a infec¢do pelo Pb e, juntamente com os macrdéfagos, os
PMN contribuem para desenvolvimento efetivo da resposta imune. O tratamento
convencional da PCM ¢ baseado em drogas antifiingicas que causam graves efeitos colaterais,

além de ser um tratamento de longa duracdo. Além disso, medicamentos testados para a
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doenca ndo sdo efetivos e 0s convencionais apresentam graves efeitos secundarios. Portanto,
conhecendo-se o modelo experimental utilizado para estudo da PCM, bem como a
patogenicidade do fungo e os mecanismos de respostas imunes relacionadas a doenga, torna-
se relevante estudar uma alternativa capaz de estimular os PMN, por serem células que atuam
na fase inicial da doenga e ajudam no direcionamento efetivo da resposta imune celular.
Portanto utilizamos a laser-terapia de baixa poténcia, que tem sido descrita como uma
alternativa capaz de estimular as células imunolédgicas e vem sendo utilizada como uma opgao
de baixo custo para tratar diversas morbidades e maximizar a cura de pacientes, além de ndo

causar efeitos colaterais, o que favorece sua utilizagdo.
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2 OBJETIVOS

A seguir serdo citados os objetivos geral e especifico do trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito in vivo da laser-terapia de baixa frequéncia sobre o metabolismo e
atividade fungicida de neutréfilos polimorfonucleares (PMN) obtidos de camundongos Swiss
infectados com Pbl8 ou inoculados com Zymosan pelo método infeccdo por bolsa

subcutanea.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Padronizar o tempo de obtencdo de PMN pelo método de infec¢do pela formagao

de bolsa subcutanea;

b) Avaliar a susceptibilidade ou resisténcia de camundongos Swiss infectados

intraperitonealmente com fungo virulento Pb18;

¢) Avaliar o efeito da LLLT em PMN obtidos de bolsa subcutinea em animais
irradiados e ndo irradiados infectados com Pb ou inoculados com Zymosan frente
aos seguintes parametros: nimero total de células obtidas, viabilidade celular e
atividade metabdlica de neutréfilos por sua producdo de proteinas totais e dosagem

de espécies reativas de oxigénio;

d) Avaliar o efeito da LLLT sobre a atividade fungicida de PMN através da

quantifica¢do das Unidades Formadoras de Colonias.
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3 MATERIAIS E METODOS

A seguir serdo descritos os materiais € métodos.

3.1 COMITE DE ETICA

Esta pesquisa estd em conformidade com os principios éticos exigidos na
experimentagio animal, tendo sido apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa
com animais da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL — MQG), em dezembro de 2012,
sob o registro de n° 477/2012 (ANEXO I).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos fémeas Swiss “outbread” com idade de 6 semanas e
com peso de aproximadamente 25g, adquiridos do Biotério de animais da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os animais foram mantidos em salas com controle de
temperatura, alimentados com ragdo especifica para roedores e dgua destilada ad libitum.
Foram constituidos 6 grupos experimentais, com trés animais cada, a saber:

- Grupo 1: animais infectados com Pb18 e irradiados;

- Grupo 2: animais infectados com Pb18 e nao irradiados;

- Grupo 3: animais inoculados com Zymosan e irradiados;

- Grupo 4: animais inoculados com Zymosan e nao irradiados;

- Grupo 5: animais inoculados com salina estéril a 0,9% e irradiados;

- Grupo 6: animais inoculados com salina estéril a 0,9% e nao irradiados.



3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Suspensao de Pb18 ou Zymosan ou salina
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M¢étodo de inoculagdo — formagao de bolsa de ar subcutanea

Grupos:

1-Animais

infectados
3-Animais inoculados com Zymosan #
5-Animais inoculados com salina

com Pbl

>—
2- Animais

infectados com Pbl8
4- Animais inoculados com Zymosan
6- Animais inoculados com salina

Animais tratados
com irradiagdo a
laser de baixa
poténcia em dois
pontos das patas
traseiras em dias
alternados.

PMN
cultivados em
meio RPMI
mantidos em
estufa a 5% de
CO,, a37°C.

Coleta de células apos 10 dias de infecc¢do e avaliagdo dos parametros:

1-Quantificacdo do
numero  total e
viabilidade celular
com Trypan blue de
PMN obtidos de
animais irradiados
ou nao irradiados —
infectados com
Pb18 ou inoculados
com Zymosan.

2-Andlise morfologica
das células colhidas
apos 10 dias de
infeccdo com bolsa de
ar  subcutdnea e
avaliacdo da produgdo
de proteinas por PMN
pelo método do BCA
apos 2, 6 e 18 horas.

3-Avaliagao da
producdo de
metabolitos do

oxigénio de PMN
obtidos de animais
irradiados ou nao
irradiados -
infectados com
Pb18 ou inoculados
com Zymosan.

4-Avaliacao da
atividade fungicida de

PMN obtidos de
animais irradiados ou
nio irradiados -

infectados com Pb18& ou

inoculados com
Zymosan, pela
quantificagcdo dos

fungos vidveis contados
por 12 dias me placa de
cultivo.

Esquema 01- Delineameto experimental dos materiais e métodos.

Fonte: Do autor
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3.4 FUNGOS

Este item apresenta dados sobre o Paracoccidioides brasiliensis e sobre o Zymosan,
ambos utilizados para atrair neutréfilos in vivo.

3.4.1. Manuntencao do isolado de Paracoccidioides brasiliensis Pb18

Foi empregado o isolado de Paracococcidioides brasiliensis Pb18 de alta viruléncia
(SINGER-VERMES et al., 1989), mantido no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia da
Universidade Federal de Alfenas. Os fungos foram cultivados em meio de cultura semi-sélido
de Fava Netto disperso em tubo, sendo mantidos em estufa a 35°C, repicados a cada 7 dias

(FAVA NETTO, 1955).

3.4.2 Zymosan

O fungo Saccharomyces cerevisae,contendo B-D- glucana também foi utilizado para
inocular os animais, conhecido comercialmente por Zymosan. A inoculacdo deste induz
reacdo inflamatéria (DOHERTHY et al, 1985) e seus efeitos em camundongos inoculados
irradiados ou ndo irradiados foram comparados com aqueles obtidos de camundongos

infectados com Pb 18, na atividade dos PMN.

3.4.3 Preparacao de suspensoes de Pb ou Zymosan para infec¢cdo ou inoculacio dos

animais pelo método de bolsa de ar subcutianeo

As células de Pb foram lavadas com solucdo salina estéril a 0,9% e contrifugadas
(Eppendorf Centrifuge 5810R) a 1300G por trés vezes, e uma suspensdo fingica com

concentragio de 50x10° células leveduriformes/mL viaveis, baseadas na contagem em
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hemocitrometro, foi preparada. A viabilidade das células foi determinada pela coloracdo de
Janus Green B vital dye pelo método de contagem por exclusao de célular coradas.
(BERLINER; RECA, 1966). Para o Zymosan, ndo foi necessario quantificar a viabilidade
celular, uma vez que apds o ajuste da concentragio para 50x10° células leveduriformes/mL, a

suspencao de células foi autoclavada para posterior inoculagdo nos animais.

3.4.4. Preparacio de suspensoes para infec¢io intraperitoneal dos animais

As células de Pb foram lavadas com solugdo salina estéril a 0,9% e centrifugadas a
1300 x g por trés vezes em tubos Falcon e foi preparada uma suspensao com concentragao de
10x10° células/mL viaveis baseadas na contagem em hemocitrometro. A viabilidade das
células de Pb foi determinada pela coloragdo de Janus Green B vital dye (BERLINER;
RECA, 1966).

3.5 INFECCAO OU INOCULACAO DOS CAMUNDONGOS PELO METODO DE
FORMACAO DE BOLSA SUBCUTANEA

Os animais foram infectados com Pb18 ou inoculados com Zymosan pela técnica de
formagao de bolsa de ar subcutanea na regido dorsal, que consiste na inoculagdo de 2 ml de ar
seguida da injecao de 0,1mL da suspensao fungica previamente preparada, conforme proposto

por Meloni-Bruneri et al. (1996).

3.6 APLICACAO DA LASER-TERAPIA DE BAIXA POTENCIA

A radiacdo submetida aos animais dos grupos 1, 3 e 5 foi realizada em dois pontos de
cada pata traseira com laser infravermelho (Twin flex-MMO) a 35,5 J/cm3, em um mddulo de
frequéncia continua com comprimento de onda equivalente a 780 nm e com poténcia de 50

mW. Em cada ponto, a radiacdo tinha uma duragao de 30 segundos e o seu objetivo foi o de
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atingir a medula dssea, local onde ocorre o processo de formagdo das células sanguineas,
conhecido como hematopoese, incluindo os neutrofilos, localizada no osso fémur.
As radiacdes foram feitas em dias alternados, sendo que no dia da infec¢ao e no dia

da coleta, os animais sofrem irradiagdo, conforme tabela abaixo:

Tabela 1- Demonstragao do estabelecimento do modelo experimental com laser terapia de baixa poténcia
utilizando raios infravermelhos.

Eventos
Dia Inoculag¢ao com Irradiacao Sacrificio dos
Zymosan ou infec¢ao animais
com Pb
0 - + e
)/
2 e + s
3 e e e
e e S —
5
Y + s
/2
8 e = o ——
9 e e
O + +
Legenda: +: presenga; ------ : auséncia.

Fonte: Do autor.

3.7 COLETA DOS PMN

Os PMN foram coletados 10 dias apds a infeccdo ou inoculagdo dos camundongos.
Os animais foram antestesiados com uma dose de 0,5 mL da solucao antestésica de Cloridrato
de Cetamina a 10% (Agener Unido) e Cloridrato de Xilasina a 2% (nome comercial:
Calmium, Agner Unido) preparadas na propor¢ao de 1:1 (v:v), considerada como excessiva, o
que levou os animais ao obito. Apos a insi¢do da pele, com o auxilio de uma pipeta Pauster
estéril de vidro, as células foram coletas, e colocadas em masserador de vidro estéril, onde
foram dispersas. As células foram transferidas e armazenadas em Tubos Falcon contendo

RPMI (Himedia) suplemento com 10% de Soro Fetal Bovino (SBF) (Sigma) e mantidas
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refrigeradas até a coleta de todos os grupos experimentais. Posteriormente, as células foram
lavadas e centrifugadas a 1780 x g uma vez, ressuspendidas em volume conhecido de RPMI,
quantificadas em hemocitometros e tiveram sua viabilidade analisada com o corante Trypan
blue a 0,2%.

Apds a quantificagdo do niimero total de células, foi realizado um esfregago em
lamina de vidro, o material foi subtmetido a uma coloragao diferencial com corante Giemsa
(Sigma) e observado ao microscopio optico em objetiva de imersdao. A lamina foi analisada
em mais de 10 campos, onde foi observado um predominio de fagocitos multilobulados, os
polimofornucleares neutréfilos, que a partir de agora serdo denominados somente de PMN.
Os PMN colhidos a partir de camundongos infectados ou inoculados com Zymosan, tiveram
sua contracdo ajustada para 1x10%élulas/mL e cultivados em placa de 6 pocos, conforme

esquematizado abaixo:

/ @ @ :\j> 2 horas
@ @ [ 6 horas
@ @ [ 18 horas

Montagem das placas

Amostra  Po¢ol Po¢o2 Poco3 Poco4 Poco5 Pogob
PMN I mL I mL I mL I mL 1 mL -
Pb18 - - - - - 1 mL
RPMI I mL I mL I mL ImL I mL 1 mL

Vol. Total 2mL 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL

Esquema 2- Ilustragdo da placa de 12 pogos utilizada para cultivo de PMN e montagem
das placas com o volume em mL pipetados nos pogos.
Fonte: Do autor.

As placas foram incubadas em estufa a 5% de CO, (VWR S/P by Sheldon MFG, INC)
a 37°C nos tempos de incubagdo de 2, 6 e 18 horas. Apos os tempos de incubagdo descritos, as
células foram centrifugadas a 1780 x g e os sedimentos (compostos por células) tiveram sua

viabilidade avaliada por coloracdo com 7rypan Blue 0,2% quando se tratava de fagocitos e
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Janus Green B vital dye para viabilidade de Pb. Os sedimentos foram semeados em placas
para contagem de UFC e também armazenados para determinacdo da concentracdo de

proteinas totais.

3.8 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
METABOLICA DOS FAGOCITOS USANDO O METODO DO ACIDO
BICINCONINICO

O método do Acido Bicinconinico (BCA) (Sigma) permite a detecg¢io colorimétrica e
a quantificagdo de proteinas. Este método combina a redugdo de Cu*" a Cu" por proteinas em
meio alcalino (reagdao do biureto) com a detec¢dao colorimétrica, muito sensivel e seletiva, do
jon Cu" usando um reagente contendo 4cido bicinconinico (SMITH et al., 1985). Os ensaios
foram realizados em triplicata ¢ a leitura das densidades Opticas foram medidas em leitor de
ELISA (Anthos Zenyth 200rt) em comprimento de onda de 560 nm. Os resultados foram
expressos em pg de proteina/mL, comparando-se a densidade Otica com uma curva padrao
contendo concentracdes conhecidas de proteina sérica bovina (BSA).

A curva de calibracao foi feita com uma solu¢do de BSA a 10pug/mL em 6 pontos de
concentragao proteica diferentes, sendo estes 10; 5; 2,5; 1,25; 0,67 e 0,33ug /mL.

Para o calculo da concentragdo proteica total de cada amostra, pipetou-se nos pogos
50uL da amostra previamente rompida por ultrassom (Ultra Cleaner 1600 A) e 200uL do
BCA. Todas as amostras foram pipetadas em triplicata e os resultados correspondem as
médias dos valores obtidos subtraidos do branco, que neste ensaio foi o RPMI, meio no qual

as células foram mantidas.

3.9 QUANTIFICACAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO PELO METODO DE
QUIMILUMINESCENCIA

Os neutréfilos possuem atividade microbicida contra microrganismos catalase
positiva e, esta atividade depende de intermediarios reativos de oxigénio (IRO), tais como

anion superoxido (O,.), peroxido de hidrogénio (H,0;) e oxigénio (O,), liberados a partir da
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ativacao da enzima NADPH oxidase e, esta reacdo ¢ conhecida como metabolismo oxidativo
de neutréfilo, que depende do uso de O, (ARDATI et al., 1997). A reducao parcial de O, de
ERO que sdo espécies quimicas presentes nas membranas bioldgicas das células eucariontes
gera IRO, portanto, o metabolismo oxidativo ou burst oxidativo ¢ caracterizado pelo aumento
no consumo de O, com consequente reducdo parcial a O,.. A enzima NADPH ¢ doadoar

especifico de elétrons para o oxigénio, conforme demonstrado na reagdo abaixo:

NADPH + 20, ----> NADP+ +H+ +205°

O anion superdxido, por agir como um oxidante, ¢ reduzido para H,O,, (CONDINO-
NETO e al, 1996) um composto extremamente toxico para os microrganismos (SCHIFF;
HARVILLE, 1996).

A atividade do metabolismo oxidativo dos fagdcitos pode ser avaliada por diversos
métodos bioquimicos e citoquimicos. A quantificagdo de ERO usando substrato Luminol foi
determinada a partir de ensaios de quimiluminescéncia (QL), que visa a quantificacdo da
produgdo de ERO pelos PMN. Essa captagao do ERO ocorre pela determinacdo da emissao de
luz integrada por segundos (BABIOR, 1984).

No ensaio de QL, as células foram ajustadas para a concentragdo de 1x10° PMN/mL.
O luminol foi utilizado como substrato neste ensaio. Foram pipetados em uma cubeta 135 ul
da suspensdo de PMN e 30 pL de luminol e, em seguida, adicionado 135 pL da suspensdo de
RPMI. A leitura foi realizada em luminometro (Promega-Glomax 20/20 Luminometer) e a
intensidade de QL foi medida durante 30 minutos. Controles positivos e negativos foram
utilizados para avaliar a ativagdo dos PMN. Foi utilizado como controle positivo o forbol
miristato acetado (PMA) (EMMENDORFFER et al., 1994) e como controle negativo o
difeniliodonio (DPI) (BABIOR, 1984).

3.10 QUANTIFICACAO DE DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Seguem as informagdes relacionadas a quantificacdo de unidades formadoras de
colonias (UFC).
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3.10.1 Preparacio de meios de cultura

Foram preparados meios de cultura em placas de Petri médias para quantificacdo das
UFC. O meio de cultura empregado para este procedimento foi BHI (Brain Heart Infusion —
marca Kasvi) enriquecido com 1% de glicose, 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 30 % de
fator de crescimento (FC) produzido pelo proprio fungo, pos ja foi demonstrado que a adigao
de FC no meio de cultura aumenta a eficiéncia do crescimento do fungo (CASTANEDA et al,
1988; SINGER-VERMES et al,1992; KURITA et al, 1992).

Durante a execucao deste trabalho criamos um método eficiente de producao de FC.
Esse método consistiu na semeadura de Pbl8 em meio Fava Netto (FN) semi-s6lido em
Erlemeyer e, apos 4 dias de crescimento em estufa a 35° C (considerada otima para o
crescimento do fungo na fase leveduriforme), caldos de FN foram adicionados aos frascos por
cima da colonia em crescimento (cerca de 35 mL). Os Erlenmeyer na qual os Pb estavam
crescendo foram colocados em incubadora shaker (Marconi MA- 420) a 35° C com uma
frequéncia de 115 rpm. Apds uma semana no shaker, o caldo, j4 com um aspecto mais turvo,
foi filtrado em membrana de micropore 0,45mm, obtendo-se desta forma o fator de

crescimento.

3.10.2 Semeadura de Pb em placas de Petri por espalhamento e contagem de UFC

Os sedimentos obtidos, conforme descrito anteriormente foram semeados nas placas
em aliquotas de 0,ImL e espalhados com o auxilio da alga de Drigalski estéril. Esse
experimento foi realizado em triplicata. O crescimento das colonias foi observado por um
periodo de 15 dias e a contagem foi realizada diariamente utilizando um marcador pincel para
destacar as colonias que haviam crescido. Previamente foram feitas analises da concentragao
ideal de células de Pb18 que deveriam ser semeadas para que fossem quantificadas pelo
método de UFC, bem como a placa que apresentou maior eficiéncia para o seu crescimento.
Foi definido que o meio de cultura mais eficiente para o crecimento do Pb ¢ o 4gar BHI
(Kasvi) suplementado com 1% de glicose, 30% de FC de 10% de SFB, que passou entdo a ser

empregado nas andlises referentes ao potencial fungicida de neutrofilos (dados nao
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apresentados no trabalho, mas que foi realizado em conjunto com a discente Ana Carolina

Silvério Cerqueira Mendes).

3.11 INFECCAO INTRAPERITONEAL DOS CAMUNDONGOS SWISS COM PB18
PARA ANALISE DA SUSCEPTIBILIDADE VERSUS RESISTENCIA

Animais com a idade de 6 semanas e peso de 25g foram divididos em grupos de 10
animais, e infectados intraperitonealmente com Pb 18 na concentracdo de 5x10° células/mL
viaveis, quantificadas em hemocitdmetro. Os animais infectados foram mantidos no Biotério
do Departamento de Ciéncias Biomédicas e monitorados semanalmente para observar o

comportamento destes frente a infeccao com o fungo virulento.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do numero total de PMN, cinética da viabilidade celular, produ¢do de
proteinas, quantificagdo de espécies reativas de oxigénio e capacidade fungicida foram
expressos como meédia e desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando
andlise multivariada de Kruskal-Wallis, seguida pelo pds-teste de Tukey através do programa
GraphPad Prism® considerando 5% de significancia (p<0,05). Os gréficos apresentados

também foram feitos pelo mesmo software.
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4 RESULTADOS

Abaixo sdo apresentados em forma de texto e ilustrativos os resultados obtidos no

trabalho.

4.1 PADRONIZACAO DA BOLSA DE AR SUBCUTANEA

No método de obtengcdo de PMN pela formagao de bolsa de ar subcutanea proposto
por Meloni-Bruneri et al., (1996), os autores coletaram os PMNs apo6s 24 horas e 15 dias de
infeccdo. Porém, seguindo este parametro, observamos que apds 24 horas ndo havia muitos
PMN e ao esperarmos 15 dias para colhermos essas células, as bolsas ja estavam rompidas.
Portanto, padronizamos o tempo de infeccdo e observamos o rompimento das bolsas, pois
para colher um numero satisfatério de PMN, as bolsas de ar ndo poderiam estar rompidas,
pois as células se perderiam através do extravasamento de todo o exsudado da bolsa.

A padronizagao do tempo de maturag@o das bolsas foi realizada em triplicata através
de trés experimentos diferentes. A tabela 2 apresenta a média dos resultados obtidos nesta

padronizagao:

Tabela 2: Tempo de maturagdo das bolsas de ar subcutdneas apds inocula¢do de Pb18.

Tempo/dias Numero de animais Quantidade de bolsas % de bolsas
rompidas rompidas
10 dias 30 0 0
12 dias 30 8 26,67
15 dias 30 17 56,67

Fonte: Do autor.

No nosso modelo, os PMN foram colhidos com 10 dias apos a infec¢do e ndo 15
dias, conforme proposto por Meloni-Bruneri et al.(1996), devido ao rompimento das bolsas
neste intervalo de tempo.

As figuras 2 e 3 demonstram a integridade da bolsa no décimo dia de inoculacio e a

figura 4 demonstra a bolsa rompida apds o décimo dia de inoculagao.



Figura 02-Visualizacdo da bolsa de ar subcutanea, regido latero-lateral dorsal do camundongo Swiss, no décimo
primeiro dia de infecgdo com Pb18.
Fonte: Do autor.

Figura 03-Visualizacdo da bolsa de ar subcutanea na regido dorsal do camundongo Swiss, no décimo primeiro
dia de infec¢do com Pb18.
Fonte: Do autor.
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Figura 04- Visualizagdo da bolsa de ar subcutanea rompida apds décimo primeiro dia de infecgdo com Pb18.
Fonte: O autor.

4.2 VISUALIZACAO DA BOLSA DE AR SUBCUTANEA OBTIDA APOS INFECCAO
COM PB18, INOCULACAO COM ZYMOSAN OU SALINA

Na bolsa de ar subcutanea foi inoculada a cepa virulenta Pbl8 ou a levedura
Zymosan. Apos esse procedimento foram observadas as caracteristicas da bolsa subcutanea
diariamente, at¢ o décimo primeiro dia de maturagdo, conforme resultado anteriormente
apresentado. Os PMN utilizados neste trabalho sdo provenientes das bolsas subcutaneas
obtidas através de infeccdo com Pb18 ou inoculagdo com Zymosan. Nao foram detectados
PMN nos animais inoculados com salina a 0,9%, independente se esses fossem irradiados ou
nao.

As figuras 5 e 6 apresentam a caracteristica externa da bolsa formada a partir da
infeccdo com Pbl8 ou inoculagdo com Zymosan, respectivamente. A figura 7 apresenta o

aspecto interno de uma bolsa de ar subcutdnea de camundongo inoculado com salina a 0,9%.



Figura 05- Visualizagdo do aspecto externo de uma bolsa de ar subcutdnea de camundongo Swiss no décimo dia
de infec¢do com Pb18.
Fonte: Do autor.

Figura 06- Visualizag¢@o do aspecto externo de uma bolsa de ar subcutianea de camundongo Swiss no décimo
dia de infec¢do com Zymosan.
Fonte: Do autor.
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Figura 07- Visualizag@o do aspecto interno de uma bolsa de ar subcutdnea de camundongo Swiss sacrificado
apos 10 dias de inoculag@o com salina.
Fonte: Do autor.

Conforme apresentado nas figuras 5 e 6, a inoculagdo tanto com Pb 18 ou com
Zymosan ndo alteraram o aspecto da bolsa de ar apos 10 dias de maturagdo. O mesmo nao foi
observado na inoculagdo com salina, pois ndo houve processo inflamatério local (figura 7). A
formagao de bolsas a partir do inoculo (Pb ou Zymosan) foram formadas no mesmo instante e
o tempo ideal para a coleta de PMN ficou padronizado no décimo primeiro dia apoés a

inoculagao, tanto para Pb, como para Zymosan, conforme ilustrado pelas figuras 5 e 6.

4.3 ESTABELECIMENTO DO MODELO PARA APLICACAO DA LASER-TERAPIA DE
BAIXA POTENCIA

Nos experimentos foi avaliada a influéncia da LLLT sobre a viabilidade celular,
numero total de PMN, producdo de ERO e atividade fungicida in vivo pela quantificagdo das
UFC dos PMN obtidos de camundongos infectados com Pb18 ou inoculados com Zymosan,
comparando-os com o grupo controle.

Conforme descrito no item 3.6 em materiais e métodos, os camundongos foram

irradiados em ambas as patas traseiras, em duas porgdes: regido superior e inferior. A
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frequéncia da radiagdo proposta por Meneguzzo et al, (2013) foi adaptada para 35,5 J/cm3
em um moédulo de frequéncia continua com comprimento de onda equivalente a 780 nm, com
poténcia de 50 mW por 30 segundos, mantendo os padrdes do processo terapéutico utilizando
a LLLT que como comprovado, ¢ capaz de estimular as células imunoldgicas
(BENSADOUN et al.; 1999).

Ao irradiar a medula 6ssea, local pelo qual as células imunologicas sdo formadas, o
processo de formagdo e amadurecimento dos PMNs nestes oOrgdos seria estimulado
potencialmente pela irradiagao.

A figura 8 apresenta a posi¢do pela qual o camundongo ¢ irradiado e o aparelho

utilizado neste procedimento.

Figura 08- Aparelho de Irradiagdo. Marca Twim flex e camundongo irradiado na regido superior da pata traseira
direita.
Fonte: Do autor.

Ap6s a aplicagdo da LLLT nos animais em dias alternados, conforme demonstrado na
tabela 1, foi observado que as bolsas mantiveram-se integras, sem sinal de rompimento pela
auséncia de extravasamento do exsudado inflamatério gerado a partir da infeccdo com Pb18

ou Zymosan.
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4.4 VISUALIZACAO MACROSCOPICA DO ASPECTO INTERNO DA BOLSA DE AR
SUBCUTANEA OBTIDA APOS INFECCAO COM Pb18 OU INOCULACAO COM
ZYMOSAN

As figuras 9 e 10 ilustram o aspecto interno da bolsa de ar subcutanea apos10 dias de
infeccdo com Pbl8 ou inoculagdo com Zymosan em camundongos de ambos os grupos:
irradiados ou ndo irradiados. Na comparacdo entre as figuras 9A e 9B, nota-se que na figura
9A ocorreu uma diminui¢do no aspecto da bolsa subcutanea quando os camundongos foram
infectados com Pb18 e irradiados com LLLT. A figura 10A apresenta um aspecto maior da

bolsa de ar subcutanea de animais inoculados com Zymosan e irradiados, em comparagio

com a figura 10B em que os animais nao foram irradiados.

Figura 9A- Aspecto da bolsa de ar subcutanea de camundongo Swiss sacrificado ap6s 10 dias de infec¢do com
Pb18. O animal foi irradiado.
Fonte: Do autor.



58

Figura 9B- Aspecto da bolsa de ar subcutanea de camundongo Swiss sacrificado apo6s 10 dias de infeccdo com
Pb18. O animal néo foi irradiado.
Fonte: Do autor.

Figura 10A- Aspecto de bolsa ar subcutidnea de camundongo Swiss sacrificado apds 10 dias de inoculagéo com
Zymosan. O animal foi irradiado.
Fonte: Do autor.



59

Figura 10B- Aspecto da bolsa de ar subcutdnea de camundongo Swiss sacrificado apds 10 dias de inoculagdo
com Zymosan. O animal ndo foi irradiado.
Fonte: Do autor.

4.5 NUMERO TOTAL DE PMN OBTIDOS DA BOLSA DE AR SUBCUTANEA

A figura 11 apresenta o numero total de PMN quantificados através de
hemocitometro. Os PMN foram obtidos dos camundongos irradiados e ndo irradiados,
infectados com Pb18 ou inoculados com Zymosan.

O numero de PMN contidos na bolsa de todos os grupos experimentais confirma o
aspecto da bolsa visualizado, uma vez que o nimero de PMN obtidos de animais irradiados
infectados com Pbl8 ¢ menor do que PMN obtidos de animais ndo irradiados também
infectados com Pb 18. O numero de PMN obtidos de animais inoculados com Zymosan pode
ser observado de maneira diferente em relagdo aos PMN obtidos de animais infectados com
Pb18 irradiados: nimero total de PMN maior em animais irradiados em relagdo aos animais
ndo irradiados (figuras 10A e 10B), mostrando um efeito contrario da LLLT em animais com
in6culos diferentes: uma cepa virulenta de Pb e uma particula ndo virulenta, mas ambas

capazes de atrair PMN para o local da lesdo. Ja nos animais inoculados com salina, ndo houve
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atracdo dos PMN para local da bolsa de ar subcutanea, tanto em animais irradiados como nos

animais ndo irradiados.
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Figura 11- Numero absoluto de PMN obtidos de camundongos infectados com Pb18 irradiados (I Pb18) ou
ndo irradiados (NI Pb18) ou inoculados com Zymosan irradiados (I Zy) ou ndo irradiados (NI Zy)
pelo método de bolsa de ar subcutanea. A barra indica os grupos analisados ¢ comparados ¢ os (*)
denotam valores estatisticamente significativos, p<0,05.

Fonte: Do autor.

4.6 CINETICA DA VIABILIDADE DOS PMN ISOLADOS DE BOLSA DE AR
SUBCUTANEA APOS DIFERENTES TEMPOS DE INCUBACAO EM CULTURA

A viabilidade dos PMN provenientes da infec¢do com Pb18 ou da inoculacdo com
Zymosan foi quantificada pelo método de exclusdo de corante com 7Trypan blue nos tempos

de incubacdo de 2, 6 e 18 horas.

4.6.1 Cinética da viabilidade dos PMN isolados de bolsa subcutinea obtida apds infec¢io

com Pb18 nos diferentes tempos de incubacio.

A figura 12 apresenta a cinética da viabilidade dos PMN obtidos apos infec¢do com
Pbl8 nos diferentes tempos de incubacao. Os numeros de células vidveis de PMN se

mantiveram acima de 70% e ndo se alteraram nos diferentes tempos de crescimento.
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Figura 12- Cinética da viabilidade dos PMN isolados obtidos ap6s infec¢ao com Pb18 pelo método de bolsa
de ar subcutanea de camundongos Swiss irradiados (I Pb18) ou ndo irradiados (NI Pb18), nos
tempos de incubag@o em cultura de 2, 6 e 18 horas.

Fonte: Do autor.

4.6.2 Cinética da viabilidade dos PMN isolados de bolsa subcutinea obtida apos

inoculacdo com Zymosan nos diferentes tempos de incubacio.

Quanto a cinética da viabilidade de PMN coletados de animais inoculados com

Zymosan, ndo houve altera¢dao, conforme demonstrado na figura 13.
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Figura 13- Cinética da viabilidade dos PMN isolados obtidos apds inoculagdo com Zymosan pelo método de
bolsa de ar subcutanea de camundongos Swiss irradiados (I Zy) ou ndo irradiados (NI Zy), nos
tempos de incubag@o em cultura de 2, 6 e 18 horas.

Fonte: Do autor.

4.7 AVALIACAO DA CINETICA DA PRODUCAO DE PROTEINAS TOTAIS POR PMN
ISOLADOS DE BOLSA DE AR SUBCUTANEA

A producdo de proteinas por PMN obtidos apds infecgdo com Pb18 ou inoculagdo

com Zymosan foram quantificadas nos tempos de 2, 6 e 18 horas.

4.7.1 Avaliacao da cinética da produciao de proteinas por PMN isolados obtidos apos

infeccdo com Pb18

Na dosagem de proteinas foi utilizado o mesmo nimero de células e, em todas as
amostras, obtivemos cerca de 80 a 90% de neutréfilos invidveis apds o procedimento de

ruptura da membana celular em ultrassom.
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Na figura 14 pode-se observar uma maior producdo de proteinas no tempo de
incubagdo de 2 horas, com queda nos tempos de 6 e 18 horas, havendo uma diferenca
significativa entre o tempo de 2 e 18 horas para PMN obtidos de animais irradiados (p<0,05).
Por sua vez, os PMN dos animais ndo irradiados apresentaram um aumento na producgdo de
proteinas totais com 18h de incubacao.

Na dosagem de duas horas para ambos os grupos de PMN (animais irradiados ou nao
irradiados) quando comparados, houve uma diferenga estatistica demonstrando uma maior
producdo de proteinas por PMN de animais irradiados. No tempo de incubacdo de 18 horas,
os PMN de animais ndo irradiados apresentaram maior producdo de proteinas totais
significativamente maior do que de PMN colhidos de animais irradiados, e isso se deve ao
fato do PMN de camundongos irradiados chegarem mais ativos ao local de inoculagdo,

perdendo gradativamente essse estado de ativacdao celular, diminuindo a produgdo de

proteinas.
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Figura 14- Cinética da producao de proteinas por PMN isolados nos tempos de incubagao de 2, 6 e 18 horas.Os
PMN foram obtidos de camundongos Swiss infectados com Pb18 pelo método de bolsa de ar
subcutanea, Legenda: camundongos irradiados(I) ou ndo irradiados (NI). A barra indica os grupos
analisados e comparados e os (*) denotam valores estatisticamente significativos, p<0,05.

Fonte: Do autor.
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4.7.2 Avaliacio da cinética da producio de proteinas por PMN isolados obtidos apods

inocula¢ido com Zymosan

Na figura 15, a produgdo de proteinas pelos PMN colhidos de animais irradiados
apresentaram-se maior no tempo de incubag¢do de 2 ¢ 6 horas. Nos ensaios de cinética da
producao de proteinas por PMN obtidos apds inoculagao com Zymosan foi possivel observar
que os PMN provenientes dos animais irradiados possuem uma maior produgdo de proteinas
em comparagcdo com PMN provenientes do grupo controle em todos tempos de incubacgio,
havendo uma diferenca estatistica nos tempos de 2 e 6 horas entre os grupos, com quedra nos

tempos seguintes.
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Figura 15- Cinética da produg¢ao de proteinas por PMN isolados nos tempos de incubagao de 2, 6 ¢ 18 horas. Os
PMN foram obtidos de camundongos Swiss inoculados com Zymosan pelo método de bolsa de ar
subcutanea.

Legenda: camundongos irradiados (I Zy) ou ndo irradiados (NI Zy). (*) denotam valores
estatisticamente significativos, p<0,05.
Fonte: Do autor.

4.8 QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS DO OXIGENIO EMITIDOS POR PMN
OBTIDOS APOS INFECCAO COM PB18 OU INOCULACAO COM ZYMOSAN
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Para os experimentos de quantificagdo de metabolitos do oxigénio foi utilizada a
metodologia de tranformacao do luminol em lucigenina na presenca de ERO. Em todos os
experimentos foram feitas leituras de um controle positivo, PMA e um controle negativo,
DPI.

Foram quantificadas a producdo de ERO tanto de PMN provenientes de
camundongos irradiados ou nao irradiados, recém isolados da bolsa de ar subcutanea
infectados com Pbl8 ou inoculados com Zymosan, conforme mostrado na figura 16. Nos
resultados, obervou-se uma maior producdo de ERO pelos PMN obtidos de camundongos
irradiados, em comparagdo com o grupo de animais ndo irradiados (p<0,05), sugerindo que a

LLLT possui a capacidade de estimular células imunologicas.
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Figura 16- Quantificacdo dos metabolitos do oxigénio Grupos: PMN obtidos apos infeccdo com Pbl8 pelo
método de bolsa de ar subcutaneo, irradiaos (I Pb18) ou ndo irradiados irradiagdo (NI Pb18) ou
PMN obtidos apods inoculagdo com Zymosan de camundongos irradiados (I Zy) e mantidos sem
irradi¢do (NI Zy). A barra indica os grupos analisados e comparados e os (*) denotam valores
estatisticamente significativos, p<0,05.

Fonte: Do autor.
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4.9 CAPACIDADE FUNGICIDA DE PMN OBTIDOS APOS INFECCAO COM PB18

Para os experimentos de quantificacdo de unidade formadoras de colonias (UFC), os
PMN obtidos da coleta foram colocados em placa de cultura com meio RPMI incubados por 2
horas em estufa da 37°C com 5% de CO,. Apds esse periodo, os PMN foram cultivados em
em placas contendo o meio de cultura BHI, conforme descrito em materiais ¢ métodos (item
3.10.2, pagina 48) para contagem das coldnias crescidas por um periodo de 15 dias.

A figura 17 mostra o nimero de coldnias de Pb quantificadas apds 7 e 12 dias de
crescimento em placa com resultados significativos quando os grupos d animais irradiados e
ndo irradiados foram comparados, com valor para p<0,05. Os fungos quantificados nas placas
de cultivo sdo provenientes da bolsa de ar subcutdneo de camundongos infectados com Pb18.
Portanto, os PMN isolados obtidos da coleta entraram em contato com o Pb18 apenas no

processo de infec¢do dos camundongos.
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Figura 17-Capacidade fungicida de PMN obtidos apos infec¢do com Pbl8 pelo método de bolsa de ar
subcubcutaneo, em ambos os grupos: PMN obtidos de camundongos Swiss irradiados (I Pb18) ou
grupo controle (NI Pb18) por um périodo de 7 e 12 dias de contagem em placa. A barra indica os
grupos analisados e comparados e os (*) denotam valores estatisticamente significativos, p<0,05.

Fonte: Do autor.
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As figuras 18 e 19 apresentam as placas contendo as colonias de Pb18 quantificadas
ap6s semeadura do exsudato colhido da bolsa de ar subcutanea de animais irradiados e nao
irradiados, respectivamente.

O numero de UFC de Pbl8 ¢ menor no grupo dos animais ndo irradiados, o que

demostra que a LLLT torna os PMN mais eficientes na eliminacdo do Pb18.

Figura 18- Placa de petri contendo meio BHI uplemetado com colonias de Pb18 provenientes do exsudato da
bolsa de ar subcutanea de animais irradiados, por um periodo de 7 dias em crescimento.
Fonte: Do autor.
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Figura 19- Placa de petri contendo meio BHI suplementado com coldnias de Pb18 provenientes do exsudato
da bolsa de ar subcutanea de animais ndo irradiados, por um periodo de 12 dias em crescimento.
Fonte: Do autor.

4.10 SOBREVIDA DOS CAMUNDONGOS SWISS INFECTADOS COM PB18

Com a finalidade de observar o comportamento dos camundongos Swiss quanto a
susceptibilidade e resisténcia ao Pb18, foram infectados intraperitonealmente trés grupos de
camundongos fémeas com o isolado virulento Pb18. Os experimentos foram realizados em
triplicata e os resultados expressam a média e desvio padrao.

A tabela 3 mostra que os camundongos sobreviveram com uma média de tempo de
sobrevida superior aos animais suseptiveis a infeccdo com Pb18, mesmo a cepa estando muito
virulenta.

As figuras 20 e 21 mostram um camundongo sobrevivente a este tempo de infeccao

com Pb18&.
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Tabela 3: Sobrevida dos camundongos fémeas Swiss infectados com Pb18 via intraperitoneal.

Numero de Meédia e desvio padrao do Tempo de Camundongos
camundongos infectados  tempo de sobrevida (dias) infeccdo (dias) sobreviventes
10 278+28,2 292 7
20 167 40 178 18
20 224+ 82 269 13

Fonte: Do autor.

Figura 20-Visualizacdo externa da regido lateral-esquerdo de uma lesdo epitelial em camundongos Swiss
infectados intraperitonealmente com Pb18. Presenca de papulas eritematosas e queda de pélos.
Fonte: Do autor.
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Figura 21- Visualizagdo externa da regido lateral-direito de uma lesdo epitelial em camundongos Swiss
infectados intraperitonealmente com Pb18, com queda de pélos.
Fonte: Do autor.
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5 DISCUSSAO

Este capitulo apresenta a discussao sobre os resultados obtidos neste trabalho.

5.1 PADRONIZACAO DA BOLSA DE AR SUBCUTANEA

Neste trabalho realizamos a repadronizagao da tecnica de obten¢dao de PMN pela
técnica de bolsa de ar subcutanea. A partir da padronizagdo do tempo de infec¢dao e maturagao
da bolsa de ar subcutanea, conseguimos estabelecer um modelo que mantivesse a integridade
das mesmas, sem extravassar o conteudo celular e prejudicar a colheta dos PMN, além de
obter uma amostra praticamente pura de PMN, comprovado pela coloragdo diferencial com
corante Giemsa. Portanto, os PMN passaram a ser colhidos com 10 dias ap6s a infec¢do e ndo
15 dias conforme proposto por Meloni-Bruneri et al., (1996), pois quando as bolsas de ar
foram mantidas por 15 dias de infeccdo, observamos um extravasamento de exsudado do
interior da bolsa, inviabilizando a coleta de PMN. Podemos atribuir este fato a variacdo da
viruléncia do isolado Pb18 empregado neste processo de inoculacdo, devido aos repiques e
manutengdo da amostra fungica que se mantiveram virulenta, comprovada pela visualizacao
das figuras 20 e 21. Mesmo que esta representacao seja por via intraperitoneal, o mesmo
isolado de Pbl8 foi empregado para realizagio do método de inoculagdo de bolsa de ar

subcutaneo.

5.2 MODELO DA LLLT

A laser-terapia de baixa poténcia exerce efeitos moduladores sobre os PMN, pois,
conforme descrito por Tadakuma (1993), a LLLT pode ter um papel importante na terapia
imunobiolégica pela capacidade de ativar e aumentar a reacdo normal dos componentes do
sistema imune, o que pode ser comprovado pelos dados obtidos neste trabalho.

O estabelecimento do modelo a ser aplicado a laser terapia de baixa poténcia, de

acordo com a frequéncia de irradiacdo que utilizamos, mostrou-ser bastante eficaz, a partir
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dos resultados que obtivemos da viabilidade celular, conforme demonstrado nas figuras 12 e
13, pois a viabilidade de PMN obtidos de camundongos irradiados, independente da infecc¢ao
com Pb18 ou inoculagdo com Zymosan nao foi alterada, mantendo-se constante nos diferentes
tempos de incubagdo da célula em cultura (2, 6 e 18 horas). Portanto, o laser ndo alterou a
viabilidade das células, o que confirma a sua capacidade de causar efeitos estimulantes em
células imunolégicas (BENSADOUN et al., 1999) sem afetar diretamente a agdo dos PMN
recrutados para o local da lesao.

Outro aspecto importante do estabelecimento deste modelo ¢ o local em que o
tratamento de LLLT foi aplicado: nas duas patas traseiras dos camundongos, local onde se
localiza a medula Ossea, tecido responsavel pela geragdo e maturagdo dos neutréfilos (MARY,
1985). Portanto, no modelo empregado no presente trabalho, a LLLT nao atinge o Pb ou
Zymosan que sao inoculados no dorso dos camundongos, longe da medula 6ssea. Assim, o Pb
ndo ¢ atingido pela radiagdo que poderia eventualmente afeta-lo.

Nosso objetivo para ativar o PMN para que esta célula desempenhe melhor seu papel
contra a infec¢ao causada pelo Pb permitiu estabelecer um novo método nunca realizado antes
com esta finalidade: LLLT aplicada na medula 6ssea presente nos fémures dos camundongos,
local onde ocorre formagdo e maturagdo dos PMN. Esta técnica deve ser completamente
segura, ja que ndo ha contra-indicacdes conhecidas, além de ser rdpida e facil de executar. A
LLLT ¢ uma radiagdo ndo ionizante e ndo-térmico que ¢ conhecida por melhorar a
regenera¢do do tecido (SPERANDIO et al., 2014; RODRIGUES ET al, 2013), ativando varias
vias de sinalizagdo relacionadas com proliferacdo celular, reparo e regeneracao do tecido
(AVCletal., 2013; GUPTA et al., 2013).

Os PMN utilizados neste trabalho sdo provenientes das bolsas subcutaneas obtidos
através de infeccdo com Pb18 ou inoculagdo com Zymosan, pois ndo foram detectados por
este método PMN no local da inoculagdo com salina a 0,9% (figura 7). Tanto a infec¢do
subcutanea com Pb e a inoculacdo com Zymosan foi marcada pela resposta dos neutréfilos
(DOHERTY et al., 1985).

Apesar do numero total de PMN quantificados na bolsa de ar dos camundongos
irradiados serem menor em animais infectados com PblS8, estas células encontram-se
metabolicamente mais ativas. Estes dados indicam que os PMN chegam mais ativos ao local
da infeccdo quando os camundongos foram irradiados. A irradiagdo a laser, quando
empregada em comprimentos de ondas visiveis e infravermelhos, é caracterizada como nao
ionizante, o que a torna incapaz de causar danos ao DNA celular (LILJENDAHL et al., 2012)

0 que comprova que, apesar de ser em menor quantidade (figura 11), os PMN chegaram ao
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local mais ativos. Estudos demostram que a LLLT possui a capaciadade de interagir com as
células, induzindo repostas que podem ser moduladas pelo comprimento de onda, poténcia e
paramétros da irradiagdo (ALMEIDA-LOPES et al., 2001), bem como do tecido que foi
irradiado (FRIGO et al., 2009), uma que vez que estudos in vitro e in vivo tém demonstrado
que o tratamento com /laser altera positivamente o local irradiado, acelerando reagdes
bioquimicas, ativagdo fibroblastica, sintese de coldgeno além de aumentar a atividade
fagocitaria de leucocitos (COUTINHO et al 2007; OLIVEIRA et al., 2008).

Os neutréfilos sdo atraidos para o local da inoculagio com Pb através do
reconhecimento de moléculas de superficie do fungo (gp43) pelos TLRs e CLR presentes na
membrana dos PMN (McINTURFF et al., 2005), além de serem atraidos pela presenca do
proprio Pb, que estimula liberagao de fatores quimiotatico atraindo os PMN para o local da
lesao (CALICH; VAZ; BURGER, 1985), podendo também ser ativados pelo reconhecimento
de fragmentos de proteinas da via alternativa do sistema complemento. A partir desse
reconhecimento do fungo, os PMN produzem proteinas pro-inflamatorias via molécula
adaptadora MyD88 que atrai mais células para o local da lesdo (BONFIN et al., 2009).

Por sua vez, o reconhecimento do Zymosan se da através de proteinas
biologicamente ativas presentes na sua constitui¢do, principalmente pB-glucana, que ¢
reconhecida pelos receptores de dectin-1 e CR3 presente na membrana dos PMN (BATTLE et
al., 1999; Brown; Gordon, 2003) e apds seu reconhecimento ocorre muitas respostas
inflamatorias, tais como a produgdo de ERO e citocinas que sdo envolvido na fagocitose de
microrganismos por neutréfilos e macrofagos (VETVICKA, 2014). A inflamagdo que ocorre
na auséncia de microrganismos ¢ denominada inflamagao estéril, e possui como caracteristica
um acentuado recrutamento de neutréfilos (CHEN et al.; 2011). Tanto Pb como Zymosan sio
capazes de modificar a resposta imunoldgica no processo de inoculacdo, influenciando
diretamente na resposta desempenhada pelos PMN, que, além de produzir substincias
derivadas do oxigénio, os PMN produzem também, in vivo, grande quantidades de
leucotrienos e prostaglandinas, desencadeando edema e processo inflamatério local (ACORCI
et al., 2009), principalmente quando estas cé¢lulas sao estimuladas com INF-y, TNF-a, GM-
CSF e IL-15 (TAVIN et al., 2008). Os PMN de pacientes infectados com Pb (RESTREPO;
VELEZ, 1975) desempenham um papel importante na resposta imunoldgica, por contribuirem
com a protecdo do hospedeiro contra infeccdo causada por fungos, especialmente nas fases
iniciais da PCM (ACORCI-VALERIO et al., 2010). Além disso, defeitos na ativacio de PMN

também se correlacionam com a auséncia da atividade fungicida destas cé€lulas, uma vez que
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para uma erradicar o Pb, ¢ necessario ativagao das células Th1, com consequente produgdo de
IFN-y e a ativagao de células fagociticas.

Durante a maturacdo dos neutrofilos na medula ossea, ocorre a sintese de diversas
proteinas e muitas destas sdo armazenadas em diferentes granulos, tais como granulos
azurofilos ou primadrios, secundarios ou especificos e tercidrios. Os granulos azurdfilos
conttm uma enzima importante para o metabolismo oxidativo, a MPO (FAURSCHOU;
BORREGAAD, 2003). Os granulos especificos contém lactoferrinas e sao formados apds a
geracdo dos granulos azurdfilos e os granulos de gelatinase contém poucos agentes
antimicrobianos. Esses granulos sdo indispensaveis para as atividades dos PMN durante a
inflamacdo (BORREGAARD et al, 2007).

As figuras 14 e 15 mostram a cinética da producdo de proteinas totais por PMN.
Apesar do numero total de PMN ser menor em animais irradiados, observa-se que estas
células produziram maiores quantidades de proteinas em comparacdo com PMN obtidos de
animais inoculados com Zymosan ou infectados com Pb18 ndo irradiados. Na figura 14, nota-
se que nos tempos de 2 horas ocorreu uma producdo de proteinas totais em grande escala,
permanecendo constante no tempo de 6 horas, mas diminuindo significativamente a producao
no tempo de 18h. Efeito contrario ¢ observado em PMN obtidos de animais ndo irradiados,
onde a produgdo passou a aumentar no tempo de incubacdo de 6h. O aumento da producdo de
proteinas totais sugere aumento da atividade dos PMN, o que pode significar apoptose destas
células durante a infec¢do, porém nossos dados de viabilidade celular durante os diferentes
tempos de incubacdo mostraram que independente do estimulo para obtengdo, os PMN
mantiveram sua viabilidade alta, mostrando dessa forma que a producdo de proteinas
relaciona-se com atividade metabolica frente ao Pb18 e pelo Zymosan. Ha relatos que a
radiagdo infravermelha promove apoptose celular (SILVA, 2009), o que sugere que a LLLT
com infravermelho estimula ainda mais a producdo de proteinas pelos PMN, apesar de nao
causar danos ao DNA destas células pela baixa poténcia utilizada no experimento.

Meloni-Bruneri et al., (1996) apresentou que a estimulacdo in vitro de neutrdfilos de
camundongos resistentes com Pb resulta na producdo de maiores quantidades de ERO do que
em camundongos susceptiveis, indicando que durante a infec¢do, os camundongos
susceptiveis perdem sua habilidade de produzir oxigénio. Apesar do tempo de maturagdo das
bolsas serem de 10 dias a partir da inoculagdo, os PMN produziram grandes quantidades de
ERO, mantendo o mesmo padrao de produ¢do quando comparados com linhagens resistentes
de camundongos frente a infec¢do com Pb, como os camundongos A/J (utilizados no

desenvolvimento do trabalho de Meloni-Bruneri et al, 1996). Além da produgdo de grandes
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quantidades de ERO, no percurso da infeccdo causada por Pb, os PMN também produzem
numerosas citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (MANTOVANI et al., 2011), que
direcionam a resposta imune adaptativa por comunicar-se com varios tipos celulares,
incluindo linfocitos B (PUGA et al., 2012), células dendriticas (BENNOUNA; DENKERS,
2005) e células T (BEAUVILLAIN, 2007) auxiliando na erradicagdo do fungo.

Estudos ja mostraram que os PMN, quando em contato com agentes infecciosos,
iniciam o processo de fagocitose, evento este que promove intensa atividade metabdlica e
grande consumo de oxigénio, conhecido como busrt respiratorio (HENDERSON;
CHAPPELL, 1996). Durante esse processo ocorre a ativagao do complexo enzimatico Nox2,
que culmina na formacao de diferentes espécies reativas de oxigénio, como 0% , H,O, e seus
derivados (BABIOR, 2000), o que torna os PMN capazes de eliminar o Pb, uma vez que a
maior producao de ERO esta relacinado com o mecanismo de atuagdo da LLLT (KARU et al.,
2001; PYATIBRAT; AFANASYEVA, 2004).

Independentemente do modo de obtengdo dos PMN, seja por infec¢do com Pb18 ou
inoculacdo com Zymosan, houve maior producdo de ERO quanto estas células foram obtidas
de camundongos irradiados em comparacdo com o grupo controle, havendo uma diferenca
significativa entre os grupos. O mecanismo de atuacdo da LLLT, em niveis celulares, baseia-
se no aumento do metabolismo oxidativo mitocondrial, devido a excitacdo dos componentes
da cadeia respiratoria (KARU; PYATIBRAT; AFANASYEVA, 2004). Portanto, os PMN de
animais irradiados sdo capazes de produzir maiores quantidades de ERO, importante para a
disseminagdo do fungo.

No estudo de Kurita et al., (2000) foi observado que INF-y, GM-CSF e IL-1f possuem
um importante papel na defesa do hospedeiro nas fases iniciais de infeccdo com Pb,
aumentando sua atividade fungicida e atraindo PMN para o local da infec¢ao que, a partir do
reconhecimento de proteinas antigénicas do Pb, utilizaram mecanismos dependentes de
oxigénio para lisar o fungo, apos o processo de fagocitose rezalizado pelos PMN, que resulta
na producao de muitas ERO, como H,0,, que atua como um fungicida, diretamente toxico
para o Pb (RODRIGUES et al., 2007; TAVIN et al., 2008), o que resulta na diminui¢dao das
coldnias quantificadas no meio de cultura.

Essa capacidade dos PMN provenientes de animais irradiados eliminarem melhor o Pb
foi comprovado pela quantificagdo das UFC em 7 e 12 dias de contagem em placa,
respectivamente. Os fungos provenientes da bolsa de ar subcutanea de animais ndo irradiados

cresceram de maneira exacerbada, impedindo a contagem das colonias em dias posteriores, 0
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que indica que a LLLT aumentou a capacidade dos PMN serem mais eficientes na eliminagao
do Pb18, pois foi observado um menor crescimento de colonias fungicas nestas placas.

Calich et al., (1985) correlacionou o patrimonio genético de diversas linhagens de
camundongos com a infeccdo pelo fungo estabelecendo o perfil de susceptibilidade e
resisténcia. Dentre os resultados apresentados pelos autores, nota-se que a linhagem de
camundongos Swiss assemelham-se, de acordo com o tempo médio de sobrevida de linhagens
murinas isogénicas resistentes ao fungo, uma fez que camundongos da linhagem A/J,
apresentaram um tempo médio de sobrevida de 377, sendo considerada uma linhagem
resistente, diferente da linhagem susceptivel, que apresentaram um tempo médio de sobrevida
de 132 dias, que s@o os camundongos B10.A.

Ao analisarmos os resultados que obtivemos no trabalho, nota-se que o tempo médio
de sobrevida dos camundongos da linhagem Swiss assemelham-se ao da linhagem resistente
ao Pb, camundongos A/J. Porém, o perfil de sobrevida dos animais A/J ¢ B10.A foram
tracados ap6s a morte total de ambas as linhagens infectadas, diferente de nosso resultado,
uma que vez que, conforme demonstrado na tabela 3, ainda existam animais sobreviventes.
Observando a tabela 3, a primeira infec¢do estd ocorrendo a 292 dias, e ainda existem sete
camundongos Swiss sobreviventes, o que confirma a tendéncia do camundongo ser resistente
4 infeccdo causada por Pb.

No presente estudo, a LLLT pareceu ser uma abordagem (terapéutica) viavel, uma vez
que levou ao aumento da capacidade de fungicida de PMN, além de ndo induzir resisténcia
devido a sua aplicacdo e ndo levar a efeitos adversos no organismo. O efeito do LLLT
permitiu recrutar PMN mais ativos, capazes de combater a cepa altamente virulenta Pb18
(SINGER-VERMES et al., 1989) in vivo. Novos estudos ainda sdo necessarios para melhor

caracterizagao deste modelo.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, conseguimos estabelecer e padronizar um modelo ideal para
estudar a influéncia da LLLT em camundongos infectados com Pb pelo método de bolsa de ar
subcutaneo e tragar o perfil dos camundongos Swiss quanto a susceptibilidade ou resisténcia a
infeccdo por Pb, na qual estes mostraram um perfil de resisténcia ao fungo.

Os PMN de animais irradiados, apesar do menor numero absoluto total em
comparagdo com PMN coletados de camundongos ndo irradiados, sdo mais ativos, uma vez
que a laser-terapia de baixa poténcia inserido nas patas traseiras dos camundongos, foi capaz
de influenciar positivamente no efeito modulador da fase de formagdo e maturagao dos
neutrofilos, pois independente do estimulo para a sua obtencdo (Pb18 ou Zymosan), esse
tratamento rendeu aos neutrdfilos maior atividade metabdlica pela quantificacdo de produgao
de proteinas totais e pelo amento na producdo de ERO, bem como maior capacidade fungicida
frente a cepa virulenta de P. brasiliensis.

Para os camundongos irradiados inoculados com Zymosan, o numero absoluto total
de PMN ¢ maior que o nimero de PMN obtidos de camundongos ndo irradiados, porém, os
PMNs obidos de animais que sofreram irradiagdo mantiveram-se mais ativos pelos mesmos
parametros anteriormente citados.

Portanto, independentemente da natureza do estimulo para atrair PMNs, a LLLT
estimula o metabolismo do PMN, tornando estas células mais competentes na sua atividade
fungicida, o que confirma a capacidade desta irradiagdo atrair para o local de infecgdo, células

imunologicamente mais ativas.
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ABSTRACT

Introduction: Paracoccidioidomycosis (PCM), caused by the fungus Paracoccidioides brasiliensis (Pb) 1s the most prevalent systemic mycosis in Brazil; it is known that neutrophils (PMNs) play a central role in the protective immune response to
this fungus even in advanced stages of the disease. In addition, PMNs from resistant mice to PCM are more efficient at lysing Pb than PMNs from susceptible mice.

Objectives: So, the aim of this work was to develop a novel way to activate PMN by increasing their fungicidal efficiency against Pb; we inoculated viable virulent Pb or Zymozan (Z) in air pouches of mice, a procedure that yields a highly pure
population of PMNs, and then we submitted the animals to irradiation as two points in each hind paw with infrared laser on alternate days.

Material and Methods: The number and viability (Trypan blue exclusion) of the PMNs that migrate to the inoculation site were assessed, as well as their ability to synthesize proteins (BCA) and their fungicidal activity (CFU).

Results and Conclus aser radiation increased the influx of PMN in Z-stimulated mice but decreased the influx of PMNs in Pb-stimulated mice, although the cell viability was not affected. Inoculation of Pb also attracted higher numbers
of PMNs than Z inoculation in both irradiated and control groups, which was expected since live Pb constitute a constant stimulus. Moreover, PMNs of irradiated mice produced higher levels of total protein and were more fungicidal than non-
irradiated controls, although control or irradiated PMNs were unable to fully eliminate all Pb. In that way, laser radiation incites PMNs metabolism and fungicidal capacity.

[ INTRODUCTION ] [ RESULTS ]

[ Absolute number and cell viable ]

- The disease affects
mainly adult men Laser radiation increased the influx of PMNs in Z-stimulated mice but decreased the influx of
- associated to PMNs in Pb-stimulated mice, although the cell viability was not affected.
- "o agricultural activity. o o

b . Pb . z

Paracoccidioidomycosis is a systemic disease caused by the fugus
Paracoccidioides brasiliensis (Pb). In Brazil, this is on of mycoses the most
important for a country that has more endemic areas for this disease

number of PMN x 10%mL

number of PMN x 10%/mL

worldwide. Absolute number of total PMN (white bars) and viable PMN (black bars). Irradiated Swiss mice (hatched bars) or non-irradiated
(solid bars)
o ! [ Production of proteins (BCA) ]
In paracoccidioidomycosis (PCM), the spread can occur throughout the

body of the host, compromising various organs such as the liver, lymph

nodes, lungs, bone marrow and even the skin and buccal region Laser radiation increased the production of proteins for PMN in Pb-stimulated mice and in Z-

stimulated mice, which increases metabolic activity of these cells, different of harvested PMN of
non-irradiated mice.

Pb “ 2
H 7
2 gz
ge0 ge.
Lungs: initial manifestation Skin Lymph nodes =0 >

Production of protein for PMN. Irradiated Swiss mice (hatched bars) or non-irradiated (solid bars).

[ CBJECTIVES ] = — —

Regarding the kinetics of protein production by
PMN isolates obtained from irradiated mice, we
note that production is higher in the incubation
time of 2 hours, decreasing to the other long time.
As for the PMN isolated from non-irradiated mice,
we observed that the production time is shorter
than 2 hours of incubation, increasing with time.

The aim of this work was to develop a novel way to activate PMNs, "
increasing their fungicidal efficiency against Pb, by applying low power
laser radiation on the mice Swiss infected with Pb.

[ MATERIAL AND METHODS ]

Kinetics of protein production by PMN isolated Pb- stimulated at
different incubation times, 2, 6 and 18 hours. Irradiated Swiss mice
2h 6h 18h 2h  6h 18h (hatched bars) or non-irradiated (solid bars).

50x10° yeast [ Fungicidal activity (CFU) ]
cells (Pb18) or

Although the absolute number of cells from
irradiated mice are smaller than the absolute
number of PMN obtained from non- irradiated
mice are lower, it can be seen that there are a
large number of fungi present in the sample of
non-irradiated mice, which suggests the
possibility of irradiation become more active :
PMN, which leaves them with a greater capacity s
fungicide "in vivo". N

‘CFU of Pb18100uL.

On alternate days, were
irradiated two points of]|
the hind paw of mice
and on 1oth day of
infection, the PMN
were collected —

CFU of Pbi8 counted after 12 days of growth on agar plates. Irradiated
Swiss mice (hatched bar) or non-irradiated (black bar with white balls) The culture medium : Fava Netto plus 10% Fetal Bvine
Serum and 30% Growth Factor.

AR

CONCLUSIONS ]
Infrared laser

- It can be concluded that, independently from the nature of the stimulus for attracting PMNs,
Analysis of cell number and infrared laser radiation stimulates their metabolism, rendering them more competent
viability, protein, colony fungicidal cells.

forming units and cell
metabolism (BCA ) and

fungicidal activity (CFU). Supported by Grants CNPq 486135/2012-8 and 304827/2012-6




93

Poster I1 — Low-power laser treatment of neutrophil results in preserved enhances of

their fungicidal activity

K LOW-POWER LASER TREATMENT OF NEUTROPHIL RESULTS
Unifalg IN PRESERVED ENHANCEMENT OF THEIR FUNGICIDAL
ACTIVITY

SPERANDIO, F.F.; BRIGAGAO, M.R,P.L.; BANI, G.M.C.; MENDES, A.C.S.C.; REZENDE, D.B.; MALAQUIAS, L.C.C;

CHAVASCO, J.K,, VERINAUD, LM.C.; BURGER, E.
Biomedical Science Institute , Federal University of Alfenas, UNIFAL-MG, Alfenas, Brazil

In para is (PCM), (PMNSs) of resistant mice seem more activated and fungicidal than those of susceptible mice. In that way, we studied the effect of in vivo low-level laser radiation upon neutrophils activation; by so an
either virulent isolate of Paracoccidioides brasiliensis (Pb) or Zymozan (Z) was inoculated in air pouches of mice obtaining, 10 days later, a very pure population of PMNs. The hind paws of the mice were irradiated with low-level infrared laser and the
total and viable number of newly harvested PMNs and PMNs co-cultivated in vitro with Pb were assessed, as well as PMNs metabolic rate (BCA and MTT assays) and PMNs fungicidal capacity (CFU assays). In the Z-treated group, low-power laser
activated recently collected PMNs, which remained activated after 2 hours (hs) of co-cultivation with Pb. Also, in Pb-stimulated mice the PMNs of the irradiated group, that were more fungicidal on arrival at the lesion site, remained so after 2 hours of
co-cultivation. The metabolism of PMNs from irradiated mice, either primarily isolated or co-cultivated was higher at 2 hs and decreased gradually at 6 and 18 hs of i i ively, the ism of PMNs from non-irradiated controls
isolated or co-cultivated was low at 2 hours and increased throughout the incubation. Our results suggest a different kinetic behavior of PMNs when light irradiated, ing a relatively | i of PMNs fungicidal ability by light,
independently of an early in vivo exposure to the fungus (Pb group), or not (Z group)

$3% V227522083 FRAERIT AN TS

g e -
PARACOCCIDIOIDOMICOSE Ca/%¢4 ‘§ Suspensin of Pbi8
Prevalence in the world and affected individuals or Zymosan

de Atfenas

The aim this work was -
establish the effect of in vivo E )

A laser ) raz?iation on Groups: B /// |- T ~
neutro[?hlls in culture, to ' 1- Pb18 irradiated ‘ /// i - )
det'err-nlne- if 'the laser - Pbi8 non-irradiated L~ Groups_ 1 am_i 3 suffered low-power laser in
rﬂdﬂt‘?“ increasing or not 3- Z irradiated two points hind paws, on alternate days.
theAactlvatlon of nEth.l'(?p.hllS e 4 Z non-irradiated . —
against Paracoccidioides Swiss Analysis of cellular activity for:

1 | brasiliensis 18 - Production of proteins by BCA

Fungicidal ability for CFU assays
- Mithocondrial activity by MTT
Production of ROS by Luminol

After 10 days
of infecion-
Collection

PMN in culture with Pbi8 for 2, 6
and 18 h mainteined in CO2
incubator and temperature of 37°C

Lungs Skin Oral Mucosa
Images courtesy of Jodo Adolfo Costa Hanemann

VIABILITY PRODUCTION OF ROS

Pbis- treatment

25PMN:IPbI
The PMNs of the irradiated
group produced more ROS than
the non-irradiated group.

During different times of culture,
cells from both irradiated group
or non-irradiated group to
remain high viability.

PRODUCTION OF PROTEINS FUNGICIDAL ABILITY

Pb18- treatment

Z-treatment

Colonies containg after 7 days

25PMN:1Pb18
Pb18- treatment - 2 treatment
= 25PMN:IPb1E 25PMN:1Pb18

B iradiated PN

= onrradiated PNS

Pb18 CFU/1004L
g
Pb18 CFU/1004L
H

In both groups, Z-treated group and Pb-stimulated group, the laser irradiation active ” ’__' - ’_"'

PMNss after 2 hours of co-cultivation with Pb

Colonies containg after 12 days

Kinetics
B Biradited Pits B Pb1s- treatment N 2 treatment
“ " orimdsted N The metabolism of PMNs from :: 25PMN:IPb18 . 2PMNAPE1S
irradiated mice decreased - .
gradually at 6 and 18 hours of L om L™
incubation and non-irradiated § s g m
mice increase throughout the 2 = g =
incubation. il -
MITHOCONDRIAL ACTIVITY -
oI5 treatment 7 treatment In both groups, Z-treated group and Pb-stimulated group, the laser irradiation (hatched
bars), the PMNs of the irradiated group were more fungicidal.
25PMN:1PD18 . 25PMN:1Pb18

¢ IGONELGSIONS

Our results suggest that low-power laser treatment can render neutrophils more
activated, independently of having been exposed earlier, in vivo, to the fungus (Pb
: group), or not (Z group), resulting in:

| - Bigger production of proteins

- Increasing mithocondrial activity

- Elevation of ROS production

- Enhancement of their fungicidal ability

0.0.a 580 nm

D.0.2 540 nm

In both groups, Z-treated group and Pb-stimulated group, the laser irradiation increasing
mithocondrial activity of PMNs after 6 hours of co-cultivation with Pb.

Supported by Grants CNPq 486135/2012-8 and 304827/2012-6



94

I- Congresso Internacional - PCM 2014

Poster I: “IN VIVO” ACTIVATION OF NEUTROPHILS AGAINST Paracoccidioides
brasiliensis BY LASER THERAPY IN AN EXPERIMENTAL MODEL

W+ | 4N VIVO” ACTIVATION OF NEUTROPHILS AGAINST Paracoccidioid
Unifal3 brasiliensis BY LASER THERAPY IN AN EXPERIMENTAL MODEL

2VERINAUD, L.M.; 'BURGER, E.

'Biomedical Science Institute, Federal University of Alfenas, UNIFAL-MG, Brazil.
?Biology Institute, State University of Campinas -UNICAMP -SP, Brazil.

1BANI, G.M. A. C.;"MENDES, A.C.S.C.; 'SPERANDIO, E.F.; 'BRIGAGAO, M.R.P.L.; SANTOS, G.B.; 'MALAQUIAS, L#f.; ‘C%fSCOJ

ABSTRACT

In the innate immuni idi is (PCM), ils (PMN) ive in the fungal lesion and are restricted to the site of injury caused by Paracoccidioides brasiliensis (Pb).

Objectives: So, the aim of this study was to drvelopantx(mem capable of stimulating PMIN. Low-level Iaser therapy (LLLT) was shown to b ' f ilsto thesite of injury.

Material and Methods: 5o mW of power and % of 780 nm applied “in vivo” at two points in each hind paw of mice on alternate days, in mice either infected with the highly virulent Pb isolate or inoculated with Zymosan in the subcutaneous air pouch. Four experimental groups were formed for the

experiments: 1- irradiated animals infected with Pb; 2- non-irradiated animals infected with Pb; 3- irradiated animals inoculated with Zymosan and 4- non-irradiated animals inoculated with Zymocan Newly isolated PMN from the air pouch were analyzed after 10 days of infection or inoculation and
I

the effects of LLLT on the absolute number of PMN cells, cell viability, protein production (by method BCA), ability to produce reactive oxygen species (ROS) and fungicidal capacity g units (CFU)
Results and Conclusion: LLLT increased the production of ROS and total proteins in both groups of irradiated PMN regardless of the stimulus for inflammation as well as the fungicidal with the diated group. LLLT however, decreased the total number of PMN in animals
infected with P, but not in animals inoculated with Zymosan; and in both groups PMN remained highly viable. These results show that LLLT irradiation activates PMN and increases the ﬁmglcxdal e e e ey
treatment of PCM.
PMN absolute number
10:
INTRODUCTION T
Low power laser irradiation 2 Laser radiation increased the influx of PMNs in Z-
z" stimulated mice but decreased the influx of PMNs in
The principle of LLLT therapy is the use of infrared rays with a low potency to act as an 2 Pb-stimulated mice.
adjuvant in the treatment of chemotherapy side effects, or to repair damaged tissues, ;
as well as a modul. of immune resp in infl 'y processes. M
a
Role of PMN in paracoccidioidomycosis §
= *p <005 1Pbi - NI Pbu * p <0,05:1 Zy - NI Z; # p <005 1 P -1 2y5¢ p <005 :NI P - NI 2y
PMNs play an important role in host defense against Pb once these cells are found in IPb18 NIPIE lzy  NiZy
large numbers in the lesion caused by Pb. PMN are the first cells at onset of infection, PMN vi

along with other cells such as macrophages and also execute an important role in

The viability of PMN in the irradiated and non-irradiated groups was not affected different times of incubation.
linking innate and acquired immunity .

10
! 5| Pb1E 9 Bl
OBJECTIVES - ——NPplE B ——NZy

K

The aim of this work was to establish the effect of “in vivo” low-power laser on £ H 6
neutrophils isolated, to determine if this treatment activates PMNs as assayed by 2 2
various parameters and increases the fungicidal efficiency of these cells neutrophils 3 2

aganst Pb. B ® ;’

MATERIAL AND METHODS * !

zh [:Y 180 2h &h 18h
Sc Air Productiow of proteins (BCA)

50x10° yeast cells (Pb18 virulent)
or Zymosan (Zy)

Production of proteins by PMN isolated from non-irradiated mice, was lower at 2 hours of incubation, increasing with
time. So, laser radiation increased the production of protein by PMN in Pb-stimulated mice and in Zy- stimulated
mice.

pouch

SWISS mice
5000
500 = Pb18 ey
o4 ~@- NI Pb18 2 oo —— NI Zy
E 400 =
Groups: E g 3000
1- Pb18 + irradiation £ 300 £ e
2-Pb18 B 200 5
3-Zy + irradiation / : E 2 000 —
42y Groups 1 and 3 received low-power laser 3 100
treatment in two points of hind paws, on zh 6h 18h
alternate days. 2h

18h
* p<0.05- 1 Pbi8 2h -NI Pbi8 2h; ** p <0.05 - I Pbi8 18h - NI Pbi8 18h; # p <0,05 IPbi8
2h - IPb18 18h; ## p <0.05 - IPb18 6h - IPB 18 18h; ¢ p <0.05 - NI Pbi8 2h - NI Pba8 6h. 'P<0,05-1Zy2h - NI Zy 2h and #p<0,05 - 1 Zy 6h - NI Zy 6h.

At 10 days after infection, PMN were
collected and immediately analysed for

the following parameters: 40<108 # Production of Reactive oxyger species
-Number of PMNs;

-Viability of PMNs; 3.0%10°%; ) ) ‘

-Cell  metabolism by  protein - LLLT mcr‘ease@ the production of ROS in both
production (BCA); 2.0%10°- groups of irradiated PMN regardless of the stimulus

for inflammation (Pb or Zy) as compared with the
non-irradiated groups.

-Production  of ROS (luminol),
fungicidal activity (CFU)

1.0%10°%

Light emission per second

RESULTS
air pouch 10 days after infection with Pb 18

1Pb18  NIPb18 12y NI Zy

ic aspect of a

“pe005 - IPbis - NI P ##p<oios-1 2 -NI 2
Fungicidal activity

The absolute number of PMN from irradiated mice was lower
than that of PMN obtained from non-irradiated mice. A large
number of fungi were present in the sample of non-irradiated
animals, which suggests that irradiation renders PMN more
active, with a higher fungicidal capacity in vivo. However, in
both groups live Pb were still found.

CFU of Pb18 per 100ul

CONCLUSIONS

IPb18  NIPb18  IPb18  NIPb18
7 days 12 days

It can be concluded that, independently from the nature of the
stimulus for attracting PMNs, infrared laser radiation stimulates the
metabolism of this cell population, rendering them more competent —*p<o.05-1Pbis -1 Pbis 7and 12 days: #p<0.05- NI Pbis - NI Pbis, 7.and 12 days: cp<0.05

_ fungicidal cells, although unable to totally eliminating all Pb. NI

Irradiated mice Non-irradiated mice

by Grants CNPq 8and and FAPEMIG PPM-oo119-14. Ms Bani, G. M. A. C.; was a recipient of grant from CAPES 1280379.
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Imtroduesion: Paracocidiidomycost (PCM) i  fungal infetion caused by Paracocidioies braenss (P, POM igers 3 typicsl

acquired p this

reaction

addition to the prolong
Simalading PMN in POV

“The aim of this study

Methods and Results: We evaluated the effects of LLLT (3= 780 nm e 50 mW) applied “in vivo" at alternate days at two points of hind paws of Swiss mice inoculated in the subcutaneous air pouch with the virulent P brasiliensis Pbi8 isolate or
were sed as controls,Nevly olaed PMN from th i pouch orco-cultured with P wereanayzed after 1o days of inoculation and the efectsof LLLTon e abolute umber of PMN cel, el viabilsy protin product

quantification of colony forming units were assessed. LLLT decreased the total number i with Pb, by

by neutrophils (PMNs) that are crucial in the inital stages of PCM, participating in the innate immunity and directing the
e needed, have many sde eflcs; so research for more eMicient drags o adjuvant treatrents is neded. Low level laser therapy (LLLT) was shown

ith Zymosan, with the aim of reach the bone marrow. Unirradiated animals
£

activity, producti ROS) and fungicidal capacity by

while

d in both groups PMN remained highly viable. The production of ROS and total protei h groups of irradiated newly isolated PMN as well as

ted
the fungicidal acivity was higher as tomparcd with the control roup. PMNs co-cultured with Poss, egardies if they were being exposed t0 PbiB forthe e o oo e s hoed Higher actvity in the parameters mentioned, and slao higher mitoct i activity. Regarding protein production, PMN from

invivo LLLT PMN

Feiting i higher fongi ity Pbis, probably
rnapy i PN

d ROS, i thep y

used as an adjuvant

PCM is a systemic disease caused by the fungus Pb. In Brazil, this is one of the

most important mycosis, as this country has the highest number of endemic areas
for this disease worldwide. The disease affects mainly adult men associated to
agricultural activity.

Role of PMN in PCM
Contact of Pb with host tissue initially triggers a congestive-exudative
inflammatory reaction with a predominant afflux of neutrophils, that has
protective character against the spread of the fungus. Neutrophils also coordi

The aim of this work was to
establish the effect of “in vivo”
low-power laser on neutrophils
isolated and in culture, to
determine if low-power laser

treatment increases or not the 'g
activation  of  neutrophils
against Pb.

the first responses of other cell types including monocytes, macrophages,
dendritic cells and lymphocytes, performing an important link between innate
and acquired immunity.

Low power laser irradiation

->Employed to treat collateral effects of chemotherapy and radiation and tissue
repair.

- Acts modulating immune responses and inflammatory processes.
- Acts on intracellular processes, increasing the production of ROS and
activation of the mitochondrial respiratory chain.

PMN absoluate number

7

number of PMM x 10%/mL.

od

IPE18 MIFbIE 12y NIZy
*p<0,05IPb18 - NI Pb18; ** p <0,0512y - NI Zy;
#p<0,051 P18 -12y; ¢ p<0.05 NI Pb18 - NI Zy.

PMNy

8| Folg
—NIPUI3

238EEREIEES

% viable PMN
% viable PMN

1 2 & 18h

Laser radiation increased the influx of PMNs
in Z-stimulated mice but decreased the
influx of PMNs in Pb-stimulated mice.

ey
Ny

‘After 10 days of infecion-
Collection of cells

Two plates:

1. PMN in culture ;

2. 2. PMN in culture with Pbi8.

Both plates cultured for 2, 6 and 18h maintained in
5%CO2 at 37°C

Swiss.

~

Pbig isolate) or Zymosan

Subcutancous air pouch

Groups: Groups 1and 3 received low-power laser
1-Pb18 + irradiation| ! ! -
treatment in two points of hind paws, on
2-Pb18
N alternate days
3-Zy+
4-Zy — | Analysis of cellular activity for:
- Number of PMNs;
- Viability of PMNs;
- Production of proteins by PMNs by BCA
method;

- Fungicidal ability by CFU counts;

- Mithocondrial activity by MTT method
(1PMN:5Pb18) only PMN cultivated with
Pbi8.

- Production of ROS by Luminol method.

EhPb18

1PbiB  NIPD1A
** p<0,005 | Pb18 - NI Pb
&&& p<0,001 NI Zy - NI Pb:

2y
#p<0,001 12y -

Viability of PMNs

W 2y
NIZy;
@p<0,005 1 Pb18 - 12y

In both, Z-treated and Pb-stimulated groups, low-
power laser treatment increased mithocondrial activity
of PMNs after 6 hours in culture with Pb.

PMNs i culture with P18

% of viable cells
BEEREIBEE

zh h 160

k]
e NZy

]
a NPBIE

% of viable ells

PMN from both irradiated and on-irradiated groups keep high viability, independently was isolated or exposed for the first (Zy group) or second (Pb group) time the fungus.
Production of proteing by PMN

P8
& N PD1E

1y of protein/mL
119 of proteinimL

a1z
o2y -2y

——hiZy

@@p<0,01N12y 18h- NiZy 2h; **p<0,01-12y 2h-NiZy 2h

PMN v culture withvPb18

- Puin

180

@p<0,05 NI Pb18 6h - NI Pb18 2h; @@p<0,01 NI Pb18 18h- NI Pb18 6h -
NIPb18 2h; **p<0,01 NI Pb18 18h I Pb18 18h

Metabolism of PMN from irradiated mice decreased gradually during the incubation, on the other hand, metabolism of non-irradiated mice increased throughout the incubation, independently was isolated or exposed for the

first (Zy treatment) or second (Pb treatment) time the fungus.

Production of Reactive oxygew species
PMNy PMN i cultire with P18 PMNy

Tz aoe0n il -

g g

£ semton § 5

2 . H £

5 z2om10n H 3

3 = s

E 1om0n s g

S 2 BB NP1 iR MIFoTt
= \Pl1s WIPb1e 1% WDy IPb1E NIPL1E  1Zy  NWIZy 7 days g

*p<0,05 IPb18 - NI Pb18; #1p<0,05 12y - NIZy.

*p<0,05 1 Pb18 - NI Pb18; #p<0,05 1 2y - NI Zy; &<0,05 NI Pb18 - NI Zy.

**p<0,051Pb18 -1 Pb18 7and 12 days;
#p<0,05 NI Pb18 - NI Pb18, 7 and 12 days;
¢p<0,05 1 Pb18 - NI Pb18 12 days

Fungicidal ability

PMN v culbwre with Pb18

Low-power laser treatment
rendered the PMNs more
fungicidal,  independently
was exposed for the first (Zy
treatment) or second (Pb
treatment) time the fungus.

IPbiE WIPBIE  1Zy  MIZy

*p<0,05 IPb18 — NI Pb18; #p<0,05 I Zy — NI Zy

PMN isolated or PMN cultivated with Pb18 treated with LLLT produced more ROS than PMN of the non-irradiated
group, independently was exposed for the first (Zy treatment) or second (Pb treatment) time the fungus.

Our results suggest that low-power laser treatment can activate neutrophils, independently
of having been exposed earlier, in vivo, to the fungus (Pb group), or not (Zy group).
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