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RESUMO 

 

A imunidade inata mostra-se importante na defesa do hospedeiro contra a infecção por 

fungos, e dentro desse contexto macrófagos e neutrófilos (PMN) desempenham papel central 

na paracoccidioidomicose. O tratamento desta doença inclui o uso de antifúngicos que, além 

do prolongado tempo de administração, podem ter diversos efeitos colaterais. A laserterapia 

de baixa potência (LLLT- low level laser therapy) vem sendo utlizada como tratamento 

adjuvante para muitas enfermidades, e já foi demonstrado seu efeito ativador em neutrófilos, 

se fazendo necessário compreender melhor os mecanismos imunológicos envolvidos nesse 

processo. Neste trabalho avaliamos os efeitos da LLLT aplicada in vivo nas patas traseiras de 

camundongos, infectados pela via ―air pouch‖ subcutânea com a cepa virulenta do P. 

brasiliensis Pb18 ou a cepa de baixa virulência Pb265, visando atingir células em formação na 

medula. Grupos de animais não irradiados foram utilizados como controle. Após 8 dias de 

infecção as células da ―air pouch‖ foram coletadas e analisadas quanto ao número, 

concentração proteica, liberação de espécies reativas de oxigênio (ERO), atividade 

mitocondrial de PMN e perfil de migração e secreção das citocinas (GM-CSF, IFN- γ, IL-12, 

IL-4, IL-10 e IL-17) pelo exsudato celular. O tratamento de animais com LLLT aumentou a 

atividade mitocondrial, o conteúdo de proteínas e a liberação de ERO por parte dos PMN e 

diminuiu a secreção da IL-10 pelas células do exsudato na infecção com a cepa virulenta 

Pb18. Por sua vez, a infecção com a cepa de baixa virulência Pb265 também levou a um 

aumento na atividade mitocondrial, mas houve diminuição no conteúdo de proteínas e a 

liberação de ERO foi semelhante ao controle não irradiado. Não foi observada diferença na 

secreção das citocinas GM-CSF, IFN-γ, IL-12, IL-4 e IL-17 pelas células do exsudato 

estimuladas por ambas às cepas. Quanto à migração celular, os PMN constituem o principal 

tipo celular encontrado no local do inóculo, seguido pelos linfócitos e monócitos. O número 

de PMN foi diminuído no tratamento com LLLT quando o estímulo foi o Pb18 e aumentado 

quando foi o Pb265. Para os linfócitos ocorreu o inverso, no grupo estimulado com Pb18 o 

laser atuou aumentando esse tipo celular, e diminuindo quando o estímulo foi o Pb265. Já 

para os monócitos não houve alteração quando o estimulo foi o Pb18 e houve uma diminuição 

quando o estímulo foi o Pb265 no grupo tratado com LLLT. Os resultados sugerem que o 

tratamento com LLLT confere um potencial fungicida aos neutrófilos e uma maior resolução 

da infecção causada pela cepa virulenta Pb18. 

 

Palavras chave: Neutrófilos. Laserterapia de baixa potência. P. brasiliensis 



ABSTRACT 

 

Innate immunity is an important component of host defense against fungi, and in this context 

machophages and neutrophils (PMN) play a central role in paracoccidioidomycosis. The 

treatment of this disease includes the use of antifungals, which in addition to the prolonged 

administration time needed may cause many side effects. Low level laser therapy (LLLT) has 

been used as an adjuvant treatment for many ailments and its modulating effect on neutrophils 

has already been demonstrated; however it is necessary to better understand the mechanisms 

involved in this process. In this work, we evaluated the effects of LLLT applied ―in vivo‖ at 

the hind paws in mice, aiming the bone marrow. These mice were infected in the 

subcutaneous air pouch with Pb18 or Pb265 P. brasiliensis isolates. Unirradiated animals 

were used as controls. After 8 days of infection the cells of air pouch were collected and 

analyzed for the number, protein concentration and release of ROS, mitochondrial activity of 

PMN and migration profile and secretion of cytokines (GM-CSF, IFN-γ, IL-12, IL- 4, IL-10 

and IL-17) by the cells present in the exudate. LLLT-treated animals showed increased 

mitochondrial activity, protein content and release of ROS by PMN and in the number of cells 

and decreased the secretion of IL-10 exudate cells obtained after inoculation with the virulent 

strain Pb18. In turn, the infection with the low virulence strain Pb265 also led to an increase 

in mitochondrial activity, but there was a decrease in protein concentration and the release of 

ROS was similar to that of the unirradiated controls.. No differences were observed in the 

secretion of the GM-CSF, IFN-γ, IL-12, IL-4 and IL-17 cytokines by exudate cells stimulated 

by any of the strains. Regarding cell migration, PMN are the main cell type found at the 

inoculum site, followed by lymphocytes and monocytes. The number of PMN was decreased 

in the treatment with LLLT when the stimulus was Pb18 and increased when it was Pb265. 

For the lymphocytes the reverse occurred, in the group stimulated with Pb18 the laser acted 

increasing this cellular type, and decreasing when the stimulus was the Pb265. For 

monocytes, there was no change when the stimulus was Pb18 and there was a decrease when 

the stimulus was Pb265 in the group treated with LLLT. The results suggest that treatment 

with LLLT elicits a fungicidal activity to the PMN and higher resolution of the infection 

caused by the virulent Pb18 strain. 

 

Key words: Neutrophils. Low level laser therapy. P. brasiliensis   
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O trabalho apresentado a seguir tem como tema o estudo da laserterapia de baixa 

potência como forma de ativar neutrófilos, células especialmente importantes durante nas 

fases iniciais de infecções fúngicas. Serão apresentados em forma de texto e figura os itens 

que introduzem este trabalho. 

  

1.1 Paracoccidioides brasiliensis (Pb) E PARACOCCIDIOIDOMICOSE (PCM) 

 

O gênero Paracoccidioides inclui duas espécies de fungos assexuados 

termodimórficos, P. brasiliensis e P. lutzii, que são os agentes etiológicos da PCM. O P. 

brasiliensis (utilizado nesse trabalho) pode ser encontrado nas formas miceliana a 25ºC no 

solo ou leveduriforme a 37ºC no hospedeiro. Vive em solos férteis e úmidos com vegetação 

abundante, saprofitamente. A infecção do indivíduo se dá pela inalação de pequenos conídeos 

que chegam aos alvéolos pulmonares, e ali se transformam na forma leveduriforme parasitária 

(Figura 1). A instalação da doença dependerá do tempo de exposição, da quantidade de 

conídios inalados e das condições imunológicas do indivíduo (WANKE e AIDÉ, 2009; 

(TEIXEIRA et al., 2009).  

 

       

Figura 1- Forma leveduriforme da cepa 18 do Paracoccidioides brasiliensis. 
Fonte: O Autor. 

 

A paracoccidioidomicose foi descrita pela primeira vez por Adolfo Lutz (1908), e 

caracteriza-se por uma infecção que primariamente envolve os pulmões e pode disseminar-se 

para vários órgãos, o que origina lesões secundárias nas mucosas, linfonodos, glândulas 

adrenais e pele (BISSINELLI e FERREIRA, 2002). É a micose sistêmica de maior 

prevalência na América Latina. No Brasil, a maior incidência ocorre nos estados de São 

Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Paraná, Rio Grande do Sul, Goiás e Mato Grosso do Sul 

(BICALHO et al., 2001).         
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 A paracoccidioidomicose doença atinge principalmente trabalhadores rurais adultos, 

do sexo masculino (RAMOS e SARAIVA, 2008). Geralmente indivíduos com esse perfil 

estão inseridos num menor nível socioeconômico, com condições higiênicas precárias e maior 

grau de desnutrição. Além disso, o tabagismo e o consumo de álcool frequentemente estão 

associados aos hábitos de vida dessa população e esses fatores, em conjunto, contribuem para 

a debilitação do sistema imunológico, favorecendo o aparecimento da doença (MARQUES et 

al., 2007). Foi demonstrado que os hormônios femininos, especialmente o estrógeno, inibem a 

transição da fase miceliana para leveduriforme conferindo proteção contra o desenvolvimento 

da doença, o que explica o fato dos homens serem os principais acometidos (RESTREPO et 

al., 1984).  

Os sintomas da doença são variáveis e dependem dos sítios comprometidos. As 

crianças, quando acometidas, quase não apresentam sintomas respiratórios, predominando 

lesões cutâneas, linfonodais nas cadeias cervicais, torácicas e abdominais e alterações 

intestinais. Os adultos, frequentemente, apresentam sintomas gerais como febre, 

emagrecimento, lesões na boca e vias aéreas superiores, dor local, perda de dentes, dor ao 

deglutir e rouquidão. Há também alterações respiratórias como tosse com expectoração de 

muco e dispneia e o envolvimento pulmonar pode ser extensivo (WANKE e AIDÉ, 2009; 

MARTINEZ, 1997). 

O estabelecimento da doença depende de diversos fatores associados ao fungo, como 

sua virulência e composição de antígenos, associados aos fatores ligados ao hospedeiro no 

desenvolvimento de uma resposta imune eficaz. Dentre os fatores do hospedeiro destacam-se 

a susceptibilidade genética e a integridade do sistema imunológico (SHIKANAI-YASUDA et 

al., 2006). O principal componente antigênico do fungo é uma glicoproteína de superfície da 

parede celular denominada gp43, identificada como fração E por Yarzábal et al. (1977) e 

caracterizada por Puccia et al. (1986). Esta fração é associada à virulência do fungo e/ou aos 

mecanismos de escape do sistema imune apresentando efeitos proteolíticos em elastina e 

caseína, característica fundamental para a instalação do fungo nos tecidos (MENDES-

GIANNINI et al., 1990). A virulência do fungo é um evento multifacetado que envolve a 

expressão de múltiplos genes em diferentes estágios de infecção, que culminam na expressão 

de diversas adesinas responsáveis pelo sucesso da colonização do tecido hospedeiro pelo 

fungo (DA SILVA  et al., 2013). 

O tratamento da PCM pode ser feito utilizando-se polienos, como a anfotericina B 

(AmB), derivados sulfamídicos, como sulfadiazina ou derivados azólicos, como cetoconazol, 

fluconazol e itraconazol.  
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As sulfas, apesar de mostrarem-se eficazes no tratamento da PCM e sejam obtidas 

gratuitamente no Sistema Único de Saúde, devem ser administradas várias vezes ao dia, o que 

é uma desvantagem no seu uso. Além disso, possuem efeitos colaterais como reação de 

hipersensibilidade, e a terapia com esses medicamentos é mais longa quando comparada a 

outros fármacos (MARTINEZ, 2004).       

 Os azólicos são a opção terapêutica mais indicada para as formas leves e moderadas da 

doença, porém esses medicamentes não são disponibilizados pelas redes públicas de saúde da 

maioria dos estados brasileiros. A associação de sulfametazol/trimetropim são os 

medicamentos mais utilizados para o tratamento dos pacientes no ambulatório (SHIKANAI-

YASUDA et al., 2006).         

 A anfotericina B é utilizada no tratamento da PCM somente em condições onde 

paciente encontra-se hospitalizado. Esse medicamento pode ser fungistático ou fungicida 

dependendo da concentração obtida nos fluidos corporais e da sensibilidade dos fungos. Essa 

droga age ligando-se aos esteróis da membrana celular fúngica, desfazendo sua integridade e 

provocando extravasamento dos componentes intracelulares, o que resulta na morte do fungo 

(MENDES et al., 1994). Caracteriza-se por ser um antifúngico potente, porém seus efeitos 

colaterais, como febre, calafrios, tremores e especialmente a nefrotoxicidade limitam seu uso 

(VIVIANI et al., 1998). 

 

1.2 PARACOCCIDIOIDOMICOSE EXPERIMENTAL      

             

O modelo experimental da PCM foi estabelecido pelo estudo do comportamento de 

diversas linhagens murinas isogênicas quando estas se relacionavam com o fungo. A 

classificação de linhagens isogênicas de camundongos em sensíveis (B10.A, B10.D2/oSn e 

B10.D2/nSn), em intermediárias (BALB/c, C57B1/10, CBA e C3H/Fe) e em resistentes 

(A/Sn, DBA/2 e C3H/HeJ) permitiu posteriormente o estudo dos mecanismos imunológicos 

envolvidos no controle da infecção (CALICH, et al., 1985).    

 Singer-Vermes et al. (1989) estudaram sete diferentes isolados de Pb: Pb265, 

IVICPb267, Pb192, IVICPb9, PbSN, Pb2052 e Pb18, quanto aos aspectos de patogenicidade 

e imunogenicidade, e verificaram que estes possuíam virulência alta, média e baixa.  O 

isolado Pb265 foi considerado como sendo de baixa virulência, enquanto o Pb18 foi 

considerado de alta virulência quando inoculados em camundongos da linhagem B10A. O 

isolado Pb18 disseminou-se em órgãos como fígado, baço, pulmões, nódulos linfáticos e 

coração, enquanto que o isolado Pb265 atingiu fracamente os nódulos linfáticos. Essa 
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variação na virulência pode auxiliar a explicação quanto à existência de diferentes 

manifestações clínicas da doença (FRANCO et al., 1989).  

 

1.3 RESPOSTE IMUNE CONTRA O Paracoccidioides brasiliensis 

 

A imunidade inata desempenha um papel importante na defesa do hospedeiro contra a 

infecção por fungos, como ativação do sistema complemento e atividade microbicida de 

células Natural Killer (NK) e dos fagócitos. O estudo de Musatti et al. (1976) revelou que o 

grau de comprometimento da resposta imune celular na PCM é agravado com o progresso da 

doença, mostrando que esse padrão de resposta possui um papel protetor contra a 

disseminação do fungo. O Pb instala-se nos tecidos, causando lesão tecidual, com 

consequente afluxo de macrófagos e neutrófilos para aumentar as defesas locais. Se isso não 

for suficiente para conter a multiplicação dos fungos, os macrófagos se organizam em 

granulomas. O estabelecimento da resposta imune celular anti-Pb auxilia a organização e a 

atividade fungicida do granuloma, que contribui para o bloqueio da multiplicação do fungo e 

sua disseminação.  

As células NK, polimorfonucleares neutrófilos (PMN), monócitos e macrófagos 

desempenham um papel central na resposta inata ao Pb (PERACOLI et al., 1995; BONFIM et 

al., 2009; SOARES et al., 2001; MOTA et al., 1985; PAGLIARI et al., 2010). 

 Na infecção por conídios de P. brasiliensis, a reação inflamatória é caracterizada por 

recrutamento abundante de polimorfonucleares e aumento na produção de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IL-6, IL-1β e MIP-2, possuindo um importante papel no início da 

infecção. Tanto em camundongos como em humanos, os PMN estão presentes em grandes 

quantidades nos tecidos parasitados e apresentam um papel importante na atividade fungicida 

contra o Pb através da produção de metabólitos do oxigênio, como o H2O2 e ânion superóxido, 

quando essas células são estimuladas com IFN-γ, TNF-α, GM-CSF e IL-15 (RESTREPO et 

al., 1992; TAVIAN et al., 2008). Os PMN produzem grandes quantidades de prostaglandinas 

E2 e leucotrienos, prolongando o edema e o processo inflamatório, porém minimizando a 

capacidade de dano celular causado pelos monócitos. In vitro, quando co-cultivados com Pb, 

os PMN produzem altos níveis de IL-8, o que desencadeia um processo antiapoptótico dessas 

células, favorecendo a multiplicação e a sobrevivência do fungo no interior da célula 

fagocitária (ACORCI et al., 2009). Neutrófilos de camundongos resistentes à infecção por via 

subcutânea “air pouch” encontram-se ativados e apresentam maior atividade contra o fungo, 

quando comparados com células de animais suscetíveis. Um intenso infiltrado neutrofílico 
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―air pouch‖ esteve associado com resposta de hipersensibilidade tardia em ambas as linhagens 

(MELONI-BRUNERI et al., 1996). Estudos utilizando animais com neutrófilos depletados 

durante as primeiras fases da infecção mostraram que essas células são extremamente 

importantes para os mecanismos de defesa do hospedeiro (KERR et al., 1988). O estudo de 

Pina et al. (2006) revelou que a depleção de neutrófilos diminui o tempo de sobrevivência de 

animais susceptíveis, porém não houve alteração no grupo dos animais resistentes, o que 

demostra que essas células possuem um papel essencial em situação onde há deficiência de 

imunidade mediada por células. A ativação de células Th17 e a inflamação pulmonar na PCM 

estão associadas com um alto de PMN e diminuição da presença de células Treg nas lesões 

(LOURES et al., 2009). O estudo de Puertas-Arias et al. (2016) em camundongos demonstrou 

que a depleção de neutrófilos é associada com significante diminuição no número de 

eosinófilos, células dendríticas, células TCD4 e células Treg, carga fúngica e das citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias IL-17, TNF-alfa e TGF-beta1, promovendo resolução da 

inflamação pulmonar em estágios crônicos. Na fase aguda os PMN são capazes de produzir 

IFN-γ e IL-17, que exercem importantes efeitos na ativação de macrófagos, e a depleção 

dessas células causa subsequente diminuição dos níveis dessas citocinas causando uma 

resposta imune descontrolada caracterizada por aumento da carga fúngica, o que reflete numa 

deficiência para eliminar o fungo. Esses achados fortalecem a hipótese de que o IFN-γ e a IL-

17 produzida pelos PMN, além de outros fatores, fazem um link entre a imunidade inata e a 

adaptativa (PINO-TAMAYO et al., 2016).  

Uma infecção via intraperitoneal de Pb em camundongos foi capaz de se disseminar 

para a medula óssea e causar alteração em animais susceptíveis, com uma maior queda na 

produção e maturação de PMN do que a observada em camundongos resistentes infectados 

pela mesma via (SPERANDIO et. al, 2015).  

Os macrófagos são excelentes células apresentadoras de antígenos, além de 

produzirem e liberarem mediadores inflamatórios quimiotáticos. Dessa forma participam da 

fagocitose de microrganismos, carregando-os até os linfonodos onde as respostas imunes 

específicas são geradas. Podemos considerar que os macrófagos estão envolvidos tanto na 

imunidade inata quanto na adquirida em resposta ao Pb. Estudos em pacientes com PCM 

demonstraram que a resistência ao fungo é dependente das atividades de 

macrófagos/monócitos e das células T helper, mediadas por IFN-γ e TNF-α.
 
O efeito conjunto 

dessas duas citocinas é essencial para a resistência e atividade fungicida do hospedeiro contra 

o Pb (CALVI et al., 2003). Macrófagos alveolares de camundongos resistentes e susceptíveis 

ao Pb foram analisados após infecção pulmonar e observou-se a ausência da produção de 
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H2O2 por partes das células provenientes de animais susceptíveis, enquanto que os de animais 

resistentes produziram altos níveis deste metabólito (CANO et al., 1995).   

 Nas experiências relatadas no trabalho de Gonzales et al. (2000) tornou-se evidente, 

pela primeira vez, que a produção de NO induzido por IFN-γ torna os macrófagos murinos 

capazes de restringir o crescimento intracelular do Pb, indicando que este é um importante 

mecanismo exibido por essas células. A produção de NO pelos macrófagos inibem o processo 

de transformação do conídeo em levedura, exercendo uma importante atividade fungicida 

contra Pb. A interleucina IL-17 induz macrófagos a liberarem IL-1β e TNF-α e 

consequentemente regulam a expressão de moléculas endoteliais de adesão (JOVANOVIC et 

al., 1998). Na PCM experimental murina a expressão de moléculas de adesão celular é 

correlacionada com a intensidade da resposta inflamatória (GONZALES et al., 2005).  

A interação entre moléculas de superfície do parasita e receptores homólogos 

presentes na membrana celular das células fagocíticas, incluindo os neutrófilos, modula a 

fagocitose e a ativação dessas células. Entre esses receptores destacam-se os receptores 

semelhantes à Toll (TLRs, Toll-like receptors) e receptores de lectina tipo C (CLR), que são 

proteínas transmembrânicas que interagem com estruturas moleculares de patógenos, ativando 

as células fagocitárias. Os TLRs são capazes de reconhecer padrões moleculares associadas a 

patógenos (PAMPs) e induzir sinais que resultam na expressão de genes da resposta imune 

inata e produção de citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias que regulam a resposta imune 

adaptativa (McINTURFF; MODLIN; KIM, 2005). Apesar dos TLRs promoverem resposta 

imunológica contra agentes infecciosos, modelos experimentais sugerem que leveduras do 

fungo penetram em macrófagos do hospedeiro através dos receptores TLR2 e TLR4, o que 

desencadeia a produção de citocinas pró-inflamatórias via molécula adaptadora MyD88. A 

interação entre o TLR e o P. brasiliensis é considerada um mecanismo de escape 

desenvolvido pelo fungo para garantir sua sobrevivência dentro das células fagocitárias 

(CALICH et al., 2008). Foi demonstrada a participação de TLR2, TLR4 e dectina-1 no 

reconhecimento e internalização do P. brasiliensis com consequente ativação de neutrófilos 

(BOMFIM et al; 2009). Como já visto, fungos são reconhecidos por dectina-1, o que ocorre 

também com o Zymosan, um polissacarídeo rico em manana amplamente utilizado como um 

ativador celular para inúmeras respostas efetuadas por fagócitos. A expressão da dectina-1 é 

predominante em monócitos, macrófagos, linhagens de neutrófilos e células dendríticas, 

sendo significativamente influenciada por citocinas e produtos microbianos (BROW e 

GORDON, 1998). Embora seja expressa de forma heterogênea nos tecidos, dectina-1 é um 

receptor que tem distribuição consistente com a tarefa de vigilância contra patógenos (REID 
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et al., 2004). Esta glicoproteína celular reconhece Zymosan solúvel e particulado, bem como 

partículas fúngicas intactas e também possui um ligante para células T (ARIIZUMO et al., 

2000). Após seu reconhecimento pelas células inflamatórias, é estimulado a produção de 

citocinas, além de provocar a geração de anafilatoxina C5a, através da ativação da via 

alternativa do sistema complemento, com subsequente acúmulo de neutrófilos e macrófagos, 

bem como a ativação destas células (SZABÓ et al., 1995).      

 O Pb possui em sua parede celular um repertório de carboidratos composto por 

resíduos de manose, candidatos potenciais à ativação da via das lectinas do sistema 

complemento, composto pelas vias clássica, alternativa e das lectinas. Cada uma delas é 

iniciada por ativadores distintos, mas acabam por convergir para um ponto em comum da 

cascata, culminando na formação de um poro proteico lítico para patógenos (TOLEDO et al., 

2010).  

O papel dos anticorpos específicos anti-Pb ocorre da seguinte forma: anticorpos se 

ligam aos fungos, bloqueando dessa forma a difusão antigênica. São encontrados IgG e C3 na 

parede dos fungos presentes nos granulomas desde as fases iniciais da infecção. No trabalho 

de Calich et al. (1979) foi demostrado que em cultura o Pb é mal fagocitado por macrófagos, 

no entanto a presença de anticorpos aumenta substancialmente a sua fagocitose por essas 

células. O mesmo efeito foi observado quando o fungo foi previamente tratado com soro 

normal fresco, demonstrando que a via alternativa do sistema complemento também está 

envolvida no processo de formação de substâncias quimiotáticas para atrair as células para o 

local da infecção in vivo. 

Durante a evolução da infecção, os linfócitos Th1 sintetizam citocinas, como IFN-γ, 

TNF-α e IL-12, que conferem proteção ao hospedeiro, evitando a disseminação do fungo 

(BIAGIONI et al.,1987). A resolução da infecção envolve a produção de citocinas do padrão 

T helper (Th)1, como IL-12, IL-18 e IFN-γ, enquanto que o predomínio da resposta Th2, 

contribui para a forma disseminada da doença (CALICH et al., 1998). 

A imunorregulação na PCM está associada a padrões de resposta regulados por células 

T helper do tipo Th1, Th2 e células Treg. A defesa efetiva contra Pb depende principalmente 

das células Th1, e a resistência adquirida é governada por citocinas que ativam células T e 

macrófagos. Nesse contexto, o TNF-α e o IFN-γ possuem um papel particularmente 

proeminente em camundongos (CALICH et al., 1998). Em camundongos resistentes 

inoculados com Pb verificou-se uma infecção caracterizada por ativação de macrófagos e 

neutrófilos e baixos níveis de anticorpos anti-Pb. Esses animais inicialmente apresentaram 

altos níveis de IFN-γ e pequenas quantidades de citocinas do tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-10). Nos 
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camundongos susceptíveis foram encontrados níveis baixos de IFN-γ e IL-2 e produção 

relativamente alta de IL-5 e IL-10 (KASHINO et al., 2000). Animais resistentes produzem IL-

5 tardiamente, enquanto camundongos susceptíveis produzem picos de IL-5 (CALICH e 

KASHINO, 1998).  

Células produtoras de IL-17, com funções distintas das subpopulações Th1 e Th2, 

também possuem importante participação na regulação da inflamação tecidual em 

camundongos (PARK et al., 2005). Em humanos, indivíduos saudáveis quando entram em 

contato com Pb podem resolver a infecção no local do inoculo a partir de resposta imune inata 

e do desenvolvimento de resposta Th1, com formação de granulomas densos (SANDOVAL; 

SOTTO; DE BRITO, 1996). Quando há uma incapacidade no desenvolvimento dessa 

resposta, há um desvio para outros padrões de resposta imune, como a Th2, que resulta em 

ineficiente contenção da propagação da infecção (PAGLIARI e SOTTO, 2003).
  

Pacientes com a doença em atividade apresentam diminuição da resposta imune 

celular, o que caracteriza uma depressão da síntese de citocinas de padrão Th1, como IL-2, 

IFN-γ e IL-12, e aumento dos níveis de IL-4, IL-5 e IL-10, características do padrão Th2 não 

protetor ao hospedeiro (BENARD et al., 2001).  In vivo, demonstrou-se a importância da 

resposta Th1 na PCM. Indivíduos portadores de deficiência congênita da subunidade b1 do 

receptor de IL-12/IL-23 desenvolvem doença disseminada. Essa deficiência resulta em 

prejuízo na síntese de IFN-γ, e susceptibilidade às infecções intracelulares por micobactérias e 

salmonelas (MORAES-VASCONCELOS et al., 2005). A despeito de infecções por Candida 

albicans, há um aumento de lesões cutâneas, mucosas e urogenitais em crianças com 

deficiência da resposta Th1 (LILIC, 2002).  

Essas características demonstram que a resposta imunológica de susceptibilidade ou 

resistência à paracoccidioidomicose é em grande parte regulada por um balanço entre as 

respostas Th1 e Th2. Contudo, algumas características, como o fato de haver uma grande 

produção de mediadores inflamatórios e IFN-γ, e da presença de infiltrado inflamatório, tanto 

no pulmão como em outros tecidos com um grande número de neutrófilos com atividade 

fungicida diminuída, não são explicadas por esse balanço. Essas características podem ser 

indícios da participação de células produtoras de IL-17 (Th17), uma subpopulação de 

linfócitos descrita que auxiliam a remoção de patógenos que não são eficientemente 

destruídos pelas linhagens Th1 e Th2. Seu desenvolvimento necessita de TNF-γ, o que 

estabelece uma ligação com os linfócitos Treg. Sabe-se que as células TCD4 produtoras de 

IL-17 apresentam reatividade cruzada contra fungos antigênicos, sugerindo que essas células 
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desempenham um importante papel contra infecções fúngicas (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 

2007).    

         

1.4 EMPREGO DE LASER INFRAVERMELHO DE BAIXA POTÊNCIA 

 

 As radiações do tipo laser de baixa potência (LLLT – low level laser therapy), com 

espectros de ondas eletromagnéticas situadas entre 690 e 940 nm, se tornaram objeto de 

inúmeros estudos, com foco especial em sua ação cicatrizante. Nesta faixa obtém-se um poder 

de penetração em torno de 1,4 mm o que justifica seu uso em diferentes tecidos para o reparo 

cicatricial, incluindo o tecido cutâneo, onde se observa um nú-mero expressivo de pesquisas 

(TAVARES, 2002). A LLLT vem sendo utilizado para tratamento de diversos efeitos 

colaterais causados por quimioterapia ou radioterapia, e também como auxiliador de reparo 

tecidual. Endre Mester (1966) demonstrou efeitos dessa terapia na cicatrização de feriadas em 

dorso de ratos.  

 A terapia a laser de baixa potência possui efeitos fisiológicos que são divididos em 

primários, secundários e terapêuticos. Entre os efeitos primários (ou diretos) merecem 

destaque os bioquímicos (liberação de histamina, serotonina e bradicinina, produção de ATP, 

inibição de prostaglandinas e lise de fibrina), bioelétrico (potencialização da bomba de 

sódio/potássio) e bioenergéticos (normalização do contingente energético e físico de cada 

indivíduo). Dentre os secundários (ou indiretos) encontra-se o estímulo à microcirculação 

com conseqüenteaumento do fluxo sanguíneo, e o estímulo ao trofismo celular, aumentando a 

velocidade de cicatrização. Como relação aos terapêuticos há o efeito analgésico, 

antiinflamatório, antiedematoso e cicatricial. Dentre os efeitos terapêuticos propostos pelo 

laser, a cicatrização tem uma posição de destaque, sugerindo que seus efeitos se devam ao 

aumento da produção de ATP, que proporciona um aumento da atividade mitótica e a síntese 

protéica, tendo como conseqüência o aumento da regeneração tecidual no processo de 

reparação e o estímulo à microcirculação e a formação de novos vasos a partir dos 

preexistentes, sendo que estes aumentariam o aporte nutricional e a velocidade mitótica, e por 

fim a estimulação a formação das fibras de colágeno (TAVARES, 2002).  

 Diversos estudos tem sido realizados, tanto em células em cultura, como em animais e 

humanos para avaliar os possívis efeitos desta radiação LASER. O LASER de baixa potência, 

dependendo do comprimento de onda utilizado, atua em processos intracelulares em células 

eucariontes e procariontes, sendo a luz absorvida por componentes da cadeia respiratória 

mitocondrial, podendo resultar em aumento da produção de ERO, adenosina trifosfato (ATP) 



30 

 

e adenosina monofosfato cíclico, processos estes relacionados com a promoção de 

proliferação celular (GAVISH et al., 2004; OREN et al., 2001; LAVI et al., 2003; CASTANO 

et al., 2007).            

 Em processos inflamatórios e em respostas imunológicas, a LLLT tem sido 

demostrada como moduladora, normalizando ou reduzindo respostas inflamatórias, tais como 

edema e migração de células para o local da inflamação e tem sido utilizado para o tratamento 

de linfodema pós-mastectomia. A aplicação de LLLT na região da axila auxilia na resolução 

de linfedema pós-mastectomia por redução da fibrose causadas por intervenção no câncer de 

mama (BJORDAL et al., 2011; CORREA et al., 2007; CARATI et al., 2003; KAVIANI et al., 

2006). Além disso, pode também estimular a geração de vias de drenagem linfática e ativação 

da resposta imune localizada (LAU e CHEING, 2009). A irradiação LASER diretamente 

sobre os linfonodos pode promover efeitos benéficos no controle do edema, pois o sistema 

linfático está diretamente envolvido na resolução deste problema. Como se sabe, os gânglios 

linfáticos são os locais mais importantes para as células imunes trocarem informações, 

residirem, expandirem, e iniciarem respostas imunes adaptativas. No entanto, existe 

controvérsia sobre os mecanismos que estão envolvidos na modulação de inflamação quando 

o LASER é utilizado. Alguns estudos sugerem que a laserterapia pode minimizar reações 

inflamatórias, enquanto outros acreditam que esta terapia pode agravá-las, o que poderia 

resultar em maior ou menor formação de edema. Provavelmente, o tipo de resposta pode ser 

relacionada com a fase do processo inflamatório e a formação de edema presente no tecido, 

quando a irradiação com LASER é realizada. (MEDRADO et al., 2003; WOODRUFF et al., 

2004; VIEGAS et al., 2007). 

 Nesse contexto, a LLLT pode ter um papel na terapia imunobiológica para as doenças 

do sistema imune e pode ativar e aumentar a reação normal desses componentes 

(TADAKUMA, 1993). O estudo de Meneguzzo et al. (2013) demostrou que a irradiação com 

LASER mostrou ter um efeito anti-inflamatório e um efeito pró-inflamatório de acordo com o 

local e o momento da irradiação. A terapia com LASER infravermelho mostrou-se eficiente 

na prevenção e tratamento de edema de pata, quando aplicada nos linfonodos ou na própria 

pata, confirmando que o LASER infravermelho de baixa potência pode ser uma alternativa 

potencial para as drogas anti-inflamatórias no tratamento e prevenção do edema. 

A irradiação a LASER de baixa potência hélio e neônio  já foi demonstrada por 

diminuir a produção de interleucinas pró-inflamatórias em lesões paracoccidioidomicóticas 

expostas a essa irradiação (NAGIB et al., 2010). A irradiação com LLLT nas patas de 

camundongos infectados com Pb favoreceu redução do processo inflamatório, cicatrização 
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mais rápida e eliminação do fungo no local, enquanto que o grupo controle apresentou 

múltiplos fungos viáveis no local da infecção (FERREIRA et al., 2006).  

 O laser de baixa potência com densidade de energia na faixa de 3 a 6 J/ cm2 (inclui o 

utilizado no trabalho) é considerado adequado por possuir melhores efeitos cicatrizantes, 

reparativos e regenerativos em diversos tecidos, tanto em humanos quanto em animais. 

Valores inferiores ou superiores de dosagem ao intervalo citado anteriormente, não 

demonstraram resultados satisfatórios, sendo que doses mais altas demonstraram inibição da 

biomodulação celular e doses mais baixas não demonstraram ação efetiva no processo 

cicatricial (VIEIRA, 2006). Em relação à freqüência de aplicação do laser existem variações. 

Vários esquemas posológicos já foram testados, como por exemplo; 3 aplicações, sendo essas 

realizadas no pós operatório imediato, 24 horas e 7 dias após; aplicações diárias por 3 dias 

consecutivos; e apenas uma única aplicação (RODRIGUES, 2006; BRAVERMAN et. al, 

1989). Essa entre outras pesquisas sugerem que apenas uma aplicação não seria suficiente 

para alcançar algum efeito celular benéfico, e que um maior número de aplicações é 

necessário para atingir tal benefício, não havendo limite para o número de alicações, uma ves 

que a LLLT não é capaz de causar mutação nas células (VIEIRA, 2006).   
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 No Brasil, a PCM é a doença com maior impacto na saúde dentre as micoses 

sistêmicas que afetam o organismo.  A resposta imune celular bem estabelecida e mantida 

possui caráter protetor contra a doença, o que pode ser observado na maioria dos indivíduos 

infectados visto que estes não apresentam quadro clínico. Com a diminuição da resposta 

imune a PCM doença se estabelece, sendo necessário um tratamento de longa duração que 

pode deixar sequelas nos pacientes. O papel dos neutrófilos na fase inicial é muito importante, 

atuando como célula fagocítica e direcionando, juntamente com outras células, a resposta 

imune adaptativa contra o fungo. A terapia com LLLT mostra-se eficiente para o tratamento 

de diversas patologias e possui baixo custo, podendo ser utilizada como terapia adjuvante para 

esta doença. Assim, conhecendo-se o modelo de experimentação estabelecido para o estudo 

da PCM, os aspectos relacionados ao fungo e o potencial ativador da LLLT sobre neutrófilos, 

se faz necessário compreender melhor o papel desta terapia nos mecanismos imunológicos 

envolvidos nesse processo.  
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3 OBJETIVOS  

 

 Serão apresentados os objetivos geral e específicos do trabalho. 

 

3.1 OBJETIVO GERAL: 

 

 Avaliar o efeito da aplicação de laserterapia de baixa potência (LLLT) in vivo sobre a 

atividade de neutrófilos (PMN) presentes na ―air pouch‖ subcutânea de camundongos 

infectados com as cepas de Paracoccidioides brasiliensis Pb18 e Pb265, observando também 

o papel da virulência do fungo na resposta imune.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

a) Avaliar o efeito da LLLT sobre os seguintes parâmetros em neutrófilos: 

- Número de células obtidas 

- Viabilidade celular 

- Atividade mitocondrial  

- Conteúdo de proteínas 

- Liberação de espécies reativas de oxigênio; 

b) Avaliar a composição do exsudato celular por microscopia; 

c) Avaliar a produção das citocinas pelas células do exsudato que estimulam (GM-

CSF, INF- γ, IL-12 e IL-17) e inibem (IL-4 e IL-10) as funções dos PMN após 

terapia com LLLT. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 

  

 Serão apresentados a seguir os materiais e métodos que foram empregados para a 

realização deste trabalho.  

 

4.1 ANIMAIS   

 

Os animais utilizados nesse projeto foram camundongos fêmeas da linhagem Swiss 

―outbred‖, obtidos do Biotério da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os 

animais foram mantidos em salas com controle de temperatura, alimentados com comida 

esterilizada e água destilada à vontade na UNIFAL-MG. Todos os protocolos do experimento 

foram submetidos à aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da UNIFAL- MG. 

 

4.2 FUNGOS  

 

 Serão apresentados a seguir os materiais e métodos referentes aos fungos.  

 

4.2.1 Manutenção dos isolados de Paracoccidioides brasiliensis de alta virulência Pb18 e 

baixa virulência Pb265  

 

 Os isolados de Paracococcidioides brasiliensis Pb18  e Pb265 (figura 2) empregados 

nesse projeto foram cedido pelo prof. Dr. Zoilo Pires de Camargo, da Universidade Federal de 

São Paulo, e são mantidos no Laboratório de Imunopatologia das Micoses da UNIFAL-MG. 

Os Pb18 e Pb265 são cultivados em meio de cultura semi-sólido de Fava Netto (FAVA 

NETTO, 1955) a 35
0
C e sofrem repique rotineiramente a cada 7 e 10 dias respectivamente.   

                                    
     Figura 2 – Culltivo de Paracoccidioides brasiliensis.   

    À direita cepa Pb265 e à esquerda cepa Pb18. 

Fonte: O autor. 
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4.2.2 Zymosan 

  

 O Zymosan é constituido por formas leveduriformes do fungo Saccharomyces 

cerevisae e foi adquirido comercialmente. Já foi demonstrada que a inoculação dessa 

substância induz reação inflamatória (DOHERTHY et al., 1985). 

 

4.2.3 Preparação de suspensões de Pb ou Zymosan para infecção ou inoculação dos 

animais via “air pouch” subcutânea 

 

As células fúngicas foram lavadas com solução salina estéril a 0,9% e centrifugadas 

(Eppendorf Centrifuge 5810R) a 1300 G por três vezes, e foi preparada uma suspensão com 

concentração de 50x10
6
 células leveduriformes viáveis/mL baseadas na contagem em 

hemocitrômetro. A viabilidade das células foi determinada por coloração empregando o 

corante Janus Green B (BERLINER; RECA, 1966).  

Para o Zymosan foi preparada uma solução autoclavada em salina na mesma 

concentração do Pb.  

 

4.3 GRUPOS DE INFECÇÃO/INOCULAÇÃO DE CAMUNDONGOS VIA ―AIR POUCH‖ 

SUBCUTÂNEA 

 

Animais com a idade de 6 semanas e peso de aproximadamente 25g  foram infetados 

com Pb18 ou Pb265 ou inoculados com Zymosan pela técnica de ―air pouch‖ subcutânea, 

conforme porposto por Meloni-Bruneri et al., (1996). A bolsa de ar é produzida na região 

dorsal do animal por injeção subcutânea de 2 mL de ar, seguida de injeção de 0,1 mL das 

suspensões fúngicas. Os animais foram divididos em oito grupos experimentais, a saber: 

Grupo 1: animais não irradiados inoculados com salina;            

Grupo 2: animais irradiados inoculados com salina;   

Grupo 3: animais não irradiados inoculados com Zymosan;  

Grupo 4: animais irradiados inoculados com Zymosan;  

Grupo 5: animais não irradiados infectados com Pb265;  

Grupo 6: animais irradiados infectados com Pb265; 

Grupo 7: animais não irradiados infectados com Pb18 ; 

Grupo 8: animais irradiados infectados com Pb18. 
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 Os animais dos grupos 2, 4, 6 e 8 receberam tratamento em dois pontos de cada pata 

traseira com laser infravermelho (Therapy XT NS4116) a uma fluência de 35,7 J/cm
3
 em um 

módulo de frequência contínua com comprimento de onda equivalente a 808 nm, energia de 

4J e potência de 100 mW. Em cada ponto a irradiação teve uma duração de 10 segundos e o 

seu objetivo foi o de atingir a medula óssea, local onde ocorre o processo de formação das 

células sanguíneas incluindo os neutrófilos, localizada no osso fêmur. As irradiações foram 

feitas em dias alternados e os animais receberam a primeira irradiação no dia da 

infecção/inoculação e a última no dia da coleta. Em cada coleta foram utilzados 15 animais 

para cada grupo, subdivididos em 5 subgrupos de 3 animais cada. Todos os experimentos 

foram realizados em triplicata.  

 

4.4 OBTENÇÃO E CULTIVO DE CÉLULAS DE ―AIR POUCH‖ SUBCUTÂNEA 

 

 Após 8 dias de infecção/inoculação os animais foram anestesiados com uma dose de 

0,5 mL da solução de cloridrato de cetamina a 10% (Agener União) e cloridrato de xilasina a 

2% (nome comercial: Calmium, Agener União) preparadas na proporção de 1:1 (v:v), 

considerada como excessiva, o que os levou a óbito. O conteudo da ―air pouch‖ de três 

animais foi coletado após a incisão da pele, com o auxílio de uma pipeta Pauster estéril de 

vidro e transferidos para um homogeneizador de vidro estéril, onde foram masserados. As 

células foram então transferidas e armazenadas em tubos Falcon contendo uma concentração 

conhecida de RPMI e mantidas refrigeradas, em seguida fora quantificadas em hemocitômetro 

e tiveram a viabilidade analisada com o corante Trypan blue a 0,05%. A composição celular é 

caracterizada por uma rica população de neutrófilos (superior a 90%). 

Após a quantificação, a suspensão de células foi ajustada para 1x10
6
 neutrófilos/mL, e 

o material foi centrifugado a 1780 G e 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi armazanado a 

-70°C no criofreezer para a dosagem das citocinas e o sedimento mantido no freezer a -20°C 

para a quantificação de proteínas.  

 

4.5 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS PARA AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

........METABÓLICA DOS PMN USANDO O MÉTODO DO ÁCIDO BICINCONÍNICO  

 

O método do Àcido Bicinconínico (BCA) (Sigma) permite a detecção colorimétrica e 

a quantificação de proteínas. Este método combina a redução de Cu
2+

 a Cu
+
 por proteínas em 

meio alcalino (reação do biureto) com a detecção colorimétrica, muito sensível e seletiva, do 
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íon Cu+ usando um reagente contendo ácido bicinconínico (SMITH, 1985). Os sedimentos 

obtidos como descrito anteriormente foram deixados por 30 minutos em um aparelho de 

ultrassom (Ultra Cleaner 1600 A) para o rompimento das células e liberação das proteínas. 

Para todas as amostras obteve-se uma incidência superior a 90% de neutrófilos inviáveis, o 

que confirmou que os procedimentos de ruptura foram suficientes. Em uma placa de 96 poços 

de fundo plano foram pipetados 50µL de cada amostra, e em seguida foi adicionado 200µL do 

BCA. Os ensaios foram realizados em triplicata e a leitura das densidades ópticas foram 

medidas em micro leitor de ELISA (Anthos Zenyth 200 rt) em comprimento de onda de 560 

nm. Os resultados foram expressos em µg de proteína/mL, comparando-se a densidade ótica 

com uma curva padrão contendo concentrações conhecidas de proteína sérica bovina (BSA). 

Os resultados correspondem às médias dos valores obtidos. 

 

4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE MITOCONDRIAL PELO MÉTODO DO MTT 

  

O princípio deste método é a avaliação da atividade de desidrogenases mitocondriais, 

quantificadas pela redução do MTT (um sal de coloração amarela solúvel em água) à 

formazan (cristais de coloração púrpura, insolúveis em água) (NIKES; OTTO, 1990). Em uma 

placa de 96 poços de fundo plano foram pipetados 100µL da suspensão de PMN na 

concentração de 1x10
6
 cél/mL acrescido de 100µL de RPMI. Todas as amostras foram 

pipetadas em triplicata. A seguir foi adicionado a cada um dos poços 20µL do reagente MTT 

a 5 mg/mL, e a placa foi incubada por 4 horas em estufa com 5% de CO2 e temperatura de 

37ºC. Após este período, todo o sobrenadante foi retirado e foram pipetados, 200µL de 

DMSO (Vetec) em cada poço. Após 10 minutos foi realizada a leitura da placa em leitor de 

ELISA (Labsystems Multiskan EX) a 540 nm. 

 

4.7 QUANTIFICAÇÃO DOS METABÓLITOS DO OXIGÊNIO PELO MÉTODO DA 

QUIMIOLUMINESCÊNCIA 

 

A quantificação das ERO pelos PMN foi realizada através do método da 

quimioluminescência (QL). A quantificação das ERO ocorre pela determinação da emissão de 

luz integrada por segundos (BABIOR, 1984). Em uma cubeta foram pipetados 135µL da 

suspensão de PMN, 135µL de RPMI e 30µL de luminol. A leitura foi realizada em 

luminômetro (Promega-Glomax 20/20 Luminometer) e a intensidade de QL foi medida 

durante 30 minutos.  
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4.8 AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA DAS CÉLULAS OBTIDAS DE ―AIR POUCH‖ 

SUBCUTÂNEA POR CONTAGEM DIFERENCIAL 

 

As células obtidas como descrito no ítem 4.4 foram analisadas morfológicamente 

utilizando o método de coloração Panótipo rápido. 

Em uma lâmina foi dispensada 1 gota da suspensão de células obtida como descrito no 

ítem 4.4 e com o uso de uma lâmina extensora foi realizado o esfregaço. Após secarem a 

temperatura ambiente, cada lâmina foi colocada por 5 minutos em metanol e após esse tempo 

foi colocada por 5 segundos no frasco número 1, número 2 e número 3. Na mudança de um 

frasco para o outro foi retirado o excesso de corante do verso da lâmina. As lâminas foram 

secas ao ambiente e lavadas ao microscópio para contagem.  

 

4.9 AVALIAÇÃO DO PERFIL DAS CITOCINAS PRODUZIDAS POR CÉLULAS DE 

―AIR POUCH‖ SUBCUTÂNEA 

 

As concentrações das citocinas GM-CSF, IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-12 e IL-17 foram 

determinadas por testes de ELISA de captura, baseados na utilização de pares de anticorpos 

monoclonais específicos para cada citocina, um dos quais marcados por biotina. O uso dos 

complexos biotina-avidina e H2O2-peroxidade permite a determinação da concentração da 

citocina presente através de medidas de densidade óptica utilizando kit específico (Peprotech). 

Resumidamente: A sensibilização das placas de 96 poços foi feita com anticorpo de captura e 

as placas foram incubadas por no mínimo 18 horas a temperatura ambiente. Após esse tempo, 

as placas foram lavadas por quatro vezes com PBS acrescido de 0,05% Tween 20 e os sítios 

livres foram bloqueados com solução de bloqueio por 1 hora. Após lavagem, foram 

adicionados os padrões com concentrações conhecidas de cada citocina, e também os 

sobrenadantes da cultura celular em triplicata por 2 horas. Apos nova lavagem, foram 

adicionados os conjugados avidina-peroxidade e as placas incubadas por 30 minutos. Após 

lavagem, foi adicionados o substrato cromogênico, o ABTS. As placas foram mantidas ao 

abrigo da luz e o desenvolvimento da cor foi monitorado até que a curva padrão fosse 

visualizada (aproximadamente 10 minutos). A leitura das densidades óticas foi realizada em 

leitor automático, a 405 nm de comprimento de onda. As concentrações de cada citocina 

foram determinadas tendo como base a reta de regressão linear contínua obtida com os dados 

referentes às curvas-padrão. Os resultados foram expressos em picogramas por mL. 
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4.10 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk a 5% de 

significância, e analisados pelo programa R Essa análise permitiu a comparação entre os 

grupos experimentais através do teste t de Student, também a 5% de significância, pelo 

software GraphPad Prism® 4.0, comparando o controle e o tratamento com laser.  
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5 RESULTADOS  

 

 Este capítulo apresenta em forma de texto e ilustrativos os resultados obtidos neste 

trabalho. 

 

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM LLLT EM PMN OBTIDOS POR INOCULAÇÃO 

COM SALINA A 0,9% 

 

 Serão apresentados a seguir os resultados referentes à inoculação com salina. 

 

5.1.1 Visualização macroscópica da “air pouch” subcutânea e avaliação de exsudato 

celular obtida após inoculação com salina a 0,9% 

 

A figura 3 apresenta o aspecto de uma ―air pouch‖ subcutânea obtida após inoculação 

do animal com salina. Observa-se que nenhum processo inflamatório pode ser identificado no 

local onde os procedimentos foram aplicados.  

 

                          

Figura 3– ―Air pouch‖ subcutânea em camundongo Swiss 

fêmea após 8 dias de inoculação com salina.  
Fonte: O autor.    

  

5.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM LLLT EM PMN OBTIDOS POR INOCULAÇÃO 

COM ZYMOSAN 

  

 Serão apresentados a seguir os resultados referentes à inoculação com Zymosan. 

 

5.2.1 Visualização macroscópica da “air pouch” subcutânea obtida após inoculação com 

Zymosan 
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As figuras 4 a 6 apresentam aspectos da ―air pouch‖ subcutânea formada a partir da 

inoculação com Zymosan. A figura 4 ilustra o aspecto externo da ―air pouch‖ subcutânea de 

animais que não receberam o tratamento com LASER e a figura 5 ilustra o aspecto externo da 

―air pouch‖ subcutânea de animais que foram tratados com LLLT. Não se observa nenhuma 

diferença no aspecto macroscópico externo entre os grupos tratados ou não com a LLLT após 

inoculação com Zymosan. 

 

  

Figura 4- Aspecto de uma ―air pouch‖ subcutânea de camundongo Swiss fêmea que não recebeu 

tratamento sacrificado após 8 dias de inoculação com Zymosan (A) vista superior (B) vista 

lateral. 

Fonte: O autor. 

 

 

   

Figura 5- Aspecto de uma ―air pouch‖ subcutânea de camundongo Swiss fêmea que recebeu tratamento 

com  LLLT sacrificado após 8 dias de inoculação com Zymosan (A) vista superior (B) vista 

lateral. 

Fonte: O autor. 
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A figura 6 apresenta o aspecto do exsudato celular obtido após inoculação dos animais 

com Zymosan. Observando a figura nota-se um aumento do processo inflamatório nos 

animais que receberam tratamento com LLLT quando comparados aos animais que não 

receberam irradiação após inoculação com Zymosan. O exsudato celular dos animais 

irradiados se apresenta com aspecto mais denso, com maior quantidade de exsudato, o que 

pode refletir em um maior número de células. 

 

                  

Figura 6- Aspecto de ―air pouches‖ subcutâneas em camundongos Swiss fêmeas após 8 dias 

de inoculação com Zymosan (A) Animal sem tratamento (B) Animal tratado com 

LLLT. 

Fonte: O autor.  

   

5.2.2 Número total de neutrófilos obtidos da “air pouch” subcutânea após inoculação 

com Zymosan 

 

A figura 7 apresenta o número total de PMN quantificados através da contagem em 

hemocitômetro de animais que receberam o tratamento com LLLT e o controle sem 

tratamento. O número absoluto de PMN obtido dos animais que receberam LLLT foi 

significativamente maior quando comparado aos animais controle sem irradiação (p<0,05). 

Este resultado confirma o observado quanto ao aspecto do exsudato no grupo de animais 

irradiados mostrados anteriormente. 

EXSUDATO 

EXSUDATO 
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Figura 7- Número absoluto de PMN obtidos de camundongos inoculados 

com Zymosan. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o 

tratamento (Zy S/T) ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in 

vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan. 

*p<0,05 - Zy S/T em relação à Zy + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

5.2.3 Viabilidade dos neutrófilos obtidos da “air pouch” subcutânea após inoculação 

com Zymosan 

 

A figura 8 apresenta a viabilidade celular expressa em porcentagem de PMN obtidos 

de animais que receberam ou não o tratamento com LLLT. A viabilidade dos PMN 

provenientes inoculação com Zymosan foi aproximadamente 70%, e não houve diferença 

significativa quando comparados o tratamento com LLLT ao controle não irradiado.   

   

Figura 8- Viabilidade de PMN obtidos de camundongos inoculados com Zymosan. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento (Zy S/T) 

ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in vivo após estímulo via ―air 

pouch‖ subcutânea com Zymosan. 

Fonte: O autor. 
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5.2.4 Avaliação da atividade mitocondrial de neutrófilos obtidos da “air pouch” 

subcutânea após inoculação com Zymosan 

 

A figura 9 expressa a atividade mitocondrial de PMN obtidos de animais que 

receberam o tratamento com LLLT e o controle sem tratamento após inoculação com 

Zymosan. A figura mostra claramente que os PMN coletados de animais que receberam 

tratamento com LLLT possuem uma ativação mitocondrial significativamente maior (p<0,05) 

do que o grupo controle não irradiado.  

    

Figura 9- Expressão da atividade mitocondrial de PMN obtidos de 

camundongos inoculados com Zymosan em densidade óptica. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento 

(Zy S/T) ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan. *p<0,05 - Zy 

S/T em relação à Zy + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

 

5.2.5 Quantificação dos metabólitos do oxigênio emitidos por neutrófilos obtidos da “air 

pouch” subcutânea após inoculação com Zymosan 

 

A figura 10 expressa a quantificação dos metabólitos do O2 emitidos por PMN obtidos 

de animais que receberam ou não o tratamento com LLLT após inoculação com Zymosan. 

Conforme demonstrado pela figura, os PMN obtidos de animais que receberam o tratamento 

com LLLT liberaram significativamente maiores quantidades de ERO quando comparados ao 

controle sem irradiação (p<0,05). 
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Figura 10- Quantificação dos metabólitos do oxigênio emitidos por PMN obtidos de 

camundongos inoculados com Zymosan. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento (Zy S/T) ou que 

receberam irradiação (Zy + LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea 

com Zymosan. *p<0,05 - Zy S/T em relação à Zy + LLLT. 

Fonte: O autor. 

  

5.2.6 Avaliação do conteúdo de proteínas de neutrófilos obtidos da “air pouch” 

subcutânea após inoculação com Zymosan 

 

A figura 11 avalia o conteúdo de proteínas de PMN obtidos de animais que receberam 

ou não o tratamento com LLLT após inoculação com Zymosan. A análise da figura mostra 

que os PMN obtidos de animais tratados com a LLLT após estimulo com Zymosan possuem 

conteúdo menor de proteínas quando comparados ao controle sem irradiação. 

   

Figura 11- Conteúdo de proteínas de PMN obtidos de camundongos 

inoculados com Zymosan. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o 

tratamento (Zy S/T) ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in 

vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan. 

*p<0,05 - Zy S/T em relação à Zy + LLLT. 

Fonte: O autor. 
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5.2.7 Avaliação da produção de citocinas pelo exsudato obtido da “air pouch” 

subcutânea após inoculação com Zymosan 

 

As figuras 12 a 17 expressam as concentrações de citocinas produzidas por células 

obtidas da ―air pouch‖ subcutânea de animais tratados ou não com LLLT após inoculação 

com Zymosan. 

A figura 12 apresenta a quantificação do GM-CSF. Observando a figura nota-se que as 

células obtidas do grupo controle sem irradiação secretaram maior concentração de GM-CSF 

do que as provenientes de animais que foram tratados com LLLT. 

   

Figura 12- Quantificação de GM-CSF produzido por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Zymosan. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Zy S/T) ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan. *p<0,05 - Zy 

S/T em relação a Zy + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

A figura 13 apresenta a quantificação do IFN-γ. Não houve diferença significativa 

quanto à produção desta citocina quando comparamos o grupo tratado com LLLT e o grupo 

controle sem irradiação. 
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Figura 13- Quantificação de IFN-γ produzido por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Zymosan. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o 

tratamento (Zy S/T) ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in 

vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan.  

Fonte: O autor. 

 

 A figura 14 apresenta a quantificação da IL-12. A análise da figura demonstra que não 

houve diferença significativa quanto à produção desta citocina quando comparamos o grupo 

tratado com LLLT e o grupo controle sem irradiação. 

   

Figura 14- Quantificação de IL-12produzida por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Zymosan. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Zy S/T) ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan.  

Fonte: O autor. 

               

 A figura 15 expressa a quantificação da IL-4. Como observado na figura às células 

obtidas do grupo controle sem irradiação expressaram maior concentração de IL-4 do que as 

provenientes de animais que foram tratados com LLLT. 
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Figura 15- Quantificação de IL-4 produzida por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Zymosan. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Zy S/T) ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan. *p<0,05 - Zy 

S/T em relação a Zy + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

A figura 16 expressa a quantificação da IL-10. O exsudato celular dos animais que 

receberam tratamento com LLLT se comportou de forma similar ao dos animais mantidos 

sem irradiação quanto à secreção desta citocina, não havendo diferença significativa entre os 

grupos. 

   

Figura 16- Quantificação de IL-10 produzida por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Zymosan. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Zy S/T) ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan.  

Fonte: O autor. 

 

A figura 17 expressa a quantificação da IL-17. O exsudato celular dos animais que 

receberam tratamento com LLLT se comportou de forma similar ao dos animais mantidos 
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sem irradiação quanto à secreção desta citocina, não havendo diferença significativa entre os 

grupos. 

  

Figura 17- Quantificação de IL-17 produzida por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Zymosan. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Zy S/T) ou que receberam irradiação (Zy + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan.  

Fonte: O autor. 

 

5.2.8 Avaliação do perfil celular encontrado no exsudato obtido da “air pouch” 

subcutânea após inoculação com Zymosan 

 

A figura 18 apresenta o perfil de migração celular encontrado no exsudato de animais 

inoculados com Zymosan e que receberam ou não o tratamento com LLLT.  Os neutrófilos 

são o principal tipo celular encontrado na bolsa, independentemente do tratamento com 

LLLT, seguido pelos linfócitos e depois pelos monócitos. Não se observa nenhuma diferença 

no perfil de migração quando comparamos os grupos tratados e o controle com relação a 

qualquer um dos tipos celulares.   
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Figura 18- Perfil de migração celular encontrado no exsudato da ―air pouch‖ subcutânea após estímulo com 

Zymosan. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento (Zy S/T) ou que receberam 

irradiação (Zy + LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan.  

Fonte: O autor. 

 

5.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM LLLT EM PMN OBTIDOS POR ESTÍMULO COM 

Paracoccidioides brasiliensis DE BAIXA VIRULÊNCIA (Pb265) 

  

 Serão apresentados a seguir os resultados referentes à infecção com Pb265. 

 

5.3.1 Visualização macroscópica da “air pouch” subcutânea obtida após infecção com 

Pb265. 

 

As figuras 19 a 21 apresentam aspectos da ―air pouch‖ subcutânea formada a partir da 

infecção com Pb265. A figura 19 ilustra o aspecto externo da ―air pouch‖ subcutânea de 

animais que não receberam o tratamento e a figura 20 ilustra o aspecto externo da ―air pouch‖ 

subcutânea de animais que foram tratados com LLLT. Não se observa nenhuma diferença no 

aspecto macroscópico externo entre os grupos tratados ou não com a LLLT após infecção 

com Pb265. 
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Figura 19- Aspecto de uma ―air pouch‖ subcutânea de camundongo Swiss fêmea que não recebeu 

 tratamento sacrificado após 8 dias de infecção com Pb265 (A) vista superior (B) vista 

lateral. 

Fonte: O autor. 

 

  

Figura 20- Aspecto de uma ―air pouch‖ subcutânea de camundongo Swiss fêmea que recebeu 

tratamento com LLLT sacrificado após 8 dias de infecção com Pb265 (A) vista superior (B) 

vista lateral. 

Fonte: O autor. 

 

A figura 19 apresenta o aspecto do exsudato celular obtido após infecção dos animais 

com Pb265. A análise da figura mostra um aumento do processo inflamatório nos animais que 

receberam tratamento com LLLT quando comparados aos animais que não sofreram 

irradiação após infecção com Pb265. O exsudato celular dos animais irradiados se apresenta 
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com aspecto mais denso, com maior quantidade de exsudato, o que pode refletir em um maior 

número de células. 

 

  

Figura 21- Aspecto de ―air pouches‖ subcutâneas em camundongos Swiss fêmeas após 8 dias 

de infecção com Pb265 (A) Animal sem tratamento (B) Animal tratado com LLLT. 

Fonte: O autor.  

 

5.3.2 Número total de neutrófilos obtidos da “air pouch” subcutânea após infecção com 

Pb265 

 

A figura 22 apresenta o número total de PMN quantificados através da contagem em 

hemocitômetro de animais que receberam o tratamento com LLLT e o controle sem 

tratamento. O número absoluto de PMN obtido dos animais que receberam LLLT foi 

significativamente maior quando comparado aos animais controle sem irradiação, o que 

confirma o observado quanto ao aspecto do exsudato no grupo de animais irradiados 

mostrados anteriormente. 

 

EXSUDATO 
EXSUDATO 
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Figura 22- Número absoluto de PMN obtidos de camundongos infectados 

com Pb265. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento 

(Pb265 S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo 

após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb265. *p<0,05 – 

Pb265 S/T em relação à Pb265 + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

5.3.3 Viabilidade dos neutrófilos obtidos da “air pouch” subcutânea após infecção com 

Pb265 

 

A figura 23 apresenta a viabilidade celular expressa em porcentagem de PMN obtidos 

de animais que receberam ou não o tratamento com LLLT. A viabilidade dos PMN 

provenientes inoculação com Zymosan foi aproximadamente 70%, e não houve diferença 

significativa quando comparados o tratamento com LLLT ao controle não irradiado.   

   

Figura 23- Viabilidade de PMN obtidos de camundongos infectados com Pb265. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento 

(Pb265 S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo 

após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb265.  

Fonte: O autor. 
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5.3.4 Avaliação da atividade mitocondrial de neutrófilos obtidos da „air pouch” 

subcutânea após infecção com Pb265 

 

A figura 24 expressa a atividade mitocondrial de PMN obtidos de animais que 

receberam o tratamento com LLLT e o controle sem tratamento após infecção com Pb265. A 

análise da figura mostra que PMN obtidos de animais que receberam tratamento com a LLLT 

apresentam maior atividade mitocondrial quando comparados ao grupo controle (p<0,05). 

    

Figura 24- Expressão da atividade mitocondrial de PMN obtidos de 

camundongos infectados com Pb265 em densidade óptica. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento 

(Pb265 S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo 

após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb265. *p<0,05 – 

Pb265 S/T em relação a Pb265 + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

5.3.5 Quantificação dos metabólitos do oxigênio emitidos por neutrófilos obtidos da “air 

pouch” subcutânea após infecção com Pb265 

 

A figura 25 expressa a quantificação dos metabólitos do O2 emitidos por PMN obtidos 

de animais que receberam o tratamento com LLLT e o controle sem tratamento após infecção 

com Pb265. A análise da figura demonstra que os PMN obtidos de animais que receberam 

tratamento com LLLT se comportaram de forma similar quanto à liberação de ERO quando 

comparados ao controle, não havendo diferença significativa entre os grupos.  
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Figura 25- Quantificação dos metabólitos do oxigênio emitidos por PMN obtidos de 

camundongos infectados com Pb265. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento (Pb265 S/T) 

ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo após estímulo via ―air 

pouch‖ subcutânea com Pb265. 

Fonte: O autor. 

 

5.3.6 Avaliação do conteúdo de proteínas de neutrófilos obtidos da “air pouch” 

subcutânea após infecção com Pb265 

 

A figura 26 avalia o conteúdo de proteínas de PMN obtidos de animais que receberam 

o tratamento com LLLT e o controle sem tratamento após infecção com Pb265. Observando a 

figura nota-se que os PMN obtidos de animais que receberam o tratamento com LLLT 

produzem uma quantidade significativamente menor de proteínas quando comparados ao 

controle sem tratamento. 
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Figura 26- Conteúdo de proteínas de PMN obtidos de camundongos infectados 

com Pb265. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento 

(Pb265 S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb265. *p<0,05 – Pb265 S/T 

em relação a Pb265 + LLLT. 

Fonte: O autor. 
 

5.3.7 Avaliação da produção de citocinas pelo exsudato obtido da “air pouch” 

subcutânea após infecção com Pb265 

 

As figuras 27 a 32 expressam as concentrações de citocinas produzidas por células 

obtidas da ―air pouch‖ subcutânea de animais tratados ou não com LLLT após infecção com 

Pb265. 

A figura 27 apresenta a quantificação do GM-CSF. Ao observar a figura nota-se que 

não houve diferença na secreção de GM-CSF quando comparado o tratamento com LLLT e o 

controle sem irradiação. 
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Figura 27- Quantificação de GM-CSF produzido por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Pb265. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento (Pb265 

S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo após estímulo via 

―air pouch‖ subcutânea com Pb265. 

 Fonte: O autor. 

 

 A figura 28 apresenta a quantificação do IFN-γ. O exsudato celular dos animais que 

receberam tratamento com LLLT se comportou de forma similar ao dos animais mantidos 

sem irradiação quanto à secreção desta citocina, não havendo diferença significativa entre os 

grupos. 

  

Figura 28- Quantificação de IFN-γ produzido por células da ―air pouch‖ subcutânea 

após estímulo com Pb265. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento (Pb265 

S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo após estímulo via 

―air pouch‖ subcutânea com Pb265. 

Fonte: O autor. 

           

 A figura 29 apresenta a quantificação da IL-12. A figura mostra que não houve 
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diferença significativa quanto à produção desta citocina quando comparamos o grupo tratado 

com LLLT e o grupo controle sem irradiação. 

  

Figura 29- Quantificação de IL-12 produzida por células da ―air pouch‖ subcutânea 

após estímulo com Pb265. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento (Pb265 

S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo após estímulo via 

―air pouch‖ subcutânea com Pb265 

Fonte: O autor. 

 

A figura 30 expressa a quantificação da IL-4. Na análise da figura fica evidente que 

não houve diferença na produção desta citocina, independentemente das células terem sido 

obtidas de animais que receberam o tratamento com LLLT ou de animais mantidos sem 

irradiação.  

  

Figura 30- Quantificação de IL-4 produzida por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Pb265. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Pb265 S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo 

após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb265. 

Fonte: O autor. 
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A figura 31 expressa a quantificação da IL-10. Não houve diferença significativa 

quanto à produção desta citocina quando comparamos o grupo tratado com LLLT e o grupo 

controle sem irradiação. 

   

Figura 31- Quantificação de IL-10 produzida por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Pb265. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Pb265 S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo 

após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb265. 

Fonte: O autor. 

            

 A figura 32 expressa a quantificação da IL-17. Não houve diferença significativa 

quanto à produção desta citocina quando comparamos o grupo tratado com LLLT e o grupo 

controle sem irradiação. 

   

Figura 32- Quantificação de IL-17 produzida por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Pb265. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Pb265 S/T) ou que receberam irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo 

após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb265. 

Fonte: O autor. 
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5.3.8 Avaliação do perfil celular encontrado no exsudato obtido da “air pouch” 

subcutânea após infecção com Pb265 

 

 A figura 33 apresenta o perfil de migração celular encontrado no exsudato de animais 

infectados com Pb265 e que receberam ou não o tratamento com LLLT.  Os neutrófilos são o 

principal tipo celular encontrado na bolsa, independentemente do tratamento com LLLT, 

seguido pelos linfócitos, depois pelos monócitos e por fim pelos basófilos. Com relação aos 

neutrófilos nota-se que o grupo de animais que recebeu tratamento com LLLT apresentou um 

maior número desse tipo celular, o que ocorreu inversamente quando observamos a população 

de linfócitos, monócitos e basófilos, onde o grupo controle apresentou esses tipos celulares 

em maior número.  

 

 

Figura 33- Perfil de migração celular encontrado no exsudato da ―air pouch‖ subcutânea após estímulo com 

Pb265.  

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento (Pb265 S/T) ou que receberam 

irradiação (Pb265 + LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan. . *p<0,05 – 

Pb265 S/T em relação a Pb265 + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

5.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM LLLT EM PMN OBTIDOS POR ESTÍMULO COM 

Paracoccidioides brasiliensis DE ALTA VIRULÊNCIA (Pb18) 

 

 Serão apresentados a seguir os resultados referentes à infecção com Pb18. 

 

5.4.1 Visualização macroscópica da “air pouch” subcutânea obtida após infecção com 

Pb18. 

 

As figuras 34 a 36 apresentam aspectos da ―air pouch‖ subcutânea formada a partir da 

infecção com Pb18. A figura 34 ilustra o aspecto externo da ―air pouch‖ subcutânea após de 
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animais que não receberam o tratamento e a figura 35 ilustra o aspecto externo da ―air pouch‖ 

subcutânea de animais que foram tratados com LLLT. Não se observa nenhuma diferença no 

aspecto macroscópico externo entre os grupos tratados ou não com a LLLT após infecção 

com Pb18. 

 

  

Figura 34- Aspecto de uma ―air pouch‖ subcutânea de camundongo Swiss fêmea que não recebeu 

tratamento sacrificado após 8 dias de infecção com Pb18 (A) vista superior (B) vista lateral. 

Fonte: O autor. 

 

  

Figura 35- Aspecto de uma ―air pouch‖ subcutânea de camundongo Swiss fêmea que recebeu 

tratamento com  LLLT sacrificado após 8 dias de infecção com Pb18 (A) vista 

superior (B) vista lateral. 

Fonte: O autor. 

 

A figura 36 apresenta o aspecto do exsudato celular obtido após infecção dos animais 

com Pb18. A análise da figura mostra uma diminuição do processo inflamatório nos animais 
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que receberam tratamento com LLLT quando comparados aos animais que não sofreram 

irradiação após infecção com Pb18. O exsudato celular dos animais irradiados se apresenta 

com aspecto menos denso, com menor quantidade de exsudato, o que pode refletir em um 

menor número de células. 

 

 

Figura 36- Aspecto de ―air pouches‖ subcutâneas em camundongos Swiss fêmeas após 8 dias de 

infecção com Pb18 (A) Animal sem tratamento (B) Animal tratado com LLLT. 

Fonte: O autor 

 

5.4.2 Número total de neutrófilos obtidos da “air pouch” subcutânea após infecção com 

Pb18 

 

A figura 37 apresenta o número total de PMN quantificados através da contagem em 

hemocitômetro de animais que receberam o tratamento com LLLT e o controle sem 

tratamento. Observando a figura fica evidente que o tratamento com LLLT diminuiu 

significativamente o número de células no local do inóculo, confirmando o observado no 

aspecto do exsudato no grupo de animais irradiados mostrados anteriormente. 

EXSUDATO 

EXSUDATO 
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Figura 37- Número absoluto de PMN obtidos de camundongos 

infectados com Pb18. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o 

tratamento (Pb18 S/T) ou que receberam irradiação (Pb18 + 

LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com 

Pb18. *p<0,05 – Pb18 S/T em relação a Pb18 + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

5.4.3 Viabilidade dos neutrófilos obtidos da “air pouch” subcutânea após infecção com 

Pb18 

 

A figura 38 apresenta a viabilidade celular expressa em porcentagem de PMN obtidos 

de animais que receberam ou não o tratamento com LLLT após infecção com Pb18. A análise 

da figura demonstra que ambos os grupos se comportam de maneira similar quanto a esse 

parâmetro, não havendo diferença significativa entre eles.  

    

Figura 38- Viabilidade de PMN obtidos de camundongos infecção com Pb18. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento 

(Pb18 S/T) ou que receberam irradiação (Pb18 + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb18.  

Fonte: O autor. 
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5.4.4 Avaliação da atividade mitocondrial de neutrófilos obtidos da “air pouch” 

subcutânea após infecção com Pb18 

 

A figura 39 apresenta a atividade mitocondrial de PMN obtidos de animais que 

receberam ou não o tratamento com LLLT após infecção com Pb18. A figura demostra que os 

PMN obtidos de animais que receberam o tratamento com LLLT possuem atividade 

mitocondrial significativamente maior (p<0,05) do que os PMN coletados de animais que não 

receberam tratamento. 

    

Figura 39- Expressão da atividade mitocondrial de PMN obtidos de 

camundongos infectados com Pb18 em densidade óptica.  

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento 

(Pb18 S/T) ou que receberam irradiação (Expressão da atividade 

mitocondrial de PMN obtidos de camundongos infectados com Pb18 

em densidade óptica.Pb18 + LLLT) in vivo após estímulo via ―air 

pouch‖ subcutânea com Pb18. *p<0,05 – Pb18 S/T em relação a 

Pb18 + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

5.4.5 Quantificação dos metabólitos do oxigênio emitidos por neutrófilos obtidos da “air 

pouch” subcutânea após infecção com Pb18 

 

A figura 40 apresenta a quantificação dos metabólitos do O2 emitidos por PMN 

obtidos de animais que receberam o tratamento com LLLT e o controle sem tratamento após 

infecção com Pb18. Analisando figura é possível observar que os PMN obtidos de animais 

que receberam tratamento com LLLT liberam significativamente maior quantidade de ERO 

quando comparados ao controle não irradiado.  
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Figura 40- Quantificação dos metabólitos do oxigênio emitidos por PMN obtidos de 

camundongos infectados com Pb18. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento (Pb18 S/T) ou 

que receberam irradiação (Pb18 + LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ 

subcutânea com Pb18. *p<0,05 – Pb18 S/T em relação a Pb18 + LLLT. 

Fonte: O autor. 

 

5.4.6 Avaliação do conteúdo de proteínas de neutrófilos obtidos da “air pouch” 

subcutânea após infecção com Pb18 

 

A figura 41 avalia o conteúdo de proteínas de PMN obtidos de animais que receberam 

ou não o tratamento com LLLT após infecção com Pb18. Observando a figura nota-se que os 

PMN obtidos de animais que receberam o tratamento com LLLT produzem 

significativamente maior quantidade de proteínas quando comparados ao controle sem 

tratamento (p<0,05).  

  

Figura 41- Conteúdo de proteínas de PMN obtidos de camundongos infectados com Pb18. 

Notas: Os PMN foram obtidos de animais que não receberam o tratamento (Pb18 S/T) ou 

que receberam irradiação (Pb18 + LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ 

subcutânea com Pb18. *p<0,05 – Pb18 S/T em relação a Pb18 + LLLT. 

Fonte: O autor. 
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5.4.7 Avaliação da produção de citocinas pelo exsudato obtido da “air pouch” 

subcutânea após infecção com Pb18 

 

As figuras 42 a 47 expressam as concentrações de citocinas produzidas por células 

obtidas da ―air pouch‖ subcutânea de animais tratados ou não com LLLT após infecção com 

Pb18. 

A figura 42 apresenta a quantificação do GM-CSF. Analisando a figura podemos 

observar os animais que receberam o tratamento com LLLT se comportaram de forma similar 

os animais controle não irradiados.  

  

Figura 42- Quantificação de GM-CSF produzido por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Pb18. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento (Pb18 

S/T) ou que receberam irradiação (Pb18 + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb18. 

Fonte: O autor. 

 

A figura 43 apresenta a quantificação do IFN-γ. Ao observar a figura nota-se que não 

houve diferença na secreção desta citocina quando comparado o tratamento com LLLT e o 

controle sem irradiação. 
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Figura 43- Quantificação de IFN-γ produzido por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Pb18. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o 

tratamento (Pb18 S/T) ou que receberam irradiação (Pb18 + 

LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com 

Pb18. 

Fonte: O autor. 

    

 A figura 44 apresenta a quantificação da IL-12. O exsudato celular dos animais que 

receberam tratamento com LLLT se comportou de forma similar ao dos animais mantidos 

sem irradiação quanto à secreção desta citocina, não havendo diferença significativa entre os 

grupos. 

   

Figura 44- Quantificação de IL-12 produzida por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Pb18. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o 

tratamento (Pb18 S/T) ou que receberam irradiação (Pb18 + 

LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com 

Pb18. 

Fonte: O autor. 
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A figura 45 expressa a quantificação da IL-4. Observando a figura nota-se que não 

houve diferença na produção desta citocina, independentemente das células terem sido obtidas 

de animais que receberam o tratamento com LLLT ou de animais mantidos sem irradiação. 

    

Figura 45- Quantificação de IL-4 produzida por células da ―air pouch‖ 

subcutânea após estímulo com Pb18. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Pb18 S/T) ou que receberam irradiação (Pb18 + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb18. 

Fonte: O autor. 

 

A figura 46 expressa a quantificação da IL-10. A análise da figura demonstra que a 

LLLT diminuiu significativamente a expressão desta citocina pelas células obtidas dos 

animais que receberam o tratamento quando comparado ao grupo controle não irradiado. 

   

Figura 46- Expressão de IL-10 por células da ―air pouch‖ subcutânea após 

estímulo com Pb18. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o 

tratamento (Pb18 S/T) ou que receberam irradiação (Pb18 + 

LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com 

Pb18. 

Fonte: O autor. 
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A figura 47 expressa a quantificação da IL-17. Não houve diferença significativa quanto 

à produção desta citocina quando comparamos o grupo tratado com LLLT e o grupo controle 

sem irradiação. 

   

Figura 47- Expressão de IL-17 por células da ―air pouch‖ subcutânea após 

estímulo com Pb18. 

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento 

(Pb18 S/T) ou que receberam irradiação (Pb18 + LLLT) in vivo após 

estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Pb18. 

Fonte: O autor. 

 

5.4.8 Avaliação do perfil celular encontrado no exsudato obtido da “air pouch” 

subcutânea após infecção com Pb18 

 

 A figura 48 apresenta o perfil de migração celular encontrado no exsudato de animais 

infectados com Pb18 e que receberam ou não o tratamento com LLLT.  Os neutrófilos são o 

principal tipo celular encontrado na bolsa, independentemente do tratamento com LLLT, 

seguido pelos linfócitos, depois pelos monócitos e por fim pelos eosinófilos. Com relação aos 

neutrófilos nota-se que o grupo de animais que recebeu tratamento com LLLT apresentou um 

menor número desse tipo celular, o que ocorreu inversamente quando observamos a 

população de linfócitos e eosinófilos, onde o grupo controle apresentou esses tipos celulares 

em menor número. Não houve diferença quanto a migração de monócitos, independentemente 

do tratamento com LLLT.  
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Figura 48- Perfil de migração celular encontrado no exsudato da ―air pouch‖ subcutânea após estímulo com 

Pb18.  

Notas: As células foram obtidas de animais que não receberam o tratamento (Pb18 S/T) ou que receberam 

irradiação (Pb18 + LLLT) in vivo após estímulo via ―air pouch‖ subcutânea com Zymosan. . *p<0,05 

– Pb18 S/T em relação a Pb18 + LLLT. 

Fonte: O autor.  
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6 DISCUSSÃO  

 

Os PMN são considerados importantes células do sistema imune e contribuem para 

respostas do hospedeiro contra infecções fúngicas, entre outras, especialmente nos estágios 

iniciais da PCM (ACORCI-VALERIO et al., 2010).  

A laserterapia de baixa potencia é frequentemente utilizada para reduzir uma resposta 

inflamatória (GUPTA et al., 2013). Estudos utilizando diversos modelos de inflamação aguda 

apresentam uma diminuição na formação de edema e um declínio na migração de PMN após 

tratamento com LLLT (OLIVEIRA et al., 2014; DE LIMA et al., 2011).  

No presente trabalho, ao se observar o aspecto de uma ―air pouch‖ subcutânea obtida 

após inoculação do animal com salina nota-se que não ocorreu nenhum processo inflamatório 

nesse local. Esse dado nos sugere que não é o método ―air pouch‖ que induz a migração de 

células para o local da infecção, independentemente da irradiação a LASER de baixa 

potência, sugerindo que também não é o LASER que estimula a migração, uma vez que o 

grupo mantido sem tratamento com LLLT também não apresentou células no local onde o 

estímulo foi injetado, o que respalda a informação apresentada com relação à inoculação de 

salina não ser suficiente para atrair células para o local do inóculo. 

Com relação ao aspecto interno do exsudato celular e a contagem do número absoluto 

de PMN em animais inoculados com Zymosan ou infectados com Pb265 sugere-se que a 

LLLT possui um efeito ativador na migração de PMN para o local do inóculo. Por sua vez, 

para a infecção com Pb18, o tratamento levou a uma diminuição do número de PMN. O perfil 

de migração celular apresentado nesse trabalho foi semelhante ao mostrado por Burger et al. 

(2015), onde a terapia atua estimulando a migração celular quando o estímulo é um agente 

não infeccioso (Zymosan), e diminuindo quando se usou uma cepa virulenta do fungo (Pb18). 

O que pode explicar a diferença na migração celular ter ocorrido de forma distinta para os 

grupos é a composição química de cada um dos estímulos. O Zymosan consiste de uma 

mistura de componentes intracelulares e da parece celular do fungo Saccharomyces 

cerevisiae, onde as beta-glucanas existentes em sua composição provocam respostas 

inflamatórias com produção de ERO e citocinas, e estão envolvidas em processos de 

fagocitose por PMN e macrófagos (VETVICKA, 2014). São reconhecidas por receptores 

TLR-2 e dectina-1, levando a uma produção de IL-10 (BONFIM; MAMONI; BLOTTA, 

2009). Por sua vez, o Pb, em sua fase leveduriforme, possui como os principais componentes 

da parece celular as alfa-1,3-glucanas (KANETSUNA, 1972). Glucanas são reconhecidas 
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pelos receptores de lectina tipo- C e de dectina-1, e também pelo receptor do complemento 

CR3 e lactosilceramida (VETVICKA, 2014).  

A diminuição na migração celular quando se utilizou o tratamento com LLLT nos 

animais infectados com Pb18 pode estar relacionada à presença da glicoproteína gp43, 

principal antígeno do Pb, relacionada a mecanismos de escape apresentado pelo fungo. Em 

modelo experimental, quando se utilizou um inibidor de gp43 in vitro foi observado um 

aumento significativo na produção de TNF-α e redução na recuperação de leveduras quando o 

Pb foi exposto a macrófagos estimulados com IFN-γ, sugerindo redução da ligação ou 

aumento da morte dos fungos (TORRES et al., 2013). A utilização de células dendríticas 

transfectadas com um plasmídio que codifica uma proteína semelhante a gp43 conferiu 

proteção a camundongos BALB/c, e induziu a produção de IgG específica contra gp43 e 

citocinas IFN-γ, IL-12 e IL-4 (JANNUZZI et al., 2015). Esse fator de virulência, juntamente 

com a molécula 14-3-3, além de participarem da adesão do fungo, também contribuem para 

outros mecanismos celulares importantes como a apoptose de pneumócitos humanos (SILVA 

et al., 2015). A imunização de camundongos contra a PCM utilizando S. cerevisiae 

expressando gp43 mostrou um perfil protetor, onde os animais tiveram o parênquima 

pulmonar preservado e granulomas menores e com menor carga fúngica do que os animais 

não imunizados. Os níveis das citocinas IL-12 e IFN-γ foi maior nos camundongos 

imunizados do que nos não vacinados, sugerindo um perfil de resposta Th1 (ASSIS-

MARQUES et al., 2015). A gp43 também participa da formação do biofilme do Pb, 

juntamente com enolase, GAPDH e aspartilproteinases, juntamente com regulação negativa 

dos genes responsáveis pela formação de fosfolipases (SARDI et al., 2015). O trabalho de 

Konno et al. (2012) sugere que peptídeos derivados da gp43 são potentes moduladores de 

respostas inflamatórias locais e sistêmicas em camundongos, e sugerem que o efeito anti-

inflamatório é dependente de alterações na produção de citocinas da imunidade inata como 

TNF-α, IL-6 e IL-10. A sugestão aqui é que a cepa Pb18, considerada mais virulenta, possui o 

antígeno gp43 em maior quantidade, sendo este responsável por um efeito anti-inflamatório 

no local do inóculo, e como os PMN dos animais que receberam tratamento com LLLT 

estimulados por essa cepa tiveram uma maior atividade mitocondrial, maior produção de 

proteínas e de ERO não foi necessário um recrutamento adicional desse tipo celular, por isso 

o menor número encontrado no exudato.     

Os neutrófilos maduros contém três tipos de grânulos distintos, formados em alguma 

das fases de maturação. Os grânulos azurófilos ou primários são formados na fase de pró-

mielócito, os específicos ou secundários são formados na fase de mielócito e os grânulos 
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terciários ou de gelatinase são formados na fase de metamielócito. Os grânulos primários são 

ricos em mieloperoxidase (MPO), lisozima e defensinas, os secundários ricos em lisozima, 

colagenase, gelatinase e lactoferrinas e os terciários ricos em gelatinase. Após a internalização 

de partículas estranhas ao organismo, os grânulos de armazenamento presentes no citoplasma 

do neutrófilo começam a se fundir com o fagossoma, liberando seu conteúdo que possui 

substâncias capazes de matar e degradar ou dissolver os materiais fagocitados. Esse processo 

é chamado degranulação. Dentre as substâncias liberadas destacam-se as defensinas, que 

agem tornando as membranas dos microrganismos permeáveis. A célula também bombeia 

íons hidrogênio que promove hidrólise direta do alvo e aumenta a atividade de muitas 

enzimas granulares (PARSLOW et. al., 2004).  

O estudo de HU et al. (2007) demonstrou que a terapia com LLLT levou a um 

aumento na atividade mitocondrial, o que sugere uma maior produção de ATP, que 

proporciona um aumento da atividade mitótica e da síntese protéica (TAVARES, 2002). Gao 

e Xing (2009) relacionaram a LLLT com aumento da proliferação celular, que pode ser 

regulado por ativação ou expressão elevada de proteínas específicas do ciclo celular, que são 

reguladas por sinalização mitocondrial. Essa terapia pode induzir a síntese e liberação de 

muitas moléculas como fatores de crescimento, citocinas inflamatórias e outras. Resultados 

semelhantes foram mostrados por Burger et al. (2015), no qual neutrófilos obtidos após 

inoculação com Zymosan ou infecção com Pb18, expostos a cepa de alta virulência do P. 

brasiliensis, apresentaram atividade mitocondrial aumentada quando provenientes de animais 

que receberam tratamento com LLLT. Nesse trabalho a LLLT levou uma maior atividade 

mitocondrial em todos os grupos tratados quando comparados ao controle não irradiado. Esse 

resultado está corroborado pela avaliação do conteúdo proteico dessas células provenientes de 

animais tratados com LLLT após infecção com Pb18, porém essa produção esteve diminuída 

nos grupos onde o estímulo foi o Zymosan e o Pb265. 

Uma apropriada ativação de células fagociticas e particularmente a produção de ERO 

pela nicotinamida adenina dinucleótideo fosfato oxidase (NADPH) são importantes para 

controlar infecções por fungos (ROMANI, 2004). Outros estudos mostraram que os PMN, 

quando em contato com agentes infecciosos, iniciam o processo de fagocitose, fato que ocorre 

com intensa atividade metabólica e grande consumo de oxigênio, conhecido como busrt 

respiratório (HENDERSON; CHAPPELL, 1996). Durante esse processo ocorre a ativação do 

complexo enzimático Nox2, que culmina na formação de diferentes espécies reativas de 

oxigênio, como O2
-
, H2O2 e seus derivados, o que torna os PMN capazes de eliminar agentes 

patogênicos. Além do Nox2, existem outras fontes de liberação de ERO, como uma ERO 
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mitocondrial, capaz de regular a ativação dessas células (BABIOR, 2000). O trabalho de 

Vorobjeva et al. (2017) demonstrou, utilizando um inibidor de ERO mitocondrial, que esta é 

necessária para ativar Nox2, bem como exocitose de grânulos primários e secundários de 

neutrófilos.  

 Neutrófilos de pacientes com PCM são funcionalmente deficientes contra o Pb e 

degeneram durante o processo de fagocitose (GOIHMAN-YAHR et al., 1992; GOIHMAN-

YAHR et al., 1980; McEWEN et al., 1987; DIAS et al., 2008). A estimulação in vitro de 

neutrófilos de camundongos resistentes ao Pb mostrou que essas células produzem mais ERO 

do que os camundongos susceptíveis, indicando que durante a infecção os camundongos 

susceptíveis perdem sua habilidade de produzir oxigênio, importante para impedir a 

disseminação do fungo (MELONI-BRUNERI et al, 1996). Cabe ressaltar que o próprio fungo 

possui artificios para escapar dos mecanismos microbicidas das células efetoras, como a 

produção de catalases que fornecem proteção contra ERO (TAMAYO et al., 2017).  O estudo 

de Cerdeira et al. (2016) mostrou que a LLLT é capaz de estimular o busrt respiratório em 

neutrófilos humanos, aumentando sua capacidade fungicida contra C. albicans. No trabalho 

de Burger et al. (2015) houve maior produção de ERO pelos PMN obtidos de camundongos 

Swiss irradiados, independentemente se as células utilizadas para co-cultivo com Pb18 eram 

provenientes de estímulo com Zymosan ou de infecção pelo mesmo fungo (no caso o co-

cultivo foi uma segunda exposição ao Pb18). Nesse trabalho houve maior liberação de ERO 

por parte dos PMN de animais que receberam tratamento após inoculação com Zymosan ou 

infecção com Pb18. Por sua vez, na infecção com Pb265, não houve diferença significatva 

quanto a essa produção. 

As funções fungicidas de neutrófilos requerem ativação por citocinas do sistema 

imune (ACORCI-VALERIO et al., 2010). IFN-γ, TNF-α, GM-CSF and IL-15 são alguns 

exemplos de fatores que podem ativar neutrófilos humanos e aumentar sua habilidade 

fungicida por um mecanismo dependente da produção de ERO, H2O2 e de ânion 

superóxido(RODRIGUES et al., 2007; TAVIAN et al., 2008) . Em neutrófilos maduros, GM-

CSF regula positivamente a expressão da integrina CD11b, que aumenta a adesão celular e 

entrada no tecido, e também funções antimicrobianas, como fagocitose e produção de ERO 

(SAKAGAMI et al., 2009; UCHIDA et al., 2007). O estudo de Nascimento et al. (2011) 

revelou que a presença de GM-CSF modula positivamente a geração de células gigantes 

multinucleadas, presentes em inflamação granulomatosa característica, e estimulam a 

atividade fungicida contra Pb18, principalmente em combinação com IFN-γ. Já quando IL-10 

ou TGF-β foi adicionado as culturas houve um efeito supressivo na geração dessas células.  
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Na PCM as formas clínicas estão associadas a uma deficiência de desenvolvimento de 

resposta efetiva Th1, caracterizada por incapacidade de formação de granulomas densos. Há, 

nesses casos, possibilidade de desvio para outros padrões de respostas imunológicas, como a 

Th2, que resulta ser ineficiente para conter a propagação da infecção (PAGLIARI; SOTTO, 

2003). Pacientes com a doença em atividade apresentam depressão da resposta imune celular, 

caracterizada por diminuição da síntese de citocinas de padrão Th1 como IL-2, IFN-γ e IL-12, 

e aumento dos níveis de IL-4, IL-5 e IL-10, que corresponde à resposta de padrão Th2 não 

protetora ao hospedeiro (BENARD et al., 2001). Indivíduos que apresentam infecção 

paracoccidioidomicótica produzem níveis mais elevados de IFN-γ, TNF-α e IL-2 quando 

comparados com pacientes que desenvolveram as formas adulta ou juvenil da doença 

(MAMONI; BLOTTA, 2006). Em um modelo experimental, Loures et al. (2009) 

demonstraram que após infecção intratraqueal com Pb, os camundongos competentes em 

TLR4 produziram elevados níveis de IL-12 e TNF-α, além de citocinas do padrão Th17, 

indicando um papel pró-inflamatório para a sinalização do TLR4. Já os camundongos com 

depleção do TLR4 apresentaram diminuição dos níveis de NO pulmonar, citocinas pró-

inflamatórias e anticorpos.  

Neutrófilos humanos expostos ao Pb18 produzem IFN-γ, provavelmente por ligação a 

receptores TLR4 e dectina-1 expressos por essas células, e os níveis de expressão dessa 

citocina aumentaram quando os PMN foram previamente estimulados com IL-12, IL-15 e IL-

18 (RODRIGUES et al., 2014). Neutrófilos humanos expostos ao Pb produzem IL-12, IL-10, 

PGE2 e LTB4 envolvendo o receptor de manose, dectina-1 e TLR2 (SOARES et al., 2014).   

O trabalho de Soares et al., (2014) demonstrou que a produção de IL-12 por PMN 

humanos ocorre principalmente em resposta ao Pb265, com participação de TLR2 e dectina-1. 

Essas células também produzem IL-10 com níveis maiores quando o estímulo foi o Pb18, 

com envolvimento de TLR2 e receptor de manose, e somente TLR2 para o Pb265. Em 

camundongos com deficiência aguda no pulmão foi demonstrado que a LLLT tem efeitos 

benéficos, diminuindo a atividade da MPO e permeabilidade vascular, reduzindo a 

hemorragia alveolar e o edema, e diminuindo o infiltrado neutrofílico. Foi notada uma 

regulação negativa da IL-8 e positiva da IL-10 nesses animais, sugerindo que os efeitos 

benéficos do laser na deficiência aguda são dependentes da secreção de IL-10, uma vez que 

na ausência dessa citocina o laser possui um efeito reverso (CARVALHO et al., 2017).  

 Novas subpopulações de células TCD4+ efetoras foram descritas, sendo capazes de 

desempenhar um papel importante nas respostas imunológicas às infecções fúngicas, tais 

como: célula Th17, Th22 e células Th9. As Th17 são caracterizadas pela produção de IL-17 e 
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são diferenciadas na presença de TGF-β, IL-6 e com a participação de um fator de transcrição 

denominado de RORγt e, a produção de TGF-β pelas células TCD4+ estabelece uma ligação 

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 remoção de agentes 

patogénicos que não são eficazmente destruídas por linhagens Th1 ou Th2. Um papel 

importante já evidenciado das células Th17 é que estas produzem citocinas e quimiocinas 

inflamatórias, tais como: CXCL8, IL-1β, IL-23 e IL-6 e peptídeos antimicrobianos como as 

defensinas, que induzem o grande acúmulo de PMN e outras células inflamatórias, que 

desempenham um importante papel no controle das infecções fúngicas (KORN et al, 2009). O 

trabalho de Nagib et al. (2010) mostrou que a irradiação a LASER de baixa potência hélio e 

neônio diminui a expressão de interleucina pró-inflamatória IL-17, TNF-α e interleucina anti-

inflamatória IL-10 em lesões paracoccidioidomicóticas expostas a essa irradiação, 

promovendo a eliminação do fungo e favorecendo o desenvolvimento do perfil Th1 

(THOMPSON-SNIPES et al., 1991). 

 Nesse trabalho, o tratamento dos animais com LLLT não provocou alteração na 

secreção das citocinas que estimulam e são produzidas por PMN e que favorecem o perfil 

Th1, IL-12 e IFN-γ, independentemente da virulência da cepa. Também não houve alteração 

na produção de IL-17 e a produção de GM-CSF só foi significativamente menor quando o 

estímulo para obtenção das células foi o Zymosan no grupo tratado com LLLT.  Quanto à 

secreção de citocinas inibitórias para as funções dos PMN, houve diminuição significativa da 

produção de IL-10 pelas as células obtidas após a infecção com Pb18 no grupo tratado com 

LLLT quando comparado ao controle não tratado, sugerindo que essa terapia module o 

processo inflamatório. A produção de IL-4 foi significativamente menor quando o estímulo 

para obtenção das células foi o Zymosan no grupo tratado com LLLT.  

A migração celular, independentemente de o estímulo ter sido o Zymosan ou o Pb, 

apresentou como principal tipo de célula os neutrófilos, seguidos dos linfócitos e monócitos. 

Os outros tipos celulares que migraram para o local do inóculo nos experimentos desse 

trabalho (basófilos e eosinófilos) provavelmente foram devido a um escape do vaso 

sanguíneo, não sendo necessárias para a resolução do processo inflamatório/infeccioso. Como 

já visto, os neutrófilos formam a primeira linha de defesa contra microorganismos, incluindo 

fungos e bactérias.  

Os PMN têm um papel fundamental no controle da multiplicação de bactérias 

patogênicas como Listeria monocytogenis, Salmonella tiphymurium, Yersinia enterocolitica 

(CONLAN, 1977), fungos como Candida albicans e o P. brasiliensis (FULURIJA et al., 
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1966; MELONI-BRUNERI et al., 1996). O trabalho de Chairatana e Nolan (2017) mostrou a 

importância da α-defensina 6, encontrada nos grânulos dos neutrófilos, que bloqueiam a 

invasão bacteriana em células gastrointestinais do hospedeiro e suprimem traços de virulência 

do microrganismo opostunista C. albicans. Neutrófilos guiados por C5a migram até o local 

onde se encontram as células leveduriforme de C. neoformans, e na presença desse fragmento 

do sistema complemento há um aumento da expressão de CD11b, essencial para a fagocitose, 

resultando em morte dos microrganismos (SUN et al., 2015). A IL-17 produzida por PMN faz 

parte de uma resposta imune protetora durante a infecção pulmonar por C. neoformans, 

impedindo a disseminação do fungo para o cérebro em camundongos (WOZNIAK et al., 

2011).  

Nesse trabalho percebemos que dependendo da cepa utilizada houveram diferenças em 

certos parametros da resposta imune e o tratamento com LLLT induziu um caráter ativador, 

estimulando os PMN presentes no exsudato, principalmente após estímulo com a cepa 

virulenta Pb18, favorecendo assim um potencial fungicida por parte das mesmas. Ferreira et 

al. (2006) reforçaram essa idéia sugerindo que camundongos infectados com Pb nas patas e 

tratados com irradiação a LASER de baixa potência neste local tiveram redução do edema de 

pata, granuloma confluente, cicatrização mais rápida das feridas e nenhuma forma de Pb 

detectada no local, enquanto que o grupo controle apresentou múltiplos fungos viáveis no 

local da infecção. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 Os resultados sugerem que o tratamento com laserterapia de baixa potência (LLLT) 

confere um potencial fungicida aos neutrófilos (PMN) e uma maior resolução da infecção 

causada pela cepa virulenta Pb18, corroborado pelo aumento na produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO), do metabolismo celular (atividade mitocondrial), da produção de 

proteínas e diminuição da secreção da citocina inibitória IL-10.  
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