UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS — UNIFAL-MG

BRUNO JOSE NASCIMENTO GOMES

EFEITOSDA IRRADIACAO COM LASER DE BAIXA POTENCIA (LLLT) EM
NEUTROFILOS MADUROS CULTIVADOS EX VIVO E IN VITRO NA INFECC}AO
EXPERIMENTAL POR Paracoccidioides brasiliensis.

Alfenas/MG
2021



BRUNO JOSE NASCIMENTO GOMES

EFEITOS DA IRRADIAQAO COM LASER DE BAIXA POTENCIA (LLLT) EM
NEUTROFILOS MADUROS CULTIVADOS EX VIVO E IN VITRO NA INFECQAO
EXPERIMENTAL POR Paracoccidioides brasiliensis

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas pela Universidade Federal de Alfenas.
Area de concentragdo: interacio Patdgeno
Hospedeiro.

Orientador: Profa. Dra. Eva Burger

Alfenas/MG
2021



Dados Internacionais de Catalogag¢&o-na-Publicacéo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas

Gomes, Bruno José Nascimento.
Efeitos da irradiagdo com laser de baixa poténcia (lllt) em neutrdéfilos
maduros cultivados ex vivo e in vitro na infecgdo experimental por

G633e
Paracoccidioides brasiliensis. / Bruno José Nascimento Gomes. —

Alfenas/MG, 2021.

108f. : il. --
Orientadora: Eva Burger.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal

de Alfenas, 2021.
Bibliografia.

1. Paracoccidioidomicose. 2. Lasers. 3. Neutréfilos. 4. Paracoccidioides.

CDD-616.079

I. Burger, Eva. I1. Titulo.

Ficha Catalogréafica elaborada por Fatima dos Reis Goiata
Bibliotecaria-Documentalista CRB/6-425



BRUNO JOSE NASCIMENTO GOMES

EFEITOS DA IRRADIAC;AO COM LASER DE BAIXA POTENCIA (LLLT) EM
NEUTROFILOS MADUROS CULTIVADOS EX VIVO E IN VITRO NA INFECC}AO
EXPERIMENTAL POR Paracoccidioides brasiliensis

A Banca examinadora abaixo-assinada, aprova a
Dissertacao apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas pela Universidade Federal de Alfenas.
Area de concentracio: Interacdo Patogeno
Hospedeiro.

Aprovada em: 08 de outubro de 2021

Profa. Dra. Eva Burger
Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG

Profa. Dra. Maria José Soares Mendes Giannini

Instituicdo: Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - UNESP (Araraquara)

Prof. Dr. Luiz Felipe Leomil Coelho
Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG.

-
Documento assinado eletronicamente por Luiz Felipe Leomil Coelho, Professor do Magistério

Jel' @ Superior, em 08/10/2021, as 16:49, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62,

assinatura

| eletronica § 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

—
- eil Documento assinado eletronicamente por Eva Burger, Professor do Magistério Superior, em
;fmm') @ 08/10/2021, as 16:50, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
| eletronica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

-
Documento assinado eletronicamente por Maria Jose Soares Mendes Giannini, Usuario Externo, em

JE'- fil] 08/10/2021, as 16:53, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do

.n\lrl:llur.\

| eletronica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

I..:' " A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.unifal-
' mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id orgao_acesso_externo=0,
&= informando o cédigo verificador 0610082 e o cédigo CRC D57DFO3C.




Aos meus pais Rosane e Luiz, a minha irma Mariana e avo Irene e meu marido Elias por me
apoiarem de maneira incondicional durante esta caminhada. A minha tia Violeta e todas as mais de
590.000 mil vitimas (até a presente data) da pandemia de COVID-19 provocada pelo virus SARS
CoV-2.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha familia, principalmente aos meus pais Rosane e Luiz, por
apoiarem minha escolha e pelos anos de dedicagdo, amor proporcionados e ainda por me
ensinarem o verdadeiro sentido da palavra educacéo;

Agradeco ao meu marido Elias pelo amor, companheirismo e apoio durante esse periodo;

Agradeco a equipe do laboratério de Imunopatologias das micoses, especialmente Lauana,
Nayara, Vitor e Julianne, pela convivéncia e companheirismo;

Agradeco a todos os professores que passara por minha vida pelo conhecimento
proporcionado e pela oportunidade de aprimoramento pessoal e profissional. Especialmente a
Professora Eva Burger pelas orientacdes;

Agradeco aos membros da banca examinadora;

Agradeco ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Biologicas pela oportunidade de
crescimento pessoal e profissional.

Agradeco a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) pelo
apoio financeiro fornecido via bolsa - Processo 309917,

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.



Por que deveriamos subsidiar a curiosidade intelectual?

(Ronald Reagan, discurso de campanha eleitoral, 1980)

Nada é mais digno de nosso patrocinio que o fomento da ciéncia
e da literatura. O conhecimento é, em todo e qualquer pais, a
base mais segura da felicidade publica.

(George Washington, discurso no Congresso, 8 de janeiro de
1790)



RESUMO
A paracoccidioidomicose (PCM) é uma grave doenca granulomatosa sistémica, endémica da
regido latino-americana, causada por fungos termodimorficos do complexo Paracoccidioides
brasiliensis e P. lutzii. A imunidade protetora € mediada por macréfagos e citocinas produzidas
por linfécitos Thl e Thl7. A PCM ¢ caracterizada pelo infiltrado inflamatdrio de
polimorfonucleares neutrofilos (PMNSs), que combatem os fungos via producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e citocinas pro-inflamatdrias. Ja foi relatado que a estimulacdo dos
PMNs com LASER de baixa poténcia (LLLT) aumentou a capacidade fungicida dessas células
contra Candida albicans e P. brasiliensis. No entanto, ainda n&o esta estabelecido onde e como
a LLLT atua. Dentro deste contexto foram avaliadas a geracdo de espécies oxidantes totais e
peroxido de hidrogénio, atividade da enzima catalase, producdo de citocinas, geragdo de
proteinas e capacidade fungicida de PMN maduros, oriundos dos exsudatos de bolsa de ar
subcutanea de camundongos infectados com a cepa virulenta Pb18 de P. brasiliensis e
cultivados ex vivo e in vitro. Os PMNs tratados com LLLT apresentaram maior viabilidade
celular, producdo de espécies oxidantes totais, H.O., atividade de catalase ¢ produgdo de
proteinas; assim como, aumento da expressao citocinas pro-inflamatdrias e diminuicao das anti-
inflamatorias. Os PMNs irradiados também apresentaram aumento na capacidade fungicida. Os
resultados sugerem que a LLLT pode aumentar o metabolismo dos PMN, tornando essas células
mais competentes em sua atividade antifungica, assim como modular a expressdo de citocinas

pro-inflamatorias e anti-inflamatorias.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. “LASER”. Neutr6filos. Paracoccidioides brasiliensis.



ABSTRACT
Paracoccidioidomycosis (PCM) is a severe systemic granulomatous disease, endemic to the
Latin American region, caused by thermodimorphic fungi of the Paracoccidioides brasiliensis
complex and P. lutzii. Protective immunity is mediated by macrophages and cytokines
produced by Thl and Th17 lymphocytes. PCM is characterized by the inflammatory infiltrate
of polymorphonuclear neutrophils (PMNs), which fights fungi via production of reactive
oxygen species (ROS) and pro-inflammatory cytokines. It has been reported that the stimulation
of PMNs with low potency LASER (LLLT) increased the fungicidal capacity of these cells
against Candida albicans and P. brasiliensis. However, it is not yet established where and how
LLLT operates. Within context were evaluated, the generation of total oxidizing species and
hydrogen peroxide, catalase enzyme activity, cytokine production, protein generation and
fungicidal capacity of mature PMNs from subcutaneous air pouch exudates from mice infected
with the virulent strain Pb18 of P. brasiliensis and cultivated ex vivo and in vitro. PMNs treated
with LLLT dissipate greater cell viability, production of total oxidizing species, H20-, catalase
activity and protein production; as well as an increase in the expression of pro-inflammatory
cytokines and a decrease in anti-inflammatory ones. Irradiated PMNSs also increase the
fungicide's capacity. The results obtained suggest that LLLT can increase PMN metabolism,
making these cells more competent in their antifungal activity, as well as modulating the

expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. "LASER". Neutrophils. Paracoccidioides brasiliensis.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 ETIOLOGIA

A paracoccidioidomicose (PCM) caracteriza-se como uma doenca granulomatosa causada
por fungos termodimorficos, pertencente ao género Paracoccidioides (SANTOS JUNIOR et
al., 2020). E uma doenca endémica da América Latina, com grande prevaléncia em paises da
América do Sul, como Brasil, Venezuela, Colémbia e Argentina (MARTINEZ, 2015). A
enfermidade foi descrita pela primeira vez em 1908 por Adolfo Lutz, que isolou 0 agente
etioldgico de lesdes orais oriundas de seus pacientes (LUTZ, 1908).

Taxonomicamente os agentes etioldgicos da PCM sdo pertencentes ao reino Fungi, filo
Eumycota, subdivisdo Deutromycotina, classe Eurotiomycetos, ordem Onygenales, familia
Ajellomycetaceas, género Paracoccidioides, o qual é constituido de duas espécies
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii (BURGER, 2021). A espécie
Paracoccidioides brasiliensis abriga um complexo de pelo menos quatro especies cripticas (S1,
PS2, PS3 e PS4, Figura 1) (BOCCA et al., 2013).

P. brasiliensis foi considerada uma espécie Unica desde sua descoberta, entretanto analises
morfoldgicas e moleculares sustentaram a necessidade da divisdo de P. brasiliensis em duas
espécies (DE MELO TEIXEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2009). Atualmente a PCM
possui como agentes etiologicos fungos pertencentes ao género Paracoccidioides: Complexo
P. brasiliensis e Paracoccidioides lutzii (DO AMARAL et al., 2019). Apds a analises de DNA
mitocondrial, morfologia dos conidios e leveduras de 65 isolados de P. brasiliensis, foi proposta
uma nova classificacdo taxondmica para o complexo P. brasiliensis englobando os grupos
genéticos P. brasiliensis (S1), P. americana (PS2), P. restrepiensis (PS3), P. venezuelensis
(PS4), sugerindo que eles sejam considerados como espécies distintas (TURISSINI et al., 2017)
2017).

P. brasiliensis S1 representa uma populacdo monofilética e recombinante amplamente
distribuida na América do Sul sendo associada com a maioria dos casos de PCM detectados
atualmente (TEIXEIRA et al., 2014). Ja PS2 é encontrada somente no Brasil e Venezuela, e
PS3 foi isolada de humanos e animais pertencentes a familia Dasypoidae em regies endémicas
da Coldmbia (MATUTE et al., 2006). A PS4 compBe uma populagdo monofilética de isolados
clinicos da Venezuela (SALGADO-SALAZAR et al., 2010; THEODORO et al., 2012). P.

lutzii compreende uma populagdo monofilética e recombinante encontrada nas regides centro
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oeste, sudeste e norte do Brasil, assim como no Equador (DE MELO TEIXEIRA et al., 2014;
THEODORO et al., 2012).

Os fungos do género Paracoccidioides sdo termodimorficos, podendo ser cultivados como
micélios a 25 °C e em sua conformacéo leveduriforme a 37 °C. A forma micelial caracteriza-
se inicialmente por coldnias esbranquicadas, que ganham aspecto aveludado e coloracdo
acastanhada com o passar do tempo. Microscopicamente as estruturas leveduriformes variam
em tamanho e forma, passando da conformacdo oval, esférica até eliptica, e com paredes
birrefringentes. Nota-se a presenca de células mies, variando de 20 a 30um de didmetro,
capazes de produzirem de 10 a 12 células filhas, com 2 a 10um, formando a conformagao
caracteristica de leme de navio. J& quando a célula mae se encontra unida com duas células

filhas, nomeia-se essa conformacao de Mickey-mouse (MENDES et al., 2017).



Figura 1- Representacéo filogenética do género Paracoccidioides baseada em

sequéncias parciais do gene gp43.
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Fonte: Adaptado de Bocca et al. (2013).
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1.2 ASPECTOS ECOLOGICOS

A despeito dos importantes avancos no conhecimento da biologia dos agentes etiol6gicos da
PCM, pouco ainda se sabe sobre aspectos ecoldgicos da biologia desses fungos (MENDES et
al., 2017). Animais pertencentes a familia Dasypodidae, popularmente conhecidos como tatus,
desempenham um papel importante como hospedeiros de P. brasiliensis e na identificacdo de
areas endémicas para PCM, dado que o fungo é frequentemente isolado em diversas espécies
de tatus, com destaque para Dasypus novemcinctus e Cabassous centralis (BAGAGLI et al.,
2003; CORREDOR et al., 2005). O ambiente representado pelas tocas dos tatus e seus
arredores, associados com fatores bidticos e abidticos, podem contribuir para o
desenvolvimento da fase saprobica do fungo na natureza (TERCARIOLI et al., 2007). P. lutzii
ainda néo foi isolado de tecidos de tatus, entretanto essa espécie, assim como P. brasiliensis,
foram molecularmente detectados em amostras de solo e aerossois obtidas de habitats de tatus
(ARANTES et al., 2016).

P. brasiliensis, P. lutzzi e outros fungos da ordem Onygenales, como Histoplasma
capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Coccidioides immitis coevoluiram com hospedeiros
animais a milhares de anos, se adaptando a dois nichos ecoldgicos distintos: ambientes ricos
em matéria organica e tecidos vivos de hospedeiros animais (BAGAGLI et al., 2006, 2008).
Essa coevolucdo com hospedeiros animais pode ter induzido alteracbes genéticas nesses
patogenos, levando a uma maior adaptacéo a um estilo de vida biotrofico e significante reducao
das suas formas saprdbicas, sendo relativamente transitorias e ocorrem sob condi¢Ges
ambientais especificas, como areas abaixo da superficie do solo, tocas e outros habitats
similares (BAGAGLI et al., 2008).

Diversas condicdes climéticas estdo associadas a uma maior incidéncia de casos de PCM,
tais como, precipitacdo, umidade absoluta e relativa do ar, capacidade de armazenamento de
4gua do solo e indice de Oscilagdo Sul -Southern Oscillation Index (SOI)- (La Nifia e EI Nifio).
A ocorréncia de El Nifio Oscilacdo Sul (ENSO) predispdem a um maior indice pluviométrico,
gerando um maior estoque de dgua no solo, assim como uma elevacdo da umidade relativa do
ar (BARROZO et al., 2010, 2009).

Algumas evidéncias sugerem que P. brasiliensis cresce preferencialmente entre 2 e 20 cm
abaixo da superficie do solo, uma condicdo que protege de competidores, abundantes nas
camadas mais superficiais (BARROZO et al., 2009). A atividade agricola humana tende a

remover as camadas mais superficiais do solo, expondo a forma filamentosa do fungo, que em



15

condicbes de umidade do ar elevada podem ser aerossolizadas, gerando uma maior
probabilidade de transmissdo (MENDES et al., 2017)

1.3 EPIDEMIOLOGIA

Cerca de 80% de todos os casos de PCM ocorrem em territorio brasileiro e os 20% restantes
encontram-se distribuidos em paises da América do Sul, principalmente na Col6mbia,
Venezuela, Argentina e Equador (BRUMMER et al., 1993; MARTINEZ, 2017). No periodo
de 1996 a 2006 foram registrados um total de 168 mortes pela doenga no Brasil (PRADO et al.,
2009). Baseado na taxa de letalidade de 3% a 5% dessa doenca, 0 nimero de casos de
paracoccidioidomicose no Brasil é estimado entre 3360 a 5600 por ano (MARTINEZ, 2017).

A incidéncia anual da PCM em S&o Paulo é de 0,96, 0,90 no Rio de Janeiro e em Santa Maria
(Rio Grande do Sul) para cada 100.000 habitantes (MARTINEZ, 2015). Na regido Norte do
Brasil, no estado de Rondonia, a incidéncia média da doenca foi de 9,4/100.000 habitantes por
ano. No periodo de 1970 a 1999, na Coldmbia registrou-se a incidéncia de 0,5 a 2,2
cas0s/100.000 habitantes por ano (CALLE et al., 2001). Na Argentina a média de nimero de
casos anuais foi de 110,0; 25,9 na Venezuela, 15,1 no Ecuador, 5,0 no Paraguai, 3,3 no Peru,
3,1 no México e 1,1 no Uruguai (BURSTEIN ALVA, 2002; LOPEZ-MARTINEZ et al., 2014;
MARTINEZ, 2017).

Um total de 1.853 mortes por PCM foram registradas no Brasil entre 1986 e 2006,
representando 51% do total do nimero de mortes por infecgdes fungicas (PRADO et al., 2009).
Durante o periodo de 1980 a 1995, a média anual do indice de mortalidade por milhdo de
habitantes foi de 2,0 na regido Nordeste, 2,59 na regido Sul, e de 2002 a 2004 foi de 0,20 no
Nordeste e 2,10 no Centro-oeste (BITTENCOURT; DE OLIVEIRA; COUTINHO, 2005;
COUTINHO et al., 2002; PRADO et al., 2009).

Fatores como resposta imune do hospedeiro, genética, caracteristicas demograficas,
condicdes e estilo de vida influenciam na progressdao da PCM (MARTINEZ, 2017). Em relacéo
ao género sabemos que mulheres, apesar de serem infectadas tanto quanto homens, séo menos
propensas a desenvolverem a doenca (RESTREPO et al., 1968). Tal fato pode ser atribuido aos
elevados niveis de estrogenos circulantes, capazes de inibir a transicdo do conidio para levedura
e modular a resposta imune celular contra patdgenos fungicos (SHANKAR et al., 2011). A
grande proporcdo de homens exercendo atividade agricolas em areas endémicas também
explica a predominéncia da doenca em individuos do sexo masculino (BITTENCOURT; DE
OLIVEIRA; COUTINHO, 2005).
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A doenca pode ser observada em ampla variedade de faixas etarias, variando de criangas de
dois anos até idosos, entretanto a maioria dos acometidos apresenta idade entre 30 e 60 anos
(MATOS et al., 2012). O background genético de individuos e populagdes vivendo em
diferentes areas endémicas pode estar relacionado com a progressdo e a forma clinica da
doenca, como mostram os estudos de De Messias et al. (1991) e Matos et al., (2012). Pacientes
de PCM apresentam elevadas proporcdes de antigenos HLA-A9 e HLA-B13 e C4B*-QO0 de
classe 11 do Complexo Maior de Histocompatibilidade associados a forma cronica da patologia
(DE MESSIAS et al., 1991). Individuos com a forma cronica multifocal apresentam maior
frequéncia do gendtipo IL12RB1 641AA, responsavel pela codificacdo da citocina IL-1
(CARVALHO et al., 2016).

A maioria de pacientes acometidos pela PCM, em areas endémicas, relata contato recente
com ambiente rural, que seja devido a sua profisséo ou local de residéncia (MARTINEZ, 2015).
A paracoccidioidomicose € pode ser considerada uma doenca ocupacional de fazendeiros e
outras profissfes que sdo expostas a aerossois oriundos de solo contaminado (BITTENCOURT;
DE OLIVEIRA; COUTINHO, 2005). Trabalhar em plantacdes de café e tabaco esta associado
com maior risco de adquiriraPCM (BELLISSIMO-RODRIGUES; MACHADO; MARTINEZ,
2011).

Neoplasias, tuberculose, Doenca de Chagas, leishmaniose, leptospirose, estrongiloidiase
(BELLISSIMO-RODRIGUES; MACHADO; MARTINEZ, 2011) e COVID-19 (de MACEDO
et al., 2020) podem ser mais frequentes em individuos acometidos pela PCM, ocorrendo antes,
depois ou simultaneamente com a micose. Em areas endémicas do Brasil, cerca de. 1,5% dos
pacientes de AIDS apresentam a forma oportunista da doenca, geralmente com lesdes
disseminadas (LORO MOREJON; MACHADO; MARTINEZ, 2009; PANIAGO et al., 2005).

1.4 INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO E PATOGENESE

A interacdo hospedeiro fungo é um evento complexo em que o hospedeiro esta sob pressao
para desenvolver resisténcia enquanto o parasita luta para evadir e adaptar-se a resposta imune
do hospedeiro (SIRONI et al., 2015).

Os pulmdes constituem-se na principal porta de entrada de Paracoccidioides sp. no corpo
de seus hospedeiros (MARTINEZ, 2017). Os esporos atingem 0s bronguiolos terminais e 0s
alvéolos, promovendo um quadro de pneumonite (polo parenquimal da PCM) e se espalham
via linfatica para os linfonodos paratraqueais e parabronquial (polo linfoide da PCM), onde tem

inicia a reacdo granulomatosa (SEVERO et al., 1979a). As alteragOes do polo linfoide com as
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do polo parénquimal, constituem complexo priméario da PCM, similar a tuberculose (GOES et
al., 2014).

A resposta imune do hospedeiro determina a progressdao da interacdo entre parasita e
hospedeiro, quando essa resposta é satisfatoria, o organismo bloqueia a infeccdo ao nivel do
complexo primério, onde o paciente apresenta apenas infeccdo, detectdvel via reacdo
intradérmica positiva a paracoccidiodina (MENDES et al., 2017). Dependendo do equilibrio
entre hospedeiro, parasita e ambiente, o fungo pode permanecer latente por anos, entretanto
qualquer desequilibrio entre esses fatores pode resultar em reativacdo do foco latente
(MOREIRA, 2008).

Ocasionalmente, os fungos contidos no complexo primario podem se disseminar via corrente
sanguinea e/ou linfatica, atingindo outros 6rgéos, causando a forma juvenil ou aguda (SEVERO
et al., 1979b). Ja em outros individuos o complexo primario apresenta fungos viaveis,
denominados lesdes quiescentes, que podem evoluir para a forma crénica da doenga muitos
anos apos a infeccdo (FRANCO, 1987).

1.4.1 Adesao

O epitélio respiratorio representa o sitio primario de contato entre os fungos e o hospedeiro
(MENDES et al., 2017). Nesse local o patdgeno utiliza mecanismos, como a adesdo as células
do hospedeiro, para evitar o seu aprisionamento e eliminacdo pelo muco produzido pelas células
ciliadas do epitélio do trato respiratorio (DE OLIVEIRA et al., 2015a). Portanto, um processo
de adesdo efetivo contribui para uma maior velocidade de invasdo da célula hospedeira,
permitindo a evasdo da resposta imune, o estabelecimento da infeccdo e o surgimento das
manifestacdes clinicas caracteristicas da PCM (DE OLIVEIRA et al.,, 2015b; SINGER-
VERMES et al., 1993). P. brasiliensis também consegue formar biofilmes in vitro, fato que
promove a protecdo do patégeno contra a acdo de alguns medicamentos e do sistema
imunoldgico do hospedeiro (SARDI et al., 2015).

Paracoccidioides spp. reconhece varias moléculas constituintes da matriz extracelular
(MEC) do hospedeiro (DE OLIVEIRA et al., 2015a). A MEC pulmonar é composta por
colageno, fibras de elastina, glicosaminoglicanos (GAGS), proteoglicanos (PG), fibronectina,
laminina, sulfato de heparana, entactina/nidogénio, hialuronato, sulfato de condroitina, e
colagenos dos subtipos I, 11, IV e V, assim como trombospondina, tenascina X e tenascina-C
(BALESTRINI; NIKLASON, 2015). Tais compostos atuam como substrato para a fixacao de

microrganismos colonizadores (CHAGNOT et al., 2012). P. brasiliensis pode se aderir mais a
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fibronectina quando comparado a P. lutzii, que apresenta maior afinidade pelos coldgenos do
tipo I e IV (DE OLIVEIRA et al., 2015b).

Os agentes etiol6gicos da PCM conseguem sintetizar varias moléculas, conhecidas como
adesinas de superficie, envolvidas, direta ou indiretamente, na interagdo com o hospedeiro e na
formacdo de biofilmes in vitro (HERNANDEZ et al., 2010; SARDI et al., 2015). Diversas
adesinas de Paracoccidioides spp. apresentam um papel multifuncional, participando em vias
metabdlicas, da composicdo da parede celular dos fungos e também na mediacdo do processo
de adesdo desses fungos (KARKOWSKA-KULETA; KOZIK, 2014). Estas adesinas, com
outras moléculas importantes para o metabolismo flngico, podem ser transportadas por
vesiculas extracelulares (VALLEJO et al., 2011). Essas estruturas podem interferir na
expressdo génica dos fungos e de seus hospedeiros, modulando a interacdo patdgeno-
hospedeiro, dado que foi encontrado RNA no interior de vesiculas secretadas por
Paracoccidioides spp. (VALLEJO et al., 2012).

A gp43 foi a primeira adesina de P. brasiliensis descrita, e ela se liga a laminina e
fibronectina da MEC (DE OLIVEIRA et al., 2015a). Outra adesina encontrada em
Paracoccidioides spp. ¢ aPbHAD32, uma hidrolase com 32 kDa, isoladas de extratos da parede
celular das formas miceliais e leveduriforme, essa proteina pode se ligar a laminina,
fibronectina e fibrinogénio atuando na fase inicial do processo de adesdo de Paracoccidioides
spp. (HERNANDEZ et al., 2012). Uma proteina de 30 KDa, denominada Pb14-3-3 localizada
na parede celular de P. brasiliensis, também atua como adesina se ligando a laminina da MEC
de células epiteliais pulmonares (ANDREOTTI et al., 2005; SILVA et al., 2015)

Um estudo conduzido por Donofrio et al., 2009 identificou em P. brasiliensis uma adesina
ligadora de fibronectina, de 54 kDa, denominada PbEno, que atua como enzima glicolitica e se
liga a laminina, colagenos tipo | e 1V, plasminogénio e fibrinogénio (MARCOS et al., 2012).
Tirosinafosfato isomerase (TPI) é uma enzima glicolitica, localizada no citoplasma e na parede
celular da fase leveduriforme de P. brasiliensis capaz de atuar como adesina (DA FONSECA
et al., 2001). Outra importante adesina encontrada na parede de Paracoccidioides spp. é a
PbMLS, capaz de se ligar a fibronectina e coladgeno dos tipos | e IV. Essa adesina é capaz de
atuar com outras moléculas de adesdo como a enolase e TPl aumentando a capacidade de adesao
do patdgeno as células do hospedeiro.

Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é uma importante proteina da via
glicolitica, que também pode atuar como fator de viruléncia para alguns patégenos, incluindo
fungos (KARKOWSKA-KULETA,; KOZIK, 2014). Em P. brasiliensis, GAPDH tem sua

expressdo aumentada durante a transi¢do de micélio para levedura e foi encontrada na parede
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de vesiculas extracelulares (BARBOSA et al., 2004; 2006; LONGO et al., 2014). Essa adesina
pode se ligar a componentes da MEC do hospedeiro como a laminina, fibronectina e colageno
do tipo | (DE OLIVEIRA et al., 2015a). Outra proteina envolvida na adesdo celular e invasao
tecidual é a frutose 1,6 bifosfato aldose (ALD) que interage com o plasminogénio (CHAVES
et al., 2015).

Em ensaios realizados por de OLIVEIRA et al., 2015b, sobre a expressdo de genes para
diferentes adesinas (14-3-3, ENO, gp43, MLS, GAPDH e TPI) em camundongos infectados
com P. brasiliensis e P. lutzii, ficou evidenciado que P. brasiliensis expressa um maior nivel
de adesinas do que P. lutzii. Adicionalmente, o estudo conclui que a viruléncia das espécies
esta relacionada com suas capacidades de adesdo sendo P. brasiliensis mais virulento do que
P. lutzii. A adeséo de Paracoccidioides spp. as células do hospedeiro é mediada por adesinas
presentes na superficie fangica, constituindo-se em passo fundamental para a instalacdo dos
quadros caracteristicos da PCM, ressaltando o papel dessas moléculas como fator de viruléncia
de Paracoccidioides spp (SANTOS et al., 2020).

1.4.2 Invasdo celular

Para muitos patdgenos, a invasdao da célula do hospedeiro é crucial para o inicio e
manutencdo da infeccdo, e muitos desses agentes possuem um ou mais mecanismos para induzir
sua propria captacdo pelas células do hospedeiro (MENDES-GIANNINI et al., 2008). Sinais
extracelulares estimulam o rearranjo do citoesqueleto no ponto de contato com o
microrganismo, resultando na endocitose, fazendo com que as células se comportam como
fagocitos ndo profissionais (DE OLIVEIRA et al., 2015a).

O processo de invasdo por Paracoccidioides spp. afeta a estrutura do citoesqueleto das
células epiteliais pulmonares e queratindcitos, interferindo com os aspectos morfoldgicos da
actina, tubulina e citoqueratina. As vias de sinaliza¢do que controlam as alteragdes morfoldgicas
in P. brasiliensis, assim como os sinais celulares relacionados a interacdo com as células do
hospedeiro sdo pouco compreendidos (SOARES MENDES-GIANNINI et al., 2004).

Adesinas como a gp43 e Pb14-3-3 participam do processo de invasdo da célula hospedeira.
Gp43 pode estar relacionada com o processo de degradacdo da citoqueratina acarretando perda
das caracteristicas filamentosas, facilitando a invasdo do hospedeiro. Ja a adesina Pb14-3-3
pode causar modificagdes estruturais nas células do hospedeiro influenciando na polimerizagdo
da citoqueratina e filamento de actina (MENDES-GIANNINI et al., 2004). Outras proteinas,

pertencentes a familia Rho-GTPase (MENINO et al., 2012), que atuam regulando a dindmica
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da organizacdo do citoesqueleto e o fluxo de membrana em processos fisiologicos como
proliferacdo, motilidade e crescimento, podem estar envolvidas na invasdo das células do
hospedeiro por Paracoccidioides spp (ALMEIDA et al., 2009; JANNUZZI et al., 2015;
SINHA; YANG, 2008).

1.4.3 Apoptose

A apoptose é um processo de morte celular controlada, sem o derramamento de contetido no
ambiente circundante e sem indugdo de resposta inflamatoria (D’ARCY, 2019). A capacidade
de prevenir ou evitar a apoptose € um passo crucial para a instalagdo de um processo infeccioso
(De OLIVEIRA et al., 2015a). Apoptose pode ser observada como uma resposta a uma
variedade de infecgdes e pode ser mediada por uma variedade de determinantes de viruléncia
codificados por patdégenos (WEINRAUCH; ZYCHLINSKY, 1999).

P. brasiliensis é capaz de induzir apoptose de fagdcitos, por tanto capaz de sobreviver no
interior das células epiteliais (CACERE et al., 2002). O fungo induz apoptose de macrofagos
através da expressdo de caspase-2, 3 e 8, mas também induz a expressao de genes que codificam
proteinas inibitorias da morte celular programada, como as inibidoras de caspase-8 e Fas-L
(MENDES-GIANNINI et al., 2008).

O fungo também é capaz de modular a apoptose de células epiteliais pela expressdo de
moléculas como as Bcl-2, Bak, e caspase-3, propiciando assim, a sobrevivéncia e disseminacao
pelo organismo do hospedeiro (DEL VECCHIO et al., 2009). Silva et al. (2015), mostrou que

as adesinas 14-3-3 e gp43 também possuem forte influéncia no processo de apoptose.

1.5 MODELO EXPERIMENTAL

Modelos animais sdo ferramentas e recursos fundamentais para o estudo de processos
bioldgicos basicos, toxicologia, patogénese de doencas e novas terapias (MEYERHOLZ et al.,
2020). O uso de modelos animais em estudos de anatomia e fisiologia humana é datado do
século VI Antes da Era Comum (AEC), e vem contribuindo até a atualidade para o
desenvolvimento da pesquisa biomédica. Entretanto, a translacdo dos modelos animais para
humanos é altamente imprevisivel, levantando questionamentos acerca da validade clinica e
aplicagdes, e questdes éticas (ROBINSON et al., 2019).

O uso de animais é fundamental para a compreensao da interacdo entre fungos e hospedeiros,

sendo importante considerar a espécie do modelo animal, linhagem, idade, sexo e via de
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infeccdo. Os primeiros estudos em PCM utilizaram cobaia (porquinho-da-india) (DE BRITO;
NETTO, 1963), hamsters (IABUKI; MONTENEGRO, 1979) e coelhos (BELITARDO et al.,
2014), entretanto, a maioria dessas espécies s desenvolviam a doenga muito tempo ap6s a
infecgcdo, e em alguns casos, somente em condi¢Bes especiais, como em acomodagfes com
baixas temperaturas (KERR; DA COSTA; ALENCAR, 1982).

Com o passar dos anos, 0 modelo murino foi considerado o padréo ouro para o estudo da
PCM in vivo (DE OLIVEIRA et al., 2015b). Calich et al. (1985) e De Oliveira et al. (2015)
apontam que os camundongos foram classificados conforme a sua suscetibilidade a infecgéo
por Paracoccidioides spp. Camundongos da linhagem A/Sn sdo considerados muito resistentes,
C3h/He resistentes, C3H/HeB, C57B1/10, CBA, BALBI/c resisténcia intermediaria e B10.A,
B10D2/0Sn e B10D2/nSn sdo mais suscetiveis a infec¢do pelos fungos.

ApoOs desafio com P. brasiliensis animais resistentes desenvolvem uma resposta
imunoldgica caracterizada pela presenga de macrofagos e ativacdo de PMNS e baixos titulos
de anticorpos e altos niveis de IFN-y, e baixas concentragdes de citocinas do tipo Th2 (IL-4,
IL-5 e IL-10). J& nos camundongos suscetiveis nota-se baixas concentracdes de IFN-y e
elevados niveis de citocinas do tipo 2 como IL-5 e IL-10 (KASHINO et al., 2000).
Adicionalmente, Calich & Kashino (1998) demonstraram que os linfocitos de animais
suscetiveis produzem menos IL-5 e IL-2, sendo a primeira produzida em picos, enquanto que
nos animais resistentes ha uma maior geracao de IL-5.

Ja em relacdo aos fungos, Singer-Vermes et al. (1989) descreveram sete isolados (Pb265,
IVICPb267, Pb192, IVICPb9, PbSN, Pb2052 e Pbl18) quanto a sua patogenicidade e
imunogenicidade, classificando-os em isolados de baixa, média e alta viruléncia. Nessa
classificacdo o isolado Pb265 apresentou baixa viruléncia e Pb18 alta. Quando camundongos
suscetiveis B10 foram infectados com o isolado Pb18 notou-se a presenca de lesdes
disseminadas, atingindo figado, baco, pulmdes, linfonodos e coracao, ja os animais inoculados

com Pb265 apresentaram somente comprometimento de linfonodos.

1.6 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

O surgimento da doenca esta relacionado com alteracGes na interacdo entre patogeno,
ambiente e hospedeiro (FORTES et al., 2011). A sintese de antigenos pelo patégeno, como a
proteina de 43 KDa gp43, estimula uma resposta imunolédgica complexa e multifatorial no
hospedeiro (BENARD, 2008). A interacdo entre as moléculas de superficie dos fungos com

receptores presentes na membrana e no citosol de células fagocitarias do sistema imunoldgico
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e também nas células epiteliais do trato respiratorio hospedeiro promove a ativacdo do que

denominamos didaticamente a imunidade inata e adaptativa (ROMANI, 2011) (Figura 3).

1.6.1 Imunidade inata

1.6.1.1 Padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS)

A composicdo da parede celular dos fungos se modifica conforme a morfologia, fase do
crescimento e habitat desses agentes, e corresponde a maior fonte de padrbes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) sendo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de
padrdo (PRRs) das células de seus hospedeiros (LATGE, 2010). Os trés principais componentes
da parede celular fingica, encontrados em todos os fungos de importancia médica, sao: [-
glucanos (B-(1,3) e pB-(1,6)), polimeros de glicose; quitina, um polimero de N-
acetilglucosamina, e mananas / manoproteinas, compostos por centenas de cadeias de
moléculas de manose ligadas a proteinas fungicas via ligacdo N- ou O-) (ROMANI, 2011).

De acordo com Puccia et al., (2011) a parede celular da fase leveduriforme dos fungos
pertencentes ao género Paracoccidioides ¢ composta por uma camada externa de a-(1,3)
glucanos (eventualmente associados com residuos de glicose a-(1,4)) em maiores quantidades
do que B-(1,3) glucanos, que se encontram dispostos na camada mais interna subsequente,
associados a cadeias laterais de B-(1,6) glucanos. Fibras internas de quitina sdo responsaveis
pela manutencdo do formato arredondado e galactomanas comp&em a camada fibrilar externa,
juntamente com as moléculas da melanina. Vesiculas extracelulares (Evs) conteddo mono-
hexosil-ceramida transportam componentes para o0 meio externo a membrana celular, incluindo

varias proteinas intracelulares.

1.6.1.2 Receptores reconhecedores de padrdes (PRRS)

Um patdgeno interage inicialmente com receptores invariaveis (PRRs) encontrados
principalmente nas células da resposta imune inata, mas que também estdo presentes nos
linfécitos, células caracteristicas de resposta imune adaptativa (BURGER, 2021). Os receptores
do tipo Toll-like (TLRs) foram os primeiros PRRs (POLTORAK et al., 1998), e TLR-2 e TLR-
4 participam no reconhecimento de PAMPS de diversos patégenos fangicos como Candida

albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans (NETEA et al., 2004).
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Foi demonstrado que Paracoccidioides é capaz de interagir com os TLRs do tipo 1, 2,4 e 9
(BURGER, 2021). A ativacdo de TLR-2, TLR-4 e TLR-9 durante a infeccdo por P. brasiliensis
provoca efeitos deletérios e benéficos na resposta imunoldgica contra os fungos. TLR-4 é
utilizado para a entrada dos fungos em neutrofilos humanos sem que estes sejam eliminados
(ACORCI-VALERIO et al., 2010). Detectou-se um aumento da expressdo do gene responsavel
pela producédo IL-2, em camundongos suscetiveis infectados por Paracoccidioides, indicando
um papel deletério desse tipo de PRRs (LOURES et al., 2009). O TLR-9 apresentou um papel
protetor na fase inicial da infeccdo por P. brasiliensis, camundongos TLR9™ apresentam maior
taxa de mortalidade nas primeiras 48 horas p6s infec¢do do que os animais selvagens (MENINO
etal., 2013).

Dectina-1 € um PRR pertencente a familia das lectinas do tipo-C, encontrado na superficie
da membrana celular de neutréfilos, macrofagos e outras células do sistema imunoldgico que
se liga especificamente a B-(1,3) glucanos da parede celular fangica (ERWIG; GOW, 2016).
Esses PRRs sdo fundamentais para a inducdo da resposta imune inata contra fungos,
estimulando a fagocitose e producéo de citocinas pré-inflamatorias (BURGER, 2021).

Dectina-1 € capaz de reconhecer Paracoccidioides, em associacdo ou isoladamente com
TLRs (BONFIM; MAMONI; LIMA BLOTTA, 2009; LOURES et al., 2014). Esse processo
desencadeia uma série de eventos, alguns relacionados com a fase de ativacdo da resposta
imunoldgica como a produgdo ou aumento da producéo de citocinas como IL-12, IL-10, PGE2
e LTB4 em neutrofilos humanos (BALDERRAMAS et al., 2014). Ja outros eventos estdo
relacionados a fase efetora da resposta imune, e sdo mediados pela liberacdo de TNF-a, IL-18,
IL-18, IL-12, IL-17 e IL-10 (ROMAGNOLDO et al., 2018).

1.6.1.3 Neutrofilos

Os neutrofilos, também conhecidos como polimorfonucleares (PMNS), correspondem aos
leucécitos mais abundantes no sangue humano. S&o produzidos na medula dssea, cerca de 10
células por dia, e sob condi¢cbes de homeostase, entram na circulacdo, migram para os tecidos,
onde exercem suas funcgoes, e sao finalmente eliminados pelos macréfagos, tudo no lapso de
um dia (ROSALES, 2018). Essas células desempenham uma potente atividade antimicrobiana,
através da fagocitose, desgranulacdo, producdo de armadilhas extracelulares (NETS) e
movimentacdo do tipo “swarming” (IRIMIA, 2020; LAMMERMANN, 2016, LEY et al., 2018;
SILVESTRE-ROIG et al., 2019)
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O surgimento de uma resposta imune protetora contra fungos incluindo Paracoccidioides, €
mediada por PMNs que desempenham um papel importante através da eliminagdo direta do
fungo pela interagdo com outros tipos celulares modulando a resposta imune adquirida que vira
em seguida (BURGER, 2021). Uma das principais caracteristicas da PCM ¢é a notavel presenca
de neutrofilos nas lesdes, mesmo nos estagios mais avancados da doenca, indicando que esses
fagdcitos desempenham um papel central na imunidade. PINA et al. (2006) encontraram um
aumento na carga fungica na fase inicial da PCM ap06s a deplecdo de neutréfilos.

Além de gerarem uma resposta protetora na fase inicial da infeccdo por Paracoccidioides,
0s PMNs produzem grandes quantidades de prostaglandina E2 e leucotrienos, minimizando a
capacidade de dano celular causado por mondcitos (FORTES et al., 2011). Entretendo, em
modelos in vitro de infeccdo por P. brasiliensis, essas células produzem altos niveis de IL-8,
favorecendo a propagacéo e sobrevivéncia dos fungos no interior dos PMNs (ACORCI et al.,
2009).

Na infeccdo por Paracoccidioides spp., 0s PMNs desempenham um papel fundamental nos
estagios iniciais da infeccdo (MELONI-BRUNERI et al., 1996), conferindo resisténcia ao
hospedeiro e contribuindo para o desenvolvimento de uma resposta imune mais eficaz
(RESTREPO et al., 1992). Essas células estdo presentes nos estagios iniciais da infeccao por
Paracoccidioides em humanos e camundongos, produzindo uma resposta inflamatéria no local
da infeccdo, caracterizada pela producéo de citocinas como IFN-y, TNF-a, GM-CSF e IL-15 e
aumento da producdo de EROS (PUERTA-ARIAS et al., 2016), permitindo uma maior
atividade fungicida contra o P. brasiliensis (RODRIGUES et al., 2007).

Neutrofilos de camundongos de linhagem suscetivel a infeccdo por P. brasiliensis
apresentam certo grau de deficiéncia na eliminacdo do agente etiologico, produzindo menor
quantidade de EROS e tendo sua capacidade fungicida diminuida quando comparada com a das
células de camundongos da linhagem resistente (MELONI-BRUNERI et al., 1996). Apesar do
fato de os neutrdfilos de individuos acometidos pela PCM desenvolverem certo grau de
deficiéncia em relacdo a sua capacidade de debelar o fungo (DIAS et al., 2008), estudos
demonstram a importancia dessas células na PCM experimental, visto que houve uma carga

fangica mais elevada apos a deplecdo de neutrofilos (PINA, 2006).

1.6.1.3.1. Fagocitose

Neutrofilos, que juntamente com os macréfagos compdem o grupo dos fagdcitos

profissionais, sdo dotados com a capacidade Unica de fagocitar e eliminar patdgenos e debris
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celulares (LEE; HARRISON; GRINSTEIN, 2003). A fagocitose é um processo ativo, mediado
por receptores, onde a célula internaliza uma particula ou organismo alvo (NORDENFELT;
TAPPER, 2011). Os PMNs sdo equipados com receptores especializados que reconhecem seus
alvos, iniciando uma variedade de mecanismos degradativos que culminam na morte e
eliminacdo de particulas fagocitadas (ALLEN, 2003; MAYADAS; CULLERE; LOWELL,
2014). Os PMNs podem engolfar tanto elementos opsonizados, quanto ndo opsonizados, sendo
os receptores FcyRs, lectina tipo-C e os do subgrupo das integrinas B2 os principais
responsaveis pelo reconhecimento de opsoninas por essas células (ALLEN, 2003; ALLEN;
ADEREM, 1996).

Auxiliados pelos rearranjos do citoesqueleto os neutréfilos estendem suas membranas
citoplasmaéticas em volta de seus alvos, iniciando um processo que eventualmente cria um
vacuolo ligado a membrana denominado vacuolo fagocitico (NORDENFELT; TAPPER,
2011). O vacuolo fagocitario ndo possui capacidade microbicida, sendo necessario um processo
de maturacgéo, no qual ocorre a aquisi¢cdo de maquinaria celular necessaria para eliminagédo dos
microrganismos e particulas internalizadas (LEE; HARRISON; GRINSTEIN, 2003). Durante
0 processo de maturacdo ocorre a fusdo de granulos pré-formados no citoplasma de neutréfilos
com vacuolo fagocitario, originando o fagossomo. Esses granulos pré-formados contém
enzimas hidroliticas e subunidades de NADPH oxidase (NOX) que dardo inicio aos
mecanismos de “killing” dos microrganismos e particulas fagocitadas (MAYADAS;
CULLERE; LOWELL, 2014).

A fusdo das subunidades da enzima NADPH oxidase com a membrana do fagossomo inicia
0 processo de eliminacdo dos componentes fagocitados por meio da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Figura 2). A montagem de uma molécula de NADPH oxidase
funcional requer a translocacao induzivel dos componentes da enzima (KUIJPERS; LUTTER,
2012). As subunidades, gp91P"** (também conhecida como subunidade B) e p22°"* (subunidade
o), sdo proteinas integrais de membrana que juntas formam uma subunidade heterodimérica
denominada flavocitocromo bsss (Cyt bssg) (PANDAY et al., 2015). Na auséncia de estimulos,
as subunidades regulatrias multidominios, p40Pho% pd7P" e p67P"* formam um complexo
localizado no citoplasma. Sob estimulo, p47P"°* sofre fosforilagdo, e o complexo inteiro é
deslocado para a membrana onde se associa com cyt bssg, para formar a oxidase ativa (TOUYZ
et al., 2002). A ativacdo do complexo estimula a transferéncia de elétrons do substrato para o
oxigénio através de um grupo prostético composto por flavina e heme. A ativagdo do complexo
requer duas proteinas de ligagdo a guanina-nucleotideo, de baixo peso molecular, denominadas
Rac2 e RaplA (DIEBOLD; BOKOCH, 2001; GRIZOT et al., 2001). Rac2 encontra-se
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localizada no citoplasma formando um complexo dimérico com Rho-GDI (inibidor da
dissociacdo de guanina nucleotideo), enquanto RaplA é uma proteina de membrana. (GRIZOT
et al., 2001; TAKAHASHI et al., 2013). Quando ocorre ativagdo, Rac2 liga-se a guanosina
trifosfato (GTP) sendo direcionada para membrana juntamente com p40P"™*, p47P1ox e pg7Phox
(DUSI; DONINI; ROSSI, 1996; HEYWORTH et al., 1993).

Durante a fagocitose, a membrana citoplasmatica é internalizada, transformando-se na
parede interior do vactolo fagocitico. Subsequentemente, o O: ¢ lancado no interior dessa
vesicula através do complexo enzimatico, e convertido em EROs que originardo uma mistura
toxica de compostos oxidantes. (FLANNAGAN; COSIO; GRINSTEIN, 2009). A oxidase ativa
transfere elétrons de NADPH citosolico para o oxigénio molecular, liberando O2no limen do
fagossomo (QUINN; GAUSS, 2004). No interior do fagossomo, O™ pode dismutar perdxido
de hidrogénio (H20:) gerando radical hidroxila (HOe¢) e oxigénio singlete (MINAKAMI;
SUMIMOTO, 2006). O H20, também pode ser convertido pela mieloperoxidase em acido
hipocloroso e cloraminas (SHEPHERD, 1986). Coletivamente, essas moléculas derivadas do
oxigénio altamente reativas, destroem microrganismos contidos no interior do fagossomo.
NADPH oxidase também pode estar indiretamente envolvida na ativacdo de enzimas
proteoliticas, através da alteracdo da composicéo iénica do fagossomo (REEVES et al., 2002,
2003).

A producdo de EROs nao e restrita somente aos fagdcitos, outras células como osteoclastos,
neurdnios, cardiomiocitos, fibroblastos e hepatdcitos também produzem compostos oxidantes,
porém em menores quantidades do que os fagocitos (PANDAY et al., 2015) A geracdo de EROs
mediada pela atividade de NADPH oxidase € crucial para a eliminacdo de patdgenos fungicos
e bacterianos pelos neutrofilos (GAZENDAM et al., 2016). Quando um dos componentes
citosolicos (p40P"*, p47P"%% e p67P"%) ou de membrana (gp91P"™ e p22°"°*: flavocitocromo bsss)
do complexo NADPH oxidase € ndo funcional ou esta ausente ocorre uma falha na producéo
de EROs aumentando a susceptibilidade a infec¢cdes causadas por bactérias e fungos, essa
condicdo caracteriza uma imunodeficiéncia priméaria denominada Doenca Granulomatosa
Cronica (CGD) (CAVENER, 1987; SONG et al., 2011).

Sabe-se que pacientes de PCM apresentam deficiéncias relacionadas a capacidade
fagocitaria de neutréfilos (GOIHMAN-YAHR et al., 1980; KURITA et al., 1999). Esses
trabalhos propGem que os neutréfilos desses pacientes sdo menos efetivos do que aqueles de
individuos saudaveis, sugerindo que Paracoccidioides exerca algum efeito desativador nesta
populagcéo celular. Anteriormente, MELONI-BRUNERI et al. (1996) encontraram em

experimentos ex vivo que PMNs de camundongos resistentes a PCM eram mais eficientes
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eliminar Paracoccidioides do que aqueles dos animais suscetiveis, que produziam menos EROs

e maiores contagens de unidades formadoras de col6nias (CFU).

Figura 2 - Fagocitose e producéo de EROs via NADPH oxidase por neutrofilos.

Citoplasma

Fagocitose

Fonte: Adaptado de Roos et al. (2003).

Legenda: A montagem de uma molécula de NADPH oxidase funcional requer a translocacéo induzivel dos componentes
da enzima. As subunidades, gp91°Ph®* e p22°"* s&o proteinas integrais de membrana que juntas formam uma
subunidade heterodimérica denominada flavocitocromo bsss (Cyt bsss). Na auséncia de estimulos, as subunidades
regulatérias multidominios, p40P"% p47Phox e p67°"°% formam um complexo localizado no citoplasma. Sob
estimulo, p47°" sofre fosforilagdo, e o complexo inteiro é deslocado para a membrana onde se associa com cyt
bssg, para formar a oxidase ativa. A ativacdo do complexo requer duas proteinas de ligagéo a guanina-nucleotideo,
de baixo peso molecular, denominadas Rac2 e Rap1A. Rac2 encontra-se localizada no citoplasma formando um
complexo dimérico com Rho-GDI, enquanto RaplA é uma proteina de membrana. Quando ocorre ativacéo,
Rac2 liga-se a guanosina trifosfato (GTP) e é direcionada para membrana juntamente com p40P"®X, p47Phox e
p67P"° dano inicio a explosdo respiratoria para combater o agente fagocitado.
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1.6.1.4 Células Natural Killer

Outra populagéo celular da imunidade inata relacionada a defesa contra Paracoccidioides
sdo as celulas Natural Killers (NK). As NK sao células citotoxicas da resposta imune inata e
apesar de seus mecanismos de reconhecimento se diferenciarem, seus mecanismos liticos sdo
notavelmente similares aqueles empregados pelos linfocitos T citotoxicos da imunidade
adaptativa (BURGER, 2021).

As células NK participam da resposta imune contra leveduras de Paracoccidioides
promovendo a eliminacdo direta do fungo ou de células infectadas. Longhi e colaboradores
(2012) demostraram que as NK de pacientes com PCM produzem uma granulosina, um possivel
mediador do efeito citotoxico, capaz de eliminar as leveduras de Paracoccidioides de uma
maneira dose dependente. Adicionalmente, esse estudo demonstrou que as NK produziram
citocinas pro-inflamatérias (IFN- y e TNF-a), exibindo o efeito imunomodulatorio dessa

populacéo celular.

1.6.1.5 Macrdéfagos

Mondcitos sdo membros do sistema mononuclear fagocitario, uma familia de células
mieloides que compreende células dendriticas (DCs), monoécitos e macrofagos. Eles se
originam de precursores hematoldgicos na medula 6ssea e ganham a corrente sanguinea, de
onde se espalham por todo corpo (JAKUBZICK; et al., 2017).

Acreditava-se que 0s mondcitos ao migrarem para os tecidos se diferenciavam em
macraéfagos residentes. Entretanto, novos estudos indicam que esses macréfagos residentes se
desenvolvem durante a embriogénese (HOPKINSON-WOOLLEY et al.,, 1994). Esses
macrdfagos originam-se de precursores no saco vitelinico e do figado fetal, migrando para
diferentes 6rgdos (GINHOUX; JUNG, 2014). Uma vez nos tecidos, esses macréfagos
residentes, mantém sua populacdo estavel através da auto-renovacéao. Esses achados levantaram
questdes sobre as fungbes dos monocitos que sdo encontrados nos tecidos e sangue
(JAKUBZICK; et al., 2017).

Ap0s o extravasamento no tecido infectado ou linfonodos, além de se transformarem em
macréfagos, que irdo fagocitar microrganismos e debris celulares, 0s mondcitos podem se
maturar em células dendriticas produtoras de TNF e iNOS (TIP-DCs), importantes para o
controle e resolucdo de infec¢bes microbiana (HOHL et al., 2009; SHI; PAMER, 2011); essas

células também podem atua na imunidade adaptativa como células apresentadoras de antigenos
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(JAKUBZICK; et al., 2017). Mondcitos humanos ou macrofagos derivados de monadcitos
fagocitam de forma eficiente Paracoccidioides, porém sdo incapazes de controlar a
multiplicagdo dos fungos (MOSCARDI-BACCHI; BRUMMER; STEVENS, 1994).

Macréfagos compdem um dos primeiros mecanismos de defesa contra a infeccdo por P.
brasiliensis; assim a PCM ¢é considerada uma doenca granulomatosa classica (PARENTE-
ROCHA et al., 2015). Esta bem estabelecido que Paracoccidioides fagocitados por macréfagos
podem se multiplicar no interior dessas células, exceto quando essas sao ativadas por citocinas
(BRUMMER et al., 1989). O blogueio funcional dessa populacéo celular promove um aumento
da severidade da PCM em camundongos resistentes e suscetiveis a doenca (KASHINO et al.,
1995).

1.6.2 Interface entre Imunidade Inata e Adaptativa

1.6.2.1 Células Epiteliais

As celulas epiteliais ndo atuam apenas como barreiras fisicas contra invasores, mas também
produzem citocinas em resposta aos mais variados estimulos (PAUL; ZHU, 2010; ROMANI,
2011; ZAPH et al., 2007). Essas celulas ndo sdo apresentadoras de antigenos profissionais,
porém expressam PRRs (ROMANI, 2011), que permitem a detec¢éo e resposta contra 0s mais
variados estimulos. Esses estimulos ativam vias de sinalizacdo que irdo reforcar a integridade
de barreira, alertar células vizinhas, promover o recrutamento de células do sistema
imunoldgico e reparar danos (LARSEN; et al. 2020).

Recentemente um trabalho de Swidergall et al. (2018) identificou em células epiteliais o
receptor EphA2, que se comporta como um PRR reconhecendo C-glucanos e mediando a
imunidade protetora durante a candidiase oral. EphA2 é um membro da familia dos receptores
de tirosina quinase Eph (Receptores hepatocelulares produtores de eritropoietina), amplamente
encontrados em células epiteliais (LINDBERG & HUNTER, 1990). Esses receptores exercem
muitas funcdes fisiologicas nas células, incluindo a regulacdo da migracdo celular,
sobrevivéncia e proliferacdo, mediacdo de endocitose e ativacdo celular (PITULESCU;
ADAMS, 2010).

A ligacdo de C. albicans a EphA2 induz a ativacgao da via de sinaliza¢do Stat3, que estimula
a expressdo de moléculas inflamatérias como CCL20, CCL13 e S100AS8, B-defensina 2

humanas, IL-1a, IL-1p e IL-8. Citocinas, como IL-1f e IL-8, sdo importantes para a eliminagéo
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de fungos e desempenham papel fundamental no recrutamento de neutréfilos e mondcitos no
local da infecio (DAMBUZA; BROWN, 2018).

Leveduras de P. brasiliensis secretam proteases que interagem com receptores presentes em
células epiteliais estimulando a producdo de citocinas (DE OLIVEIRA et al., 2017). Receptores
ativados por proteases (PARs) sdo expressos em diversos tipos celulares e fazem parte da
familia de receptores acoplados a proteina G (PAR-1, PAR-2 e PAR-4), que podem ser ativados
por proteases secretadas por diversos patégenos (ADAMS et al., 2011). Em trabalho realizado
por De Oliveira et al. (2017), evidenciou-se que a interacdo entre P. brasiliensis e células
epiteliais pulmonares da linhagem A549 é mediada por produtos secretados pelo fungo, os quais

se ligam a PAR-1 e PAR-2 estimulando a producdo de citocinas pro-inflamatérias 1L-6 e 1L-8.

1.6.2.2 Células Dendriticas

As celulas dendriticas (DCs) s@o leucaocitos sentinelas que desempenham papel fundamental
nainiciacdo e regulacdo da imunidade inata e adaptativa (CABEZA-CABRERIZO et al., 2021).
DCs sdo consideradas as celulas apresentadoras de antigenos (APCs) mais eficientes
(BANCHEREAU et al., 2000; PATENTE et al., 2019).

Essas células podem ser divididas em DCs residentes em tecidos linfoides e DCs migratdrias
ndo linfoides. Ambas representam populacdes celulares heterogéneas com diferentes subtipos
que se diferenciam por marcadores fenotipicos e perfil genético (PATENTE et al., 2019). No
sangue, as DCs constituem uma populacdo celular rara que pode ser amplamente dividida em
dois subtipos: DCs plasmocitoides (pDC) e DCs convencionais/classicas (cDC), essas Ultimas
ainda podem ser separadas em ¢cDC1 e ¢cDC2 (O’KEEFFE; MOK; RADFORD, 2015).

As DCs determinam o destino dos linfécitos TCD4+, estimulando a diferenciacdo dos
linfécitos naive em varios subtipos: células T regulatérias (Treg) ou T helper/auxiliares (Thi,
Th2 e Th17). Esse processo de diferenciacdo é complexo, altamente dependente da interacdo
com DCs e das citocinas presentes no ambiente. DCs produzem TGF-p, IL-12, IL-4, TGF-
B+IL-6, que respectivamente estimulam a diferenciacdo dos linfocitos T em Treg, Thl, Th2 e
Th17(PATENTE et al., 2019).

As subpopulagdes de DCs exercem um papel crucial na imunidade contra Paracoccidioides.
DCs preparadas com P10, um componente derivado do antigeno gp43, estimulam uma resposta
Thi, reduzindo a carga fungica pulmonar de camundongos (SILVA et al., 2017). Jannuzzi et

al., (2018) identificaram que a via de sinalizacdo Notch e fundamental para a maturacdo e



31

ativacdo de DCs infectadas com a cepa virulenta Pb18, contribuindo para ativagédo da resposta

mediada por células T.

1.6.2.3 Macrdéfagos

Macrdéfagos, além de serem altamente efetivos na fagocitose e destruicdo de fungos, também
podem atuar como APCs, induzindo um perfil de resposta imune adaptativa capaz eliminar
esses patdgenos (HEUNG, 2020). Em modelo murino de criptococose crbnica, mondcitos
podem se diferenciar em DCs mediando a geracdo de resposta Th1l que auxilia destruicdo do
fungo (OSTERHOLZER et al., 2009).

No modelo experimental de PCM, macrdéfagos obtidos de camundongos resistentes a
infecc@o por Paracoccidioides expressam, de forma constante moléculas de MHC de classe 1,
enquanto os macrofagos de camundongos suscetiveis expressam essas moléculas de forma
transitoria (BURGER, 2021). Esse fendmeno € mediado pelas citocinas IL-4 e INF-y, a primeira
induz a expressao transitéria de MHC-II e a segunda a expressdo sustentada, demonstrando que
o0 padréo de producdo de citocinas influencia na eficacia da apresentacdo de antigenos para as
células T auxiliares. Onde IL-4 esté relacionada com ativacéo do perfil Th2, predominante em
animais suscetiveis, e INF-y com o perfil Th1, prevalente em camundongos resistentes (PERON
et al., 2020).

1.6.3 Imunidade Adaptativa

Na PCM a resposta imune adaptativa é dominada pelos linfécitos T e B, que promovem
reconhecimento especifico de antigenos (BURGER, 2021). Em camundongos atimicos
infectados com Paracoccidioides, incapazes de prover um ambiente favoravel para a maturacao
de linfécitos T, o curso da doenca é mais severo, culminando em alta mortalidade quando
comparados com animais eutimicos também infectados (BURGER et al., 1996). O mesmo
fendmeno foi observado em animais que tiveram os linfécitos B depletados (TRISTAO et al.,
2013).

1.6.3.1 Linfécitos B

Os linfocitos B séo células secretoras de anticorpos produzidos na medula 6ssea. O papel

dos anticorpos durante as doencas infecciosas é controverso. Alguns estudos consideram que a
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imunidade humoral é fundamental para a neutralizacdo de toxinas e possuem um papel protetor
contra a maioria das bactérias, virus, parasitas e fungos conhecidos, como Candida sp. e
Cryptococcus neofromans (HALL et al., 2003; KAGAYA,; et al., 1981). No entanto, existem
evidéncias sugerindo que essas moléculas também podem desempenhar um papel deletério em
algumas infeccoes.

A producdo de altos niveis de anticorpos contra P. brasiliensis é geralmente associada com
a forma severa da PCM em seres humanos (DE ALMEIDA et al., 1998). Linfdcitos B da
subclasse B-1, estdo associados com a progressao da PCM experimental, acarretando aumento
da mortalidade de camundongos infectados pelo fungo (POPI et al., 2008).

Por outro lado, um estudo utilizando anticorpos monoclonais contra a glicoproteina
antigénica gp43, apontou uma reducdo na carga fungica e diminuicao inflamacao pulmonar via
transferéncia passiva (BUISSA-FILHO et al., 2008). O emprego de anticorpos policlonais por
Bueno et al., (2016) mostrou efeito opsonizante in vitro em leveduras de P. brasiliensis, com
consequente aumento de fagocitose, reducéo de carga fungica e formacao de granulomas bem
organizados.

Tristdo e colaboradoes (2013) mostraram que camundongos knock-out para células B séo
mais suscetiveis do que os selvagens, apresentando maior contagem de fungos nos pulmoes e
lesGes granulomatosas mais extensas. Ja a protecdo contra P. lutzii foi atingida através do uso
de anticorpos, que estimularam o aumento da capacidade fagocitica de macrofagos e reduziram
a carga pulmonar fungica quando comparados com animais nao tratados (THOMAZ et al.,
2014).

1.6.3.2Linfécitos T

A participacdo das subpopulacdes de células T, auxiliares e citotoxicas na PCM foi estudada
em pacientes e no modelo animal. A doenca apresenta diversas formas clinicas cujas
manifestacdes estdo mais relacionadas ao perfil da resposta imunolégica do hospedeiro do que
a viruléncia dos fungos.

Na forma severa da doenca, caracterizada pelo comprometimento de maultiplos 6rgdos e
rapida evolucdo para o 6bito, nota-se a perda gradual da imunidade celular especifica e elevados
titulos de anticorpos. Nessa apresentacao clinica nota-se um predominio da subpopulacdo de
linfécitos TCD4+ auxiliares do tipo Th2 e Th9, que produzem citocinas como IL-4, IL-5 (Th2)

e IL-9 e IL-21 (Th9) fundamentais para a proliferacdo de linfocitos B e diferenciacdo destas
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celulas em plasmdcitos secretores de anticorpos, principalmente IgE e 1gG4 (DE CASTRO et
al., 2013).

J& na forma leve da doenca, onde ha poucas lesBes localizadas, a resposta imune celular
mediada por linfécitos do tipo Thl e Th17 é predominante e com baixos titulos de anticorpos.
(62). A dominéncia dos perfis Thl e Th17 esta relacionada com um bom progndstico na PCM
em pacientes (DE CASTRO et al., 2013) e no modelo murino (TRISTAO et al., 2017). Porém,
um longo periodo sob predominancia dos perfis Th17, e Thl pode gerar resposta inflamatéria
exacerbada, com ativacdo de neutréfilos, que pode levar a dano tecidual e posterior fibrose (DE
CASTRO et al., 2013).

A resposta Th22 desempenha um papel importante na auséncia da resposta Th17 ¢ IFNy que
s8o cruciais para a protecao contra infecc¢@es fungicas (PATHAKUMARI; LIANG; LIU, 2020).
As celulas Th22 produzem a citocina IL-22 que atua na protecdo local em doencas fungicas
mucocutaneas (DE LUCA et al., 2010) Em pacientes que apresentam a forma adulta/cronica da
PCM a perda de funcdo da resposta Thl pode ser parcialmente compensada pelo
desenvolvimento dos perfis Th17 e Th22, responsaveis por uma intensa resposta inflamatoria
de mucosas rica em neutrofilos (DE CASTRO et al., 2013; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A participacdo das células TCD8+ na PCM experimental foi demonstrada por diversos
trabalhos. A deplecdo dessa populacao celular, realizada por Cano et al., (2000) ocasionou em
uma maior carga fangica e infec¢do mais severa, tanto em camundongos resistentes quanto nos
suscetiveis. Jannuzzi et al. (2019) demonstraram que a citotoxicidade dos linfocitos TCD8+
contra Paracoccidioides é mediada por granzimas e perforinas. Loures et al. (2014) também
comprovam a importancia dessa subpopulacéo de linfécitos na PCM.

As células Treg desempenharam um efeito adverso na PCM experimental, tanto na fase
inicial quanto na tardia, estimulando uma infeccdo mais severa (FELONATO et al., 2012;
GALDINO et al., 2018). Em pacientes acometidos pela forma adulta/crénica da doenca, as
células iTreg controlam a resposta inflamatdria, em simultaneo, contribuem para a inibicao de
macrdfagos ativados, fundamentais para o combate de Paracoccidioides (DE CASTRO et al.,
2013).
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Figura 3 - Imunopatologia da PCM.

P, brasiliensis T CD4' naive

Macréfago
Ativado

PCM-Infeccao Forma Adulta

Forma Juvenil

Fonte: Adaptado de De Castro et al. (2013).

Legenda: A PCM-Infecgéo pode ser caracterizada por uma resposta Thl predominante, responsavel pela
ativacdo de macrofagos que séo importantes para a resisténcia a infecgdo. A forma Aguda ou
Juvenil, polo suscetivel da PCM, apresenta resposta humoral predominante com ativagéo de
Th2 (produzindo IL-4 e IL-5) e Th9 (produzindo IL-9 e IL-21). IL-4 e IL-9 contribuem para
a producdo de 1gG4 e IgE pelos linfocitos B, ja IL-5 estimula producdo e ativagdo de
eosinofilos. Além disso, IL-4 promove a inibicdo da funcdo de macrofagos, levando a
suscetibilidade a infeccdo. A forma Adulta ou crénica apresenta uma resposta mista, com
predominio das respostas Th17 e Th22, mas com contribui¢do de Thl, Th2 e Th9. Nesse grupo
a presenca de Tregs pode estar relacionada com o controle da resposta inflamatoria, e, em
simultaneo, contribuir para a inibigdo da ativacdo de macrofagos. Essa resposta mista pode
contribuir para uma resisténcia parcial a infeccdo, mas, ao mesmo tempo pode induzir uma
resposta inflamatdria exagerada, que pode levar ao dano tecidual e fibrose.
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1.7 MECANISMOS DE ESCAPE

Fungos termodimorficos, como Paracoccidioides spp. sdo caracterizados por possuirem
uma parede celular com estrutura e composicao quimica distinta, que varia conforme a fase
morfolégica dos fungos. Enquanto a fase micelial apresenta parede celular composta
basicamente por [B-1,3-glucanos, a fase leveduriforme possui menor quantidade desse
polissacarideo, expressando elevados niveis de a-1,3-glucanos (SANTOS et al., 2020).

AlteracBes na composicdo da parede celular durante a infec¢do ap6s a mudanga morfoldgica
é uma estratégia de sobrevivéncia usada por fungos dimérficos para evitar reconhecimento
pelos PRRs dos fagdcitos do hospedeiro. Dectina-1, um PRR presente na superficie dos
fagocitos, reconhece B-1,3-glucanos da parede celular fungica dando inicio aos processos de
fagocitose, exploséo respiratdria (EROs) e producdo de citocinas TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12, e
outras citocinas que desempenham papel fundamental na imunidade antifingica. A alteracdo
de B-1,3-glucanos para a-1,3-glucanos na fase leveduriforme dificulta o reconhecimento pelo
de Paracoccidioides pelo sistema imune (DAMBUZA; BROWN, 2015; RAPPLEYE;
EISSENBERG; GOLDMAN, 2007; SAN BLAS; VERNET, 1977).

As melaninas sdo substancias que possuem papel fundamental na patogénese de varias
doencas fungicas (CORDERO & CASADEVALL, 2017; PACELLI et al., 2017). Esses
polimeros séo originarios de compostos fenolicos e/ou inddlicos, negativamente carregados,
hidrofébicos e com alto peso molecular. Em Paracoccidioides spp., a presen¢a da melanina foi
caracterizada pela primeira vez por Gomez et al. (2001), a producdo dessas substancias esta
relacionada com a reducdo da capacidade fagocitica de macréfagos aumentando a resisténcia
flngica a acdo de compostos derivados do oxigénio e 6xido nitrico (CAMACHO; NINO-
VEGA, 2017).

Algumas espécies flngicas sdo dotadas da capacidade de produzir vesiculas extracelulares
(EVs) que se assemelham aos exossomos de mamiferos (DA SILVA et al., 2016). EVs utilizam
vias ndo candnicas de secrecdo, conseguindo atravessar a parede celular e transportar moléculas
que desempenham funcgdes relacionadas a aquisicdo de nutrientes, defesa celular e modulacgéo
da resposta imunolo6gica do hospedeiro.

EVs de fungos do género Paracoccidioides carregam componentes altamente antigénicos
com epitopos a-glactopiranossil (a-Gal), semelhantes aqueles encontrados nas mucinas de
Trypanosoma cruzi, responsaveis pela produgéo de elevados niveis de anticorpos (VALLEJO
et al., 2011). Essas EVs ainda transportam algumas proteinas como superéxido dismutase,

peroxirredoxina mitocondrial, tiorredoxina, que estdo envolvidas na homeostase de EROs,
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promovendo a sobrevivéncia dos fungos no interior das células (VALLEJO et al., 2012). Em
um trabalho realizado por da Silva et al. (2016) EVs produzidas por Paracoccidioides
brasiliensis podem modular a resposta imune inata e afetar a interagdo entre o fungo e
hospedeiro.

Uma vez no interior do fagossomo de macréfagos, Paracoccidioides inicia uma mudanca
metabdlica para tolerar o ambiente pobre em carbono, ativando a via da pentose fosfato,
promovendo um mecanismo defensivo contra grupos sulfidrila e radicais de oxigénio,
mantendo a glutationa em seu estado reduzido (RUI et al., 2010). Em resposta a H>0,
Paracoccidioides spp. apresentam uma intensa ativacdo de enzimas antioxidantes (catalase,
citocromo c peroxidase, tiorredoxina, e superoxido dismutase) (DE ARRUDA GROSSKLAUS
etal., 2013).

Fungos desse género também possuem a capacidade de reduzir os niveis de Oxido nitrico
(NO) via secrecdo da adesina gp43, que previne a liberacdo de NO pelos macrofagos e estimula
a producdo de IL-10, consequentemente reduzindo a expressdo de iNOS e sua atividade
enzimatica (POPI et al., 2002). Esses fungos ainda conseguem produzir isoformas da
superdxido dismutase (SOD) para controlar a homeostasia de EROs durante os varios estagios
da infeccéo, promovendo a sobrevivéncia e viruléncia do agente (TAMAYO et al., 2016).

Ferro e zinco sdo micronutrientes essenciais para fungos, participando como cofatores em
muitos processos bioldgicos. Em resposta a privacdo de ferro Paracoccidioides spp., ajustar seu
metabolismo para uma via independente de ferro, por meio do aumento da atividade glicolitica,
compensando assim, a diminuicdo das vias aerobicas (PARENTE et al., 2011). Esses fungos
também utilizam hemoglobina do hospedeiro e siderdforos como fonte de ferro (BAILAO et
al., 2014; BAILAO et al., 2014). Outra forma de captacio de ferro por esses fungos é a via da
assimilacdo redutiva do ferro ndo tradicional (RIA), envolvendo a reducdo de ferro e homologos
de transportadores regulados por Zinco (Zrtl e Zrt2), capazes de transportar zinco e ferro para
o interior da célula fungica (LIMA et al., 2015; PARENTE et al., 2013).

Paracoccidioides spp. também podem tolerar e superar as condi¢des de estresse causadas
pelos baixos niveis de oxigénio. P. lutzii produzem homologos de SrbA, uma proteina de
ligacdo do elemento regulador de esterol (SREBP) e reguladora chave da adaptacdo a hipoxia
de fungos (LIMA et al., 2015).

1.8 TRATAMENTO
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A terapéutica da PCM requer uso prolongado de medicamentos antifungicos associado a
medidas para a estabilizacdo do paciente, como o tratamento de comorbidades associadas (ex.:
tuberculose, HIV) e das deficiéncias nutricionais. Os pacientes devem ter as funcdes renal e
hepética avaliadas para a garantia a escolha da melhor estratégia terapéutica (COSTA &
SILVA, 2014).

O consenso é que existem muitas opcdes terapéuticas disponiveis, incluindo derivados de
sulfas (sulfadiazina, sulfadoxina, sulfametoxpiriazina, contrimazine e trimetoprim-
sulfametoxazol), anfotericina B, az0is (cetoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol e
posaconazol) e terbinafina. A escolha do tratamento deve considerar a severidade da doenca
(BOCCA et al., 2013).

Geralmente, a duracdo do tratamento varia de um a dois anos e é frequentemente associado
a complicacgdes e recidivas (MENEZES et al., 2006). A definicdo de cura nessa doenca €
complexa devido ao fato de muitas pacientes, mesmo apds a cura clinica e micoldgica,
manterem altos titulos anticorpos mesmo apos longos periodos de terapia (DEL NEGRO et al.,
2000). Alem disso, o tratamento tende a apresentar uma baixa taxa de adesdo como demostrado
por Andrade et al. (2019), principalmente nos primeiros 4 meses, periodo em que ha maior taxa

de evasdo.

1.8.1 Derivados das sulfonamidas

Esses compostos sdo analogos competitivos do acido paraminobenzoico (PABA),
prevenindo a utilizacdo desse composto na sintese de acido folico (SHIKANAI-YASUDA,
2015), substancia importante para o metabolismo de Paracoccidioides spp. (CHAVES et al.,
2021). Desde a década de 1940 muitos desses compostos foram utilizados na terapéutica da
PCM, sulfadiazina, rapidamente metabolizado e excretado; sulfametoxipirimidazina, excrecao
lenta; e sulfadoxina de eliminacdo muito lenta (SHIKANAI-YASUDA, 2015).

O tratamento com compostos de rapida excre¢do apresentou indice de falha terapéutica de
cerca de 4,3% (PEREIRA et al., 2011; TRAD et al., 2006). Resisténcia fangica a esses
compostos, dose inadequada, baixa taxa de adesdo e periodos curtos de tratamento sdo as
principais causas de recidiva da doenca, que ocorre cerca de seis meses apds a descontinuacao
do tratamento.

As vantagens das sulfonamidas estdo na sua ampla distribuicdo pelo organismo, atingindo
até o sistema nervoso central (SNC), e o baixo custo para 0 emprego do tratamento. Uma

desvantagem € a sua posologia, a qual requer dois ou trés comprimidos de 500 mg a cada seis
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horas, ou 100 mg/kg/dia, para os compostos de excrecdo rapida. Efeitos adversos como reaces
de hipersensibilidade, sintomas gastrointestinais, anemia hemolitica, agranulocitopenia e
cirstaluria podem ocorrer em 5% dos individuos tratados (SHIKANAI-YASUDA, 2015).

1.8.2 Azbis

Os azdis sdo compostos quimicos que inibem a biossintese do ergosterol, um derivado do
colesterol constituinte da membrana celular dos fungos (SHAFIEI et al., 2020). Esse esterol é
fundamental para o metabolismo desses microrganismos, principalmente no que se refere ao
processo de proliferagdo (HU et al., 2017).

Existem diversas enzimas importantes na via de biossintese do ergosterol (REZEN et al.,
2004), destacando-se o papel da CYP51 (Lanosterol-14a-demetilase) pertencente a familia
Citocromo P450 (DESMOND & GRIBALDO, 2009). No sitio ativo dessa enzima, uma
porfirina contendo ferro fornece oxigénio para a primeira reacdo dependente de oxigénio na
biossintese do ergosterol (KENIYA et al., 2018). O dominio mais conservado dessa enzima €
0 bolso de ligacdo ao grupamento heme, local onde os compostos azolicos atuam via interagdo
reversivel ndo competitiva e impedem o acesso de prétons ao sitio ativo (SHAFIEI et al., 2020).

Dentre os azois empregados no tratamento da PCM destacam-se o cetoconazol, itraconazol,
fluconazol e voriconazol (SHIKANAI-YASUDA, 2015). Apesar de ser empregado com
sucesso no tratamento de alguns casos de PCM leve e moderada nas doses de 200 a 400 mg/dia
(RESTREPO et al., 1983), ele foi substituido pelo itraconazol, devido a sua pobre absorcéo e
efeitos adversos (aumento dos niveis de aminotransferase, ginecomastia, reacbes de
hipersensibilidade cutanea, prurido, nauseas, vomito e anorexia).

O itraconazol é indicado para o tratamento das formas leves e moderada da PCM (BOCCA
et al., 2013), demonstrando-se 10 a100 vezes mais ativo contra os fungos do que o cetoconazol
(NARANJO et al., 1990). E considerado droga de escolha para o tratamento da PCM, sendo
costumeiramente combinado com sulfametoxazol/trimetoprim (COSTA & SILVA, 2014). A
meia vida do medicamento é de 17 a 21 dias, permitindo sua administracdo uma vez ao dia
(SHIKANAI-YASUDA, 2015), com taxas de ligacdo a proteinas plasmaticas de 99,8%,
excessivo metabolismo hepatico e baixa permeabilidade a barreira hematoencefalica (ZHANG
et al., 2020). Na dose de 100 a 400 mg por dia de 6 a24 meses, itraconazol foi associado com
uma taxa de 91% de melhora clinica (NARANJO et al., 1990). Devido aos efeitos colaterais do

composto, recomenda-se a avaliagdo da funcdo hepatica, e quando os niveis das enzimas
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triplicam em relagcdo aos valores basais o tratamento deve ser interrompido (SHIKANAI-
YASUDA, 2015).

Outro composto azolico utilizado na terapia da PCM é o fluconazol, recomendado quando
0s niveis séricos das enzimas hepaticas estdo elevados, quando ha hipersensibilidade a
anfotericiana B, e em quadros com acometimento do SNC. A administragdo nas doses de 200
a 400 mg/dia durante seis meses foi relacionada com melhora clinica de 91,8% dos pacientes.
O medicamento é capaz de atingir altas concentragdes no SNC, com posologia simples e
possibilidade de administracdao oral, porém, é pouco eficaz em casos disseminados de PCM
(DIAZ et al., 1992; SHIKANAI-YASUDA, 2015).

Voriconazol também é efetivo para o tratamento de pacientes com as formas leve e moderada
da PCM, apresentando eficacia semelhante a do itraconazol (QUEIROZ-TELLES et al., 2007).
De forma semelhante, esse medicamento pode ser utilizado em pacientes com acometimento
do SNC pela micose, uma vez que possui uma melhor penetracdo no SNC do que outras drogas
(LUTSAR et al., 2003).

1.8.3 Terbinafina

A terbinafina € um composto pertencente ao grupo das Alilaminas (BHANDARI, 2018), que
inclui a naftinina e o cloridrato de butenafina, substancias com atividade antifingica contra
diversas espécies de fungos (MC NEELY & SPENCER, 1998; MONK & BROGDEN, 1991;
RYDER, 1999). Terbinafina exerce acéo antifungica via inibi¢do ndo competitiva da enzima
esqualeno epoxidase (SE), que utiliza como substrato o escalo, um intermediario inicial da
biossintese do ergosterol (KRISHNAN-NATESAN, 2009).

O farmaco é contraindicado para pacientes com insuficiéncia hepéatica ou azotemia
(SHIKANAI-YASUDA, 2015). Terbinafina demonstrou atividade contra P. brasiliensis em
estudos in vitro (HAHN et al., 2002) e em pacientes, um caso de PCM com acometimento
pulmonar e lesdes cutaneas na area do escroto e perineo apresentou cura clinica com o emprego
da dose de 250 mg duas vezes ao dia durante seis meses (OLLAGUE et al., 2000).

1.8.4 Anfotericina B
A anfotericina B (AmB) pertence a classe dos macrolideos polienos (CAVASSIN et al.,

2021), devido a presenga de uma subunidade polieno hidrofébica, ligada a por¢éo hidrofilica
da molécula poliol (CEREGHETTI & CARREIRA, 2006). Esse composto, assim como outros



40

polienos, se liga ao ergosterol da membrana citoplasmatica fingica, via cadeia hidrofébica
poliénica e cabeca polar da molécula, formando poros que permitem o extravasamento do
contetdo citoplasmatico, que resulta eventualmente em apoptose. A formacéo desses poros na
membrana celular permite o efluxo de pequenos ions (potassio e magnésio), macromoléculas e
agua, perturbando a homeostase do ambiente intracelular. Além disso, AmB pode promover a
morte de fungos via extracdo do ergosterol das camadas lipidicas da membrana celular, e pelo
estimulo do acimulo de EROs no interior da célula (CUDDIHY et al., 2019).

O medicamento possui alta atividade fungicida e fungistatatica e tem sido usado no
tratamento das formas mais severas de PCM desde 1958 (DILLON et al., 1986). A dose inicial
varia de 5 — 10 mg, porém, em casos severos, a dose total deve ser aumentada para 1mg/kg/dia
(SHIKANAI-YASUDA, 2015). Em pacientes com envolvimento linfatico, pulmonar e cutaneo
a dose 2,0 a 3,0 g/dia (30 mg/kg) promoveu cura clinica e sorologica (CAMPOS et al., 1984).

AmB é um composto com toxicidade elevada, incluindo sintomas de toxicidade aguda com
nausea, vomito, calafrios, febre, hipertenséo/hipotenséo e hipoxia. A rapida infusdo intravenosa
(1V) pode levar a hipercalemia, com potencial para o desenvolvimento de arritmia cardiaca
fatal. A administracao IV do farmaco também foi relacionada a ocorréncia de neurotoxicidade
com surgimento de quadros de hipertermia, hipotensdo, confusdo, delirio, depresséo,
obnubilacdo, comportamento psicatico, tremores, convulsdes, visdo turva, perda de audicéo,
quadriparesia flacida, com degeneracdo da mielina no plexo braquial, mutismo acinético e
leucoencefalopatia cerebral difusa (LANIADO-LABORIN & CABRALES-VARGAS, 2009).

A toxicidade crbnica de AmB esta relacionada principalmente a efeitos nefrotoxicos, que
ocorrem em decorréncia da vasoconstri¢ao das arteriolas renais apds o uso do medicamento. Os
sinais clinicos da nefrotoxicidade incluem insuficiéncia renal, hipocalemia, acidose metabdlica,
devido a acidose tubular renal, e poliuria pela diabetes insipidus nefrogénica (BAGNIS;
DERAY, 2002). Outros efeitos toxicos causados pela terapia com AmB é a anemia, resultante
da supressdo da eritropoiese (HOEPRICH, 1992), hiperbilirubinemia (OLIN et al., 2006),
hipomagnesemia (BARTON et al., 1984) e cardiomiopatia dilatada (DANAHER et al., 2004).

1.8.5. Anfotericina B Lipossomal

Visando diminuir a toxicidade inerente de AmB novas formulagdes a base de lipideos foram

desenvolvidas. A anfotericina lipossomal (LAmMB) é constituida de pequenas vesiculas
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unilamelares, de 60 — 80 um, compostas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e esteraroil
fosfatidilglicerol, estabilizados por colesterol e combinados com AmB (GROLL et al., 2019).

A incorporacdo de AmB a lipossomos promove uma melhor distribuigdo tecidual, assim
como maior indice de sucesso terapéutico, juntamente com uma menor toxicidade do composto
(SHIKANAI-YASUDA, 2015). AmB ativa o PRR TLR2 atraves da ligacdo com balsa lipidicas
associadas com CD14 das células mononucleares, resultando em liberacdo de citocinas pré-
inflamatdrias como TNF-a, IL-1p, IL-6, 1L-8, prostaglandina E> (ADLER-MOORE et al.,
2019). A producdo desses mediadores inflamatdrios esta relacionada com o surgimento de
toxicidade durante a infusdo do medicamento, principalmente quando ha elevacdo dos niveis
séricos de TNF-a, IL-1RA e IL-6 (ARNING et al., 1995).

A incorporacdo de AmB em lipossomos reduz significativamente a toxicidade relacionada a
infusdo, ocorrendo uma significante reducédo dos niveis de TNF-a, IL-1RA e IL-6 em pacientes
tratados com LAmB contra os tratados com AmB (ARNING et al., 1995). A redugéo dos niveis
dessas citocinas também reduz o risco de toxicidade renal (LOO et al.,2013). As possiveis
razdes para a reducdo da nefrotoxicidade da formulacao lipossomal é a distribuicao preferencial
dos lipossomos em 6rgéos ricos em células reticuloendotelias, e o tamanho que ndo permite a
filtracdo glomerular (CHAI et al., 2013).

LAmB mostrou-se eficiente no tratamento da forma grave da PCM, em uma série de caso
com 28 pacientes tratados com as doses de 3,35mg/kg/dia a 3,39 mg/kg/dia, todos (100%)
atingiram a cura clinica (PECANHA et al., 2016). Por outro lado, Dietze et al. (1999)
realizaram um ensaio no qual trés de quatro pacientes com a forma aguda da PCM, tratados
com a dose de 3 mg/kg/dia de LAmB por 28 dias, apresentaram melhora clinica inicial, porém
com recidiva ap0s seis meses. Posteriormente, o tratamento desses individuos com
Cotrimoxazol estimulou a melhora clinica em um periodo de seis a 12 meses (DIETZE et al.,
1999).

2 TERAPIA LASER DE BAIXA POTENCIA / FOTOBIOMODULACAO (LLLT)

O termo LASER ¢ um acrénimo para a expressdo inglesa “Light Amplifications by
Stimulated Emission of Radiation” (luz amplificada por emissdo estimulada de radiagdo). Sua
invencao surgiu da descoberta de Albert Einstein da emisséo estimulada, um terceiro processo
de transicdo de estado de energia, que ele teorizou existir ao lado da absor¢do e da forma

espontanea de emissao proposta por Max Planck (ANDERSEN, 2020).
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Em 1900 Planck deduziu que a energia pode ser emitida ou absorvida apenas em pedagos
discretos (quantum), essa descoberta inspirou fisicos como Albert Einstein, que em 1905 lancou
seu artigo sobre o efeito fotoelétrico, prop6s que a luz também fornece energia em pedacos,
particulas quéanticas descritas como fétons (EINSTEIN, 1917; PLANCK, 1900). Mais tarde,
Townes, Gennadiyevich e Mikhailovich, na década de 1950, aprimoraram essa teoria sendo
laureados com o prémio Nobel de Fisica em 1964. A teoria tornou-se realidade em 1960 quando
Maimen desenvolveu o primeiro emissor de LASER nos laboratérios da Bell (FRANCK;
HENDERSON; ROTHAUS, 2016).

Luz e outras formas de energia eletromagnética (Figura 4) sdo compostas de particulas
elementares conhecidas como fotons (quantum), que viajam na velocidade da luz (2,998 x 108
m/s) no vacuo, movimentando-se em um padré@o de onda sinusoidal. O comprimento de onda
(A) corresponde a distancia entre duas cristas sucessivas das ondas eletromagnéticas (Figura 5),
variando de muito curtos, raios gama, a muito longos, com as ondas de radio (Figura 6)
(SLINEY, 2016).

Figura 4 - Onda eletromagnética. Fisicamente a luz € um tipo de onda eletromagnética.
Onda Eletromagnética

Direcao da
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Elétrico (E) /\/ f
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Magnético
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Fonte: Adaptado de Franck et al. (2016).
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Figura 6 - Comprimento de onda, correspondente a distancia entre duas cristas de uma
onda eletromagnética.

Onda

deslocamento —

. distancia —
A: comprimento de onda
y: amplitude

Fonte: Adaptado de Franck et al. (2016)

Figura 5 - Espectro da Radiacdo Eletromagnética.
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Fonte: Adaptado de Franck et al. (2016).
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Na escala atbmica os elétrons estdo dispostos em orbitais com diferentes quantidades de
energia, no seu estado fundamental. Sob um estimulo com uma quantidade adequada de energia
os elétrons podem pular para um orbital com maior nivel de energia através de um processo
chamado absorcao. Nesse estado de alta energia, o elétron é considerado excitado, mas também
desbalanceado. Para restaurar o equilibrio, rapidamente, o elétron libera a quantidade de energia
absorvida na forma de féton, ou particula de luz (SLINEY, 2016). Essa liberacdo de energia é
chamada emissdo espontanea (EINSTEIN, 1917), é o fenémeno que fundamenta a fisica da luz
LASER (Figura 7).

Figura 7 - Emissdo Espontéanea.

A Repouso Agitagao

>

Fonte: Adaptado de Franck et al. (2016).
Legenda: A: absorcdo de fotons (P) leva o elétron a um estado de agitacdo. O elétron excitado é
instavel, libera um féton e retorna para o estado de repouso.

B: Um elétron excitado absorve um féton e libera dois fétons do mesmo comprimento de
onda e eneraia retornando ao repouso.

O dispositivo LASER consiste em trés componentes béasicos: uma fonte de energia ou
bomba, um meio de ganho e dois espelhos que formam um ressonador dptico (Figura 8). A
bomba fornece energia para o sistema, e pode ser composta por descargas elétricas, lampadas
flash, luz de outro LASER e até mesmo rea¢des quimicas. O tipo de bomba utilizada depende
do meio de ganho (DE FELICE, 2010).

Esse meio é o maior fator determinante do comprimento de onda e energia emitida pelo
LASER, podendo ser gasoso (argbnio, hélio-nednio, e didxido de carbono) liquido (corantes
organicos), sélido (rubi, neodimo e érbio) ou semicondutor (arsenato de galio, arsenato de galio

aluminio e indio galio aluminio fésforo). O meio de ganho é o local onde ocorre a emissdo
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espontanea ou induzida de fotons. Inicialmente, os elétrons de um 4tomo mudam para um
orbital correspondente a um nivel de excitacdo, e quando esses elétrons retornam para o orbital
estavel ocorre a liberacdo de fotons. Esses fotons se propagam em varias direcGes dentro do
ressonador éptico (FRANCK; HENDERSON; ROTHAUS, 2016).

O ressonador Optico (cavidade éptica), na sua composi¢do mais simples consiste em dois
espelhos em cada extremidade do meio de ganho, um espelho €é totalmente refletor e o outro
parcialmente refletor (80% da luz é refletida e 20% emitida ao exterior). A luz do meio,
produzida por emissdo espontanea, € refletida de volta ao meio centenas de vezes amplificando
o feixe, os fétons emitidos podem encontrar outro atomo excitado e estimular a emissdo de
fétons adicionais, gerando um grande fluxo de luz e com alto nivel energético. Assim, gera-se
luz LASER, luz amplificada por emissdo estimulada de radiacdo (DE FELICE, 2010;
FRANCK; HENDERSON; ROTHAUS, 2016).

Figura 8 - Componentes basicos de um LASER.

Meio de Ganho
Ressonador Optico
Feixe
Espelho totalmente Espelho parcialmente
refletor refletor

Fonte: Adaptado de Franck et al. (2016).

Legenda: A fonte de energia estimulara os elétrons do meio de ganho liberando fétons que irdo
ser refletidos no espelho totalmente refletor e langado como um feixe colimado
através do espelho parcialmente refletor.
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Essa luz possui caracteristicas proprias que a diferenciam da luz comum (OLIVI; DE

MOOR;

DIVITO, 2016):
Coeréncia: o feixe se propaga na mesma dire¢do no tempo e no espago com a
mesma frequéncia;
Colimagéo: o feixe € unidirecional, sem divergéncia do feixe de luz;
Monocromaticidade: cada onda de luz tem exatamente 0 mesmo comprimento de

onda, ou seja, a mesma cor. Diferentemente da luz branca, que compreende sete
comprimentos de onda, ou cores diferentes.

Ao atingir um tecido biolégico o LASER pode interagir com 0 mesmo de quatro formas
diferentes (Figura 9) (NIEMZ, 2002):

Absorc¢ao: a luz é absorvida por componentes do tecido com a agua, hemoglobina,
melanina. A absorcao é o efeito mais desejado e responsavel pelo efeito do LASER
no tecido;

Espalhamento: uma porcéo do feixe de luz se espalha pelo tecido perdendo poténcia;
Reflexdo: parte da luz incidida € refletida e perdida;

Transmissao: a luz atravessa toda a espessura do tecido.

Figura 9 - Tipos de interacdo do LASER com os tecidos.

Fonte: Adaptado de De Felich (2017).
Legenda: Na Reflex&o parte da luz irradiada é refletida e perdida, ja na Absorcéo a luz é absorvida pel

componentes do tecido, sendo o efeito mais desejavel. A Transmissdo faz com que a |
atravesse toda a espessura do tecido. No Espalhamento uma parte do feixe é espalhada pe
tecido e ocorre a preda de poténcia.
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A interacdo do LASER com os tecidos esté relacionada com o comprimento de onda, da
densidade da energia (dose ou fluéncia), da poténcia (irradiancia) utilizada e das propriedades
inerentes do tecido alvo (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016). Deste modo, a Terapia LASER de
Baixa Poténcia (LLLT) utiliza luz nos comprimentos de onda 600 a 1.000 nm, vermelho a
infravermelho, na fluéncia/densidade de 1-10 J cm™, que consiste na quantidade de energia (J)
dividida pela area de incidéncia (spot) do LASER utilizado ou por cm? (J/ cm?). A poténcia
empregada varia de 3-500 mW cm (YUN; KWOK, 2017), e ¢ estabelecida pela divisdo da
poténcia do LASER em Watts (W) por centimetros quadrados (W/ cm?). Estudos clinicos
sugerem que a luz pode estimular células-tronco epiteliais epidérmicas no bulbo do foliculo
piloso estimulando o crescimento de pelos (AVCI et al., 2014). LLLT também foi empregada
no tratamento de feridas, reparo tecidual e como agente anti-inflamatorio, apresentando eficacia
em modelos animais (CHUNG et al., 2012).

Como os mecanismos de acdo de LLLT néo sd@o bem compreendidos, a adocao dessa terapia
tem sido controversa e seu uso é amplamente empirico. Diversos mecanismos foram propostos
(DE FREITAS; HAMBLIN, 2016). Na célula, algumas evidéncias sugerem que a LLLT atua
na mitocéndria (Figura 10) estimulando o aumento da producao de adenosina trifosfato (ATP)
(KARU, 1999), modulacéo de EROs, e a indugéo de fatores de transcricdo (CHEN et al., 2011).
Vaérios fatores de transcri¢do sdo regulados por alteracdes no estado redox celular. Dentre eles
destaca-se o fator redox-1 (Ref-1), proteina ativadora dependente-1, fator nuclear Kappa B (NF-
«kB), p53, fator ativador de transcri¢ao/proteina de ligacdo ao elemento de resposta a cAMP
(ATF/CREB), fator induzivel por hipdxia (HIF)-1, e fator semelhante a HIF (CHEN et al.,
2011). Esses fatores de transcricdo estimulam a sintese de proteinas responsaveis pela
proliferacdo celular e migracdo, modulacdo dos niveis de citocinas, producdo de fatores de
crescimento e migracdo, e mediadores inflamatdrios, e aumento da oxigenacdo tecidual
(KARU; KOLYAKQV, 2005).

Nos niveis mais basicos, LLLT atua por inducdo de reacdes fotoquimicas na célula, através
de um processo conhecido como bioestimulacdo ou fotobioestumulgdo. Quando um foton é
absorvido por um cromoforo na célula tratada, um elétron pode ser excitado e pular de um nivel
mais baixo de energia para um orbital de maior energia (SUTHERLAND, 2007). Essa energia
armazenada pode entdo ser usada pelas células para execucdo de diversas tarefas. Existem
varias evidéncias de que cromdéforos nas mitocondrias podem ser estimulados pela LLLT. A
irradiacdo dos tecidos com luz causa um aumento na geragéo de produtos mitocondriais como
ATP, NADPH, proteinas e RNA (PASSARELLA et al., 1984), assim como uma elevacdo no
consumo de oxigénio (CHUNG et al., 2012).
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O complexo V, também conhecido como citocromo ¢ oxidase (CCO), é o cromdforo
essencial na LLLT (KARU; AFANAS’EVA, 1995). CCO ¢ um grande complexo de proteinas
transmembrana, constituido por dois centros de cobre e dois centros ferro-heme, componentes
da cadeia transportadora de elétrons (CAPALDI; MALATESTA; DARLEY-USMAR, 1983).
Essa cadeia transporta elétrons altamente carregados em energia de carreadores de elétrons
através de uma série complexos transmembrana até o aceptor final de elétrons, gerando um
gradiente de protons usado para producdo de ATP. Assim, a aplicacdo de luz influencia
diretamente na producdo de ATP afetando um dos complexos transmembrana na cadeia. Em
particular, a LLLT promove um aumento na producdo de ATP e transporte de elétrons (KARU;
PYATIBRAT; KALENDO, 1995; PASTORE et al., 1994).

A influéncia de LLLT na cadeia transportadora de elétrons esta além de um simples aumento
dos niveis de ATP produzido pela celula. O oxigénio atua como aceptor final de elétrons na
cadeia transportadora de elétrons, e é convertido em agua nesse processo. Parte do oxigénio que
€ metabolizada produz espécies reativos de oxigénio (EROs) como subprodutos. EROs séo
moléculas quimicamente ativas que desempenham um importante papel na sinalizacao celular,
regulando a progressao do ciclo celular, ativando enzimas, &cidos nucleicos e sintese proteica.
LLLT estimula a producdo de EROs via aumento dos niveis de oxigénio. Por sua vez, EROs
ativam fatores de transcri¢do, que levam a superregulacéo de genes estimuladores e protetores.
Esses genes provavelmente estdo relacionados a proliferacdo celular, migracdo (DE FREITAS;
HAMBLIN, 2016) e producéo de citocina e fatores de crescimento, que forma estimulados pela
LLLT (WERINGER et al., 1982; ZHANG et al., 2003).

As células do sistema imunologico sdo fortemente afetadas pela LLLT. Mastdcitos, que
desempenham um papel crucial no movimento dos leucdcitos, e sdo importantes na inflamacéo.
Comprimentos de onda especificos conseguem estimular a degranulacdo de mastdcitos
(BAYAT et al., 2008), que resulta na liberacéo da citocina pro-inflamatorias TNF-a (WALSH
et al., 1991). Isso leva a um aumento da migracdo de leucocitos para o tecido inflamado. LLLT
também estimula a proliferacdo, maturacédo, e motilidade de fibroblasto, e aumento na producéo
de fatores de crescimento de fibroblastos (FROZANFAR et al., 2013). Linfocitos se tornam
ativos e proliferam mais rapidamente, e células epiteliais se tornam mais moveis, permitindo
que feridas se fechem mais rapidamente (CHUNG et al., 2012). A habilidade de macréfagos
para agir como fagdcitos também é melhorada com a LLLT (SONG; ZHOU; CHEN, 2012).
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Estudos demonstram que a estimulagao ex vivo dos polimorfonucleares (PMN) com LLLT
conseguiu aumentar a capacidade fungicida de neutréfilos contra P. brasiliensis, e 0 emprego
de LLLT tornou estas células metabolicamente mais ativas, com maior atividade mitocondrial,
e producdo de maiores concentrac@es de proteinas e de EROS (BURGER et al., 2015). Achados
da literatura corroboram a hipétese de que a irradiacdo com LLLT consiga ativar a via da
enzima NADPH oxidase aumentando assim a producdo de EROS por essas células
(CERDEIRA et al., 2016a). A producdo de EROS € considerada um mecanismo chave na
destruicdo da maioria dos patégenos invasores (MANTOVANI et al., 2011).

Figura 10 - Mecanismos celulares de LLLT.
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Fonte: Adaptado de Chung et al. (2012)

Legenda: A: Absor¢do de luz proximo ao comprimento infravermelho por cromoéforos
localizados na mitoc6ndria, B: mais especificamente o complexo IV (citocromo C
oxidase) e V (ATP sintase) da Cadeia Transportadora de Elétrons, C: estimulando
a producédo de ATP e EROs e NO. Essa resposta citosolica pode induzir alteragfes
transcricionais no nucleo, D: induzidas por fatores de transcricdo (ex: NF-kB e
AP1).
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3 JUSTIFICATIVA

A paracoccidioidomicose é uma micose sistémica com elevada prevaléncia no Brasil, com
cerca de 3360 a 5600 casos por ano (MARTINEZ, 2017), dos quais aproximadamente 168
possuem como desfecho o dbito do paciente (PRADO et al., 2009). Estudos demostram que 0s
PMNs correspondem ao primeiro tipo celular a chegar no local da infecgdo flngicas,
desempenhando um papel fundamental no controle inicial da multiplicacdo destes organismos,
assim como influenciando a resposta imune adquirida (OTTONELLO et al., 1998). Entretanto,
ha& uma inabilidade intrinseca de PMNs de alguns individuos em processar as células do fungo,
fato que resulta em uma predisposi¢cdo mais acentuada para o desenvolvimento da PCM sem
apresentar imunodeficiéncia celular (GOIHMAN-YAHR et al., 1989). O uso de LLLT em
neutrofilos imaturos de camundongos infectados por P. brasiliensis permite recrutar PMN mais
ativos e com maior capacidade fungicida, uma vez que estas células apresentaram maior
atividade mitocondrial, e producdo de maiores concentracdes de proteinas e de EROS
(BURGER et al., 2015). No entanto, ainda nédo esta bem estabelecido como a LLLT promove
a ativacdo dos neutrdfilos maduros, visto que seus efeitos sobre as formas imaturas destas
células foram descritos por Burger e colaboradores (2015). Desta forma, o presente estudo
pretende avaliar a producdo de EROS totais e especifica, atividade mitocondrial, producdo de
proteinas e citocinas por neutro6filos maduros de camundongos irradiados com LLLT ex vivo e
in vitro. E adicionalmente, ampliar os conhecimentos sobre o efeito da laserterapia, visando

inclui-lo como tratamento complementar da paracoccidioidomicose.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar o efeito da aplicacdo de LASER de baixa poténcia ex vivo e in vitro sobre neutréfilos

maduros oriundos de bolsa subcutdnea de camundongos infectados com a cepa de alta
viruléncia Pb18 de Paracoccidioides brasiliensis.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do tratamento com LLLT na producdo de proteinas por neutréfilos

maduros de camundongos obtidos de bolsa subcutanea in vitro e ex vivo;

e Avaliar o efeito do tratamento com LLLT na atividade mitocondrial de neutréfilos

maduros de camundongos obtidos de bolsa subcutanea in vitro e ex vivo;

e Auvaliar o efeito do tratamento com LLLT sobre a producéo de citocinas por neutrofilos

maduros de camundongos obtidos de bolsa subcutanea in vitro e ex vivo;

e Auvaliar a geracdo de radicais livres de oxigénio por neutréfilos maduros de

camundongos obtidos de bolsa subcutanea in vitro e ex vivo;

e Avaliar a atividade antifungica de PMNSs estimulados ou ndo com LLLT.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CONSIDERACOES ETICAS

Esta pesquisa foi submetida a Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Alfenas CEUA (UNIFAL — MG) e aprovada sob o nimero de protocolo 0005/2020. Os
procedimentos empregados foram realizados em conformidade com os principios éticos exigidos
na experimentacdo animal pelo CONCEA e CEUA (UNIFAL-MG), semelhantes aos que vem
sendo realizados pelos integrantes do grupo de pesquisa em projetos anteriores aprovados por
comissdes de ética da USP e da UNIFAL.

5.2 ANIMAIS

Os animais utilizados nesse projeto foram camundongos fémeas Swiss “outbread”, obtidos
do Biotério da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os camundongos foram
criados na UNIFAL-MG, mantidos em salas com controle de temperatura, alimentados com

comida e agua filtrada ad libitum.

5.3 ISOLADO DE Paracoccidioides brasiliensis

O isolado de Paracococcidioides brasiliensis (Pb18-isolado de alta viruléncia) foi utilizado
neste projeto. Os fungos foram mantidos em sua forma leveduriforme no Laboratorio de
Microbiologia e Imunologia da UNIFAL-MG, sendo semeados e cultivados em meio de cultura
semissolido FAVA NETTO, 1955 em tubos inclinados, mantidos em estufa a 35°C e foram
repicados a cada 7 dias. A viruléncia foi reativada por meio de infeccdo e reisolamento do

isolado Pb18 em camundongos.

5.4 PREPARACAO DE SUSPENSOES DE Paracococcidioides brasiliensis PARA
INFECCAO DOS CAMUNDONGOS

As células fungicas foram lavadas com solucéo salina estéril a 0,9%, centrifugadas a 1300
G por trés vezes, e utilizadas para preparar as suspensdes para inoculacdes. A viabilidade das

celulas de Pb18 foi determinada pela coloracdo empregando o corante Janus Green B (Berliner
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e Reca, 1965), em seguida, as suspensdes tiveram sua concentragao ajustada para 5x10° células

leveduriformes viaveis/ml (cél/mL) para a inoculagdo em bolsa de ar subcutanea.

5.5 INDUCAO DE BOLSA AR SUBCUTANEA

A técnica empregada consistiu na inducdo de uma bolsa de ar produzida na regido dorsal de
camundongos por injecdo subcutanea de 2 mL de ar estéril (Meloni-Bruneri et al., 1996). Apds
formacéo da bolsa de ar os animais foram inoculados com 0,1 mL da suspensdo Pb18 por um

periodo de sete dias.

5.6 IRRADIACAO DE NEUTROFILOS COM LASER NOS EXPERIMENTOS EX VIVO E
IN VITRO.

Nos experimentos ex vivo animais foram irradiados nas bolsas de ar subcutaneas com
LASER infravermelho (Twin flex — MMO, Séao Carlos, SP - Brasil) operando no comprimento
de onda de 780nm, por 30 segundos com poténcia total de 50mW e area do feixe de 0,04 cm?
fornecendo 12,5 Jicm?. As irradiacdes foram realizadas em dias alternados, as primeiras
irradiacdes ocorreram no dia da infeccdo e as ultimas no sétimo dia, periodo da realizacdo da
coleta de células das bolsas subcuténeas.

Para os experimentos in vitro as células coletadas das bolsas (1x10°) foram cocultivadas com
Pb18 (4x10% cél/mL) em placas de seis pogos transparentes e irradiadas de modo que a ponta
da caneta LASER tocasse perpendicularmente o fundo da placa contendo as celulas
(CERDEIRA et al., 2016). Todas as irradiacdes foram realizadas em ambiente escuro para
evitar interferéncia da luz convencional na absor¢do do comprimento de onda da luz LASER
pelas células. Além disso, ndo houve interferéncia da luz LASER sobre as células dos grupos

controle durante a realizacdo dos experimentos, tanto no tratamento in vitro quanto no ex vivo.

5.7 GRUPOS EXPERIMENTAIS
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Os animais foram divididos em grupos experimentais, sendo eles:

Ex vivo
Grupo 1: Cultivo de neutréfilos originados de bolsa subcuténea de animais que foram
irradiados com LLLT e infectados com Pb18;
Grupo 2: Cultivo de neutrdéfilos oriundos bolsa subcuténea de animais que nao foram
irradiados com LLLT.

In vitro
Grupo 3: Cultivo de neutrofilos originario de animais infectados com Pbl8 e
irradiacdo com LLLT;
Grupo 4: Cultivo de neutrofilos de animais infectados com Pb18.

5.8 OBTENCAO DE CELULAS DE BOLSA DE AR SUBCUTANEA

As células foram coletadas apds sete dias da inoculagdo dos camundongos. Os animais foram
eutanasiados com a associacdo dos anestésicos d cloridrato de Cetamina a 10% (anestésico
dissociativo) e cloridrato de Xilazina a 2% (miorrelaxante de acdo central, agonistas de
adrenorreceptores alfa-2). A dose de anestésicos administrada foi o triplo da dose utilizada para
a inducdo anestésica de camundongos (Cetamina 450 mg/kg e Xilazina 48mg/kg) como
recomendado no item 9.1.2.3 da Resolucdo Normativa n° 37 Diretriz da préatica de eutanésia do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Apds a confirmacdo do ébito, dada através da analise de sinais como apneia, assistolia,
mucosas palidas e auséncia de reflexo corneal, preconizados pela Resolu¢do Normativa n° 37
(CONCEA), realizou-se uma incisdo da pele com bisturi e com o auxilio de uma pipeta Pasteur
de vidro estéril, as células foram coletadas e transferidas para um homogeneizador de vidro
estéril, onde foram separadas por maceracdo. De acordo com Meloni & Bruneri 1994 se faz
necessaria a realizacdo de um pool de células originado das bolsas de ar subcutaneas de trés
animais diferentes, que corresponde a = 667 PMN/animal, visando a obtencdo de uma
concentracdo de 1x10° PMN/mL a qual corresponde a quantidade de células necessarias para

realizacdo dos experimentos.
5.9 CULTIVO DE CELULAS DE BOLSA DE AR SUBCUTANEA
As células obtidas para os experimentos ex vivo foram transferidas e armazenadas em tubos

Falcon contendo um volume conhecido de RPMI suplemento com 10% de soro fetal bovino

(SBF) e mantidas refrigeradas. Posteriormente, as células foram quantificadas em
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hemocitdmetro e a viabilidade foi analisada com o corante Trypan blue 0,2%. Os PMN colhidos
a partir de camundongos infectados, tiveram sua concentracdo ajustada para 1x10° PMN/mL
(2.000 PMN/mL) e foram cultivados em placas de seis ou 12 pocos. As placas foram incubadas
em estufa a 5% de CO, (VWR S/P by Sheldon MFG, INC) a 37° C por 2, 6 e 18 horas. Ap0s
os tempos de incubacgdo descritos, as células foram centrifugadas a 1780 x g. Os sedimentos
foram semeados em placas para contagem de unidades formadoras de coldnia (UFC) e também
armazenados a -20°C para determinacdo da concentracdo de proteinas totais e quantificacdo de
EROS total e especificos.

Para a realizacdo do co-cultivo, experimento in vitro, PMNs coletados foram centrifugados
a 1780 x g e lavados com salina antes de serem suspensos em 15 mL de RPMI. Posteriormente
as células foram quantificadas em hemocitdmetros e viabilidade foi avaliada através da
coloragdo com Trypan blue. A concentracio final foi ajustada para 1x10° PMN/mL. As células
de Pbl8 foram lavadas trés vezes com solucdo salina 0,9% e centrifugadas a 1300g e
resuspendidas em RPMI enriquecido com 10% de soro fetal bovino (FBS). A concentracao da
suspensdo foi ajustada de modo que a proporc¢éo entre Pb18 e PMNs fosse de 1:25. As células
fangicas foram contadas em hemocitémetro e a viabilidade avaliada através de coloracdo com
Janus Green B.

Despois que a concentragio de PMNs foi ajustada para 1x10° PMN/mL, e a suspensdo de
Pb18 para 4x10% 1 mL de cada suspensdo foi adicionado a placas de 12 pogos que foram
incubadas em estufa com 5% de CO, a 37°C por 2, 6 e 18 horas. Apos a incubag&o, as células
foram centrifugadas a 1780 x g e a viabilidade dos pellets de PMNs foi avaliada com Trypan
Blue a 0,2%.

5.10 QUANTIFICACAO DE P. brasiliensis VIAVEIS

Apds a incubacdo das placas de cultura de células por 2 horas para PMN, o material oriundo
dos dois grupos foi centrifugado a 500 x g por 5 minutos e os sedimentos foram coletados e
semeados em placas para contagem de unidades formadoras de col6nia (CFU). Estes
sedimentos foram semeados em placa de BHI suplementada com 1% de glicose, 30% de fator
de crescimento e de 10% de soro fetal bovino por ser mais eficiente para o crescimento do Pb18
(CALICH et al., 1993). Foram semeados 100ulL das suspensodes celulares de cada um dos
grupos, nas placas contendo o meio BHI e homogeneizados com auxilio da al¢a de Drigalski.
Esse experimento foi realizado em triplicata, € o crescimento das coldnias foi acompanhado e

quantificados por um periodo de 15 dias.
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5.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE DESIDROGENASES MITOCONDRIAIS PELO
METODO MTT

Em uma placa de ELISA de 96 pocos, pipetou-se 180uL da suspensdo de PMN na
concentragio de 10° cél/mL e 20uL do reagente MTT [3(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio brometo] a 20%. Todas as amostras foram pipetadas em triplicatas. As placas
foram mantidas em estufa com 5% de CO; e temperatura de 37°C e apds 4 horas, todo o
sobrenadante foram retirados, deixando apenas o sedimento no fundo, de cada pogo, utilizado
para a analise. Posteriormente, adicionou-se 200uL de dimetilsulfoxido (DMSO/Vetec) e a
leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA (ANTHOS ZENITH® 200 rt) a 540 nm.

5.12 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A quantificacdo das proteinas dos sedimentos armazenados de ambos 0S grupos
experimentais foi realizada pelo método do &cido bicinconinico (BCA) (Sigma®). Estes ensaios
foram realizados em triplicata e a leitura das densidades Opticas feitas em espectrofotdmetro
(ANTHOS ZENITH® 200 rt) em comprimento de onda de 560 nm. Os resultados foram
expressos em pg de proteina/mL, comparando-se a densidade Optica com uma curva padrédo

contendo concentracdes conhecidas de proteina sérica bovina (BSA).

5.13 ENSAIO DE QUIMIOLUMINESCENCIA

Para ensaio de quimioluminescéncia, utilizou-se o substrato aminofital-hydrazida (luminol
97%, Sigma-Aldrich®), para avaliar a producio de EROS dos PMNSs, possibilitando a
quantificacdo desses derivados do metabolismo do oxigénio através da emissdo de luz integrada
por segundo (BABIOR, 1984). Destacando-se que o luminol é capaz de mensurar EROs ao
nivel intracelular e extracelular (CEDEIRA et al., 2016; BURGER et al., 2015). No presente
ensaio, as células foram ajustadas para a propor¢do 4x10* cél/mL fingicas e 10° células
PMN/mL. Foi pipetado em uma cubeta 135uL da suspensdo de PMN e 30uL de luminol. A
leitura foi realizada em luminémetro (Promega- Glomax 20/20 Luminometer®) e a intensidade

da quimioluminescéncia foi aferida durante 30 minutos.

5.14 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE PEROXIDO DE HIDROGENIO (H0;)
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A liberacdo de H202 foi medida através do ensaio de oxidacdo de vermelho de fenol
dependente de peroxidase de rdbano descrito por (PICK; MIZEL, 1981). O experimento foi
realizado em microplaca de 96 pocos. A solugdo de vermelho de fenol foi preparada com PBS
gelado contendo dextrose 5,5 mM, vermelho de fenol 0,56 mM e 8,5 U/mL de peroxidase de
rabano tipo 1. As células foram suspensas em solucao fresca de vermelho de fenol e incubadas
por 1 h a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% CO2-95%. A reacdo foi interrompida com
10ul de NaOH 1M. A absorbéncia a foi medida em leitor de microplaca (ANTHOS ZENITH®
200 rt) e a conversdo da absorbéancia em pM H20- foi deduzida de uma curva padrdo obtida
com concentragdes conhecidas de H20> (5 a 40 uM), conforme descrito por (PICK; KEISARI,
1980).

5.15 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DA ENZIMA CATALASE (CAT)

A atividade da enzima CAT foi determinada utilizando a metodologia proposta por Aebi
(1984), que mede a decomposigdo de H2O. por minuto a 240 nm. Fragdes dos sedimentos
oriundos do cultivo dos PNMs (35ug de proteinas) foram incubadas em PBS pH 7,0. H20. 10
mM foi adicionada dando inicio a reacédo e absorbancia foi monitorada durante um minuto. O
calculo da cinética da decomposigédo de H.O: foi feito utilizando-se do coeficiente de extin¢éo
molar a 240 nm (43,6 M cm™). Os resultados foram expressos em U/mg de proteina, sendo U
correspondente a atividade enzimatica capaz de promover a hidrolise de 1 umol de H2O> por

minuto.

5.16 DOSAGEM DOS NiVEIS DE OXIDO NiTRICO (NO)

As concentracdes de 0xido nitrico (NO) foram medidas nos sobrenadantes das culturas de
células provenientes da infec¢@o por “air pouch”. Foram pipetados 100 pL dos sobrenadantes e
100 pL do reagente Griess em placas de 96 pogos (todas as amostras foram feitas em triplicatas)
e incubados a temperatura ambiente durante 10 minutos. A absorbancia foi medida em
espectrofotdometro (Anthos Zenyth 200® rt) em comprimento de onda de 540 nm. Os resultados
foram expressos em UM, pela conversao dos valores a partir de uma curva padrdo realizada com
nitrito de sodio nas concentra¢des de 100 a 78 uM para cada placa. O reagente de Griess foi
preparado no momento da utilizagdo, empregando partes iguais da solucdo de A-sulfanilamida

a 1% em H3PO4 a 2,5% e a solugdo de B-naftilenodiamina a 0,1% em agua destilada.
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5.17 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

Os sobrenadantes coletadas foram armazenados a temperatura de -70°C, e utilizados para
dosagem de citocinas através de kits de ELISA disponiveis comercialmente para IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12, IL-17, GMCSF, KC, realizados conforme instrugdo do fabricante (PEPROTECH/
ELISA Development Kit/ Manufacturer of Quality Cytokine Products®). As concentracdes de
cada citocina foram determinadas tendo como base a reta de regresséo linear continua obtida

com os dados referentes as curvas-padrao.

5.18 AVALIACAO DA CAPACIDADE MICROBICIDA DE PMNS CONTRA P. brasiliensis

Para avaliacdo da capacidade de killing por PMNs empregou-se a metodologia proposta por
Green et al. (2007) e Magon et al. (2020) e adaptado por Cerdeira et al. (2016) com algumas
modificacOes. Essa técnica avalia a capacidade de fagocitose e de destruicdo de microrganismos
per essas células. As suspencdes flingicas na concentragio de 4x10%/mL n&o opsonizadas foram
incubadas juntamente com os PMNSs a 10° cel/mL a 37°C, por 10, 30 e 90 minutos, juntamente
com solucéo salina balanceada de Hank (HBSS). Apos cada periodo de incubacéo, tratou-se
cada grupo com PBS gelado (pH 7,0), com intuito de cessar a atividade dos neutrofilos, e em
seguida as amostras foram submetidas a uma centrifugacao diferencial a 1780 x g por 10
minutos. Os pellets, onde se encontram as leveduras intracelulares, e os sobrenadantes, local
das leveduras extracelulares, foram diluidos em H>O pH 11, para lisar os PMNs. Apos
sucessivas diluicdes em H,O pH 11 (103, 10°, 10°), as amostras foram distribuidas sobre placas
de Petri contendo meio BHI suplementado com 1% de glicose, 30% de fator de crescimento e
de 10% de soro fetal bovino. Por fim, as placas forma incubadas a 37°C e o crescimento das
col6nias foi quantificado por um periodo de 15 dias. Os resultados obtidos foram expressos
através de graficos de constante de fagocitose (kp) e de constante de killing (kk). uma vez que
tanto a fagocitose quanto o killing pelos PNMS obedecem a uma cinética de primeira ordem
que pode ser calculada através de uma Funcdo W de Lambert (HAMPTON et al, 1994;
MAGON et al., 2020), que foi calculada através de tabela disponibilizada por Magon et al.

(2020) nos materiais suplementares.

5.19 ANALISES ESTATISTICAS
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Todos os resultados serdo expressos como média e desvio padrdo. As analises estatisticas
serdo realizadas utilizando o teste T, One-way e Two-way ANOVA, seguido do pds-teste de
Tukey, através do programa GraphPad Prism® considerando 5% de significancia (p<0,05). Para
os calculos de Kp e Ky foi utilizada uma tabela do Microsoft Excel® disponibilizada no material
eletronico  suplementar  de Magon et al. (2020). (disponivel  em:
<https://link.springer.com/protocol/10.1007%2F978-1-0716-0154-9 12>).

5.20 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Figura 11 - Experimentos ex vivo.
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Legenda: (A) A forma leveduriforme da cepa virulenta Pb18 foi isolada e em seguida teve sua concentragdo ajustada para
5x10° cel./mL (B). A suspensdo flingica foi inoculada nas bolsas de ar subcutineas formadas na regia dorsal dos
camundongos (C). Os animas foram separados em dois grupos (D): Pb18: apenas infectados e Pb18+LLLT:
infectados e irradiados com LASER em dias alternados, a infec¢do durou 7 dias. (E) os PMNS de cada grupo
foram isolados e tiveram a viabilidade e concentragGes ajustadas para 1x10° cel/mL, em seguida foram cultivados
separadamente (F). Os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a 1780 g nos tempos de 2, 6 e 18 horas (G).
O sobrenadante e pellets obtidos foram utilizados para as analises descritas acima.
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Figura 12 - Experimento in vitro.
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Legenda: (A) PMNSs oriundos de animais infectados foram isolados e tiveram sua concentragio ajustada para 1x10° cel/mL
(B). As células foram cocultivadas juntamente com Pb18 na concentracdo de 4x10* cel/mL, obtendo uma
proporcdo fungo: PMNs de 1:25 (C). Os cocultivos foram divididos em dois grupos, grupo Pb18+LLLT foi
irradiado com LASER por 30 segundos e o grupo Pb18 nédo recebeu tratamento (D). Sobrenadantes e pellets foram
obtidos via centrifugacdo a 1780g e coletados nos tempos de 2, 6 e 18 horas e posteriormente submetidos as
analises descritas acima
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PADRONIZACAO DA IRRADIACAO DE LLLT IN VITRO.

Objetivando-se a padronizagdo do tempo de irradiagdo do LASER nas bolsas de ar
subcutanea induzidas nos camundongos infectados com Pb18, foram realizados experimentos
para avaliar a producdo de espécies reativos de oxigénio e nitrogénio, atividade mitocondrial e
viabilidade celular em cultivos de PMNs infectados com a cepa virulenta Pb18. Como descrito
na literatura LLLT é capaz de estimular a producdo de espécies reativas de oxigénio, 6xido
nitrico e atividade mitocondrial (CHEN et al., 2011; DE FREITAS & HAMBLIN, 2016).

Nesse contexto, os testes demonstraram que as células irradiadas com LASER apresentaram
maior atividade mitocondrial e viabilidade do que os PMNs ndo tratados, figura 14 A. Em
relacdo ao tempo de irradiacdo, os melhores resultados foram obtidos quando as celulas foram
irradiadas por 30 segundos, notando-se maiores viabilidade celular e atividade mitocondrial
(Figura 13 B), assim como uma producéo superior de EROs quando comparado aos demais
periodos testados, 10, 20 e 60 segundos (Figura 13 C). Resultados semelhantes foram
encontrados em experimentos com camundongos que tiveram a medula désseo femoral
estimulada com LLLT na mesma dose e periodo irradiacdo utilizada no presente estudo
(BURGER et al., 2015). Ja em relacdo a producdo de NO, ndo houve diferenca significante
entre os diversos tempos comparados (Figura 13 D).

O aumento da atividade mitocondrial poderia ser explicado pelo mecanismo da sinalizacao
mitocondrial retrograda, proposto por (KARU, 2008), no qual a absorcdo de fétons com alta
carga energética pela enzima Citocromo C Oxidase (CCO) eleve o potencial de membrana
mitocondrial estimulando um aumento na sintese de ATP e alteracBes nas concentracfes de
EROs, Ca?*, e NO. Ademais, as alteragdes na estrutura mitocondrial induziriam alteragdes no

potencial redox intracelular, pH e nos niveis de AMP ciclico (CAMP).
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Figura 13 - Experimentos de padronizagao.
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Fonte: do autor (2021).
Legenda: (A) Atividade mitocondrial. (B) Atividade mitocondrial em diferentes tempos de irradiacéo. (C) Producéo

de EROs totais em diferentes tempos de irradiacdo. (D) Producéo de dxido nitrico (NO) em diferentes tempos
de tratamento com LLLT. Legendas: Pb18: PMNs de animais infectados com a cepa Pb18 néo tradado,
Pb18+LLLT: PMNs animais infectados com a cepa Pb18 tratados com LLLT. Pb18+LLLT 10’’: PMNs de
animais infectado com a cepa Pb18 irradiados por 10 segundos. Pb18+LLLT20’’: PMNs de animais infectado
com a cepa Pb18 irradiados por 20 segundos. Pb18+LLLT30’’ PMNs de animais infectado com a cepa Pb18
irradiados por 30 segundos. Pb18+LLLT30’’: PMNs de animais infectado com a cepa Pb18 irradiados por
30 segundos. Pb18+LLLT60’’: PMNs de animais infectado com a cepa Pb18 irradiados por 60 segundos. Os
resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrdo. Diferenga estatistica entre 0s
grupos (*) p<0,05. Teste T de Student (A) e One way ANOVA, po6s teste de Tukey (B, C, D). Os
experimentos foram realizados em triplicata.



63

6.2 VIABILIDADE CELULAR DOS PMNS

A figura 14 apresenta o conteudo das bolsas de ar subcutaneas ( “air pouch”), em A temos
um animal que recebeu injecdo de solucéo salina 0,9% estéril, ficando evidente ndo ocorréncia
do afluxo celular para o local, ja em B o camundongo teve a bolsa de ar subcutanea inoculada
com a cepa virulenta Pb18 na concentragdo de 5x10° fungos/mL, com afluxo de células
inflamatorias acentuado. Posto isto, optamos por utilizar como controles camundongos com a

bolsa de ar subcutanea inoculada com a cepa Pb18 sem tratamento.

Figura 14 - Aspecto interno da infeccéo pela cepa Pb18 de P. brasiliensis

Fonte: do autor (2021).
Legenda: (A) animal inoculado com solugdo salina estéril 0,9%. (B) Animal infectado com Pb18 mostrando
a formagdo de “air pouch”.

Os PMNs dos grupos tratados e nao tratados com LLLT foram coletados das “air pouch™ e
as contagens do numero absoluto e relativo dessas células foram realizadas. Como apresentado
na Figura 15 A, os animais dos grupos tratados apresentaram uma maior contagem de PMNs
quando comparados aos ndo tratados (p<0,05). Na contagem diferencial os PMNs foram os
tipos celulares predominantes, tanto nos grupos tratados quanto nos grupos ndo tratados,
seguidos de linfocitos e mondcitos, respectivamente. Entretanto, quando comparamos 0s
grupos controle com os tratados, nota-se que os animais submetidos a LLLT apresentam mais
neutrofilos (p<0,05), linfocitos e mondcitos do que os animais nao tratados (Figura 17 B).

A maior contagem de células em animais submetidos a LLLT pode ser explicada pelo fato
de que a radiacdo infravermelha atue ao nivel mitocondrial estimulando a produgédo de EROs,
que induzem a expressdo de diversos fatores de transcricdo, como Ref-1, AP-1, NF-xB, p53,
ATF/CREB, HIF-1 e HIF-like. Esses fatores de transcri¢do estimulam a producéo de proteinas

responsaveis pelo desencadeamento de efeitos relacionados a proliferacdo e migracéo celular,
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modulacéo dos niveis de citocinas, fatores de crescimento e mediadores inflamatérios (CHUNG
et al., 2012).

Diversos tipos celulares podem ter sua proliferacdo estimulada pela LLLT. Queratindcitos,
apresentam um aumento na proliferacdo apo6s irradiacdo com 660 nm, nota-se um aumento da
expressao de Ciclina D1 e de proteinas envolvidas no processo de proliferagdo, como p63,
CK10 e CK14 (ESMAEELINEJAD et al., 2014). Células do endotélio vascular estimuladas
com comprimento de 830 nm apresentaram maiores taxas de proliferagdo com quedas nas
concentragdes de VEGF e TGF-B (SZYMANSKA et al., 2013). Fibroblastos e osteoblastos
também apresentaram aumentos na taxa de proliferagdo ap6s LLLT (AMID et al., 2014). LLLT
também é capaz de estimular a migracdo celular, tedindcitos (tipo especial de fibroblastos
alongados) tratados com 660 nm apresentam maior expressdo de dinamina-2, proteina
relacionada a migracdo deste tipo celular (TSAI et al., 2012). A migracdo de melandcitos é
estimulada por luz nos comprimentos UV, azul e vermelho (ALGHAMDI et al., 2015).

Ademais, os PMNs sdo os tipos celulares mais abundantes no sangue e as primeiras células
recrutadas para os tecidos infectados (CHRISTOFFERSSON & PHILLIPSON, 2018;
ROSALES, 2018), fato que também contribui para um maior nimero desse tipo celular nas
amostras oriundas dos animais tratados, uma vez que ambos o0s grupos foram infectados com
Pb18. Na resposta imunoldgica contra fungos, essas células exercem papel fundamental na
eliminacdo desses agentes (ROMANI, 2011), conferindo resisténcia ao hospedeiro e
contribuindo para o desenvolvimento de uma resposta imune mais eficaz (RESTREPO et al.,
1992).

No tocante a porcentagem de células viaveis, ndo houve diferenca significante quando se
compara o0s animais irradiados com LASER com os néo irradiados (Figural5 C). O que pode
estar relacionado a uma menor toxicidade promovida por LLLT na dose e tempo empregado.
A atividade mitocondrial for mais intensa nos grupos tratados, figura 15 D, tanto no modelo in
vitro quanto no ex vivo (p<0,05), fato que pode estar relacionado com o mecanismo de

sinalizacdo mitocondrial retrogrado induzido pela LLLT (KARU, 2008).



Figura 15 - Efeito de LLLT sobre o nimero absoluto de células.
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Legenda: (A), nimero relativo de células (B), porcentagem de células vidveis (C), atividade
mitocondrial (D) e morfologia das células obtidas (E). Seta vermelha: neutréfilo; seta
preta: mondcito; seta lilds: linfécito. Legenda: Ex vivo - Pb18 :PMNs de animais
infectados com a cepa Pb18 néo tradado, Pb18+LLLT: PMNSs animais infectados com a
cepa Pbl8 tratados com LLLT. In vitro - Pb18: PMNs de cocultivos ndo irradiado.
Pb18+LLLT: PMNs de cocultivos irradiados. Os resultados de cada grupo estdo
representados como médias + desvio padrdo. Diferenca estatistica entre 0s grupos (*)
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6.3 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

Espécies reativas de oxigénio apresentam um papel dual, benéficos em baixas concentraces
e prejudiciais quando em niveis elevados (POPA-WAGNER et al., 2013). EROs sdo produzidos
de forma basal no momento em que o metabolismo mitocondrial se encontra em homeostase,
entretanto, na ocorréncia de alteraces no potencial de membrana das mitocondrias a producgéo
desses metabdlitos é aumentada. A absor¢do de luz pela CCO (Complexo 1V) presente na
membrana mitocondrial promove alteracdo no potencial dessa membrana estimulando um
aumento na geracao de espécies oxidantes (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016).

A producdo desses radicais livres de oxigénio é fundamental para as células do ramo inato
da imunidade, assim como para processos de sinalizacdo celular (DUPRE-CROCHET;
ERARD; NUBE, 2013). Nesse contexto, a LLLT surge como uma estratégia terapéutica
promissora para a modulacdo da atividade de células do sistema imunologico (CHEN et al.,
2014). Cerdeira et al. (2016) demonstraram que LLLT a 660nm conseguiu estimular a producao
de EROs por PMNs desafiados com C. albicans, ja Burger et al. (2015) estimularam a medula
Ossea de camundongos com LLLT a 780nm gerando PMNs com maior capacidade de producao
de espécies oxidantes frente a P. brasiliensis (cepa Pb18).

De maneira similar aos achados dos autores supracitados, o presente trabalho observou que
LLLT a 780nm aplicada sobre as bolsas de ar subcutaneas e diretamente em cultivos de PMNs
maduros conseguiu estimular um aumento na producéo geral de espécies oxidantes por essas
células (figura 16). Entretanto, nos ensaios in vitro os niveis desses compostos foram menores
que ex vivo, o que pode ser explicado por ocasionais distirbios no potencial de membrana
mitocondrial proporcionados pelo cultivo celular. Como apontado por Huang et al. (2012),
estresse oxidativo pré-existente, assim como citotoxicidade e/ou inibicdo de do transporte de
elétrons, podem ocasionar diminuicao do potencial de membrana mitocondrial, e nesse contexto
a LLLT poderia levar um aumento do potencial de membrana para niveis normais com
producdo de espécies oxidantes reduzida. E importante salientar que o estimulo & producéo de
EROs por LLLT néo se restringe apenas a mitocéndria, o tratamento também estimula as vias
mediadas por NADPH oxidase (CERDEIRA et al., 2016), fato que pode explicar uma maior

producdo de derivados do metabolismo de oxigénio nos grupos tratados nos ensaios in vitro.
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Figura 16 - Efeito de LLLT na producdo de espécies reativos de oxigénio de PMNS.
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Fonte: do autor (2021)

Legenda: Ex vivo - Pb18 :PMNs de animais infectados com a cepa Pb18 ndo tradado,
Pb18+LLLT: PMNs animais infectados com a cepa Pb18 tratados com LLLT. In
vitro - Pb18: PMNs de cocultivo néo irradiado. Pb18+LLLT: PMNs de cocultivo
irradiados. Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio
padrdo. Diferenca estatistica entre os grupos (*) p<0,05. Teste T de Student ndo
pareado.

6.4 ETERMINACAO DA PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO (H02)

O H.0> é um importante radical livre de oxigénio, fundamental no processo de fagocitose
das células do sistema imunologico (BAEHNER et al., 1975), assim como para diversas vias
de sinalizacdo celular (DUPRE-CROCHET; ERARD; NUBE, 2013). Acredita-se que esse
composto juntamente com os hidroperoxidos lipidicos sejam as espécies oxidantes com maior
probabilidade de realizar sinalizacdo redox benéficas (FORMAN; et al., 2014).

Para a realizacdo da dosagem de H.O: utilizou-se o0 ensaio colorimétrico proposto por PICK
& MIZEL (1981), com algumas modifica¢fes. Os resultados obtidos apontam que os PMNs
dos grupos submetidos a LLLT, nos ensaios ex vivo, apresentaram de forma significativa
(p<0,05) maiores concentracdes de H20- (Figura 17). Os relatos sobre a produgdo de peroxido
de hidrogénio em fagocitos sob estimulagdo com LLLT sdo escassos. Todavia, em certos tipos
celulares, como subclones de células T, MCF-7 e 70Z/3 pré-célula B, H20. pode induzir a
ativacédo do fator de transcricdo NF-xB. (MANNA et al., 1998; TERAYAMA et al., 2020).
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NF-kB consiste em uma familia de cinco proteinas ligantes de DNA diferentes. Essas
proteinas sdo reguladores chaves da imunidade inata e adaptativa, estimulando a producéo de
citocinas pré-inflamatorias, acelerando a proliferacdo e migracao celular e inibindo a apoptose
(TANIGUCHI; KARIN, 2018). A elevacdo dos niveis de peroxido de hidrogénio promovida
pela LLLT nos PMNs dos ensaios ex vivo, poderia estar relacionada com aumento da expressao
de NF-kB, modulando essas células para um perfil pré-inflamatdrio favorecendo a eliminagéo
do fungo. Este aspecto ndo foi abordado no presente trabalho, mas sugere uma linha de pesquisa

promissora.

Figura 17 - Efeito de LLLT sobre a producédo de perdxido de hidrogénio de PMN:S.
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Fonte: do autor (2021)

Legenda: Ex vivo - Pb18 :PMNs de animais infectados com a cepa Pbl8 ndo tradado,
Pb18+LLLT: PMNSs animais infectados com a cepa Pb18 tratados com LLLT. In
vitro - Pb18: PMNs de cocultivo ndo irradiado. Pb18+LLLT: PMNs de cocultivo
irradiados. Os resultados de cada grupo estdo representados como médias * desvio
padrdo. Diferenca estatistica entre os grupos p<0,05. Teste T de Student ndo pareado.

Os resultados dos ensaios in vitro (Figura 19) apontam que a producdo de perdxido de
hidrogénio pelos PMNs ndo tratados foi maior (p<0,05), fato que pode estar relacionado com
maior instabilidade do potencial de membrana mitocondrial nessas amostras. Por outro lado,
em ensaios in vitro com outros tipos celulares como midcitos estriados, e em comprimento de
onda mais elevado (830 nm) LLLT possui efeito antioxidante, estimulando reducéo dos niveis
de H202 (MACEDO et al., 2015). Outro fato importante a ser considerado nesse grupo é a alta
producéo da enzima CAT (Figura 18), que desempenha papel importante para a remocao de
H20, no peroxissomos, atuando com antioxidante (GLORIEUX; CALDERON, 2017).
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6.5 NIVEIS DA ENZIMA CATALASE (CAT)

A atividade da enzima CAT foi determinada e os resultados expostos nos gréaficos da figura
20. Atraves da andlise dos dados obtidos podemos notar que a produgdo de CAT foi maior nos
grupos de PMNs tratados com LLLT, em ambos os ensaios. CAT é uma enzima fundamental
no metabolismo de espécies oxidantes, localizando-se principalmente nos peroxissomos do
citoplasma celular, e tem como principal funcdo a dismutacdo do perdxido de hidrogénio em
agua e oxigénio, desempenhando um papel importante na defesa celular contra o dano oxidativo
de H,O2 (GLORIEUX; CALDERON, 2017).

Diante dos resultados expostos nos graficos da figura 20, uma hipétese foi levantada baseada
no fato de que fungos do género Paracoccidioides produzem isoformas dessa enzima como
mecanismo de escape da resposta imunologica e homeostasia de EROs da prépria célula fangica
(TAMAYO et al., 2017). Somado ao fato de a propria LLLT ser capaz de induzir a producéo
de CAT em outros tipos celulares no comprimento de onda de 830 nm (DOS SANTOS et al.,
2020).

Deste modo, podemos inferir que H202 ndo seja fundamental para eliminagéo do fungo, e
outros derivados do metabolismo de oxigénio, como 0 anion superoxido, também possam
desempenhar papel importante no processo de fagocitose. Assim como outros mecanismos
celulares possam estar envolvidos no killing de Paracoccidioides mediado por LLLT, uma vez
que a contagem de unidades formadoras de coldnia (CFU) foi menor nos grupos tratados com
LLLT (figura 24). Adicionalmente, alguns autores sugerem que o sistema redox da glutationa
juntamente com a atividade de CAT protegem neutréfilos ativados de seus proprios produtos

oxidativos, durante um forte processo oxidativo externo (ROOS et al., 1980).
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Figura 18 - Efeitos de LLLT sobre a produgéo da enzima catalase (CAT) por PMNSs.
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Fonte: do autor (2021).
Legenda: Ex vivo - Pb18 :PMNs de animais infectados com a cepa Pb18 ndo tradado,
Pb18+LLLT: PMNSs animais infectados com a cepa Pb18 tratados com LLLT. In vitro
- Pb18: PMNs de cocultivo néo irradiado. Pb18+LLLT: PMNs de cocultibvo
irradiados. Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio
padrdo. Diferenca estatistica entre os grupos (*) p<0,05. Teste T de Student nédo
pareado.

6.6 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

NO atua como um mensageiro e possui diversas moléculas alvo. NO esta envolvido na
neurotransmissao, ténus vascular, regulacdo da transcricdo de genes, producdo de alteracdes
pos transcricionais em proteinas. Quando combinado com anion superdxido NO da origem ao
potente oxidante peroxinitrito (ONOO’). Em mamiferos NO é produzido através de trés
diferentes isoformas da enzima Oxido nitrico sintase (iINOS) (FORSTERMANN& SESSA,
2012).

Esse composto possui papel fundamental na resposta imunoldgica, sendo produzidos
principalmente por macrofagos, e em menor quantidade por outros tipos celulares como
neutrofilos, eosinofilos, células endoteliais e epiteliais, linfocitos T e fibroblastos. NO é
responsavel por diversas funcGes efetoras na resposta imune, promovendo a destrui¢do de
microrganismo, inibicdo de crescimento tumoral, necrose e fibrose, proliferacdo de linfocitos,

producéo de anticorpos e regulacdo da expresséo de citocinas (TRIPATHI, 2007).
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Figura 19 - Efeito de LLLT na producio de Oxido Nitrico por PMNs
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Fonte: do autor (2021)

Legenda: Ex vivo - Pb18 :PMNs de animais infectados com a cepa Pbl8 nédo tradado,
Pb18+LLLT: PMNs animais infectados com a cepa Pb18 tratados com LLLT. In vitro
- Pb18: PMNs de cocultivo ndo irradiado. Pb18+LLLT: PMNSs de cocultivo irradiados.
Os resultados de cada grupo estéo representados como médias + desvio padrdo. Teste
T de Student ndo pareado.

Apesar de NO ser frequentemente produzido apds estimulos com LLLT (KARU;
PYATIBRAT; AFANASYEVA, 2005). No presente estudo nao foram encontradas diferencas
significativas na producdo desse composto entre os PMNs tratados e nao tratados, tanto no
ensaio in vitro quanto no ex vivo, como demonstrado nos graficos da figura 19. Provavelmente,
tal fato esta relacionado a uma baixa presenca de macréfagos nas amostras coletadas, dado que
essas células constituem a principal fonte desse composto durante as repostas contra

microrganismos (PALMIERI et al., 2020).

6.7 PRODUCAO DE PROTEINAS

A cinética da producdo de proteinas totais mostrou que nos experimentos ex vivo ocorreu
uma maior producdo de proteinas pelos PMNs irradiados (p<0,05) em todos os tempos
avaliados, apds 6 horas ficou evidente uma gqueda no metabolismo proteico das células
irradiadas (Figura 20 A), entretanto mesmo com essa queda 0S niveis se mantiveram
significativamente superiores aos dos PMNSs ndo irradiados.

Curiosamente, nos ensaios in vitro, a cinética de producao de proteinas se deu de maneira

contréria a dos experimentos ex vivo. Ocorrendo uma maior producdo pelos PMNs ndo
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irradiados do que nos irradiados (Figura 20 B), com diferenca significativa (p<0,05) entre 0s
tempos de duas e seis horas, e entre seis e 18 horas. Contudo, os PMNs irradiados nesses ensaios
apresentaram uma tendéncia de aumento dos niveis de proteinas totais.

Diversos autores demonstraram que LLLT conseguiu estimular diversos fatores de
transcricdo que promovem a sintese de diversos tipos de proteinas importantes para processo
como migracao e proliferacdo celular (KARU; & KOLYAKOQV, 2005; PASSARELLA et al.,
1984; SZEZERBATY et al., 2018). PMNs estimulados com LLLT apresentaram marcada
elevacdo na sintese de proteinas (BURGER et al., 2015), fato que corrobora os resultados
encontrados nos nossos experimentos ex vivo (figura 20 A).

Os resultados da cinética dos experimentos in vitro (figura 20 B), caracterizada pela menor
producdo de proteinas pelos PMNSs irradiados, poderiam ser explicados consumo e/ou auséncia
ou producao tardia de alguns fatores de transcricdo importantes para a sintese proteica. Nota-se
que apds o tempo de seis horas ocorre um aumento consideravel da sintese de proteinas por
ambos 0s grupos, tratados e ndo tratados com LLLT. Fato que pode indicar a ocorréncia de um
efeito mais lento dos fatores de transcri¢cdo nesse modelo, com tudo a tendéncia do aumento da
producdo de proteinas corresponde com dados da literatura (BURGER et al., 2015).

Figura 20 — Producéo de Proteinas.
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Fonte: do autor (2021).

Legenda: (A) Efeito de LLLT sobre a cinética da producéo de proteinas de PMNSs no experimento
ex vivo. (B) Efeito de LLLT sobre a cinética de producéo de proteinas de PMNSs nos
experimentos in vitro. Legenda: Ex vivo - Pb18 :PMNs de animais infectados com a cepa
Pb18 néo tratado, Pb18+LLLT: PMNs animais infectados com a cepa Pb18 tratados com
LLLT. Invitro - Pb18: PMNs de cocultivo néo irradiado. Pb18+LLLT: PMNs de cocultivo
irradiados. Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padréo.
Diferenca estatistica entre 0s grupos (*) p<0,05. Teste Tow Way ANOVA, pos teste de
Tukey.
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6.8 PRODUCAO DE CITOCINAS

Os niveis das citocinas fator estimulador de coldnias de granuldcitos e macrofagos (GM-
CSF), interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-5), interleucina 10 (IL-10), interleucina 17 (IL-
17) e da quimiocina KC/CXCL; foram medidos através da técnica de ELISA. Os resultados
obtidos nos ensaios ex vivo e in vitro foram expressos nos gréficos das figuras 21 e 22.

Os dados encontrados mostram que os niveis de GM-CSF aumentaram nos grupos tratados
com LLLT em ambos os experimentos (p<0,05), (figura 21 A e B). Ja as concentracfes de IL-
6 (figura 23 E e F), IL-12 (figura 22 A e B) e IL-17 (figura 22 C e D) foram mais elevadas nas
amostras dos ensaios ex vivo (p<0,05).

Esses resultados nos mostram que os PMNs tratados com LLLT apresentaram maiores
niveis de citocinas pro-inflamatérias. GM-CFS, por exemplo, estimula a producdo de
neutrofilos e eosindfilos pelo progenitor mieloide na medula 6ssea, induzindo ativagéo celular
e prolongando a vida util dessas células (WICKS; ROBERTS, 2016). A IL-6 participa
ativamente de mecanismos inflamatdrios e imunorregulatorios, induzindo producdo de
proteinas de fase aguda, maturacgéo de linfocitos B, sintese de imunoglobulinas e proliferacéo
de linfocitos T, induzindo a diferenciacdo dessas células para um perfil Th17 (KAUR et al.,
2020).

Ja a IL-12 atua principalmente sobre linfécitos T e células NK, estimulando a diferenciacédo
desses linfocitos para o perfil Thl, promovendo a producéo de INF-y ¢ a atividade citotoxica
(ZUNDLER; NEURATH, 2015). IL-17 é produzida principalmente por células TCD4+ do tipo
Th17 e células linfoides inatas (ILCs), induzindo a producdo de GM-CSF, G-CSF, que
estimulam mobilizacdo de neutréfilos e producéo de defensinas, contribuindo para a resolucéo
das infeccdes fungicas (ROMANI, 2011).

Outro mecanismo que poderia explicar o predominio de citocinas pré-inflamatorias € a
producdo de EROS mediada por LLLT. Esses radicais livres de oxigénio podem atuar
estimulando a atividade do fator de transcricio NF-«kB, conhecido pelo seu papel pro-
inflamatérios (HAMBLIN, 2017). Dados da literatura mostram que LLLT conseguiu ativar a
via de NF-kB em fibroblastos murinos, através de EROs estimulados por essa terapia (CHEN
etal., 2011).

Desta forma, a elevacdo dos niveis dessas citocinas pode contribuir para tornar os PMNs
mais competentes para combater Paracoccidioides, uma vez que um perfil pro-inflamatério,
mediado principalmente por citocinas Thl e Thl7, é importante para a eliminagdo de

Paracoccidioides (DE CASTRO et al., 2013). Por outro lado, a persisténcia dos estimulos
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mediados por linfécitos Thl e Th17 pode gerar uma resposta exacerbada promovendo dano
tecidual e consequente perda de fungéo via fibrose (DE CASTRO et al., 2013).

Em relagdo a IL-4 (figura 21 C) houve uma elevagdo dos niveis dessa citocina nos
experimentos ex vivo. Para IL-10 (figura 21 G) notou-se uma diminui¢do da concentragdo ex
vivo (p<0,05) nos grupos irradiados frente aos ndo irradiados. Ja para KC/CXCL (figura 21 E
e F), verificou-se uma queda significativa (p<0,05) nas concentra¢es nos grupos tratados nos
dois ensaios.

IL-10 é uma citocina de carater regulatério, produzida principalmente por macréfagos e
células T regulatorias, e possui efeito inibitorio sobre 1L-12 (OUYANG; O’GARRA, 2019).
Enquanto IL-4 é proveniente de células T CD4" auxiliares e mastocitos, e atua sobre as células
B induzindo a troca de isotipo para IgE, diferenciacédo de células T para o perfil Th2, ativacéo
alternativa de macréfagos (HEEB; EGHOLM; BOYMAN, 2020). Por fim, KC/CXCL;
desempenham um papel fundamental no recrutamento e ativacdo de neutrofilos para a
eliminacdo de microrganismos (SAWANT et al., 2016). Apesar de notarmos uma diminuigado
dos niveis dessa citocina o recrutamento de PMNs nos grupos tratados com LLLT foi maior do
gue nos grupos ndo tratados (Figura 15 B) Provavelmente esse fato decorra do efeito exercido
pelos altos niveis de IL-17 (Figura 22 C) nos grupos tratados. Essa citocina é capaz de estimular
a producdo de GMC-SF e G-CSF relacionadas com a granulopoiese e liberacdo de PMNs e
outros tipos celulares pela medula 6ssea (ROSALES, 2018).

Menores niveis dessas citocinas, podem estar relacionados a uma resposta benéfica diante
da PCM, uma vez que o perfil Th2, mediado por IL-4, € predominante nas formas mais severas
da doenca (DE CASTRO et al., 2013). Altos niveis de IL-8, isoforma humana de KC/ CXCL.,
foi relacionado a um favorecimento da proliferacéo e sobrevida de Paracoccidioides no interior
de fagdcitos, em decorréncia do efeito anti-apoptdtico desencadeado por essa citocina
(FORTES et al., 2011).
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Figura 21 - Efeito de LLLT sobre a producdo de citocinas por PMNs.
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Fonte: do autor (2021).

Legenda: (A) GM-CSF ex vivo, (B) GM-CSF in vitro. (C) IL-4 ex vivo, (D) IL-4 in vitro. (E) IL-6 ex vivo, (F)
IL-6 in vitro. (G) IL-10 ex vivo, (H) IL-10 in vitro. Ex vivo - Pb18 :PMNs de animais infectados com
a cepa Pb18 ndo tradado, Pb18+LLLT: PMNs animais infectados com a cepa Pbl8 tratados com
LLLT. Invitro - Pb18: PMNs de cocultivo ndo irradiado. Pb18+LLLT: PMNs de cocultivo irradiados.
Os resultados de cada grupo estdo representados como médias * desvio padrdo. Diferenca estatistica
entre 0s grupos (*) p<0,05. Teste T de Student ndo pareado.
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Figura 22 - Efeito de LLLT sobre a producdo de citocinas por PMNs
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vivo, (F) KC in vitro. Ex vivo - Pb18 :PMNs de animais infectados com a cepa Pb18 nédo
tradado, Pb18+LLLT: PMNs animais infectados com a cepa Pb18 tratados com LLLT.
In vitro - Pb18: PMNs de cocultivo ndo irradiado. Pb18+LLLT: PMNs de cocultivo
irradiados. Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio
padrdo. Diferenca estatistica entre os grupos (*) p<0,05. Teste T de Student ndo pareado.
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6.9 QUANTIFICACAO DE P. brasiliensis VIAVEIS

O tratamento com LLLT foi capaz de induzir uma maior atividade antifungica dos PMNSs, o
que foi indiretamente mostrado por um nimero significativamente menor (p<0,05) de col6nias
de Pb18 crescendo a partir de material oriundo do cultivo celular avaliado por um periodo de
15 dias (figura 23).

Os graficos da (Figura 23 A) mostram que o material coletado dos PMNs irradiados de
ambos 0s ensaios apresentaram menores contagens de unidade formadoras de col6nias quando
comparados aos PMNs ndo irradiados. Achados da literatura mostraram que existe uma boa
correlagéo entre a producdo de EROs e menores contagens de unidades formadoras de colonia
(CFU) em PMN tratados com LLLT (BURGER et al., 2015; CERDEIRA et al., 2016b)
corroborando os achados desses experimentos.

Nos experimentos in vitro a diminui¢cdo da contagem de unidades formadoras de col6nia
(CFU) em PMNs tratados foi menos marcante do que nos ex vivo (figura 23 A e C). Esses
achados podem estar relacionados ao fato de o modelo do co-cultivo de PMNs e
Paracoccidioides empregado nos experimentos in vitro conseguirem induzir atividade
fungistatica e ndo fungicida. Complementarmente, a indugdo da atividade fungistatica nesse
modelo de co-cultivo s6 € notada apds longos periodos de incubag¢do com o fungo, cerca de 70
horas (KURITA et al., 1999). Assim, os resultados mostram que mesmo em condic¢des adversas
LLLT pode ter estimulado um aumento na capacidade fungistatica de PMNs. Apesar dos
resultados promissores para CFU, nenhum dos grupos tratados foi capaz de inibir totalmente o

crescimento do fungo.
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Figura 23 - Efeito de LLLT sobre o nimero de celulas fangicas viaveis.
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Legenda:(A) Numero de unidades formadoras de colonia, “colony-forming unit” (CFU). (B) Colbnias da
cepa Pb18 de P. brasiliensis que cresceram no grupo de PMNs ndo tratados com LLLT nos
experimentos ex vivo. (C) Colbnias da cepa Pb18 de P. brasiliensis que cresceram no grupo de
PMNs tratados com LLLT nos experimentos ex vivo. Legenda: Ex vivo - Pb18 :PMNs de animais
infectados com a cepa Pb18 n&o tradado, Pb18+LLLT: PMNs animais infectados com a cepa Pb18
tratados com LLLT. In vitro - Pb18: PMNs de cocultivo ndo irradiado. Pb18+LLLT: PMNs de
cocultivo irradiados. Os resultados de cada grupo estéo representados como médias + desvio padréo.
Diferenca estatistica entre 0s grupos (*) p<0,05. Teste T de Student ndo pareado.
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6.10 CAPACIDADE ANTIFUNGICA DE PMNS CONTRA P. brasiliensis

O gréfico da figura 24 A representa a capacidade antifungica dos PMNs durante os
experimentos in vitro. As curvas tedricas dos nimeros de CFU foram geradas através do calculo
da constante de killing (Kk), que mede a capacidade dos PMNS em promover a morte das
leveduras do fungo, e a constante de fagocitose (Kp), que afere atividade fagocitica dessas
células, pelos periodos de 30, 60 e 90 minutos. Em laranja, a curva que indica 0 nimero de
leveduras extracelulares, em azul as leveduras intracelulares, e a linha verde tracejada
corresponde ao grupo controle, PMNs de camundongos infectados por Pb18, representando a

concentragéo de leveduras intracelulares se o killing ndo ocorresse.

Figura 24 - Efeito de LLLT na atividade antifungica de PMNs.
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Fonte: do autor (2021)

Legenda: (A) Sumario dos resultados dos testes de capacidade de fagocitose e killing de PMNs. (B) Grafico da Constante de
Killing ki, mede a capacidade de eliminacéo de leveduras pelos PMNSs, é um grafico semi-logaritimo de levedura
extracelulares vs. tempo. (C) Gréfico da Constante de fagocitose kj, afere o indice de leveduras fagocitadas pelos
PMNs, o célculo para cada ponto de tempo é tracado, as barras de erro representam os desvios padréo para leveduras
intracelulares. Legenda: Linha verde tracejada representa a concentragéo de leveduras do grupo controlo Pb18, que
n&o foi tratado com LLLT.A linha laranja corresponde a concentragdo de leveduras extracelulares do grupo tratado
com LLLT e alinha azul a quantidade de leveduras extracelulares desse grupo.
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Os resultados do gréfico da figura 24 A demonstram que com o passar do tempo 0 nimero
de CFU extracelular diminui (linha laranja) e o nimero de CFU intracelular aumenta a partir
de 60 minutos. Isso ocorre pois, kk (figura 24 B) diminui aos 60 minutos (figura 24 C),
indicando uma menor capacidade fungicida de PMNSs irradiados a partir desse tempo.
Curiosamente, a capacidade fagocitaria de PMNs apresentou uma tendéncia de elevacdo em
todos os periodos avaliados (figura 24 C), uma vez que o gréafico indica uma diminuicdo do
namero de leveduras ao longo do tempo. Esses achados indicam que os PMNs irradiados
aprestam uma grande capacidade de fagocitose com a competéncia de killing que decai com o
tempo.

Esses dados validam os achados deste trabalho, que mostram a capacidade fungistatica e ndo
fungicida de PMNs submetidos a LLLT, dado que ocorreu uma queda nas contagens de CFUs
dos grupos tratados e ndo uma auséncia de unidades formadoras de col6nia. Informacdes da
literatura mostraram que LLLT foi capaz de estimular atividade fungicida de neutréfilos
infectados com fungos patogénicos da espécie Candida albicans (CERDEIRA et al., 2016a;
SPERANDIO et al., 2015).

Apesar de ndo promoverem acdo fungicida os PMNs irradiados mostraram-se mais
competentes na eliminacdo de Pb18 do que os néo tratados, uma vez que apresentaram maior
Kp. Tal fato indica que LLLT pode modular a acdo de PMNs e contribuir para o combate de
Pb18.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados, podemos concluir que:

a)A irradiacdo com LASER de baixa poténcia realizada com comprimento de onda a 780
nm, poténcia de 50nW e energia fornecida de 12 J/cm? por 30 segundos gerou PMNs com
viabilidade aumentada, comprovada pela contagem celular e atividade mitocondrial;

b)A irradiacdo com LASER de baixa poténcia realizada com comprimento de onda a 780
nm, poténcia de 50nW e energia fornecida de 12 J/cm? por 30 segundos estimulou produgéo de
EROs totais;

C)A irradiacdo com LASER de baixa poténcia realizada com comprimento de onda a 780
nm, poténcia de 50nW e energia fornecida de 12 J/cm? por 30 segundos gerou um aumento nos
niveis de produgdo de H»O, importante metabolito do oxigénio para 0 combate de

microrganismos durante o processo de fagocitose de PMNSs;

d)A irradiacdo com LASER de baixa poténcia realizada com comprimento de onda a 780
nm, poténcia de 50nW e energia fornecida de 12 J/cm? por 30 segundos induziu atividade da

enzima antioxidante catalase (CAT);

e)A irradiacdo com LASER de baixa poténcia realizada com comprimento de onda a 780
nm, poténcia de 50nW e energia fornecida de 12 J/cm? por 30 segundos estimulou a geragéo de
proteinas totais pelos PMNs, fato que pode estar relacionado ao estimulo provocado por LLLT

na sintese de fatores de transcricéo;
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PA irradiacdo com LASER de baixa poténcia realizada com comprimento de onda a 780
nm, poténcia de 50nW e energia fornecida de 12 J/cm? por 30 segundos modulou a expressdo
de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias pelos PMNs irradiados. Aproximando a
resposta dessas células para um perfil Th1l. Como se sabe a resposta imune adquirida protetora
na PCM é mediada por citocinas Thl que ativam macréfagos, nossos resultados foram muito

importantes no sentido de direcionar a imunidade adquirida para uma forma protetora eficiente;

g)A irradiacdo com LASER de baixa poténcia realizada com comprimento de onda a 780
nm, poténcia de 50nW e energia fornecida de 12 J/cm? por 30 segundos também foi capaz de

promover uma diminui¢do na contagem de CFU,;

h)A irradiacdo com LASER de baixa poténcia realizada com comprimento de onda a 780
nm, poténcia de 50nW e energia fornecida de 12 J/cm? por 30 segundos tornou os PMNs mais

apitos a promoverem a fagocitose de Pb18 quando comparado aos PMNSs néo irradiados.

Desta forma, os resultados sugerem que a LLLT pode aumentar o metabolismo dos PMN,
tornando essas células mais competentes em sua atividade fungicida. Complementarmente, a
terapia a LASER também foi capaz de modular a expressao de citocinas pro-inflamatérias e
anti-inflamatorias. Os achados supracitados também permitem levantar a hipdtese de que a
LLLT seja capaz de atuar ao nivel do complexo enzimatico NADPH oxidase dos PMNSs

estimulando os grupamentos heme presentes no flavocitocromo bsss.
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8 MECANISMO PROPOSTO

A figura 25 apresenta de forma sintética o provavel mecanismo pelo qual a LLLT é capaz
de estimular os PMNS.

Figura 25 - Mecanismo de acdo proposto de LLLT sobre os neutrdfilos.

f\ FAGOSSOMO

Fonte: do autor (2021)

Legenda: A LLLT pode atuar tanto sobre as vias da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e no citocromo bsss
do complexo enziméatico NADPH oxidase do fagossomo, elevando os niveis de produgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs). Esses compostos derivados do oxigénio provavelmente estimulam fatores de transcricéo,
que atuam nivel nuclear estimulando a producéo de algumas citocinas pré-inflamatdrias e inibindo outras com

acdo anti-inflamatdria.
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