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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca negligenciada, causada por protozoarios do género
Leishmania, que acomete orgdos (leishmaniose viceral), pele e mucosas (leishmaniose
tegumentar americana, LTA). O tratamento da LTA é eficaz, contudo causa inUmeros
efeitos colaterais, e 0 ndo tratamento ou o tratamento incompleto esta associado com casos
de recidivas. Tratamentos alternativos, portanto, devem ser explorados, e os laseres de
baixa poténcia apontam para a possibilidade de uma terapia ndo invasiva, sem efeitos
colaterais e que podem atuar em conjunto com a terapia convencional. A LLLT (Low-
Level Laser Therapy) foi aplicada sobre lesGes experimentais de camundongos BALB/c,
causadas por Leishmania (leishmania) amazonensis (MAB-6) e avaliado o tempo de
cicatrizacdo, por PCR em tempo real e ELISA o perfil de expressdo de citocinas, e por
Imunoistoquimica foi feita a quantificacdo de macrdéfagos M2 pelo anticorpo MP-23. Nas
lesOes tratadas com laser o tempo de cicatrizagdo foi menor que no grupo de animais com
lesbes ndo tratadas. Além disso, foi constatada uma maior expressdo de citocinas
regulatorias e antiinflamatorias no infiltrado inflamatorio. Avaliamos o efeito do laser
sobre macrofagos RAW264.7 diferenciados ou nao para o perfil M1 ou M2, e infectados in
vitro. Foram avaliados os quesitos de atividade fagocitica através da quantificacdo de
macrofagos infectados e nimero de amastigotas por macrdfagos infectados as 4 e 24 horas
apos a infeccdo; e producao de o6xido nitrico (NO). O tratamento com o laser aumentou a
producdo de NO e a atividade fagocitica nos diferentes perfis de macréfagos, inclusive
naqueles macréfagos que ndo foram diferenciados antes da infec¢do. O laser de 660nm
estimula os macrofagos e acelera a cicatrizagdo. Dependendo da fase da infecgdo em que
se inicia o tratamento o laser pode influenciar a fase inflamatoria, para a eliminacdo do

parasito, ou na fase proliferativa estimulando citocinas reguladoras e antiinflamatorias..

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar americana; Terapia com laser de baixa poténcia;

Macrofagos; Cicatrizacdo; Citocinas.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease, caused by protozoa of the genus Leishmania, which
affects organs (visceral leishmaniasis), skin and mucous (American tegumentary
leishmaniasis, ATL). The treatment of ATL is effective, however causes several collateral
effects, and the absence treatment or incomplete treatment is associated with relapse.
Alternative treatments should, therefore, be explored, and low potency lasers indicate the
possibility of a noninvasive therapy without collateral effects and that can act together with
conventional therapy. LLLT (Low-Level Laser Therapy) was applied on experimental
mice BALB/c lesions, caused by Leishmania (Leishmania) amazonensis (MAB-6) in order
to evaluate the healing time. The cytokines profile expression was evaluated by real-time
PCR and ELISA, and Immunohistochemistry was performed to quantify M2 macrophages
using MP-23 antibody. In the lesions treated with laser, it was observed a lower healing
time when compared with the group of animals with untreated injuries. Moreover, it was
observed an increased expression of regulatory and anti-inflammatory cytokines in the
inflammatory infiltrate. We evaluated the effect of laser on macrophages RAW264.7,
differentiated or not for the M1 or M2 profile, and infected in vitro. Also, we evaluated the
phagocytic activity by quantification of the infected macrophages and the number of
amastigotes per infected macrophage at 4 and 24 hours after infection; and nitric oxide
(NO) production. The laser treatment increased the NO production and phagocytic activity
of macrophages in different profiles, including those macrophages that were not
differentiated before the infection. The 660nm laser stimulates macrophages and
accelerates the healing of experimental injuries caused by L. amazonensis. Depending on
the stage of the infection that the treatment is initiated, the laser may affect the
inflammatory phase for the elimination of the parasite or stimulate the proliferative phase

regulators and anti-inflammatory cytokines.

Keywords: American tegumentary leishmaniasis; Low-Level Laser Therapy;

Macrophages; Healing; Cytokines.
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%CI _ Porcentagem de Células Infectadas
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EGF _ Fator de crescimento epidermal ( do inglés, Epidermal Growth Factor)
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Ne _ simbolo para o elemento quimico Nednio

NK _ célula Natural Killer
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OAT _ Ornitinas aminotransferase
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PCR _ Reacdo em Cadeia da Polimerase (do inglés Polymerase chain reaction)
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UFG _ Universidade Federal de Goias
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1. INTRODUCAO

1.1. LEISHMANIOSE

A Leishmaniose é uma doenga negligenciada que ocorre principalmente nos
paises em desenvolvimento em regides tropicais e subtropicais. Todos 0s anos atinge cerca
de 2 milhGes de novos casos em todo o mundo e estima-se que cerca de 350 milhdes de
pessoas estdo em risco de ainda contrairem a doenca. Segundo a OMS a leishmaniose é
endémica em 88 paises distribuidos em 5 continentes do mundo. Destes, 22 pertencem ao
novo mundo e 66 ao velho mundo. Mais de 90% dos casos de leishmaniose cutanea
ocorrem principalmente em paises do velho mundo (Afeganistdo, Ardbia Saudita, Argélia,
Ird, Suddo e Siria), e apenas em dois paises do novo mundo o Brasil e 0 Peru (OMS, 2010;
Monzote, 2009; Palumbo, 2009).

As leishmanioses sdo zoonoses infecto-parasitarias que acometem o homem como
hospedeiro acidental, e que sdo causadas por diversas espécies de protozoarios do género
Leishmania (Brasil, 2010). Esta pode apresentar diferentes formas clinicas, dependendo da
espécie de leishmania envolvida e da relacdo do parasita com seu hospedeiro. As duas
principais formas clinicas sdo a leishmaniose visceral, conhecida popularmente como
Calazar ou Ulcera de Baur(, que acomete os 6rgdos internos; e a forma tegumentar
conhecida como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) que é caracterizada por
lesGes na pele e/ou mucosas. A LTA pode ainda ser subdividida em duas formas, a forma
cuténea e a forma mucosa. Por sua vez a forma cuténea pode se apresentar, com uma ou
poucas lesdes na pele, cutanea disseminada, que se apresenta com até centenas de
pequenas lesBes acneiformes e cutdnea difusa, com multiplas lesdes, ou em placas, nao
ulcerativas. Ja a forma muco-cutanea, ocorre quando ha o comprometimento de mucosas
e/ou pele (Reithinger et al., 2007; Brasil, 2010).

Normalmente, nos casos de leishmaniose cutanea, o diagndstico clinico é dado
pelas préprias lesdes ulceradas no paciente. Sdo frequentes as ulceragdes, geralmente
indolores, que ocorrem em areas expostas na pele, em formato ovalado ou arrendondado
com bordas elevadas, endurecidas e fundas, com tecido de granulacdo grosseiro,
configurando a classica lesdo com borda em moldura (Reithinger et al., 2007). Observam-
se também outros tipos de lesdo como ulcero-crostosa impetigdide, ectimatoide, Ulcero-

vegetante e verrucosa crostosa, tuberosa, linquendide e outras. Nestas formas é frequente a
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linfangite e/ou adenopatia satélite, que poderia preceder a lesdo de pele. As vezes, no
corddo linfatico podem se desenvolver nodulos, que se ulceram, lembrando a
esporotricose. Além disso, também podem ser observados papulas na periferia das lesdes
(Brasil, 2010).

Estas lesdes, além de serem focos dos parasitas, diminuem a qualidade de vida do
paciente e devido a necessidade de um esquema terapéutico rigido e longo, trazem
consequéncias emocionais e sociais para o individuo afetado (Gontijo & Carvalho, 2003).

As lesBes ndo tratadas sdo geralmente levadas a cicatrizacdo espontanea dentro de
alguns meses ou poucos anos. No entanto, a cicatrizacdo espontdnea da lesdo e/ou o
tratamento inadequado ou interrompido, podem acarretar em recidivas da leséo cuténea ou
reativacdo com a forma mais agressiva da Leishmaniose tegumentar, que é a forma
mucocutanea. Isto ocorre, pois, 0s parasitos podem ainda manter-se vivos em fase de
incubagdo por anos, mesmo apos a cicatrizacdo da lesdo cutanea (Brasil, 2010; OMS,
2010; Von Stebut, 2015).

1.2. LEISHMANIA, O PARASITO

As regides endémicas da leishmaniose sdo os locais onde coexistem o parasito no
hospedeiro vertebrado e o inseto vetor, pois assim €& possivel o ciclo do parasito ocorrer

completamente e se manter.

O parasita causador da leishmaniose vive alternativamente em hospedeiros
vertebrados mamiferos, e em insetos vetores, que sdo responsaveis pela transmissdo do
parasito a0 homem e outros mamiferos durante o repasto sanguineo. Nos hospedeiros
mamiferos, o parasito invade macrofagos, células do sistema fagocitico, e assumem a
forma amastigota. Esta se caracteriza como formas nao flageladas que se multiplicam no
interior dessas células, e com a lise de macréfagos sdo capazes de infectar outros
macrofagos. Durante o repasto sanguineo, 0 mosquito vetor ingere essas células com as
formas amastigotas e que no intestino médio destes insetos irdo se transformar em formas
promastigotas flageladas. As formas promastigotas inicialmente sdo chamadas prociclicas,
e estas ndo sdo infectantes. Apds aproximadamente 5 a 6 dias estes parasitos sofrem
algumas mudancas morfoldgicas as quais sdo caracteristicas da sua maturacdo e
capacidade de infeccdo, sendo agora chamados de promastigotas metaciclicas. Estas

formas infectantes migram para as glandulas salivares do fleb6tomo e, durante o repasto
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sanguineo por sua vez, inocula estas formas promastigotas metaciclicas flageladas no
individuo (Gontijo & Carvalho, 2003; VVon Stebut, 2015; OMS, 2010; Brasil, 2010).

A Leishmania é um género de parasitos protozoarios 0s quais encontra-se
inseridos na familia Trypanosomatidae. Os Tripanossomatideos sdo caracterizados pela
presenca de cinetoplasto, uma massa de DNA circular mitocondrial. Cerca de 21 espécies

de Leishmania spp. foram identificadas sendo patogénicas em humanos.

A espécie do agente etiolégico que acomete o individuo varia dependendo da
regido geografica. No Brasil trés espécies sdo as mais importantes. Leishmania (Viannia)
braziliensis é a espécie mais encontrada e, no homem, pode causar a LTA cutanea e
mucocutanea. O vetor associado s&o os flebotomineos Lutzomyia whitmani e o Lutzomyia
intermedia presentes em toda a extensdo da Mata Atlantica. Leishmania (viannia)
guyanensis encontrado principalmente nas extensfes de mata Amazonica, e principal vetor
0 L. umbratilis. Esta espécie costuma causar lesdes cutaneas unicas, e mucosa. E a espéecie
Leishmania (Leishmania) amazonensis que é um dos agentes etioldgicos da leishmaniose
cuténea, mas ha individuos que podem desenvolver a forma anérgica ou cutanea difusa da
LTA (Gontijo & Carvalho, 2003). Esta espécie ja foi encontrada em todas as regides do
pais, inclusive em Goias, mas a maior prevaléncia é na regido norte. Seu principal vetor é o

L. flaviscutellata, que tem ampla distribuicdo no Brasil (Brasil, 2010).

A forma, a gravidade e/ou manifestacéo clinicas da leishmaniose esta diretamente
relacionada com a espécie do parasito e com a resposta imune do hospedeiro. Portanto, a

relacdo parasito-hospedeiro é decisiva na manifestacao clinica (Oliveira, 2004).

1.3. RESPOSTA IMUNE E PATOGENESE DA LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA

A leishmania, quando no hospedeiro mamifero, € um parasito intracelular que
vive no interior dos macrofagos, a principal célula do sistema fagocitico humano, a qual
possui propriedades para eliminacdo do parasito. No entanto, a propria leishmania
desenvolveu mecanismos para burlar a capacidade microbicida do macréfago. Dessa
forma, ela o invade, e ainda se reproduz assexuadamente dentro da célula, até que a célula

se rompa e libere as amastigotas que infectam outros macréfagos, propagando a infeccao.
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Por ser um parasito intracelular a forma de defesa contra a leishmania é
principalmente a resposta imune mediada por células. Os macrdéfagos presentes no sitio de
infeccdo sdo ativados através do reconhecimento de PAMPs (Padrdes moleculares ligados
a patdgenos) via os receptores TLRs (Toll Like Receptors). Os PAMPs da leishmania séo
vérios dentro das familias dos lipofosfoglicanos, proteoglicanas, flagelinas e profilinas.
Contudo, a amplificacdo da resposta se da pela agdo dos linfocitos T auxiliares CD4+ ou T
helper (Th). O IFN-y produzido pelos linfocitos Thl (Células T helper do tipo 1) ativa os
macrdfagos pela via do STAT-1, um ativador de fatores de transcricdo. E os PAMPs da
leishmania ativam os fatores de transcricdo AP-1 e NFxB (Akira et al., 2006; Broz &
Monack, 2013). Estes fatores de transcricdo, quando ativos, sdo responsaveis pela
transcricdo do mRNA da iNOS. O 6xido nitrico produzido é um marcador de reacdo
inflamatdria, pois leva a morte parasitaria. Neste sentido, o proprio macréfago infectado
desempenha um papel muito importante, na eliminagdo do parasito e controle da infeccéo.
(Ueno, N. & Wilson, M.E., 2012; Cunningham, A.C., 2002; Scott et al., 1988; Scott et al.,
1983).

Os linfocitos T CD4" sio responsaveis pela modulacdo da resposta imune contra a
leishmania. Esta modulacéo ¢ feita pela producéo diferencial de citocinas. Os linfocitos T
CD4"denominados de Thl sdo produtores de citocinas com perfil inflamatorio, como IL-2,
IFN-y, TNF-a ¢ IL-12, e assim ativam as func¢des microbicidas dos macrofagos. Linfocitos
T helper 2 (Th2), por sua vez, produzem citocinas como a IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 que
estdo envolvidas com a susceptibilidade do individuo a doenca pois ndo leva a ativacdo dos
mecanismos microbicidas dos macréfagos. O parasito, entdo, € capaz de se multiplicar
livremente no interior desses macr6fagos aumentando o parasitismo e, consequentemente,

agravando as formas clinicas (Pirmez et al., 1993; Bourreau et al., 2003) .

Alguns trabalhos mostraram que o parasito, de fato pode modular a resposta
imune do hospedeiro nas primeiras fases da infec¢do, induzindo o inicio da resposta para o
perfil de linfécitos Th2, para evitar a ativacdo do macréfago e possibilitando a infeccdo
(Nylen & Gautam, 2010; McMahon-Pratt & Alexander, 2004; Muraille & Leo, 1998;
Bogdan & Rollinghoff, 1998; Cecilio et al., 2014). Outros trabalhos ainda mostraram que
algumas espécies e até mesmo algumas cepas, expressam fosfatidilserina na membrana, e
isso estaria induzindo a produgdo de TGF-p (Wanderley et al., 2013). O TGF-§ é
responsavel por inibir a producéo de IFN-y e desativar o macrofago a produgido de 6xido

nitrico e espécies reativas de oxigénio tornando o macréfago permissivo a infeccdo por
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Leishmania (Bottrel, 2001). Tratam-se de mecanismos de escape e fatores de viruléncia do
parasito, pois no caso de um hospedeiro intermediario imunocompetente, este mecanismo é

muito importante para que o parasito consiga infectar os macréfagos.

Experimentos realizados com camundongos infectados com Leishmania major
mostraram que a determinacdo do perfil de linfécitos Thl ou Th2 que ird modular a
resposta imune é dada pela relacdo do parasito com o hospedeiro. Camundongos C57BI/6
infectados com L. major produziram IFN-y e IL-12, que ativaram o macr6fago a producao
de dxido nitrico, levando a morte do parasita. Por isso, esta linhagem de camundongos é
conhecida como a linhagem resistente a infeccdo com L. major. Enquanto que,
camundongos BALB/c infectados com L. major produzem IL-4 que regula negativamente
a expressdo da subunidade B2 do receptor de IL-12 nas poucas células Thl presentes no
local de infecgdo. Assim, as células ndo reconhecem a IL-12, ndo se diferenciam para Thil,
logo ndo produzem IFN-y, e consequentemente ndo ativa 0 macrofago a producéo de NO
para matar o parasito. Ao contrario, promove a diferenciacdo dos linfocitos para Th2
(Launois, 1998; Etges & Muller, 1998).

Os linfécitos Th2 durante uma infeccdo liberam IL-4, IL-13 e IL-10, que véo
ativar fatores de transcricdo como a STAT6, PPAR, KLF-4 e IRF4 (Sica & Mantovani,
2012). Macrofagos que sdo ativados por estas citocinas sdo chamados macrdéfagos
alternativamente ativados (M2). Os macrofagos M2 ainda podem ser subdivididos,
dependendo do estimulo que receberam para sua ativacdo. Macrofagos M2a sdo aquele que
foram diferenciados com IL-4 e/ou IL-13. Macrofagos M2b ativados por complexos
imunes e/ou agonistas dos receptores TLRs, ou IL-1R. E macr6fagos M2c, aqueles que
foram ativados por IL-10 e glicocorticoides. (Mantovani et al., 2004; Mosser & Edwards,
2008).

Os macréfagos M2 induzem uma resposta anti-inflamatéria, estimulam
fibroblastos a producéo de colageno tipo 1V, elemento da matriz extracelular essencial para
0 processo de cicatrizacdo de lesdes (Gordon, 2003; Rodriguez-Sosa & Riviera-Montoya,
2006). Os fatores de transcri¢do ativados em macréfagos M2 estdo relacionados com o
aumento da atividade da arginase que estd diretamente relacionada com a producdo de
ureia e também a L-ornitina. No citoplasma, a arginase 1 produz ureia e L-ornitina, que
pela acdo da ornitina descarboxilase (ODC), produz putrecina, que gera espermidina e
espermina relacionadas com o crescimento celular. Na mitocdndria a arginase 2 produz
ureia e L-ornitina que pela acdo da ornitina aminotransferase (OAT) produz prolinas e
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poliaminas que estdo relacionadas com a producdo e deposicdo de colageno (Bronte &
Zanovello, 2005; Li et al., 2001). Por isso, macrofagos M2 sdo relacionados com a fase de
resolucédo da infecgéo.

Ao passo que, quando o fator de transcricdo de macréfagos M1, NF-kB, é ativado
ele regula positivamente a expressdo de varios genes pré-inflamatérios incluindo os
responsaveis pela expressdo de TNF-a, IL-1, ciclo-oxigenase 2 (COX-2), IL-6, e 1L-12p40
(subunidade capaz de dar origem a IL-12 e a IL-23). Estas citocinas estdo relacionadas
com a destruicdo e reorganizacao da matriz extracelular (Kou & Babensee, 2011).

Os altos niveis de IFN-y produzidos numa resposta Thl contra a leishmania sdo
importantes para a eliminacdo do parasito, mas também, sdo relacionados com leséo
tecidual em decorréncia da inflamacdo. A grande quantidade de NO e peroxido de
hidrogénio produzidos no interior do macrdéfago ativado € capaz de matar o parasito
intracelular, contudo, em seguida ocorre a lise celular. Com o rompimento dos macréfagos,
as especies reativas de oxigénio ganham o tecido, e isso levara a formacdo de leséo
ulcerada na pele e mucosas (Bacellar et al., 2002; Carvalho et al., 2005; Ribeiro-de-Jesus et
al., 1998). A proépria lesdo e a inflamacédo local pode facilitar a disseminacdo de parasitos
em decorréncia da destruicdo da matriz extracelular e também da hiperemia local

consequente da inflamacédo (Barral et al., 1995).

Vaérios autores (Machado et al., 2002; Lessa et al., 2001; Bafica et al., 2003) ja
apontaram evidéncias de que a propria resposta Thl do hospedeiro contra leishmania € um
fator importante para a ocorréncia de ulceracéo tecidual. Alguns justificam estas evidéncias
baseados no fato de que esta resposta diminui a quantidade de parasitos na leishmaniose
cutanea. No entanto, hd uma contribuicdo direta do perfil de citocinas inflamatorias no

desenvolvimento e na manutencao das lesdes ulcerativas.

As células Thl7 (linfocitos T helper 17) sdo um outro perfil de linfocitos, pro-
inflamatdrios, responsaveis pela producédo de IL-17 e IL-22 (produzidas por células NK e
Th17). Segundo Harrington e colaboradores (2005), IL-4 e IFN-y inibem a ativag¢do das
células Th1l7. A IL-17 € encontrada em altos niveis tanto no sangue quanto nos tecidos de
pacientes com leishmaniose cutanea e mucocutanea. Em lesdes causadas por Leishmania
(Viannia) brasiliensis esta citocina também estd aumentada (Bacellar et al. 2009;
Boaventura et al. 2010). A IL-17 tem um importante papel no recrutamento, migracdo e

ativacdo de neutrofilos e por isso, € relacionada com a destruicdo tecidual. Contudo, ndo
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confere nenhuma reducdo da carga parasitaria (Lopez Kostka et al., 2009). Alguns estudos
relatam que a IL-17, produzida pelas células Th-17, esta relacionada com a cronicidade da
doenca devido a manutencdo da inflamacao (Bacellar et al. 2009; Bettelli et al., 2008).

Outro perfil de células T CD4" sdo as células T reguladoras (Tregs) classificadas
como nTregs, iTregs e Trl. Elas podem tanto ser benéficas para o hospedeiro evitando a
inflamacéo exacerbada, quanto podem favorecer a permanéncia do parasito na infeccédo
(Sehrawat, 2011; Peters et al., 2006). Em les6es cuténeas causadas por L. amazonensis ha
presenca de muitas células Treg e niveis elevados de citocina IL-10 produzida por Trl, e
isso tem sido associado a susceptibilidade a infeccdo e a ndo responsividade ao tratamento
(Nylen, & Gautam, 2010; Trinchieri et al., 2007). Em linhagens de camundongo, BALBI/c,
quando suprimido o gene de IL-10, estes animais antes susceptiveis a doenca, tornam-se
resistentes a infeccdo. A IL-10 € uma importante citocina inibidora da producédo de IFN-y e
TGF-p na membrana de linfocitos T efetores ativados (Cottrez & Groux, 2001). Além
disso, parece ser um bom fator preditivo da persisténcia ou ndo do parasito nas lesdes de
pele e, importante para contrabalancear a resposta imune pré-inflamatéria levando a

resolucéo da les@o (Antonelli et al., 2004).

O TGF-B ¢ outra citocina reguladora, produzida principalmente por células Treg e
regula a resposta inflamatoria suprimindo a diferenciacdo de linfocitos T CD4" efetores, e
induzindo-os a se diferenciarem para Tregs. Além disso, suprime a atividade do
macrofago, de células natural killers (NK) e células dendriticas inibindo a producédo de
IFNy e de IL-2 (Yoshimura et al., 2010; Oliveira et al, 2014). Entretanto, 0 TGF-p também
é importante nas primeiras horas da infeccdo ou de qualquer que seja a lesdo, pois atua

como um quimiotatico recrutando células para o sitio de infec¢do ou de leséo.

Além do papel das células T CD4" que é determinante para a cura ou ndo das
lesBes causadas por Leishmania, vem sendo estudado também o papel das células CD8",
que sdo os linfdcitos citoliticos. Foi demonstrado células T CD8" produzindo IFN-y e
influenciando na modulacdo de uma resposta Thl, sugerindo um ponto de interacdo entre
as células T CD4"e T CD8" (Herath et al., 2003; Pompeu et al., 2001). Foi observada uma
grande quantidade destas células no infiltrado inflamatoério da infeccdo (Da-Cruz et al.,
2005). E nas ultimas fases de infeccdo com L. brasiliensis, células T CD8" mostraram-se
reativas contra antigenos de leishmania (Da-Cruz et al., 2002). Para L. major, estas células
foram relacionadas com a conferéncia de uma imunidade protetora (Nateghi Rostami et al.,
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2010) mas também com a patogénese de lesGes de leishmaniose mucocuténeas (Barral-
Netto et al., 1995; Brodskyn et al., 1997), pois ha presenca de moléculas citotoxicas e
proteases no sitio de infeccdo (Machado et al., 2002; Faria et al., 2009).

1.4. CICATRIZACAO E FATORES ENVOLVIDOS

O processo de cicatrizagdo possui trés fases didaticamente definidas como: fase
inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelagéo.

Na fase inflamat6ria a sequencia de eventos é bem caracterizado. Inicia com o
recrutamento de neutrdfilos, seguido de macréfagos e finalmente linfocitos T. Os
principais fatores humorais envolvidos séo citocinas como a IL-8 e quimiocinas, seguidas
de citocinas pré-inflamatorias, proteases e metaloproteases, e por fim IL-1 recrutando 0s
linfocitos (Guo & Dipietro, 2010; DiPietro, 1995; Deodhar & Rana, 1997). Na fase
proliferativa, é caracteristico o tecido de granulacdo com presenca de fibroblastos, aumento
da producédo de fatores de crescimento celulares e redugédo da liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias, no entanto IL-1, IL-6 e TNF-o permanecem no sitio da lesdo e séo
importantes no recrutamento de queratinocitos (Raja Sivamani et al., 2007). A fase de

remodelacdo pode perdurar por meses, é a fase da volta a homeostase (DiPietro, 1995).

A fase inflamatoria € fundamental. Através das células e citocinas produzidas
nesta fase ocorre a modulacdo das proximas fases da cicatrizacdo. Uma importante célula
nesta fase sdo os macrofagos recrutados para o sitio de infeccdo ou de lesdo. Muitos
autores atribuem a estas células recrutadas denominadas mondcitos/macréfagos (Novak
& Koh, 2013), e ndo para o macrofago residente, a importancia de ser uma das principais

células do infiltrado inflamatorio (MacDonald et al., 2010).

Os monocitos/macrofagos na fase inflamatoria da cicatrizacdo reconhecem e
reagem contra ndo apenas a leishmania, mas também, e a0 mesmo tempo, a moléculas
danificadas do proprio hospedeiro, com o objetivo de remover o tecido danificado (Lu et
al., 2011; Meszaros et al., 2000). Nesta primeira fase da cicatrizacdo, estes
mondcitos/macréfagos também produzem citocinas pro-inflamatérias tais como IL-1,
TNF-a e IL-6. Embora a permanéncia destas citocinas no local da lesdo possa ocasionar
ainda mais injuria tecidual elas sdo essenciais para regularem a proliferacdo de
queratindcitos, mioblastos e fibroblastos (Hernandez-Quintero et al., 2006; Cantini et al.,
1995; Mateo et al., 1994; Detmar & Orfanos, 1990).
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Muitos trabalhos vém mostrando as consequéncias da fase inflamatoria ser
ocasionalmente interrompida ou pouco eficiente (Ventakaram et al., 2001; Botelho et al.,
1998; Botelho, 2004). Casos de leishmaniose cutdnea em que foi estabelecida a cura
apenas baseada numa analise macroscopica de cicatrizacdo da lesdo foram eventualmente
notificados também casos de recidivas. Estas recidivas tiveram duas causas principais: a
reinfeccdo do hospedeiro pelo contato com o vetor, mas a principal atribuicdo foi a ndo
eliminagdo por completo do parasito na primeira manifestacdo. Muitas vezes este segundo
evento poderia se manifestar a forma mais grave de LTA, que é a forma mucocutanea. Por
isso, a fase inflamatdria da cicatrizacdo é importante e determinante para as préximas
fases. (Antonelli et al., 2005; Toledo et al., 2001).

Ainda na fase inflamatéria da cicatrizacdo € importante pontuar 0os macr6fagos
M2, aqueles que séo ativados por citocinas produzidas por linfécitos Th2, como a IL-4, IL-
13, IL-10. Estes ndo séo eficientes na morte parasitaria, mas sdo muito importantes nesta
fase para contrabalancear a destruicdo tecidual com a proliferagdo celular e ativacdo de
fibroblastos para producéo de colageno. (Zeyda, M. & Stulnig, T. M., 2007; Mantovani et
al., 2004). Os macrofagos M2 estdo presentes e sdo importantes no infiltrado inflamatério

durante todas as fases da cicatrizacao.

Os monaocitos/macrofagos sao as células intermediadoras entre a fase inflamatéria
e a fase proliferativa da cicatrizagdo. A medida que estas células diminuem no infiltrado
inflamatério, ddo espaco para a proliferagdo celular e preenchimento de matriz
extracelular. Além disso, o marco do fim da fase inflamatoria e inicio da fase proliferativa
se da com a presenca de linfocitos T no infiltrado inflamatorio. Nos primeiros momentos
da fase proliferativa sdo secretadas citocinas pré-inflamatorias, Arginase e VEGF, que
promovem a proliferacdo e recrutamento de células relacionadas a cicatrizagdo tecidual
(Mirza & Koh, 2011; Willenborg et al., 2012; Perdiguero et al., 2011).

A medida que a fase proliferativa progride os niveis de citocinas pro-inflamatorias
diminuem, e comecam a ser expressas citocinas antinflamatorias e fatores de crescimento
como a IL-10 e o TGF-B. Além de regular a resposta inflamatdria estas citocinas sao
responsaveis pela regulacéo de proliferacdo e/ou diferenciacao de varias células do sistema
imunologico, mas também de queratinécitos e células endoteliais (Moore et al., 2001).
Nesta fase sdo observados grande numero de macréfagos que sdo ativados via STAT-6,

caracteristicos de M2a e M2c.
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Na fase de remodelacdo ocorre vasoconstricdo, e o numero de capilares,
aumentados pela angiogénese durante a fase inflamatdria, diminui. Inicia-se a fase de
maturacdo do tecido regenerado. O perfil de macréfagos agora passa a ser de M2 que
continuam secretando TGF-3, mas diminuem a expressdo de VEGF e arginase-1 (Mirza &
Koh, 2011; Willenborg et al., 2012). Aos poucos até mesmo 0s niveis de citocinas

antinflamatoérias diminuem até o estabelecimento da homeostase.

1.5. TRATAMENTO CONVENCIONAL

O tratamento das lesdes em pacientes acometidos pela LTA baseia-se no uso
prolongado de farmacos de efeitos sistémicos como o Glucantime, a Anfoterecina B e a

Pentamidina.

No Brasil a droga de primeira escolha é o Glucatime (N-metilglucamina) que é
um antimonial pentavalente liberado no Brasil para comercializagdo ha mais de 50 anos.
S@o administrados ao paciente com a forma cuténea da leishmaniose uma dose de 20
mg/Kg/dia com inje¢Ges mais comumente aplicadas por vias parenterais, em um esquema
terapéutico intenso com ciclos de vinte a trinta dias (FUNASA, 2000; Brasil, 2010). No
interior dos fagolisossomos a droga se torna ativa em contato com o0 microrganismo, porém
0s mecanismos de acdo do Glucantime ainda ndo estdo bem esclarecidos. O tratamento é
contraindicado a pacientes gestantes, aqueles que concomitantemente apresentam outra
doenca como, tuberculose, malaria, esquistossomose e a pacientes com mais de 50 anos,
principalmente aos que apresentam cardiopatias, nefropatias, hepatopatias ou doenca de
Chagas (Brasil, 2010).

No caso do tratamento com o Glucantime ndo ser eficiente, ou oferecer muitos
efeitos colaterais ao paciente de modo a inviabilizar o uso deste antimonial, € indicado a

anfoterecina B e o isotionato de pentamidina.

A anfoterecina B € a droga de primeira escolha para pacientes gestantes e de
segunda escolha quando o tratamento com o antimonial ndo foi eficiente. Indica-se uma
dose de 1,0 mg/Kg/dia, aumentando gradativamente até 1,5 mg/Kg/dia diariamente ou em
dias alternados. A administracdo € por via endovenosa gota a gota diluida em soro
glicosilado. Por isso o paciente deve estar assistido por profissionais competentes, de

preferéncia hospitalizado, durante o tratamento.
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O isotionato de pentamidina é até 400 vezes menos eficiente que a anfoterecina B.
Para este é recomendada a dose de 4 mg/Kg/dia por via intramuscular profunda de 2 em 2
dias. O paciente pode apresentar hipoglicemia por isso é recomendado repouso durante o
tratamento, além disso, hé casos de acometimento do paciente por diabetes mellitus apds o
tratamento como efeitos colaterais, pois a pentamidina tem a¢do no metabolismo da glicose

e induz citdlise nas células beta do pancreas (Brasil, 2010).

J& existem trabalhos que mostram que, alguns isolados de leishmania ja se
tornaram resistentes as drogas de primeira linha para o tratamento da doenca (Ashutosh, et
al., 2007). Ademais, estes medicamentos apresentam significativos efeitos colaterais, sendo
de modo geral, nefrotdxicos, cardiotoxicos e hepatotoxicos para os pacientes (Croft, et al.,
2006; Mondal, S & Bhattacharya, P. A., 2010).

O critério de cura é clinico e caracterizado pela reepitelizacdo e regresséo total do
infiltrado inflamatorio e do eritema até trés meses ap0s o0 esquema terapéutico. Porém o
paciente ainda devera se manter em acompanhamento por até 6 meses apés o fim do
tratamento. Mediante a esta realidade, ha de se considerar o nimero elevado de abandono
voluntério do tratamento um dado relevante em termos de saude publica (Lima et al.,
2007).

Um estudo recente com pacientes tratados, foram observados cortes histologicos
da regido lesionada e considerada curada apos diferentes esquemas terapéuticos. O relato
mostra que estes farmacos ndo foram capazes de eliminar completamente todos 0s
parasitos apos esses pacientes terem sidos aprovados segundo os critérios de cura. Estes

individuos, portanto, ainda estdo em risco de recidivas (Viana et al., 2013).

Neste cenario, iniciativas que busquem o desenvolvimento e o estabelecimento de
novas modalidades terapéuticas para a leishmaniose cutanea devem ser investigadas e
exploradas, a medida que se apresentem mais eficientes, menos tdxicas, adequadas ao

sistema de saude publico do pais e que aumentem a adesdo do paciente ao tratamento.

1.6. LASERTERAPIA E CICATRIZACAO

Na dermatologia atual, estética ou clinica, o uso de laseres no tratamento de lesdes
cutaneas de diferentes etiologias vem sendo empregado com resultados muito satisfatdrios

e, principalmente, sem efeitos colaterais (Posten et al., 2005). Existe uma grande variedade

30



de laseres com diferentes efeitos sobre as mais diversas condi¢fes biologicas ou
patoldgicas. Entre eles destacam-se os efeitos trofico-regenerativos, anti-inflamatorios e
analgésicos (Ortiz et al., 2001; Woodruff et al., 2004).

O sucesso da utilizagdo dos laseres deve-se a sua capacidade de interagir com o
tecido vivo. Pesquisas comprovam que a terapia com o laser de baixa poténcia teria o
efeito de acelerar a cicatrizacdo de lesdes, reduzir a dor, e reduzir a resposta inflamatoria
(Posten et al., 2005; Ferreira et al., 2006, 2008; Medrado et al., 2003). Estes seriam 0s

principais motivos para afirmar o efeito benéfico deste tratamento em lesGes cutaneas.

Alguns autores sugerem que o laser de 660nm reduz o tempo da fase inflamatéria,
tem efeito durante a fase proliferativa, o que interferiria também na fase de remodelacéo.
Segundo estes autores, a LLLT interfere na producdo aumentada de pro-colageno | e lll,
metaloproteases, 0 que na fase de remodelacdo é importante para a melhor aparéncia da
pele reconstituida (Orringer et al., 2008; Andrade et al., 2010).

O processo metabolico celular é exacerbado com a fotorrecepcdo mitocondrial
pela luz monocromatica. Estudos in vitro mostram que laseres de baixa energia induzem
efeitos bioestimulatorios em cultura de células como também macréfagos a produzirem
fatores de crescimento associados a producéo de pro-colageno e colageno (Thomas et al.,
1995; Mcdougall et al., 2006; Medrado et al., 2003). Tais efeitos sdo de suma importancia

para a o reparo tecidual.

Além disso, para possuir este papel fotobiorregulador, o fotorreceptor deve ser
estrutura chave do caminho metabdlico, sendo o citocromo C oxidase _ uma proteina que
catalisa a etapa final do transporte de elétrons nas mitocondrias — o principal cromoforo
das células vivas (Karu, 1999) mais especificamente no Complexo IV. Vaérios estudos
demonstram que as mitocondrias sdo sensiveis a irradiacdo monocromatica visivel e
infravermelha (Hu et al., 2007; Silveira et al., 2007). Segundo Campbell (2003) todas as
células possuem citocromos, permitindo que o laser estimule todas elas, dai a justificativa

para o laser ter este amplo espectro de acéo e propriedades.

O Complexo IV da membrana mitocondrial é importante no transporte de elétrons
da respiracdo celular (Karu, 1989). Alguns autores ressaltam a interacdo entre o laser e o
Complexo IV resulta na producdo de ROS e ativacdo de fatores de transcricdo importantes
para a producdo de NO, como o NFkB (Karu & Kolyakov, 2005; Lohr et al., 2009;

Hashmi et al., 2010). Outros, inclusive inferem mecanismos que podem ser responsaveis
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por eventos de diferenciacdo celular tais como, modulagdo de citocinas e quimiocinas.
Recentemente, foi demonstrada também a acdo do laser sobre a acetilacdo de histonas
possibilitando uma maior proliferacdo celular (Chen et al. 2013).

A maioria dos estudos que mensuraram a acdo de lasers in vitro foi realizada em
culturas de células e demonstraram um efeito estimulador da proliferagdo celular. Os
estudos in vitro sobre fibroblastos descrevem um efeito proliferativo e/ou ativador da
sintese proteica, dependendo das caracteristicas e parametros do laser utilizado como:
comprimento de onda, forma de emissdo, densidade de poténcia e densidade de energia
utilizada.

Até entdo ndo consta na literatura estudos que avaliam estes efeitos da terapia com
laser de baixa poténcia (LLLT, do inglés Low level laser therapy) na leishmaniose
experimental ou humana. No entanto, em leishmaniose cuténea existem estudos que
avaliaram e confirmaram a eficacia de fototerapias onde a fonte de luz esta associada ao
uso de fotosensibilizadores (Baptista & Wainwright 2011; Barbosa et al, 2012; Kunzler
2013). Estes seriam moléculas mais sensiveis a excitacdo luminosa e que concentrariam e
amplificariam a energia e, consequentemente, os efeitos bioldgicos do laser (Baptista &
Wainwright 2011). Estes tratamentos sdo denominados de quimioterapia antimicrobiana
fotodinamica (PACT, do inglés Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy) (Baptista &
Wainwright 2011) e ja foram aplicados em lesGes na leishmaniose humana (Gardlo et al.
2003; Asilian & Davami 2006; Evangelou et al. 2011) e experimental (Peloi et al. 2010;
Barbosa et al, 2012) com resultados positivos e raros efeitos adversos, com melhora
significativa das lesdes e diminuicao (e, em alguns casos, até a eliminacdo) dos parasitas
nestas lesdes. Contudo, ha grande variacdo entre os estudos no que se referem as fontes
emissoras de luz, comprimentos de ondas utilizados, dose e escolha de

fotosensibilizadores.

N&o existem muitos estudos, in vivo ou in vitro, que avaliem a acdo do laser
diretamente sobre parasitos de maior complexidade como os protozoarios. Na literatura,
encontram-se apenas trabalhos que descrevem a susceptibilidade de alguns fungos e
bactérias aos tratamentos com laseres de baixa poténcia em estudos in vitro (Nussbaum, et
al. 2003; Basso, et al. 2011; Franzen, et al. 2011). Alguns destacam ainda que o efeito da
terapia pode ser espécie-especifico, como visto por Nussbaum et al. (2003) onde a terapia
com o mesmo laser influenciou positivamente a replicacdo de uma espécie de bactéria e
negativamente outra espécie. Além disso, estes trabalhos apresentam grandes variagdes
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quanto ao comprimento de onda (tipo de laser), dose e meios (suspensdo ou solido) e tais

varigveis justificam a heterogeneidade dos resultados.

Estudos com o fungo Paraccocidioides brasiliensis mostraram que tratamentos de
lesbes causadas por esse fungo com o laser de baixa poténcia a uma dose de 3.0 Jicm®
diminuiram o edema, acelerou o processo de cicatrizacdo da lesdo cuténea, diminuiu a
quantidade de granulomas. Além disso, ndo foram encontrados fungos viaveis nas lesdes
das patas dos camundongos tratadas, enquanto que em patas de animais ndo tratados foram
encontrados granulomas difusos com presenca de fungos (Ferreira et al., 2006).

Nosso grupo, em estudos anteriores, observou que a LLLT, numa dose de 3J/cm?
em lesGes ulceradas de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis diminuiu o
edema da lesdo, favorecendo a acdo microbicida dos macréfagos e ainda contribuindo para
a producdo, deposicdo e maturacdo do colageno. Nossa avaliacdo, da incidéncia do laser
nas mesmas condi¢cOes sobre culturas “in vitro” de leishmania demonstrou que o laser de
660nm ndo possui acdo microbicida eficiente, contudo apresenta uma acao estatica sobre o
crescimento do isolado de Leishmania (Leishmania) amazonensis. Tais resultados
promissores nos conduziram a uma avaliacdo mais especifica da acdo do laser sobre

tecidos e principalmente sobre os macréfagos.
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2. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose tegumentar americana ¢ uma doenca de grande importéncia para a
salde publica do Brasil. As lesdes da LTA podem causar, aléem dos problemas fisicos,
varios problemas psicoldgicos/emocionais e sociais ao individuo. O tratamento é longo,
com muitos efeitos colaterais, fatos estes que justificam os inimeros casos de abandono do
tratamento por parte do paciente, permitindo a sobrevivéncia latente do parasito. A
ocorréncia de recidivas, muitas vezes com a forma mais grave da doenca, a forma mucosa
OuU mucocutanea esta associada ao ndo tratamento ou ao tratamento incompleto. O
tratamento dos doentes é uma medida profilatica, pois estes podem tornar-se reservatorios
do parasito (FUNASA, 2000; Brasil, 2010).

Formas alternativas de tratamento que vise a eficacia na cicatrizacao das lasoes, a
diminuicdo do tempo de tratamento, a diminuicdo do abandono e consequentemente a
diminuicédo das recidivas devem ser explorados. Neste sentido, os laseres de baixa poténcia
(LLL) apontam para a possibilidade de uma terapia ndo invasiva, sem efeitos colaterais e

gue podem atuar em conjunto com a terapia convencional (Posten et al., 2005).

Os LLLs vém sendo muito utilizado para diversas finalidades na dermatologia
clinica, entre elas, na cicatrizacdo de feridas. Contudo, existem poucos trabalhos que
avaliaram a influéncia direta do LLL sobre lesdes causadas por leishmania. E nestes raros
trabalhos, ndo se teve a preocupacdo em investigar o efeito especifico do laser nas células,
tampouco em suas moléculas efetoras (Baptista & Wainwright 2011; Barbosa et al, 2012;
Kunzler 2013).

A avaliacdo deste tipo de terapia (utilizando um laser comercial e comum para a
clinica dermatolégica e em tratamentos fisioterdpicos) para uma doenca tropical
negligenciada pode abrir novas perspectivas no tratamento convencional atual. Para tanto,
é necessaria a avaliacdo do impacto celular do laser com objetivo de avaliar as funcGes
imunobioldgicas que estariam sendo influenciadas pela fototerapia de 660nm. Assim, o
presente trabalho se insere no contexto da busca e do entendimento da acdo do laser sobre
lesbes tegumentares caracteristicas da LTA, avaliando a producdo de citocinas e o efeito

sobre os macréfagos.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do tratamento com laser de baixa poténcia na leishmaniose
tegumentar experimental, determinando a expressdo de citocinas envolvidas na
cicatrizacdo de lesdes ulceradas em camundongos BALB/c infectados com Leishmania
(leishmania) amazonensis e avaliando, in vitro, alteragdes funcionais em perfis de

macréfagos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em animais BALB/c infectados (isolado MAB-6 de L. amazonensis) que tiveram

lesBes ulceradas tratadas ou ndo com o laser de 660nm, as metas foram:

e Avaliar os efeitos do laser na morfologia macroscopica de lesbes cutdneas

experimentais em camundongos BALB/c;

e Avaliar a acdo do laser sobre a quantificacdo de M2 no infiltrado inflamatorio de

lesbes de camundongos BALBI/c;

e Comparar a expressdo diferencial de citocinas IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 no infiltrado

inflamatodrio das lesOes, através de ELISA;

e Comparar a expressao génica diferencial das citocinas IFN-y, IL-4, IL-17, TNF-a,
TGF-B, IL-13 e IL-10, no infiltrado inflamatorio de lesdes cuténeas experimentais de

camundongos BALB/c, tratadas e ndo tratadas com laser, através de PCR em tempo real;

Em cultura de macrofagos murinos, linhagem RAW264.7, diferenciados ou nédo
para os perfis M1 e M2, co-cultivados com o isolado MAB-6 de L. amazonensis e, com ou

sem irradiacdo do laser, as metas foram:

e Avaliar a acdo do laser sobre a atividade fagocitica e microbicida frente a leishmanias

pré-tratadas ou ndo;

e Avaliar a influéncia do laser sobre producdo de NO frente a leishmanias pré-tratadas

ou ndo.
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4. METODOLOGIA

4.1.  ANIMAIS

Foram utilizados 55 camundongos machos, da linhagem BALB/c, todos com 8 a
10 semanas de vida, mantidos em micro-isoladores acoplados a racks ventiladas em grupos
de no méaximo 5 animais por gaiola, com racdo e dgua a vontade. Os animais foram obtidos
do Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica da Universidade Federal de
Goias na cidade de Goiania/Goias e foram mantidos neste mesmo biotério com condi¢des
ambientais de temperatura e luminosidade controladas. Os micro-isoladores, os filtros, a
maravalha, a4gua e racdo foram trocados duas vezes por semana por Kits limpos e
autoclavados. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana e
Animal do Hospital das Clinicas da UFG (Protocolo nimero 036/2010, em Anexo ).

4.2. PARASITOS

Previamente, em nosso laboratorio, foi realizado um trabalho piloto onde foram
testados diferentes isolados de Leishmania (leishmania) amazonensis e de Leishmania
(viannia) braziliensis para estabelecer o melhor modelo de lesdes ulceradas na infeccdo de
camundongos da linhagem BALB/c. De acordo com a caracterizacao, o isolado MAB-6 da
espécie Leishmania (leishmania) amazonensis foi utilizado neste trabalho para a anélise da

influéncia do laser sobre lesdes ulceradas (in vivo) e sobre macrofagos infectados (in vitro).

O isolado MAB-6 de Leishmania (leishmania) amazonensis, foi obtido em 2006,
de um paciente do Estado do Amazonas que foi atendido e acompanhado pelo Setor de
Infectologia do Hospital de Doencas Tropicais Doutor Anuar Auad (HDT) em Goiania. O
paciente M. A. B. apresentava a leishmaniose na forma cutanea difusa, com nddulos
localizados em diversas regides do corpo, lesGes vegetativas e ulceradas. O paciente ndo
apresentou cura clinica, apenas melhora temporaria do quadro, mesmo apds anos sendo

submetido a diferentes protocolos quimioterapicos (Pereira et al., 2009).

O isolado MAB-6 foi caracterizado molecularmente, e compde o Leishbank
(Banco de Leishmanias do Centro-Oeste), localizado no laboratério de Imunobiologia das
Leishmanias, do Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica da Universidade Federal

de Goias, Goiania/Goias.
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Os parasitos, gentilmente cedidos, foram cultivados em placas de 24 pocos
em meio Grace (Grace’s Insect Medium, da Sigma-Aldrich) completo (20% de SFB,
Glutamina a 2mM/mL e antibi6tico 100pug/mL) em estufa a temperatura de 26 °C. Nas
culturas de leishmania foram feitos repiques de trés em trés dias, sempre iniciando com
5x10° parasitos/mL. Foram utilizados parasitos em cultura até o terceiro repique, visando a

manutencdo da viabilidade celular.

4.3. INFECCAO EM CAMUNDONGOS

Os parasitos mantidos em cultura por seis dias tornam-se formas promastigotas
metaciclicas (Silva-Jr et al., 2015). Formas promastigotas metaciclicas do isolado MAB-6
foram lavadas trés vezes com PBS e centrifugadas a 3000 rpm, por 15 minutos a 10°C para
a retirada completa do meio Grace em que foram cultivadas. Na ultima lavagem, o

precipitado foi ressuspendido com 1 mL de PBS e quantificados em hematocitémetro.

40 animais foram infectados no coxim plantar da pata traseira direita com 5 x 10°
parasitos. Os outros 15 animais, do total de 55 utilizados neste estudo, compuseram o
grupo de animais ndo infectados. A leséo esperada era uma lesdo local com inchaco da pata
causado por uma inflamacéo exacerbada e com presenca de ulceracdo unica ou nao. Estas
condicdes ocorriam com 8 a 10 semanas de infec¢do. Ressalta-se ainda que num grupo de
40 animais, apenas de 30 a 32 apresentavam lesdes nas condi¢fes desejadas para o
tratamento. Os demais animais que ndo apresentavam lesfes nestas condi¢des apos 8 a 10

semanas foram excluidos do estudo e eutanasiados.

4.4, MACROFAGOS

Para avaliar a influéncia do laser, in vitro, sobre macréfagos ndo diferenciados
(MO0), diferenciados como M1 ou M2, infectados ou ndo com Leishmania (leishmania)
amazonensis, in vitro, foi utilizada uma linhagem de macrdfagos murinos imortalizados
denominada RAW 264,7. As células foram cultivadas em frascos para cultura celular
(Cornning) com meio RPMI (Cultilab) completo (10% SFB, Glutamina 2mM/mL, soluc¢éo
bicarbonato 7,5% a 12mM) em estufa (MCO 19AIC — UV, da Sanyo) com 5,0% de CO; e
a 37°C. O meio de cultura foi trocado de 2 em 2 dias. E repiques foram feitos de 4 em 4

dias ou de 5 em 5 dias, dependendo da necessidade.
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45. DIFERENCIACAO E INFECCAO IN VITRO DE MACROFAGOS RAW264,7

Em placas de 24 pocos (Corning) foi inicialmente depositada, no fundo de cada
poco, uma laminula redonda de vidro (13 mm, da Glasscyto), esterilizada em autoclave,
para a adesdo das células. Sobre a laminula foram pipetados 1,49 mL de meio RPMI
completo e 10° células num volume de 10 pL, para que em cada poco tivesse um volume
total de 1,5 mL. Apds 24 horas de incubacdo, para a adesdo das células sobre a laminula,
0s pocos foram separados em grupos que foram diferenciados para o perfil M1, outros para
o perfil M2 e outros que ndo foram diferenciados (MO).

A diferenciagdo para macrofagos M1 foi feita com Sng/mL de IFNy (Peprotech)
recombinante murino (rIFNy) e lug/mL de LPS (Sigma-Aldrich) de E.coli. Para
macrofagos M2 foram utilizados 20ng/mL de IL-4 (Peprotech) recombinante murino (riL-
4) (Protocolo adaptado de Solinas et al., 2010; Ambarus et al. 2012). As células foram
mantidas nestas condigdes incubadas em estufa de 20 a 24 horas.

Apos a diferenciagdo, foram identificados macrofagos MO, M1 e M2 que seriam
infectados com Leishmania, e os que ndo seriam infectados. A infeccdo foi feita com
formas promastigotas metaciclicas do isolado de Leishmania (leishmania) amazonensis,

MAB-6, na proporcéo de 5 parasitos para cada célula (5x10° parasitos/poco).

Apos 4 horas de infeccdo todos os pogos (MO, M1, M2, infectados ou ndo com
Leishmania) foram lavados trés vezes com PBS (NaCl, Nay(HPO),, KH,PO,4, KCI, H,0O
ultra pura, com pH 7,2) para a retirada de todos os parasitos que ainda se encontravam no
sobrenadante. O sobrenadante e as laminulas foram coletados e identificados para que se
fossem analisados a posteriori, compondo o grupo de 4 horas apds a infeccdo. Os
sobrenadantes coletados foram armazenados a -20°C para dosagens de NO e as laminulas
foram fixadas e coradas com Corante Panotico (Reagente 1 por 10 segundos; Reagente 2

por 15 segundos; Reagente 3 por 18 segundos).

Os pocos que compunham o grupo a ser analisado ap6s 24 horas foram apenas
lavados com PBS as 4 horas de infeccdo, mas ndo foram retiradas as laminulas nem
coletado o sobrenadante de cultura. Estes, apos a lavagem, foram completados novamente
com 1,5mL de meio RPMI completo, e mantidos em cultura em estufa de CO, até as 24

horas de infeccdo. Apds este periodo foram coletados os sobrenadantes destes pocos e
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armazenados a -20°C. Coletou-se também as laminulas nos fundos destes pogos e

igualmente foram fixadas e coradas.

Este experimento foi feito duas vezes, e em cada uma delas todos os grupos foram
feitos em triplicatas.

4.6. OLASER

O equipamento utilizado para aplicagéo do laser foi 0 modelo ENDOPHTON com
caneta aplicadora de 660nm (KId Biossistemas). Este laser € um diodo de arseneto de galio
aluminizado (AsGaAl), com comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 20 mW e area
do feixe de 0,035 cm?. A dose utilizada em todos os experimentos foi sempre a mesma
3J/cm?, em modo de pulso continuo por 5 segundos em aplicacdo puntual. Sendo
considerados de dois a quatro pontos por lesdo dependendo da extensdo da mesma no
tratamento das lesbes em camundongos, e dois pontos em cada poco de cultura, seja de

células ou de Leishmania, variando os pontos a cada dia de tratamento.
A dose ou densidade de energia (DE) é dada pela formula:

DE = Pogéncia X Tempo
Area do feixe

No aparelho utilizado era possivel apenas ajustar o tempo, pois, a poténcia era

fixa e a area do feixe também.

4.7. TRATAMENTO COM LASER IN VITRO

Nos experimentos e analises da infeccéo in vitro de macrofagos RAW264,7 foram
propostos grupos em que o tratamento com laser fosse feito in vitro, diretamente sobre a
célula (MO, M1 e M2) ou sobre o parasito antes da infeccdo, e ainda o tratamento da célula
(MO, M1 e M2) ap0s a infeccdo, mimetizando o que ocorre in vivo. Os tratamentos in vitro,
tanto de células quanto de parasitos, foi feito sobre as culturas em placas de 24 pocos, em
cada poco, em 2 pontos de tratamento por dia. O que diferenciou no tratamento de células

ou de parasitos foi o periodo, ou seja, 0 numero de sessdes de tratamento.

O grupo de células (MO, M1 e M2) para serem tratadas recebeu por 3 dias
consecutivos a incidéncia direta e perpendicular do laser. O primeiro tratamento deste

grupo foi feito apds a passagem das células para a placa de 24 pocos, outro tratamento apos

39



a diferenciacdo das células para M1 ou M2, e o ultimo, minutos antes da infeccdo com

Leishmania, totalizando 3 tratamentos.

Os parasitos, antes da infeccdo, cultivados em placas de 24 pocgos, foram divididos
em dois grupos, o grupo que seria tratado com laser e o grupo controle (que ndo recebeu o
tratamento). O tratamento in vitro dos parasitos foi feito diariamente por 7 dias

consecutivos, periodo em que os parasitos se tornam formas promastigotas metaciclicas.

No grupo experimental in vitro que recebeu o tratamento com laser apds a
infecgdo dos macréfagos com a Leishmania, o primeiro tratamento ocorreu 4 horas ap6s a
infeccdo dos macrdfagos, depois um segundo tratamento 8 horas apds a infeccdo, e o
terceiro e ultimo tratamento 12 horas apds a infeccdo. Segue o organograma (Figura 1)

ilustrando todos os passos do experimento in vitro.

40



RAW264,7

Tratamento pré-infeccdo Tratamento pds-infeccdo
@)
10° células/poco
/pog m § 10° células/poco
\Tratamento
6 dias ﬂ24horas 1124 horas

{ _Tratamento

ﬂmhoras 24h0ras

\Tratamento 88 Infecgdo in vitro
.—.>
Infeccdo in vitro

Coleta sobrenadante (4 hs)
Lavagem c/ PBS1x

Coleta laminulas (4 hs)
Yratamento

Coleta sobrenadante (4 hs) OO0

Lavagem ¢/ PBS1x QOO
: Q
Coleta laminulas (4 hs) |

24 horas ﬂ4 horas

33
@) \Tratamento

Coleta sobrenadante (24 hs) m % Coleta sobrenadante (24 hs)
Coleta laminulas (24 hs) Coleta laminulas (24 hs)

Figura 1.: Organograma dos experimentos realizados in vitro com macréfagos RAW264,7. Identificacdo dos grupos

experimentais, delineameto dos tempos de tratamento.

48. TRATAMENTO COM LASER IN VIVO

Apo6s um periodo entre 8 a 10 semanas de infeccdo tivemos 0 maximo de animais
com patas ulceradas (75 a 80% do total de animais infectados). Os animais com lesGes
estabelecidas foram separados em dois grupos: camundongos tratados e camundongos nao

tratados com laser. Os camundongos tratados receberam diariamente a incidéncia do laser
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com uma dose de 3J/cm? durante 5 dias consecutivos. O tratamento foi feito imobilizando
o animal e incidindo a luz do laser direta e perpendicularmente, a uma distancia de
aproximadamente 1 centimetro da lesdo durante 5 segundos por ponto da lesdo de cada
animal. A quantidade de pontos foi determinada conforme a extenséo da lesdo. A maxima
foram 4 pontos e a minima de 2 pontos. Os animais ndo tratados foram submetidos a todas

as condicOes adversas dos animais tratados, apenas ndo receberam o tratamento.

Logo apds o dltimo dia de tratamento todos os animais tratados e ndo tratados
foram sacrificados, as patas foram coletadas. Parte delas, tanto de animais tratados quanto
de animais nédo tratados com o laser, foram coletadas, mantidas em paraformoldeido 4%
por 24 horas, fixadas em varias concentracfes de etanol, e finalmente em xilol. Depois
foram incluidas em parafina e seccionadas em micrétomo para a confeccdo de laminas
histoldgicas para marcacdo de macréfagos M2 por Imuno-Hitoquimica (IHQ). Outros
animais tiveram suas patas coletadas de forma mais cuidadosa, com instrumentos
cirdrgicos previamente tratados com SDS 0,01% e Agua DEPC 0,01%, tornando-os livres
de nucleases, e congeladas inicialmente a -20°C e depois de trés dias, armazenadas a -
80°C, destinadas a PCR em tempo real. Outras foram coletadas e congeladas a -20°C, e
depois de trés dias, armazenadas a -80°C, destinados a ELISA. Segue o organograma

(Figura 2) ilustrando os passos dos experimentos in vivo.

Os animais controles ou calibradores desses experimentos foram 15 animais
BALB/c, machos, de mesma idade, que passaram por todas as situacdes adversas dos

animais infectados, porém ndo foram infectados com o parasito.
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Figura 2.: Organograma dos grupos experimentais in vivo. Identificacdo de 40 animais infectados, a subdivisdo em
grupo tratado ou ndo tratado com laser e a separagdo de amostras para cada experimento Imuno-Hitoquimica (IHQ),
ELISA e PCR em tempo real. Ndo foram representados neste os animais que ndo foram infectados e serviram de
controles calibradores.

49. EXTRACAO DE RNA E REACAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA

A extragdo de RNA do tecido das patas infectadas tratadas, ndo tratadas, e ndo
infectadas foi realizada através do kit de extracdo PureLink® RNA Mini Kit Ambion.

O tecido congelado a -80°C foi processado com homogeneizador automatico
(Dispergerstation Ika Labortechnik) com Tampdao de Lise (tampéo estoque adicionado de
2-mercaptoetanol) por 40 segundos a velocidade média. Centrifugado, o extrato obtido,
transferiu-se o sobrenadante para um microtubo livre de RNAse. Adicionou-se ao
microtubo Alcool 70% e homogeneizou-se no vortex até que ndo houvesse mais nenhum
precipitado. Transferiu-se este volume para o spin cartridge (PureLink®) e apds uma
centrifugacdo descartou-se o sobrenadante. Esse processo foi repetido até que todo
conteldo passasse pelo spin, pois assim garantiamos que todo RNA extraido do tecido
passasse pelo spin. Lavou-se o spin com os dois tampG@es de lavagem que compdem o kit e
depois com agua RNAse free para que o RNA presente no spin eluice para um microtubo
coletor. O RNA extraido foi armazenado a -80°C e foi retirada uma aliquota para leitura no

NanoDrop Spectophotometers.

Apos congelamento e analise da qualidade da extracdo de RNAm pelo NanoDrop
as amostras consideradas de boa qualidade (quantidade de material e pureza) foram

transformadas em cDNA pela reacdo da transcriptase reversa.

A reacdo da transcriptase reversa foi realizada segundo kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit da Applied Biosystems. A reacdo foi feita toda no gelo. O

método baseia-se no preparo do 2X Reverse Transcription Master Mix (10X RT buffer,
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25X dNTP Mix, 10X RT Random Primers, MultiScribe™ Reverse Transcriptase, Agua
Nuclease Free) e para cada 10pL deste MasterMix foram adicionados 10uL de amostra de
RNA. Foi feita uma centrifugacdo com alta rotagdo e de poucos segundos para eliminar
bolhas de ar, e finalmente posicionados no Termociclador (Mastercycler personal,
Eppendorf) o qual foi programado para 0s seguintes ciclos:

Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tempo (min) 10 120 5 o0

Tabela 1.: Programacdo do ciclos para reacdo da transcriptase reversa. Segundo fabricante do kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit da Applied Biosystems. Programagdo em termociclador dos ciclos de aquecimento e
resfriamento para a atividade 6tima da enzima transcriptase reversa, com o objetivo da transformagdo do RNA extraido
do tecido se transformar em cDNA.

Ao final do processo os tubos agora com cDNA foram armazenados

primeiramente a -20°C e apds 24 horas armazenados a -80°C.

4.10. EXPRESSAO DE mRNA DE CITOCINAS POR PCR EM TEMPO REAL

Foram utilizados primers e sondas de metodologia TagMan (LifeTechnologies)
para andlise da expressao génica de todas as citocinas de interesse IFN-vy, IL-4, IL-10, IL-
13, IL-17, TGF-B e TNF-a. O gene enddgeno utilizado para parametro de comparagao foi
B2-microglobulina. No Anexo 2 estdo as sequencias génicas das sondas e primers
utilizados. O aparelho PCR em tempo real para amplificacdo e leitura foi o
LightCycler ® 480 Systems, da Roche e o programa computacional utilizado foi o
LightCycler ® 480 Software, Versdo 1.5.

Foi feita a curva de eficiéncia para testar cada sonda. Utilizando um pool de
cDNA de trés animais infectados, ndo tratados com laser, foi retirada uma aliquota e
realizada a leitura no NanoDrop Spectophotometers para se estabelecer a concentracdo
inicial do inicio da curva. A curva iniciou com 100ng de cDNA e foi feita uma diluicdo
seriada desta amostra, na base 2. Foram adicionados, em todos 0s pog¢os da curva, a mesma
quantidade de sonda e de Master Mix (TagMan Universal PCR Master Mix, Applied

Biosystems). A eficiéncia do primer seria considerado de 100% caso, a medida que a

44


http://lifescience.roche.com/shop/en/br/products/lightcycler14301-480-software-version-15

concentracdo de cDNA fosse reduzida pela metade, a amplificagdo também deveria se
reduzir de maneira exponencial na base 2. Todos os primers foram testados na curva de
eficiéncia, e as curvas foram feitas em duplicatas, e todos tiveram, segundo o programa
computacional do aparelho, valores de R préoximos a 2, ou seja a eficiéncia dos primers foi

préxima de 100%.

Para a reacéo e teste das amostras foi feita uma diluicdo da amostra de modo que a
cada 1pL se obtivesse 100ng de cDNA total. As diluicbes foram feitas para todas as
amostras (obtidas de animais tratados, ndo tratados e controles ndo infectados) e todas elas
foram testadas em duplicatas. Em cada poco da placa foram adicionados 8pL de Agua
Ultra-Pura (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, da Invitrogen), 10uL de
Master Mix (TagMan Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems), 1uL de Sonda
TagMan (LifeTechnologies), e 100ng/uL de cDNA de cada amostra. Toda a reagdo €
preparada no gelo. Apds a pipetagem foi feita uma centrifugacdo réapida para eliminar
bolhas de ar e baixar todos os volumes para o fundo da placa, e por fim programado o
aparelho para a reacdo. Os ciclos foram programados segundo recomendado pela

metodologia TagMan (LifeTechnologies):

Temperatura (°C) Tempo N° de ciclos
50°C 02 min.
Pré-incubacéo 01
95°C 10 min.
95°C 15 seg.
Amplificacdo 40
60 °C 01 min.
Resfriamento 40°C 01 seg. 01

Tabela 2.: Programacéo dos ciclos para a PCR em tempo real. Segundo determinacéo do fabricante LifeTechnologies.

Os valores de CT, ACT e 2T foram calculados. O CT é o ciclo em que ha
amplificacdo génica e foi fornecido pelo programa computacional acoplado ao
LightCycler ® 480 Systems. Os CTs inferiores a 25 e superiores a 29 para 0 gene
enddgeno foi um parametro de exclusdo daquela amostra, que provavelmente estava
danificada. Os CTs para 0s genes testes com valores superiores a 35 foram considerados

negativos. Os ACTs foram calculados e baseia-se na diferenca do CT testes com o CT do
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gene enddgeno. E, por fim o valor de 24"

que é o valor exponencial de amplifica¢do do
ciclo, este valor dos genes testes nos mostra quantas vezes o gene teste foi ou ndo mais
encontrado que o0 gene constitutivo ou enddgeno. Este valor obtido para cada amostra nao

tratada e tratada foi comprado para cada citocina.

4.11. EXTRACAO DE CITOCINAS DO TECIDO

Inicialmente foi preparado 100 mL de PBS (8g de NaCl, 0,2g de KCI e 2,89g de
Na,HPO,.12 H,0, diluidos em 1 litro de &gua MiliQ) acrescido de NaCl 0,4M; Tween 20
0,05%; albumina de soro bovino 5%; fluoreto de fenilmetilsufona (PMSF) 0,1 mM; cloreto
de benzetébnio 0,1mM; EDTA 10 mM; 20 KIU (unidade inibitéria de calicreina) de
aprotinina. Fragmentos do tecido envolvendo leséo e infiltrado inflamatdrio armazenadas a
-80°C foram pesados e macerados em homogeneizador automatico (Dispergerstation Ika
Labortechnik) na presenca de 1 mL deste tampdo preparado para cada 100mg de tecido. O
extrato tecidual resultante foi centrifugado por 10min a 10000 r.p.m. a 4°C. O
sobrenadante foi recolhido para a dosagem de citocinas por ELISA e estocado a -80°C.

4.12. DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA

Para a realizacdo da dosagem de citocinas por ELISA foram adquiridos Kits
comerciais especificos (Kit ELISA BD OptEIA ), para cada citocina de interesse (IFN-y,
IL-4, IL-10, IL-17). Cada kit foi testado através de curvas padrdo, na qual varias
concentracdes de solucdo padrdo para cada citocina especifica testaram a eficiéncia dos
seus anticorpos especificos, segue na Tabela 2 os valores de R? e a significancia estatistica

de cada curva padréo.

Citocina R? Valor P
IFNy 0,9993 < 0.0001
IL-4 0,9993 < 0.0001
IL-10 0,9979 < 0.0001
IL-17 0,9983 < 0.0001

Tabela 3.: Valores da equagdo da reta (R? de padronizacdo dos kits de ELISA. Todos os dados foram
estatisticamente significativos, com p<0,0005.
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Todo o protocolo foi seguido conforme determinado pelo fabricante. As placas de
ELISA de 96 pocos (SantaCruz) foram seladas e incubadas a 4°C over-night com 0s
anticorpos especificos para cada citocina de interesse, diluido em tampdao de fosfato 0,2M
ou carbonato, para um volume total de 100uL/pogo segundo determinagdes do fabricante.
Apos a sensibilizacdo (12 a 14 horas) as placas foram lavadas de 3 a 5 vezes com tampé&o
de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20) e blogueadas em 200uL/poco de solucéo
de PBS com albumina bovina (BSA) ou com soro fetal bovino (SFB) a 1%, por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds um novo ciclo de lavagem, foi feita a diluicdo das amostras e
dos padrdes em solucdo diluente (PBS com BSA ou SFB 0,1%, pH 7,4) num volume total
de 100 pL/poco, e incubado de 1 a 2 horas a temperatura ambiente. Apds um novo ciclo de
lavagem, anticorpos secundarios biotinilados foram incubados a temperatura ambiente por
2 horas num volume de 100uL/poco. Apds esse periodo de incubagdo e novo ciclo de
lavagem, estreptavidina conjugada com peroxidade foi adicionada a placa na proporcao de
1:4000 em solucdo diluente num volume de 100uL/poco e incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos. A placa foi lavada novamente e adicionou-se a solucdo do
substrato da enzima (H,O,) acrescida do cromdgeno (TMB Substrate Reagent Set, BD
Biosciences) acompanhando-se a formacao da cor. A reacdo foi interrompida ap6s 15 a 20

minutos de incubac¢do no escuro com 50 pL/pogo de H,SO4 1M.

A leitura das placas foi feita a 450 nm em leitora de ELISA (Thermo LabSystems
Multiskan RC/MS/EX Leitor de Microplacas). O célculo das concentragdes das amostras
foi feito com base na curva padrdo (de acordo com informacdes da bula do Kit)

estabelecida com os recombinantes de cada citocina.

4.13. QUANTIFICACAO DE MACROFAGOS (M2) POR IMUNOISTOQUIMICA EM
LESOES EXPERIMENTAIS

Laminas de todos os animais foram submetidas a marca¢do com anticorpo para
deteccdo de macréfagos alternativamente ativados (M2) de tecido conectivo (anticorpos
ER-MP23). Para tanto as laminas foram desparafinizadas, hidratadas e submetidas ao
processo de recuperacdo antigénica com Tampao Tris/EDTA em alta temperatura (96° C)
em banho-maria. Apos a recuperacdo procedeu-se com o bloqueio da peroxidase endogena
através da incubacdo do tecido na presenca de perdxido de hidrogénio a 1%. Em seguida os

anticorpos primarios foram incubados por 12 a 18 horas a 4° C. Utilizou-se o sistema de
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amplificacdo de sinal ABC (Santa Cruz, Califérnia, USA) que contém anticorpo
secundario biotinilado, o sistema avidina-biotina-peroxidase e o substrato para a
peroxidase acrescido do cromdgeno (diaminobenzidina). Procedeu-se conforme as
recomendagdes do fabricante. As laminas foram contracoradas em hematoxilina e

montadas para posterior andlise microscopica.

A quantificacdo foi feita pela contagem de células marcadas em 10 campos
aleatorios no corte histologico, e os calculos foram feitos baseados na proporcédo de

densidade de células positivas.

4.14. QUANTIFICACAO DE MACROFAGOS INFECTADOS IN VITRO

Para se determinar a carga parasitaria dos macrofagos nas diversas condigdes as
que foram submetidos, todas as laminulas que estavam durante a cultura celular, no fundo
dos pocos, e que foram fixadas e coradas com corante Panotico, foram coladas em laminas
de microscopia optica (Global) com cola (VER-Mount, EasyPath) e analisadas em
microscopia optica de luz (Primo Star, Zeiss) no aumento de 1000X. Foram contadas 200
células por cada laminula em varios campos e utilizando a metodologia de zigue zague ou
de linha grega. Foram contados os macrdofagos ndo infectados, os macrdéfagos infectados e

0 numero de amastigotas no citoplasma de cada macréfago infectado.

Com estes dados foram calculadas a porcentagem de células infectadas (%Cl) e o

namero de parasitos por célula infectada (P/CI). A %Cl foi determinada segundo o calculo:

%CI = (numero de células infectadas x 200) |,
100

e o P/CI foi determinado segundo o calculo:

P/Cl = Total de parasitos contados
NuUmero de células infectadas

Apenas no grupo experimental em que o tratamento com o laser foi realizado apds
a infeccdo dos macréfagos com a leishmania, os dados de andlise da fagocitose e atividade
microbicida dos macrofagos, foram obtidos apds uma normalizacdo dos valores. Portanto,
apenas estes dados foram analisados com base na metodologia da quantificacdo relativa.
Adotou-se os valores do grupo normalizador como 1 e os demais dados foram analisados

com relacdo ao normalizador.
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4.15. DOSAGEM DE OXIDO NIiTRICO

Os sobrenadantes das culturas de células foram coletados e armazenados em tubos
a -20°C, para posterior determinacdo da quantidade de nitritos. A reacdo baseia-se na
deteccdo e semi-quantificacdo de Nitrito no sobrenadante das culturas de células e é
também denominada Método ou Reacdo de Griess. Em placas de 96 pocos fundo em U,
foram pipetados 50pL de amostra ou de nitrito (para a curva padréo), em duplicatas. Foi
previamente preparado o reagente de Griess (1% de Sulfanilamida, 2% de Acido
ortofosférico (H3PO,4) e 0,1% de Naphthylethylene Diamina (NEED)) e adicionado 50uL
em cada poco da placa, que foi incubada no escuro a temperatura ambiente por 10 minutos.
A curva padrdo foi feita, em duplicata, iniciada com 100uM de nitrito e seguido de
diluigdes seriadas.

A leitura foi feita em espectrofotometro (Thermo LabSystems Multiskan RC / MS
/ EX Leitora de Microplacas) com comprimento de onda de 450nm. O calculo das
concentragdes de Nitrito das amostras foram feitos com base nos valores conhecidos da

curva padréo. Todos os célculos foram feito no Microsoft Office Excel 2007.

4.16. ANALISES ESTATISTICAS

Para a confeccdo dos graficos e andlise estatisticas foi utilizado o programa
computacional GraphPadPrism 5.0. Inicialmente foram utilizados testes de normalidade
em cada grupo/variavel analisado para a escolha dos testes paramétricos ou ndo
paramétricos. Na avaliacdo entre apenas dois grupos o teste empregado foi o teste t de
Student (paramétrico) ou o seu correspondente ndo paramétrico (Mann-Whitney), sendo
estatisticamente significante quando o p menor ou igual a 0,05 (p<0,05) para verificagdo da
ndo aleatoriedade das diferencas entre grupos. Nas analises onde foram incluidos trés ou
mais grupos foi utilizada analise de variancia (ANOVA) seguidos de testes a posteriori,

par a par.
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO DO USO DO LASER IN VIVO

Para caracterizar a acdo do laser nas lesbes ulceradas na leishmaniose
experimental, avaliamos aspectos morfoldgicos associados a cicatrizagdo de feridas. Dessa
forma o tratamento com laser foi acompanhado, diariamente, por analise macroscopica das
lesGes, considerando aspectos tais como: fechamento da ulceragdo, formacdo de crosta e
tamanho da pata. Foi possivel notar que todos os animais tratados com o laser
apresentaram melhora clinica da lesdo. No quinto dia de tratamento as Ulceras estavam
reduzidas ou fechadas, e 0 edema também estava reduzido com relacdo as patas dos
animais que nédo receberam o tratamento. Estudo anterior do nosso grupo comparou a curva
de crescimento in vivo (medida indireta pelo tamanho da pata) e demonstrou que o laser

possui efeito transitorio, porém, significativo, na reducdo da lesdo.

N&o tratado Tratado

BALB/c

Figura 3.: LLLT melhora o aspecto geral da lesdo experimental causada por L. amazonensis. Lesdo ulcerada na pata
de camundongos BALB/c infectados com Leishmania amazonensis (MAB-6). No mesmo dia, a esquerda lesdo ndo
tratada (5 dias, sem tratamento), a direita lesdo tratada com laser apds 5 dias consecutivos de tratamento.

5.2.  AVALIACAO DA PRODUCAO E EXPRESSAQ DE CITOCINAS IN VIVO

Objetivando responder se o laser exerce influéncia sobre a expresséo de citocinas
envolvidas nas diferentes fases da cicatrizacdo, nos avaliamos a expressdo do mRNA

especifico de algumas citocinas bem como quantificamos seus niveis por ELISA.
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5.2.1. Dosagem de citocinas por ELISA

A dosagem das citocinas IFNy, IL-4, IL-10 e IL-17 extraidas do tecido do local da
infeccdo (infiltrado inflamatdrio) por ELISA (Figura 4) ndo mostrou nenhum diferenca
estatistica quando o tecido é de lesdo tratada com laser comparado com o tecido de leséo

nao tratada.
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Figura 4.: O tratamento com laser néo altera a producéo de citocinas. Graficos demonstrando a dosagem de citocinas
por ELISA, extraidas do infiltrado inflamatério de animais BALB/c infectados com Leishmania (leishmania)
amazonensis (MAB-6). Em A, dosagem de IFNy; Em B, dosagem de IL-4; Em C, dosagem de IL-10; Em D, dosagem de
IL-17. Dados obtidos pela extracdo de citocinas do infiltrado inflamatdrio de cinco animais infectados e tratados e cinco
animais infectados e ndo tratados. Foram feitas trés ensaios de cada citocinas e todas as amostras foram dosadas em

duplicatas.

5.2.2. PCR em tempo real

Apos a analise dos dados foi possivel observar que ndo houve diferenca entre
grupo tratado e ndo tratado em relacdo a expressdo de mRNA para a sintese de IFN-y, IL-4
e TNF-a, estes dados corroboram com nossos dados da dosagem por ELISA de IFN-y e

IL-4. Para a IL-17 é possivel observar uma diferenca no grafico, porem ndo foi passivel de
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analise estatistica, pois, apenas nos ensaios para animais tratados observamos amplificacdo

anterior ao CT limite da técnica.

No entanto, para as citocinas 1L-10, IL-13 e TGF-B houve um aumento nos
animais tratados. Tais citocinas sdo conhecidamente relacionadas com propriedades anti-
inflamatorias e regenerativas. Para TGF-[3 lesGes previamente tratadas apresentaram média
de expressdo aproximadamente 3,2 vezes maior que lesdes que ndo foram tratadas. IL-13 e
IL-10 apresentaram média de expressdo aproximadamente 3,3 vezes maior que as lesbes

que nao receberam tratamento.
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Figura 5.: LLLT aumenta a expressdo de citocinas regulatdrias e antinflamatorias em lesdes de camundongos

infectados com L. amazonensis.

Dados obtidos pela relagdo das expressdes dos genes teste com o gene endogeno (p2-

microglobulina). Foram testados pela PCR em tempo real seis amostras de RNA (cDNA) extraidos das ledes de animais
ndo tratados e sete amostras extraidos de lesbes de animais tratados, sendo que nestas estavam presentes amostras
referentes a quatro experimentos distintos. Todas as amostras foram testadas em duplicatas. *p<0,05; **p<0,005.
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5.3. EFEITO DO LASER DE 660NM SOBRE OS MACROFAGOS

Como os macrofagos séo células abundantes no infiltrado inflamatorio da leséo e
podem apresentar perfis funcionais distintos, seria importante avaliar se o perfil de
macrofago estaria sob influéncia do laser. Para tanto, foi realizada a quantificagdo de M2 in
vivo e andlises in vitro com macrofagos da linhagem RAW264-7 submetidos ou ndo ao

laser em questao.

5.3.1. Quantificacdo de macréfagos (M2) na lesdo

Assim, a partir da marcacdo imuno-histoquimica foi realizada a quantificacdo de
células marcadas pelo anticorpo MP23 em cortes histologicos das patas com lesGes
ulceradas dos animais tratados e ndo tratados. Os dados demonstraram uma tendéncia a
reducdo dos macrofagos M2 nos animais tratados quando comparados com o0 grupo que
ndo recebeu a terapia. As fotomicrografias da marcacdo de macrofagos M2 pelo anticorpo
MP23 sugerem a reducdo (Figura 6), contudo, a quantificacdo ndo confirmou a diferenca
entre os dois grupos (Figura 7). Entretanto, ressaltamos a alta varia¢do entre individuos no
grupo ndo tratado e a maior homogeneidade entre individuos tratados (barra de erro do

Figura 7).

A A 3 s

Figura 6: Fotomicrografia de Imuno-histoquimica com marcacéo de M2. Aumento de 40x. Em A corte histol6gico de
lesBes de animais ndo tratados e sacrificados ao fim de 5 dias, em B, corte histolégico de lesfes de animais tratados e
sacrificados apds o ultimo dia de tratamento. Nas setas, células marcadas com MP23, células M2.
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Figura 7.: Semi-quantificacdo de macréfagos M2 em Imunoistoquimica. Células marcadas com anticopo MP23 nas
lesbes de 5 animais tratados e sacrificados ap6s o ultimo dia de tratamento com laser, e 5 animais ndo tratados e
sacrificados ao fim de 5 dias. Mediana+- interquartis.

5.3.2. Analise do efeito da LLLT in vitro na fagocitose e na atividade microbicida dos

diferentes perfis de macréfagos

Para 0s experimentos in vitro as células RAW264-7 (linhagem de macrofagos
murinos) foram previamente diferenciadas, para os perfis M1 ou M2, ou ainda, mantidos
indiferenciados (MO). Para validar a diferenciacdo foi feita a dosagem de NO e IL-4 no
sobrenadante das culturas. Na Figura 8 ¢é possivel observar que, como esperado, as células
M1 foram capazes de produzir altos niveis de NO em detrimento das demais populacdes.
Além disso, foi observado o aumento desta producdo de NO por M1 apés 48 horas quando

comparado com o periodo de 24 horas.
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Figura 8.: Producdo de NO por macro6fagos diferenciados em M1 e M2 e indiferenciados. No primeiro grupo, a
média aritmética da dosagem de NO apds 24 horas de diferenciacéo, e no segundo grupo, a média aritmética dosagem de
NO, 48 horas apds a diferenciagdo. Dados resultantes de trés experimentos diferentes, com todas as dosagens realizadas
em duplicatas. *p<0,05.
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A IL-4 foi detectada somente nas populaces de macréfagos diferenciados para
M2. A producdo de IL-4 ndo se alterou apos a estimulacdo com leishmania (M2 sem
estimulo com dosagem média de 2,79 pg/mL e M2 com estimulo com dosagem média de
2,85). N&o houve producdo de IL-4 pelas células indiferenciadas tampouco pelas células
M1 (Figura 9). A estimulagdo com L. amazonensis ndo induziu a produgdo desta citocinas

nestas células.

i)
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Dosagem de IL-4 (pg/mL)
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Figura 9.: Dosagem de IL-4 em sobrenadantes de cultura de diferentes perfis macréfago. No primeiro grupo,
dosagem em sobrenadante de macréfagos diferenciados para o perfil M1 e M2 respectivamente sem estimulo, e no
segundo dosagem em sobrenadante de cultura de macréfagos ndo diferenciados (MO) e diferenciados para M1 e M2
estimulados pela infeccdo com leishmania. Todas as dosagens foram feitas 24 horas apds a diferenciacdo. Dados
resultantes de dois experimentos diferentes e dosados em duplicatas. As dosagens de macréfagos MO e M1, estimulados
ou ndo foram indetectaveis, por isso no grafico estd representada apenas as dosagens de macréfagos M2. p<0,0005
guando macréfagos diferenciados para M2 foram comparados com os grupos que ndo aparecem no grafico, pois tiveram
leitura igual a zero.

5.3.3. Fagocitose e atividade leishmanicida de macro6fagos ndo diferenciados (MO)

tratados com Laser

Para avaliar a possivel acdo do laser sobre macrofagos MO, ndo diferenciados,
dosou-se 0 NO do sobrenadante das culturas de células que receberam ou ndo o tratamento,
e ainda, na presenca ou auséncia de Leishmania (leishmania) amazonensis (MAB-6), que
também poderiam estar previamente tratadas ou ndo. Nas culturas de macréfagos (tratados
ou ndo) infectados (leishmania tratada ou ndo), foi avaliada a porcentagem de células
infectadas bem como o nimero de amastigotas dentro de cada célula apds 4 e 24 horas de
infeccdo. Vale ressaltar que as 4 horas de infeccdo o sobrenadante de cultura foi lavado
retirando 0s parasitos que ainda estavam no sobrenadante e ndo no interior das células.
Portanto, se busca avaliar com os dados de 24 horas apds a infec¢do, a atividade

leishmanicida do macré6fago e ndo mais a atividade fagocitica, pois esta sera analisada as 4
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horas de infec¢do, quando ainda haviam parasitos no sobrenadante, livres para serem

fagocitados ou invadirem as células.

Foi observado que o laser ndo alterou o nimero de células infectadas 4 ou 24
horas ap06s a infecgdo (Figura 10A).
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Figura 10.: Influéncia da LLLT em culturas de macrd6fagos ndo diferenciados MO, e infectados ou ndo com
Leishmania. Em A, B, proporc¢do do nimero de parasitos por célula infectada, as 4 e 24 horas. Os dados de A e B séo
resultantes de dois experimentos distintos. Em C, dosagem de NO dos sobrenadantes de cultura de macréfagos ndo
diferenciados, avaliando a influéncia do tratamento com laser, sobre as células infectadas ou néo, e sobre o parasito, as 4
e 24 horas ap6s a infecgdo. Os dados de C foram resultantes de dois experimentos distintos com dosagens em duplicatas.
A dosagem de NO do sobrenadante de cultura de macréfagos MO ndo tratados e infectados com Leishmania tratada no
tempo de 24 horas foi indetectavel. *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005.

Nas primeiras 4 horas de infeccdo, foi possivel observar que a producdo de NO
estava aumentada no sobrenadante de cultura apenas de células tratadas com o laser
previamente e infectadas, independentemente do parasito também ter sido ou ndo
previamente tratado (Figura 10C). Com 24 horas ap0s a infec¢cdo este efeito se manteve
mesmo com a descontinuidade do tratamento, pois o ultimo tratamento das células ocorreu
antes da infeccdo, e mesmo na auséncia ainda do estimulo (leishmania) no sobrenadante

para a fagocitose. Mostrando que 24 horas apds a infeccdo e ultima sessdo de tratamento, o
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efeito da LLLT na producgdo de NO por macréfagos MO, se mantém. E que o tratamento

da leishmania ndo influencia a producéo de NO pelo macréfago.

Além disso, estes dados demonstram que o efeito do tratamento com o laser em
MO sdo dependentes de estimulo, pois na auséncia da leishmania ndo foram constatadas
diferencas na producdo constitutiva de NO nas células tratadas em nenhum dos dois
periodos avaliados (Figura 10C). E, MO ndo tratado e infectado mostraram uma producao
de NO menor até mesmo que macréfagos ndo infectados, principalmente as 24 horas de
infeccdo. Este efeito da leishmania foi ainda maior quando também foram tratadas com
laser, pois reduziram ainda mais a producdo de NO pelos macréfagos, chegando a
indetectavel as 24 horas ap6s a infeccdo. Porém, este mecanismo da leishmania, mesmo
que ampliado apds o tratamento com laser, ndo foi observado quando os macréfagos
também foram previamente tratados, pois estes foram capazes de produzir niveis normais

de NO independente dos parasitos terem sido tratados ou ndo.

MO tratados, apdés 24 horas de infeccdo e da interrupcdo do tratamento foram
permissivos a proliferacdo de amastigotas, pois as 24 horas € possivel observar um
aumento do numero de amastigotas por célula infectada (Figura 10B), e sabendo que o
sobrenadante deste co-cultivo de células com leishmania foi lavado as 4 horas de infeccao
retirando-se 0s parasitos que ainda ndo haviam invadido as células. Entretanto, as 24 horas
apos a infeccdo estas células previamente tratadas, estavam mais estimulados a maior
producdo de NO (Figura 10C). Contudo, vale ressaltar que nos tempos de 4 e 24 horas, 0s
niveis de NO obtidos nesta condi¢do ainda sdo muito baixos quando comparados aqueles

dosados no sobrenadante das células diferenciadas M1 (Figura 8).

Em resumo, a LLLT ndo influencia a fagocitose tampouco influencia na
eliminacdo de leishmania no interior do macréfago MO. Porém a LLLT é capaz de
aumentar a inducdo de NO em macrofagos MO. E quando a leishmania € tratada e invade o
macrofago estas células reduzem sua capacidade de produzir NO. Mas, macréfagos
tratados e co-cultivados com leishmania também tratadas ndo modifica a producéo de NO.
O laser, portanto pode aumentar a capacidade microbicida dos macréfagos com base na

producdo de NO.
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5.3.4. Efeito do laser na fagocitose e atividade leishmanicida na populacdo de macréfagos

diferenciados para M1

O tratamento dos macr6fagos M1 com laser aumentou a porcentagem de
macrdfagos infectados tanto em 4 quanto as 24 horas ap0s a infeccéo (Figura 11A). Em 24
horas apds a infeccdo a porcentagem de macréfagos infectados reduziu em todos 0s grupos
de forma semelhante. No entanto, observou-se que macrdfagos que foram previamente
tratados permaneceram com maior porcentagem de células infectadas em comparacdo com
os controles. Porém, ndo houveram diferencas no nimero de parasitos por célula infectada

(Figura 11C), tampouco na producéo de NO.

Foi observado também que macro6fagos tratados, quando infectados, por 4 horas,
com leishmania também tratada previamente com laser, produzem mais NO do que células
M1 ndo tratadas e infectadas com leishmania tratada. Com 24 horas ap0s a infeccdo este
dado ndo foi observado (Figura 11C).

Em resumo, a LLLT melhora a capacidade fagocitica dos macréfagos M1, mas
ndo tem influéncia nos mecanismos microbicidas destas células. No entanto, quando tanto
macrofagos quanto parasitos sdo previamente tratados com laser ha uma maior producéao
de NO.
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Figura 11: Influéncia da LLLT em culturas de macréfagos M1, e infectados ou ndo com Leishmania. Em A,
influéncia do laser na funcéo de fagocitose de macréfagos M1, as 4 e 24 horas, ap6s a infecgdo com Leishmania tratada
ou ndo. Em B, proporcdo do nimero de parasitos por célula infectada, as 4 e 24 horas. Os dados de A e B séo resultantes
de dois experimentos distintos. Em C, dosagem de NO dos sobrenadantes de cultura de macréfagos M1, avaliando a
influéncia do tratamento com laser, sobre as células infectadas ou ndo, e sobre o parasito, as 4 e 24 horas ap6s a infecgo.
Os dados de C foram resultantes de dois experimentos distintos com dosagens em duplicatas. *p<0,05; **p<0,005; n/s
n&o significativo.

5.3.5. Fagocitose e atividade leishmanicida de Macrofagos Alternativamente Ativados

(M2) tratados com Laser

Houve aumento significativo da porcentagem de macrdfagos M2 infectados
quando estes macrofagos foram previamente tratados com laser apos 4 horas de infeccdo. E
24 horas ap0s a infeccdo essa porcentagem de células previamente tratadas e infectadas
diminuiu. A porcentagem de M2 infectados reduz quando a infeccdo se da por leishmanias

tratadas com o laser (Figura 12A).

Quanto a producdo de NO, observou-se que as células previamente tratadas com

laser produziram mais NO quando infectadas com leishmania tratada ou ndo tratadas em 4
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horas de infeccdo. No entanto, com 24 horas apos a infeccdo os M2 tratados mostraram
claramente (Figura 12A) a atividade leishmanicida destes macr6fagos pela reducdo da
porcentagem de macréfagos infectados, somada a diminuicdo também do numero de
amastigotas no interior de macréfagos infectados (Figura 12B) e a maior producdo de NO
por estes macréfagos as 4 horas de infeccdo. Neste tempo entdo estes fagdcitos produzem
mais NO e comecam a eliminar os parasitos intracelulares, e como consequéncia da

imunidade celular, também morrem, por isso diminui o nimero de células infectadas.

Em macrofagos M2 o efeito do laser sobre a producdo de NO, € transitorio, pois
as 24 horas todos o0s grupos passam a produzir doses semelhantes de NO independente de

terem sido tratados ou n3o.
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Figura 12.: Influéncia da LLLT em culturas de macrdéfagos M2, e infectados ou ndo com Leishmania. Em A,
influéncia do laser na funcédo de fagocitose de macrdfagos M2, as 4 e 24 horas, ap6s a infecgdo com Leishmania tratada
ou ndo. Em B, proporcdo do nimero de parasitos por célula infectada, as 4 e 24 horas. Os dados de A e B séo resultantes
de um experimento representativo. Em C, dosagem de NO dos sobrenadantes de cultura de macréfagos M2, avaliando a
influéncia do tratamento com laser, sobre as células infectadas ou néo, e sobre o parasito, as 4 e 24 horas ap6s a infecgéo.
Os dados de C foram resultantes de dois experimentos distintos com dosagens em duplicatas. *p<0,05; **p<0,005;
***p<0,0005.
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Apé6s as 24 horas de infeccdo, o numero de células infectadas diminui
significativamente com relacéo as 4 horas de infec¢do, mas isso ocorre principalmente com
as celulas que foram tratadas. E ha diferenca significativa da diminuicdo da quantidade de
células até mesmo entre 0s grupos no tempo de 24 horas p6s-infeccdo. Ou seja, macréfagos
tratados com laser antes da infec¢do, quando séo infectados sdo capazes de fagocitar mais e
melhor, pois sdo capazes de eliminar o parasito intracelular, pois aumentam sua producéao
de NO, apds 24 horas de infeccdo é possivel observar a diminuicdo do numero de
amastigotas por células e também do nimero de células infectadas. O valor de NO, em
culturas de macrofagos ndo tratados, mantém os mesmos niveis com 24 horas de infeccao,

porém macrofagos tratados diminuem os niveis de NO no sobrenadante de cultura.

5.3.6. Efeito do tratamento com laser apds a infeccdo de macréfagos M1 com Leishmania

amazonensis
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Figura 13.: LLLT sobre macrdfagos M1 infectados com Leishmania inibe a produgdo de NO. Os dados foram
obtidos 12 horas apds o ultimo (de trés) tratamento, e sdo resultantes de dois experimentos distintos, com dosagem em
duplicatas. *p<0,05.

Foi vista reducdo da producdo de NO por macréfagos M1 tratados, apos 24 horas
de infeccdo (12 horas da ultima sessdo de tratamento) (Figura 13).

5.3.7. Efeito do tratamento com laser apés a infeccdo de macréfagos M2 com Leishmania

amazonensis
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A LLLT foi capaz de aumentar a produ¢do de NO por macréfagos M2 infectados
com L. amazonensis, apds 24 horas de infeccdo, sendo que a ultima sesséo de tratamento

ocorreu 12 horas antes da dosagem.

Dosagem de NO (mol/L)

Nao Tratado Tratado

Figura 14: LLLT sobre macréfagos M2 infectados com Leishmania estimula a producdo de NO. Todos os dados
foram obtidos 12 horas apés o ultimo (de trés) tratamento. Todos os dados sdo resultantes de dois experimentos distintos,
com dosagens em duplicatas. *p<0,05.
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6. DISCUSSAO

O aumento do uso de fototerapias, principalmente na dermatologia, fisioterapia e
odontologia, despertou o interesse sobre 0os mecanismos bioldgicos induzidos pelos LLL
incluindo a possivel acdo microbicida destes (Baptista & Wainwright 2011; Farkhutdinov
& Farkhutdinov, 2007). Assim, o presente trabalho testou a hipétese de que a terapia com
laser de baixa potencia (LLLT) interfere positivamente na cicatrizacdo de lesdes ulceradas
na leishmaniose experimental. Com a parcial comprovacdo desta hipotese, buscou-se
averiguar o mecanismo pelo qual o laser influenciaria para levar a cicatrizacdo destas

lesGes causadas pela infeccdo com a leishmania.

Dados anteriores obtidos pelo nosso grupo mostraram que o laser foi capaz de
reduzir o edema no local da leséo, e acelerou o processo de cicatrizacdo da lesdo causada
pela leishmania. Na analise histopatoldgica, lesbes tratadas com o laser mostraram o
infiltrado inflamatorio reduzido, com deposicdo de fibras de coldgeno dispostas de forma
organizada em regides com restauracdo epitelial. Estes dados demonstram que, ndo apenas
macroscopicamente, mas, histologicamente, o laser melhora o aspecto da leséo, podendo
contribuir para a aceleracdo da cicatrizagdo. Dados como reducdo do edema e infiltrado
inflamatdrio, aceleracdo do processo de cicatrizagdo, bem como deposicdo eficiente de
coldgeno na matriz extracelular do infiltrado inflamatério ja foram semelhantemente
descritas anteriormente empregando a laserterapia em lesdes cutaneas de outras etiologias,
com 0 mesmo comprimento de onda e dose, ou em doses menores de laser. Contudo, estes
trabalhos utilizaram fotosensibilizadores no momento ou anteriormente a aplicacdo do
laser (Silveira et al. 2011; Gongalves et al. 2013; Novaes et al. 2014). Neste trabalho, ndo
podemos afirmar que o laser de 660nm leva a cicatrizacdo das lesGes na leishmaniose
cutanea experimental, pois, para tanto seria necessario o0 acompanhamento destas lesdes
tratadas até a completa re-epitelizacdo. Mas, a melhora das lesdes associada aos dados
prévios da histopatologia demonstram que o laser é benéfico e que, provavelmente as
lesbes tratadas fechariam mais rapidamente devido a uma aceleracdo do processo de
cicatrizacdo. Como todo o processo de cicatrizacdo estéd associado a producdo diferencial
de citocinas buscamos na analise proteica e génica das mesmas, um respaldo molecular

para 0s eventos biolégicos apresentados.

A expressdo diferencial de citocinas € essencial no processo de cicatrizacdo,

caracteriza as diferentes fases deste processo. A dosagem, por ELISA, de citocinas
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extraidas do tecido da lesdo, as quais estdo envolvidas em cada perfil de linfocitos que
poderiam estar presentes na fase inflamatoria da cicatrizacdo, ndo mostrou nenhuma
diferenca entre animais tratados e néo tratados. Este resultado entretanto, deve ser validado
por outra técnica como o western blot, por exemplo, pois, a padronizacdo de extracdo de
citocinas teciduais € muito complexa e apresenta muitas variagdes nos protocolos (Kaur et
al., 2015; Yang et al., 2013; Freitas et al., 2014). Contudo, a analise de transcritos por
PCR em tempo real mostrou diferencas devido ao tratamento. A maior quantidade de
transcritos para citocinas de perfil anti-inflamat6rio ou supressor e, regenerativas nos
animais tratados mostraram que diante de um complexo inflamat6rio causado pelo
parasito, a laserterapia induziu a producédo de citocinas que levavam a regeneracdo. Esses
dados foram semelhantes aos ja encontrados por outros autores (Oton-Leite et al., 2015).
Dessa forma, infere-se que lesbes de animais que receberam o tratamento com laser

estavam mais sujeitos a cura e cicatrizagao.

Bourreau e colaboradores (2003) demonstraram em lesdes cutaneas de LTA a
citocina antinflamatoria (ou, de perfil Th2) mais secretada € a IL-13. Isso pode justificar, o
motivo de ndo termos encontrado maior expressdo génica de IL-4 e sim de IL-13 no
infiltrado inflamatorio da lesdo. A IL-13, igualmente a IL-4, modula o macrofago para o
perfil M2a, pois ambas possuem o0 mesmo receptor, e ativam STAT6 do mesmo modo.
Portanto, podemos inferir que no sitio de infeccdo a maior expressdo génica de IL-13 em
lesGes tratadas com laser poderia levar a modulacdo de macréfagos para o perfil M2. Além
disso, ndo foi observada diferencas na expressao génica de IFNy, que ocasionalmente

poderia estar modulando os macrofagos pra o perfil M1.

Além de IL-13, pela PCR em tempo real, foram observados também o aumento de
IL-10 e TGF-B em lesdes tratadas. A IL-10 € responsavel pela regulacdo da resposta
imune, pois é uma citocina inibidora potente da resposta modulada por linfocitos Thi,
além de contribuir para a diferenciacdo de macrofagos para o perfil M2c. Portanto, a IL-10
é fundamental para evitar uma resposta Thl exacerbada, diminuir o dano e iniciar a
reparacao tecidual (Martinez & Gordon, 2014; O'Garra et al., 2004). Em estudos
anteriores, também héa relatos de que a IL-10 regula a producdo de citocinas pro-
inflamatérias (Oliveira et al., 2014), o que corrobora nossos dados, pois, vimos um
aumento na expressdo de 1L-10 e TGF-B, mas ndo temos aumento na produgdo de IFNy
nem IL-17.
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O TGF-B ¢ o principal mediador das células Treg , sendo um potente supressor da
atividade de células imunes ativadas. Contudo, em lesdes teciduais, esta citocina também
pode apresentar-se como inflamatdria e esta presente em todas as fases da cicatrizacdo de
feridas. A secrecdo de TGF-B por queratindcitos, plaquetas e macrofagos é estimulada no
inicio da lesdo e, neste momento exercera um papel inflamatorio quimiotatico. Além disso,
a expressao desta molécula esta associada a contracdo da ferida e ao equilibrio entre M1 e
M2, dependendo da fase do processo de cicatrizacdo. Em um modelo de diabetes induzida,
ocorre deficiéncia na cicatrizacdo de lesdes, neste caso foi observada a auséncia de TGF-p,
que acarretou na reducdo do namero de M2 (Okizaki et al., 2015). O TGF-B é uma
importante citocina para a cicatrizacdo, pois leva a formacéo do tecido de granulacdo e a
remodelacdo tecidual.

Sabe-se que a LLLT no tratamento de lesdes de pele tem efeitos sobre a producéo
e maturacdo de colageno, sobre a proliferacdo de células mesenquimais, sobre a melhora
dos sinais da inflamacéo, incluindo dor e edema (Lins et al. 2010; Peplow et al. 2010; Avci
et al. 2013; Beckmann et al. 2014). Entretanto, permanecem ainda desconhecidos o0s
mecanismos completos destes efeitos biologicos. Sabe-se que o laser de baixa poténcia
leva a estimulacdo de fotorreceptores mitocondriais (Lins et al. 2010; Avci et al. 2013)
levando ao aumento dos seus produtos, como ATP, NADH, proteinas e microRNA
(Passarella, 1984; Karu, 1999). Alguns autores acreditam que a luz monocromatica
vermelha, principalmente, induz a regulacdo positiva da respiracdo celular tornando as
células mais ativas (Greco, 1989). Porém, permanece a duvida se em todos os tipos

celulares o laser influencia da mesma maneira.

Os macrofagos séo as principais células do sistema fagocitico humano e sdo as
células que a leishmania infecta. Por estes motivos, estas células sdo responsaveis também
pela eliminacdo do parasito e controle da infeccdo (Alexander & Russell, 1992; Liew et al.,
1990; Green et al., 1991). Em nosso estudo, foram quantificadas as células marcadas com
0 anticorpo MP23 que se liga ao receptor CD301 (mMMGL- lectina especifica para
galactose/Nacetilgalactosamina). Este receptor é considerado um dos possiveis marcadores
de macréfagos M2, pois, sua expressdo foi associada a estimulacéo por IL-4 e IL-13 (Raes
et al., 2005). Nossos resultados apresentaram um grande desvio padréo nas quantificacdes,
por isso ndo foi possivel na andlise estatistica constatar uma diferenca significativa entre os
grupos. Apresar disso, estes resultados sugerem a reducdo de células marcadas com MP23

no infiltrado inflamatdrio das les6es tratadas com o laser. Contudo, € valido salientar que
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um estudo de 2006, utilizando animais nocaute para receptor de IL-4 e IL-13
demonstraram que o CD301 pode ser estimulado em macr6fagos mesmo na auséncia do
estimulo destas citocinas, apenas na presenca de fatores de crescimento oriundo do
ambiente dermal (Dupasquier et al., 2006). Assim, novas marcaces S80 necessarias para
outros marcadores de macréfagos M2 para validar 0s nossos resultados. Além disso, nao
realizamos marcacgdes para moléculas especificas para M1. Apesar destas ressalvas quanto
ao M2 no infiltrado das lesdes tratadas nosso estudo anterior mostrou que deposicdo de
colageno nas patas tratadas em comparacdo com aquelas que ndo receberam o tratamento

foi mais organizada e ocorreu nas regides esperadas.

Para avaliagdo da LLLT sobre comportamento funcional de cada perfil de
macrd6fagos, in vitro, utilizamos macr6fagos murinos da linhagem RAW264,7.
Inicialmente, padronizamos a diferenciacdo destas células em M1 e M2. Como esperado,
macrofagos diferenciados com LPS e IFNy apresentaram alto niveis de NO em detrimento
dos macréfagos M2 e daqueles nédo diferenciados, os MO. Por outro lado, a secrecéo de IL-
4 s0 foi observada em M2. Estes dados apenas serviram de confirmagdo da diferenciacao.

Os macrdéfagos recrutados por quimiocinas e recéem-chegados no sitio de infec¢éo,
ou no local da lesdo, também chamados de mondcitos/macrofagos sdo considerados, ainda,
indiferenciados (MO0). Nossos dados mostraram que, pelo menos in vitro, estes MO nao
apresentaram alteracdo quanto a capacidade fagocitica pela incidéncia do laser. No entanto,
os niveis de NO, nestes macrofagos, foram maiores que naqueles que ndo foram tratados
previamente a exposicdo ao parasita. Portanto, o laser parece estar influenciando
positivamente na via do o0xido nitrico quando estimulado com a presenca da leishmania,
pois, sem o estimulo do parasito a producdo de NO ndo foi alterada pelo laser. Este fato
sugere que o laser tem uma acdo de amplificacdo da via do NO, iniciada pelo

reconhecimento dos PAMPs, neste caso de leishmania por macréfagos MO.

Em macrofagos M1 e M2 o indice de fagocitose por macrofagos previamente
tratados com laser aumenta com relagcdo aos ndo tratados. A morte parasitaria intracelular
também aumenta tanto em M1 quanto em M2 tratados. Para macr6fagos M2 esta morte
pode ser justificada pelo aumento concomitante da producdo de NO por estas células
previamente tratadas. Entretanto, ndo foi observado este aumento em macréfagos M1,
provavelmente, pois estes macr6fagos ja produzem niveis altos de NO, talvez o limiar
biologico, por isso a morte intracelular destes parasitos pode ser atribuida a outros fatores
em macréfagos M1 e ndo apenas a NO. Entretanto, podemos observar que ha uma
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diferenca na producdo de NO por macrofagos M1 normais daqueles que foram tratados
previamente com laser e ambos infectados com leishmania também tratadas. Estes
macrofagos tratados sdo capazes de produzir mais NO que aqueles ndo tratados, por razdes

que discutiremos mais a frente.

Contudo, podemos inferir que independentemente se 0os macréfagos foram ou nao
diferenciados, e se foram tanto para M1 quanto para M2 todos eles, quando tratados com o
laser, sdo estimulados a producdo de NO. Estes resultados corroboram os dados da
literatura de que o laser induz a producdo de ROS por macréfagos (Karu et al., 2005;
Ahn et al., 2014). Entretanto, quando macréfagos M1 e M2 foram tratados apds a
infecgdo, 12 horas depois da ultima sessdo de tratamento, M1 apresentou reducdo e M2
aumento na producdo de NO quando comparados com o0s respectivos controles nao
tratados. Ressalta-se que os niveis de NO dos macrofagos M1 em todas as condicGes
experimentais sempre foi muito mais elevado do que aqueles registrados no sobrenadante
de M2. Dessa forma, apesar do efeito estimulador do laser, macréfagos M2 ainda possuem
uma atividade dependente de NO aquém daquela observada e esperada para M1.

A influencia da LLLT sobre M1 e M2 infectados com leishmania na producéo de
NO foi oposta nos diferentes perfis de macrofagos. M2 apresentou-se estimulado a
producdo de NO quando tratado apds a infeccdo com leishmania. Neste caso podemos
inferir que o laser teve influencia na modulagédo deste macrofago nestas primeiras fases da
infeccdo. Enquanto que M1 apresentou reducéo na producdo de NO quando tratado apés a
infeccdo, provavelmente neste caso a influencia da leishmania é maior que a influencia do

laser sobre o perfil do macrofago.

A leishmania desenvolveu ao longo de varios anos de relacdo parasitaria com 0s
seus hospedeiros intermediarios, mecanismos adaptativos que visam sua sobrevivéncia no
interior dos macrofagos. Um destes mecanismos adaptativos que a leishmania é capaz e a
inibicdo da producdo de NO, interferindo na producdo de IL-12 e de vias apoptéticas do
macrofago. Assim, as formas amastigotas conseguem sobreviver e se reproduzir no interior
do macrofago (Balestieri et al., 2002; Almeida et al., 2012; Calegari-Silva et al., 2009;
Olivier et al. 2005). Em nosso estudo, foi possivel observar este mecanismo sobretudo em
macrofagos MO e M2 ndo tratados. Estes ao serem infectados com leishmania
apresentaram decréscimo na producdo de NO. O mesmo ndo ocorre em M1, uma célula

cuja producdo de NO é bem mais relevante.
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De acordo com Almeida et al (2012), a capacidade da leishmania de inibir a
producdo de NO pelo macrofago pode ser espécie-especifico. Ainda, estes autores
observaram que L. amazonensis ndo teria essa capacidade inibitoria. Entretanto, quando o
isolado MAB-6 de L. amazonensis foi previamente tratada com o laser, e posteriormente
colocado em cultura com os macréfagos, independente do perfil de macréfago, a producédo

de NO foi menor do que a dos macrofagos infectados com parasitos ndo tratados.

Dados anteriores do nosso grupo mostraram que o tratamento direto da leishmania
com o laser tem efeito estatico no crescimento das mesmas. E quando analisou-se a
atividade mitocondrial destes parasitos tratados viu-se uma maior atividade mitocondrial.
Assim podemos inferir com base nos nossos dados anteriores e com base nos dados de
producdo de NO deste trabalho (Figuras 10C, 11C e 12C) que o laser amplifica esta
capacidade inibidora do parasito ao macréfago de produzir NO, por um mecanismo ainda
desconhecido. Provavelmente este mecanismo também poderd justificar a menor
capacidade dos macrofagos M2 em fagocitar estes parasitos tratados. Ademais a influéncia
que o laser tem sobre a mitocondria da leishmania, como foi visto por nosso grupo
anteriormente, pode justificar a reducdo da producdo de NO por macréfagos infectados
com leishmanias tratadas, ja que o tratamento pode desenvolver este mecanismo adaptativo

do parasito.

No entanto, qualquer que seja 0 mecanismo que o laser induziu na leishmania, ele
ndo foi observado quando os macréfagos foram previamente tratados. Os macrofagos
tratados mantiveram sua capacidade fagocitica e a atividade leishmanicida mesmo na
presenca das leishmanias tratadas. Ou seja, o tratamento do macréfago com o laser antes da
infeccdo amplifica funcdes tidas como caracteristicas de M1. Contudo, vale ressaltar que o
efeito do laser parece ser de pouca duracao, transitdrio, pois, com 24 horas os niveis de NO

tendem a ser mais baixos do que em 4 horas.

Neste modelo in vitro macréfagos M1 tratados foram mais capazes de fagocitar.

Na producdo de NO ndo houve diferenca entre tratados e ndo tratados. O laser parece nao
afetar, pois, macréfagos M1 ja produzem grandes quantidades de NO, provavelmente o
limite da producdo bioldgica, ndo sendo possivel a amplificacdo. Ja nos macr6fagos M2
como a producdo ja é baixa, o laser pode amplificar a producdo de NO. E importante
salientar que este aumento da producdo de NO pelo M2 sdo niveis muito baixos. O que se
pode inferir sobre esta estimulacdo de producdo de NO por um macréfago M2 é muito
limitado. Obviamente, se faz necessaria uma andlise muito mais profunda quanto a estes
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mecanismos, e 0 que este aumento poderia ser efetivo no sitio de infeccdo. Vale ressaltar
também, que macréfagos M2 ap0s a interrupgdo do tratamento voltam ao seu perfil natural
e reduzem sua producao de NO (24 horas apos a infecgdo).

Com relacdo as analises da influencia da LLLT sobre macrofagos ja infectados
com Leishmania, podemos inferir entdo que naqueles macr6fagos M1 a influencia da
leishmania com seu mecanismo de escape pode ter sido mais relevante, ja que M1 é um
produtor expressivo de NO. Enquanto que M2 que teoricamente, ndo produziria NO, nédo
sofreu imediatamente apdés a infeccdo, com a acdo deste mecanismo adaptativo da
leishmania, e assim a acdo do laser na estimulacdo da producdo de NO se sobressaiu.
Apesar de ainda ndo sabermos ao certo quais s&o estes mecanismos tanto do laser em
estimular producdo de NO, tampouco da leishmania em inibir, estas sdo inferéncias que
podemos fazer com base nos dados deste trabalho.

Em alguns estudos que testaram a acdo do laser sobre lesdes de LTA cutanea ja
realizados em humanos (Gardlo et al. 2003; Asilian & Davami 2006; Evangelou et al.
2011) e experimentalmente em animais (Barbosa et al, 2012), foram observados a reducao
e até a eliminacdo do parasito das lesdes. Nestes estudos, porém foram usados
fotosensibilizadores antes do tratamento, 0 que ndo foi utilizado neste estudo. Porem,
dados ja& obtidos por nosso grupo mostraram a reducdo de parasitos no infiltrado

inflamatdrio das lesbes que foram submetidas ao tratamento.

O perfil de citocinas avaliado pela expressdo génica de cada uma delas, por PCR
em tempo real, juntamente com nossos estudos de cada perfil de macrofagos in vitro, nos
ajuda a entender a influencia do laser sobre a lesdo in vivo. Sabe-se que na lesdo in vivo
coexistem M0, M1 e M2. Nos ensaios in vitro de macrdéfagos, vimos que macrofagos M2 e
MO sdo modulados a producdo de NO quando estimulados pela luz monocromatica do
laser. Estes macrdfagos tornam-se mais ativos tanto para a fagocitose quanto para a
producdo de NO e atividade leishmanicida. Portanto, a estimulacdo do laser sobre MO e

M2 somada com a producdo de NO pelo M1, podem levar a eliminagéo os parasitos.

Aparentemente, o laser exacerba as func@es inflamatérias in vitro principalmente,
quando age especificamente sobre macrofagos isolados. Contudo, na analise do perfil da
expressao génica de citocinas extraidas do infiltrado inflamat6rio de camundongos tratados
com o laser vemos que a expressdo de citocinas anti-inflamatorias e regulatorias esta

aumentada. Dessa forma, pensando na cinética do processo de cicatrizagdo in vivo e,
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extrapolando nossos dados in vitro para o modelo experimental, podemos sugerir que o
laser de 660nm quando atua no inicio da lesdo onde ha maior recrutamento de macrofagos
teria uma acdo de contengdo do parasita, pois aumentaria a producdo de NO e a atividade
microbicida independente do perfil. Dessa forma, o tempo da fase inflamatdria seria
reduzido. As demais fases aconteceriam precocemente, 0 que explicaria 0 aumento da
expressdo génica das citocinas envolvidas no processo de remodelagdo e contracdo da
lesdo, ja que o ponto temporal avaliado coincide com o inicio do fechamento da lesdo pos-
tratamento. Isso explica o porqué do fechamento das lesdes tratadas mais rapidamente e a

diminuicdo do edema e infiltrado inflamatorio local.
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7. CONCLUSAO
Portanto, o laser de 660 em lesdes de animais BALB/c causadas por Leishmania
(leishmania) amazonensis foi capaz de reduzir o edema e melhora a aparéncia da lesdo ao
fim do tratamento. A quantificacdo de macréfagos M2 marcados pelo anticorpo MP-23 por
imuno-histoquimica ndo foram conclusivos. Assim, sdo necessarias marcagdes mais

especificas para macrofagos M2, e realizar macacao de macréfagos M1,

A identificacdo do perfil de citocinas secretadas no infiltrado inflamatorio por
ELISA ndo demonstrou nenhuma diferenga entre lesdes tratadas e ndo tratadas. Entretanto,
esta técnica deve ser aperfeicoada ou ainda, buscar técnicas mais sensiveis de identificacdo
de citocinas, alternativas ao ELISA. Contudo, a andlise de transcritos por PCR em tempo
real mostrou que o laser estimula a expressdao génica de citocinas antiinflamatérias e
regenerativas como a IL-13, TGFp e IL-10. Por isso, concluimos que lesbes que receberam

0 tratamento com o laser estavam mais sujeitas a cura e cicatrizagéo.

Macrofagos murinos da linhagem RAW264,7, diferenciados para os perfis M1 e
M2 previamente tratados e infectados apresentaram um nimero maior de células com
capacidade fagocititica e de eliminacdo do parasito intracelular. 1sso deveu-se a maior
capacidade destes macrofagos apOs o tratamento de produzirem NO, inclusive 0s

macrofagos que ndo foram diferenciados também se observou esta estimulagéo.

Leishmanias quando tratadas com o laser, cocultivadas com macrofagos e
fagocitadas, inibem a producdo de NO pelo macrofago. Entretanto quando o macrofago

também é tratado previamente este efeito ndo é percebido.

Macrofagos M1 quando infectados com leishmania in vitro e posteriormente
tratados apresentam uma reducdo na producdo de NO, porém, macrofagos M2 quando
infectados e posteriormente tratados apresentam um efeito mais positivo aumentando sua
producdo de NO. Nestes grupos sera necessaria analise por mais tempo apds o tratamento,
e com o tratamento mais prolongado e diario, para confirmar se o efeito observado foi

decorrente do tratamento ou da infec¢ao.

Em resumo, este estudo mostrou que o laser quando aplicado sobre lesbes
ulceradas, causadas por leishmania em camundongos estimulam a expressdao de citocinas
antinflamatérias e reguladoras, tendendo a cicatriza¢do. Porém, quando aplicado sobre uma
infeccdo recente, como foi mimetizado in vitro neste estudo o laser é capaz de estimular os

macrofagos a fagocitose, bem como a producdo de NO para a eliminacdo do parasito.
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Citocinas

B2m

IFN-y

IL-4

IL-17

TNF-a

TGF-p

IL-13

IL-10

ANEXO 11

Primer e sondas referentes as citocinas _ Life Technologies

Primer
5'-GATGAGTATGCCTGCCGTGTG-3;
5'-CAATCCAAATGCGGCATCT-3'

5'- GGTTCCTGGACTGATTCCTGCACC-3;
5-GGTTCCTGGACTGATTCCTGCACC-3’

5’- AGGCTGAAAGGGGGAAAGC-3’;
5’-CTGTTCACCTCAACTGCTCC-3’
5’- AATCTCCACCGCAATGAGGA-3’
5’- ACGTTCCCATCAGCGTTGA -3’

5'-CCGATGGGTTGTACCTTGTC-3';
5'-GTGGGTGAGGAGCACGTAGT-3’

5’- TGACGTCACTGGAGTTGTACGG-3’;
5’- GGTTCATGTCATGGATGGTGC-3”

5’- AGACCAGACTCCCCTGTGCA-3’;
5’-TGGGTCCTGTAGATGGCATTG-3”

5’-ATGCAGGACTTTAAGGGTTACTTG-3’;
5’- ATTCGAGGTTCTGGTTCCACAGAT-3’

Sonda FAM/MGB

TGGTTCACACGGCAGGCATACTCA-3’

TCACCATCCTTTTGCCAGTTCCTCCAG-3’

TCCTCACAGCAACGAAGAACACCACA-3’

CGGCACTTTGCCTCCCAGATCACA-3’

CACGTCGTAGCAAACCACCAAGTGGA-3’

TTCAGCGCTCACTGCTCTTGTGACAG-3’

CGGGTTCTGTGTAGCCCTGGATTCC-3’

TGAGGCGCTGTCGTCATCGATTTCTCCC-3’
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