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RESUMO

A plasticidade fenotipica dos leucécitos nas diferentes fases do processo de
inflamacéo e reparo, faz com que essas células sejam consideradas pecas chaves
no seu controle. Os efeitos da fotobiomodulacdo (FBM) no tratamento de lesbes
teciduais tem sido bastante descrito, mas pouco se conhece a respeito do seu papel
sobre a polarizacdo dos leucocitos. Este projeto objetivou avaliar o espectro de
absorbancia optica de mondcitos, neutroéfilos e linfécitos humanos e os efeitos da
FBM com LED ambar de 590 nm sobre a expressao génica e proteica de mediadores
produzidos por essas células polarizadas para os fenétipos pré6 ou anti-
inflamatério/regulador. Leucdcitos de sangue humano periférico foram cultivados em
RPMI com soro fetal bovino 5% ou 10% (para ativar os fenotipos pré ou anti-
inflamatorio respectivamente), polarizados com LPS ou IL-4+LPS por 2h e irradiados
com LED ambar 590 nm (4J; 70 mW; 23,3 mW/cm?; 2,66 J/cm?), utilizando uma
aplicacdo apos 2h ou duas aplicagbes apos 2h e 6h. As culturas foram coletadas
para avaliacdo do espectro de absorbancia optica (neutréfilos apos 12h e mondcitos
e linfocitos apds 24h) e analise de expressdo de mRNA das citocinas IL-16, /L-6, IL-
10, IL-17, TNF-a, IFNy e VEGF por meio de qPCR (ap6s 4h para neutrofilos e 24h
para mondcitos e linfocitos). Os sobrenadantes das culturas foram usados para
avaliacdo proteica por imunoensaio enzimatico (neutréfilos: IL-1B, TNFa e IL-10;
linfécitos: IFNy, IL-17 e IL-10 e mondcitos: IL-1B, IL-6, TNFa e IL-10). Foram
realizados pelo menos 3 experimentos (3 individuos) em duplicata amostral. Células
ndo irradiadas e ndo polarizadas serviram como controle. Mondcitos e neutrofilos
apresentaram pico de absorcao entre 520-570 nm e os linfécitos pico de absorcdo
entre 450-570 nm e 770-900 nm. A irradiacdo com LED ambar nas células
polarizadas para o perfil pré-inflamatério gerou nos monécitos reducédo na sintese
proteica das citocinas pro-inflamatoérias IL-6 e TNFa, nos neutréfilos a redugao da
producao de TNFa e nos linfocitos aumento na producéo de IL-17. Nos leucdcitos
polarizados para o perfil anti-inflamatorio/regulador, a irradiagdo com LED ambar
reduziu a producao de IL-10 em mondcitos e linfocitos. Esses resultados evidenciam
que os leucocitos apresentam pico de absorcado em regides do espectro ainda pouco
exploradas na FBM e que o LED ambar é capaz de modular a expressao de citocinas

importantes na modulacao dos processos de inflamacéo e reparo podendo vir a



contribuir para otimizacéo dos processos inflamatorios, bem como nos tratamentos

de imunoterapia.

Palavras-chave: Mondcitos, Linfécitos, Neutrofilos, Pro-inflamatério, Anti-

inflamatorio, Absorbancia, Ledterapia.



ABSTRACT

The phenotypic plasticity of leukocytes in the different phases of the inflammation and
repair process, is the reason these cells are considered key players in their control.
The effects of Photobiomodulation (PBM) on the treatment of tissue lesions have
been widely described, but little is known about their role on leukocyte polarization.
This project aimed to evaluate the optical absorbance spectrum of monocytes,
neutrophils and human lymphocytes as well as the effects of PBM with amber LED
with 590 nm on the gene and protein expression of mediators produced by these
cells, which have been polarized to either the pro- or anti-inflammatory / regulatory
phenotype. Peripheral human blood leukocytes were cultured in RPMI with 5% or
10% fetal bovine serum (to activate the pro- or anti-inflammatory phenotypes
respectively), polarized with LPS or IL-4+LPS for 2 hours and irradiated with amber
LED 590 nm (4J; 70 mW; 23.3 mW / cm?; 2.66 J / cm?), using one application after
2h or two applications after 2h and 6h. The cultures were collected to evaluate the
optical absorbance spectrum (neutrophils after 12 hours and monocytes and
lymphocytes after 24 hours) and for the analysis of MRNA expression of the cytokines
IL-18, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a, IFNy and VEGF using gPCR (after 4 hours for
neutrophils and 24 hours for monocytes and lymphocytes). The culture supernatants
were used for protein evaluation via enzyme immunoassay (neutrophils: IL-18, TNFa
and IL-10; lymphocytes: IFNy, IL-17 and IL-10 and monocytes: IL-183, IL-6, TNFa and
IL -10). At least 3 experiments (samples from 3 individuals) were carried out in
duplicate. Non-irradiated and non-polarized cells served as controls. Monocytes and
neutrophils showed peak absorption between 520-570 nm and lymphocytes peak
absorption between 450-570 nm and 770-900 nm. Irradiation with amber LED,
applied to cells polarized to the pro-inflammatory profile, generated a decrease in
the protein synthesis of the pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNFa in the
monocytes, a decrease in the production synthesis of TNFa in neutrophils and, in the
lymphocytes, an increase in the production of IL- 17. In leukocytes polarized to the
anti-inflammatory / regulatory profile, irradiation with amber LED reduced the
production of IL-10 in monocytes and lymphocytes. These results show that
leukocytes present peak absorption in regions of the spectrum which remain mostly

unexplored in PBM. In addition, they show that amber LED is capable of modulating



the expression of cytokines which are important to the modulation of inflammation
and repair processes; this may contribute to the optimization of inflammatory

processes, as well as immunotherapy treatments.

Keywords: Monocytes, Lymphocytes, Neutrophils, Pro-inflammatory, Anti-
inflammatory, Absorbance, LED therapy.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1. Hematopoese

As células-tronco hematopoiéticas séo originadas na medula 6éssea pelo
processo chamado de hematopoese (Figura 1) que consiste na formacgéo,
desenvolvimento e maturacdo de células sanguineas por meio de células
progenitoras iniciais, capazes de produzir precursores especificos dedicados a
diferenciacdo e producdo de células maduras, incluindo eritrécitos,
megacariocitos e leucdcitos (Orkin & Zon 2008, Jagannathan-Bogdan & Zon
2013, Garcia-Garcia et al. 2015, Abbas et al. 2018).

Os leuctcitos sdo células imunolégicas de origem mieloide
(mondécitos/macréfagos, neutrofilos, eosindfilos e basofilos) ou linfoide (linfécitos
B, linfécitos T e células NK) que apresentam um papel muito importante tanto na
resposta imune inata quanto na resposta imune adaptativa (Zhao et al. 2012,
Scheiermann et al. 2015, Abbas et al. 2018).

Célula-tronco 4 AT
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Figura 1. Esquema Representativo do Processo de Hematopoese em Humanos (Adaptagéo
Orkin & Zon 2008 e Abbas et. al 2018).
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1.2. Leucoécitos e Inflamacéao

Na fase inicial da inflamacdo, ocorrem alteracbes vasculares que
envolvem a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, aumento do
fluxo sanguineo e migracéo de leucdcitos da corrente sanguinea para os tecidos
envolvidos (Butterfield et al. 2006, Scheiermann et al. 2015). A plasticidade dos
leucécitos (neutrofilos, mondcitos e linfocitos) em resposta aos sinais advindos
do microambiente, nas diferentes fases do processo de inflamacéao e reparo, faz
com que essas células assumam caracteristicas inflamatorias ou
imunoregulatérias que caracterizam, respectivamente, o0s fenotipos
classicamente chamados de pro6 e anti-inflamatério (Filardy 2010, Beyrau et al.
2012, Mills 2012, Deniset & Kubes 2016, Fan & Rudensky 2016, Yang 2016).

Os neutrofilos sdo os leucdcitos mais abundantes do sangue (40-60%),
as primeiras células imunes que migram para o local da infec¢ao/lesao tecidual,
duram de 1 a 2 dias e podem apresentar dois fendtipos distintos sendo
classificados como neutréfilos pro-inflamatorios (N1) ou neutréfilos anti-
inflamatérios (N2) (Karlmark et al 2012, Neely et al. 2014, Kobayashi 2015, Ma
et al 2016, Yang 2016, Abbas et al. 2018).

Os neutrdfilos do tipo N1 j& estdo presentes nas primeiras horas apés a
ocorréncia da lesao tecidual e sédo responsaveis principalmente pela fagocitose
(do possivel agente invasor e/ou na eliminacao e degradacéao de restos celulares
oriundos do processo inflamatério), sintese de peptideos antimicrobianos,
geracdo de espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico, e producdo de
guimiocinas e mediadores inflamatérios (como CCL3, CCL5, IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12 e TNFa) que estdo relacionados com a migracdo e ativacdo de células
dendriticas, monaocitos e macrofagos M1 (Tsuda et al. 2004, Arnardottir et al.
2012, Yang 2016, Seely et al. 2003, Mayadas et al. 2014, Amantea 2016).

Os neutrofilos do tipo N2 surgem aproximadamente 7h apds a ocorréncia da
lesdo e produzem principalmente IL-10, TGFB, VEGF, e expressam receptores
do tipo TLR2, TLR4, TLR7, TLR9. Estas células também estao relacionadas com
a ativagdo de mondcitos e macrofagos de perfil M2 (Arnardottir et al. 2012, Neely
et al. 2014, Wang et al. 2014, Deniset & Kubes 2016, Yang et al. 2016).
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Os neutrdfilos sdo conhecidos como as primeiras células imunes a
participar de qualquer infeccdo/lesdo (em poucas horas). E os mondcitos séo
considerados os principais reguladores da inflamagdo que também podem
apresentar plasticidade no seu perfil. Os mondcitos representam 2-8% dos
leucocitos humanos e quando recrutados para os tecidos se diferenciam em

macrofagos (Geissmann et al. 2010, Karlmark et al 2012, Abbas et al. 2018).

Macrofagos derivados de mondcitos inflamatorios desempenham um
papel central na inflamacéo entre o periodo de 2 a 4 dias (Figura 2), atuando
principalmente na fagocitose de microorganismos e degradacdo de células
mortas. Macrofagos de perfil inflamatério (M1) ativados, secretam citocinas
(como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNFa) que atuam sobre as células endoteliais do
revestimento dos vasos sanguineos, intensificando o recrutamento de mais
monaocitos e outros leucécitos do sangue para os sitios de infec¢éo, amplificando
assim a resposta protetora contra os microrganismos (Duque and Descoteaux
2014, Tidball 2017, Okabe 2018, Souza et al. 2018). Por outro lado, os
macréfagos de perfil anti-inflamatoério/regulatério (M2) aparecem no periodo de
4 a 7 dias ap0s o inicio de uma leséo tecidual (Figura 2) e secretam citocinas do
(como IL-4 e IL-10) e fatores de crescimento (como TGFB e VEGF) que
estimulam o desenvolvimento de novos vasos sanguineos (angiogénese) e a
sintese de matriz extracelular (Duque and Descoteaux 2014, Tidball 2017,
Okabe 2018, Souza et al. 2018).

Durante a fase de resolucédo da inflamacéo, os mondcitos/macréfagos
atuam na fagocitose de neutréfilos apoptéticos, processo no qual tem como
consequéncia uma diminui¢cao na producéo de IL-23 por outros macréfagos, bem
como, IL-17 pelos linfécitos, consequentemente reduzindo a producao de G-CSF
e de neutrdéfilos N1 (Mayadas et al. 2014). Além disso, a fagocitose de neutréfilos
apoptéticos por células mononucleares do sangue também estimula os
macrofagos a produzirem IL-10 e reduzirem a producao de IL-12, assumindo
assim um fendtipo M2 (Filardy et al. 2010).
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Figura 2: Presenca de Células Imunes durante o Reparo Tecidual (Adaptagéo de Tidball et. al, 2017).

Os linfécitos representam 20-40% dos leucécitos e sdo responsaveis
principalmente pelas respostas imunes adaptativas (Xu et al. 2004, Koyasu and
Moro 2012). As principais classes de linfocitos sdo os do tipo T e B. Os linfécitos
T sdo mediadores de imunidade celular que se originam na medula 6ssea e
amadurecem no timo. Essas células apresentam diferentes subpopulacoes, das
quais se destacam os linfocitos auxiliares CD4+, responsaveis pela secrecéo de
citocinas que atuam na ativacdo de outras células imunoldgicas (como linfocitos
e macréfagos) e linfocitos citotéxicos CD8+, responsaveis pelo reconhecimento
e morte de células infectadas ou células tumorais. Por outro lado, os linfocitos B
sdo células responsaveis principalmente pela producdo de anticorpos no
organismo, atuando ativamente na imunidade humoral (Luckheeram et al. 2012,
Golubovskaya & Wu 2016, Abbas 2018).

Os linfécitos Th (CD4+) podem ser classificados ainda em pelo menos 2
subtipos efetores: perfil pro-inflamatério Thl e perfil anti-inflamatério/regulador
Th2. Essa heterogeneidade na fenotipagem dos linfécitos representa um
mecanismo de controle na modulacdo de citocinas durante as fases da
inflamacé&o e do reparo, uma vez que, assim como ocorre com o0s neutrofilos e
macrofagos, respostas excessivas podem levar a danos teciduais (Berger 2000,
Xu et al. 2004, Mesquita Junior et al. 2010, Abbas et al. 2018).

A acédo dos linfécitos Thl € essencial para o controle de patdgenos

intracelulares, por meio de uma grande producao de IL-2, citocina indutora de
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proliferacdo de outros linfocitos que potencializa o sistema de defesa. Aléem da
IL-2, os linfocitos Th1 também sdo grandes produtores de IFNy. Essa citocina
por sua vez, é um importante mediador na ativacdo de macréfagos, que
assumem um papel relevante na ativagédo de Linfécitos CD8. Somado a isso, 0
IFNy consegue ativar Linfocitos para resposta pré-inflamatéria, inibindo assim, a
secrecdo de citocinas anti-inflamatorias/regulatorias (Xu et al. 2004, Mesquita
Junior et al. 2010). Em contraste, as citocinas derivadas de linfécitos Th2 (IL-4,
IL-10 e IL-13) exibem func¢des anti-inflamatorias/regulatérias inibindo as
respostas Thl em diferentes doencas. Na pratica clinica, os linfécitos sdo de
grande importancia na contribuicdo de resposta inflamatéria de doencas
reumaticas autoimunes como por exemplo, artrite reumatoide e esclerose
multipla (Stadler et al. 2000, Biedermann et al. 2004, Mesquita Junior et al. 2010,
Musawi et al. 2016). Dessa forma, direcionar a polarizacdo das células Th
também poder ser uma estratégia potencialmente importante para o tratamento

de doencas mediadas por células Thl.

Como exposto, nas diferentes fases dos processos de inflamacéo e
reparo, a mudanca no fenétipo dos leucdcitos € um fendbmeno importante e que
vem ganhando cada dia mais atencdo dos pesquisadores. A polarizacao
prolongada ou ineficiente ira determinar atraso no reparo e em muitos casos
impedir a ocorréncia da regeneracao tecidual (Filardy 2010, Mills 2012,
Fernandes et al. 2015, Ma et al. 2016, Yang et al. 2016). Do mesmo modo, o
grau de intensidade da ativacdo pode potencializar o dano e dificultar a fase final
do reparo (Butterfield 2006, Arnardottir 2012, Sousa 2019). A Tabela 1 resume
as caracteristicas classicas dos principais fenétipos leucocitarios (Tsuda et al.
2004, Xu et al. 2014, Mesquita Junior et al. 2010, Arnardottir et al. 2012, Karlmark
et al 2012, Neely et al. 2014, Kobayashi 2015, Amantea 2016, Ma et al 2016,
Yang 2016).
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Tabela 1: Divisdo fenotipica classica para mondcitos, linfocitos e neutréfilos humanos:

ativacdo, producéo e funcgéo.

Fendtipos Ativacéo Producao Funcao
. IL-2, IL-12, IL-1B, IL-6, IL-8, CXCL10, Resposta Inata,
Monécitos M1 LPS
TNF-q, IFN-y, NFkB, iNOS, Inflamacgéo
. Resposta Adaptativa,
Monécitos M2 IL-4, IL-10, IL-13 IL-10, TGFB-1
Imunoregulador
Ligantes TLR2, CCL3, CCL5, CXCL12, IL-1B, IL-8, IL- Fagocitose, Ativacéo de
Neutrofilos N1 TLR4, TLR5, TLRS, 6, IL-12, TNFa, NO, ROS, CRAMP, mondcitos e macréfagos
LPS mieloperoxidase M1
) Imunoregulador, Ativacéo
Ligantes TLR2, )
CCL2, CCL17, IL-4, IL-10, VEGF, de monécitos e
Neutréfilos N2 TLR4, TLR7, TLR9,
TGFB1, Arginase macroéfagos M2,
IL-4, IL-10
Resolucgéo de Inflamagéo
Ativagdo de Fagocitos,
Linfécitos Thl LPS IL-2, IL-6, IL-17, TNF-a, IFN-y producao de anticorpos
opsonizantes
Proliferagéo e
IL-4, IL-10 IL-4, IL-6, IL-10, TGFB-1

Linfécitos Th2 diferenciacéo de Células

B, Ativacdo de eosindfilos

Diversas modalidades terapéuticas tém sido pesquisadas no intuito de
proporcionar uma modulacdo adequada das células que regulam o reparo
tecidual. Dentre estas modalidades, a fotobiomodulacdo (FBM) vem
demonstrando resultados promissores no tratamento de lesdes teciduais
evidenciando sua capacidade de atuar sobre os processos de inflamacéao e
reparo, modulando a expresséao de diversos mediadores pro6 e anti-inflamatoérios
(Baptista et al. 2011, Assis et al. 2013, Fernandes et al. 2013, Alves et al. 2014,

Hamblin 2017).

1.3. Fotobiomodulacao (FBM)

A fotobiomodulacéo (FBM) consiste no uso de terapéutico de fontes de luz
para reduzir a inflamacéo, aliviar a dor e estimular o reparo. As fontes de luz
usadas para FBM séo do tipo ndo ionizante e incluem lasers, diodos emissores
de luz (LEDSs) e/ou luz de banda larga, nos espectros eletromagnéticos visiveis
(400 a 700 nm) e infravermelho proximo (700 a 1100 nm). As aplicacdes da FBM
sdo numerosas e estao sendo exploradas experimentalmente na ciéncia basica

e nos niveis pré-clinico e clinico (Anders et al. 2015, Hamblin 2017).
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As fontes laser e LED s@o semelhantes em relacdo a monocromaticidade,
embora o LED tenha maior largura espectral. A diferenca basica dessas fontes
esta no fato de que a luz emergente do LED nao é colimada e nem coerente.
Apesar destas diferencas, a FBM com uso de LED vem sendo bastante usada
como alternativa ao uso do laser, pois, além de atuar de modo eficiente na
reducdo de processos inflamatérios e cicatrizacdo de feridas, possibilita o
tratamento de areas extensas com baixo custo (Wong-riley 2001, Weiss et al.
2005b, Siqueira et al. 2009, Yeh et al. 2010, Chaves et al. 2014).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos da FBM nos
tecidos em estudos in vitro e in vivo. A hipétese mais aceita é que a luz absorvida
interage com moléculas orgéanicas, chamadas de croméforos, localizados dentro
dos tecidos desencadeando uma sequéncia de respostas intracelulares que sao
denominadas como reacfes primarias. Os principais cromoforos identificados
até o momento, séo a citocromo C oxidase nas mitocondrias e os canais de ions
de célcio (Huang et al. 2011, Farivar et al. 2014, Freitas & Hamblin 2016) (Figura
3).
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Figura 3: Mecanismos de acao da fotobiomodulag&o. Imagem adaptada do estudo publicado por
Hamblin 2016: Shining light on the head: Photobiomodulation for brain disorders.

Os efeitos causados por essa absorcdo de fétons dao inicio as reacdes
secundarias que incluem o aumento na producao de ATP, de AMPc, de espécies
reativas de oxigénio, de Oxido nitrico e ainda a modulacdo dos niveis de
calcio. J& o chamado efeito terciario inclui a ativacdo de diversos fatores de
transcricdo, que podem gerar efeitos estimulantes (aumento da sobrevivéncia,
da proliferacdo e da migracao celular) ou inibitorios (inibicdo da sintese de
proteinas e espécies reativas de oxigénio) dependendo da quantidade e da
maneira pela qual a energia for entregue ao tecido/célula alvo (Anders et al.
2015, Freitas et al 2017, Hamblin 2017) (Figura 3).

Apesar de a FBM ter sido bastante estudada nos ultimos anos pela sua
capacidade de modular a expressao de genes e proteinas envolvidos no
processo de reparo tecidual, poucos estudos avaliaram o efeito da fototerapia
isoladamente sobre os diferentes fenotipos de leucécitos humanos (mondcitos,
linfécitos e neutrofilos) e ndo foi possivel encontrar estudos sobre o espectro de

absorcao de luz destas células. Os artigos que avaliaram o efeito da FBM com
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laser ou LED sobre mondcitos isolados de sangue periférico humanos (cultura
primaria) ou mondcitos humanos de linhagem polarizados para resposta pro ou

anti-inflamatoria estdo sumarizados a seguir.
1.4. Efeitos da Fotobiomodulagdo sobre Leucécitos Humanos

Até esta data foi possivel localizar 2 artigos que avaliaram o efeito da FBM
sobre neutroéfilos, 8 que avaliaram sobre monécitos/macréfagos e 2 artigos que
avaliaram em linfécitos. A busca literaria foi realizada utilizando base de dados
como Literatura Latino-Americana em Ciéncias da Saude (LILACS), PUBMED e
Web of Science. Os principais termos de busca foram: leucécitos, mondcitos,
neutrdfilos, linfocitos, pré-inflamatério, anti-inflamatorio, M1, M2, L1, L2, N1, N2,
fotobiomodulacéo, laser, LED, absorbancia e absorcéao de luz. A tabela 17 com

o resumo descritivo destes artigos esta no item anexo 10.3.

1.4.1. Artigos que avaliaram a FBM sobre neutréfilos

No estudo de Fujimake et al. 2003 foi descrito o efeito da fototerapia com
laser de diodo infravermelho de 830 nm (150 mW/cm?) sobre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), utilizando o teste de quimiluminescéncia
dependente de luminol (QLIum) e expressao de CD11b e CD16 por citometria de
fluxo em neutrofilos isolados de sangue periférico de pacientes fumantes. Os
resultados mostraram que a resposta do QLIum dos neutréfilos foi reduzida pela
irradiacdo com laser 60 min antes da estimulacdo com zimosan opsonizado e
ion6foro de célcio. O efeito atenuador da FBM foi maior em neutréfilos de
fumantes do que em nao fumantes, enquanto a quantidade de ROS produzida
foi maior em neutréfilos de fumantes. A expressdo de CD1lb e CD16 na

superficie dos neutrofilos néo foi afetada com a FBM.

Recentemente Cerdeira et al. 2016 avaliaram o efeito dos lasers de 660
nm ou 780 nm (poténcia de 40 mW e energias até 19,2 J) sobre neutréfilos
coletados de sangue de pacientes incubados ou ndo com C. albicans (em
periodo de analise de 3h). Foram avaliadas a producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e capacidade fungicida/microbicida destes neutrdfilos, por meio
de avaliagdo de geracdo de radicais hidroxila, &nions hipoclorito e anions
superéxido. Os resultados mostraram que a FBM foi capaz de excitar os

neutrofilos para um perfil funcional mais elevado, que foi traduzido como
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producéo superior de ROS e maior capacidade fungicida. A energia mais eficaz
foi de 19,2 J e o laser de 660 nm foi ainda mais eficaz do que o laser de 780 nm

no aumento da explosao respiratéria de neutréfilos e da capacidade fungicida.

1.4.2. Artigos que avaliaram a FBM sobre mondcitos

Young et al. (1989) irradiaram culturas de mondcitos humanos da linhagem
U-937 com diodo laser (GaAlAs) utilizando emissores de luz ndo coerente (LED)
pulsado, de comprimentos de onda de 660, 870 e 880 nm e luz coerente (laser)
de 820 nm. Os autores avaliaram os efeitos das diferentes fontes de luz sobre a
proliferacdo dos mondcitos (apds 12 horas) e os efeitos dos sobrenadantes
colhidos destas culturas e aplicados sobre fibroblastos. A fotobiomodulacéo, nos
diferentes parametros de LED avaliados, ndo alterou a viabilidade dos
monaocitos, mas, 0s sobrenadantes de mondcitos tratados com 0s comprimentos
de onda de 660 e 870 nm estimularam a proliferacdo de fibroblastos e além
disso, o sobrenadante que mais ativou a proliferacdo de fibroblastos apés quatro
dias de cultivo foi com uso da irradiagdo com luz coerente de 660 nm. Os
sobrenadantes derivados de culturas de mondcitos irradiadas com luz néo
coerente de 880 nm mostraram efeitos inibitérios sobre o crescimento dos
fibroblastos. A irradiagéo laser (820nm), em baixa densidade de energia e baixa
poténcia, mostrou-se capaz de aumentar a proliferacdo dos mondcitos somente
no periodo de 36 h de cultivo e o sobrenadante dos mondécitos tratados com esta

luz demonstrou efeito proliferativo sobre fibroblastos apds 60h de cultivo.

Em 1990, o mesmo grupo de pesquisadores (Bolton et al. 1990) repetiu o
modelo experimental (linhagem de mondcitos humanos U-937), mas desta vez
usando somente a luz pulsada ndo coerente (LED) de 660 nm e fluéncias de 2,4
a 9,6 Jcm? Foi observado que, mesmo 0s sobrenadantes das culturas néo
irradiadas de mondcitos eram capazes de estimular o crescimento dos
fibroblastos. Porém o efeito positivo sobre o crescimento foi mais acentuado nas
culturas tratadas com sobrenadantes de células irradiadas com a fluéncia de 7,2
Jicm? e menos efetivo nas culturas tratadas com sobrenadantes de células
irradiadas com 9,6 J/cm? demonstrando efeito dependente dos parametros

densidade de energia e energia total para a luz ndo coerente pulsada.

Posteriormente, o mesmo grupo (Bolton et al. 1991) avaliou no modelo

descrito, os efeitos da luz coerente pulsada e polarizada (laser) no comprimento
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de 820 nm nas densidades de poténcia de 400 ou 800 mW/cmze nas fluéncias
de 2,4 e de 7,2 Jlcm: sobre mondcitos humanos da linhagem U-937. Os
sobrenadantes destes monocitos irradiados foram incubados com fibroblastos e
apos 4 dias de cultivo, foi verificado que o sobrenadante das células irradiadas
com energia total de 0,3 J (2,4 J/cm?; 800 mW/cm?; 3 s) gerou uma proliferacéo
celular estatisticamente maior nos fibroblastos do que os sobrenadantes de
monacitos tratados com a mesma energia de 0,3 J totais com dosimetria de 2,4
Jicm?;400 mW/cm?; 6 s, este que foi semelhante ao sobrenadante do grupo
controle ndo irradiado. Mas o melhor estimulo proliferativo para os fibroblastos

foi o tratamento com dose de energia de 0,9 J (7,2 J/cm?, 400 mW/cm?; 18 s).

Lindgard et al. (2007) avaliaram o efeito da luz ndo coerente (LED) de 634
nm sobre a producéo de 6xido nitrico (NO), a ativacdo das enzimas 6xido nitrico
sintases (induzivel e endotelial) e a liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) intracelulares por monécitos humanos isolados com Ficoll ativados com
acetato de forbol miristato (PMA). Os autores observaram que a irradiacéo
resultou em diminui¢cdo dos niveis intracelulares de ROS, assim como, provocou
um aumento nos niveis de liberacdo de 6xido nitrico sem o proporcional aumento
na expressao de mRNA para as enzimas produtoras deste gas, sugerindo que a

irradiacao seria capaz de induzir a liberacao de estoques pré-sintetizados de NO.

Mehrsai et al. (2009) irradiaram mondcitos humanos isolados com Ficoll
(estimulados ou ndo com fitohemaglutinina) com laser (He-Ne) 632,8 nm e
dosaram a producéo das citocinas IL-2, IL-12, TGF-3 e IFN-y apos 3, 5 e 8 dias
de cultivo. Em todos os periodos avaliados, os autores observaram uma reducao
significante na producdo proteica de todas as citocinas avaliadas nos grupos

ativados e irradiados quando comparados com 0s grupos somente ativados.

Na avaliacdo de células THP-1 (linhagem tumoral de mondcitos)
irradiadas com laser vermelho de 660 nm ou infravermelho de 808 nm, foi
observado que apds 24h, ambas as irradiagées 660 ou 880 nm (1 e 2 J/cm?)
aumentaram a expressdo do mRNA de CCL2/MCP-1 quando as células THP-1
foram ativadas com LPS. Porém, a dose de energia 3 J/cm? (660 nm e 808 nm)
provocou uma reducdo na expressao deste gene. A expressdo génica de
CXCL10 e TNFa foram aumentadas apds irradiacdo com 660 nm (1 J/cm?), mas,

foram diminuidas com a irradiacdo de 808 nm (1 J/cm?). Além disso, foi avaliada
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a producdo proteica (24 h ap6s a irradiacdo com 660 nm - 1 J/cm?), e foi
observado um aumentou significante na produgdo de CCL2, CXCL10 e TNFa

nestes monadcitos ativados (Chen et al. 2014).

Souza et al. 2014 observaram que a irradiagcdo com FBM usando laser de
660 nm (30mW) reduziu a producéo proteica de IL-8 e TNFa em mondcitos da
linhagem U937 ativados com LPS por 24h (as células foram irradiadas 1h apos
adicdo de LPS e néo foi feita troca de meio). Apds 24h, os sobrenadantes foram

coletados para dosagem proteica.

Carvalho et al. (2016) demonstraram que a fotobiomodulagdo com laser
de 660 nm gerou reducao dos mediadores inflamatérios: TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-
8 (expressao génica e producao proteica), CCL2 e CXCL10 (sintese proteica),
HIF-1a (expressdao mRNA), ROS e NF-kB (sintese) e um aumento nos niveis de
mediadores M2 como a IL-10 (expressao génica e producao proteica), arginase-
1 e PGC-1B (expressao mRNA) e glutationa/GSH (sintese) em mondcitos da

linhagem U-937 tratados com LPS.

1.4.3. Artigos que avaliaram a FBM sobre linfocitos

Stadler et al. (2000) aplicaram laser de 660 nm em humanos de forma
sistémica (seguido de coleta de sangue para isolamento de linfécitos), no intuito
de comparar 0 mecanismo da FBM nessas células em relacdo a linfocitos
irradiados apenas apos isolamento. Para o experimento controle, os linfécitos
foram inicialmente isolados e s6 depois irradiados no mesmo comprimento de
onda e fluéncia (0 ou 5 J/cm?). A proliferacdo de linfocitos foi significativamente
maior em amostras irradiadas na presenca de sangue total em comparacdo com
os linfécitos irradiados apos isolamento. A producao de radicais livres e peréxido
lipidico também aumentou significativamente quando as amostras foram
irradiadas na presenca dos globulos vermelhos. O estudo ressalta a hipotese de
que o mecanismo de agao do laser 660 nm possa ser estimulado pela presenca

da hemoglobina, resultando na producdo de mais radicais livres de oxigénio.

Musawi et al. (2017) estudaram o efeito da FBM sobre a contagem de
linfécitos em sangue total de humanos in vitro. Foram coletadas amostras de
sangue de pacientes e cada amostra foi dividida em duas aliquotas iguais para

ser usada como amostra controle (ndo irradiada) e amostra irradiada. As
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irradiacOes foram realizadas utilizando laser com diferentes comprimentos de
onda de 405, 589 e 780 nm e diferentes fluéncias de 36, 54, 72 e 90 J/cm?, com
uma irradiancia fixa de 30 mW/cm?. Ap6s andlise, foi observado que as
contagens de linfocitos apresentaram aumento quando tratadas com FBM ambar
de 589 nm (fluéncia de 72 J/cm?) quando comparadas com amostras nao
irradiadas. Esta dosimetria também gerou um aumento significativo de linfocitos
CD45 e de células natural killer (CD16, CD56), mas ndo houve alteracdes
significativas nos linfocitos T CD3, células supressoras T (CD3, CD8), T-helper
(CD3, CD4) e linfocitos B CD19 quando comparados com 0s seus homologos

nao irradiados na analise por citometria de fluxo.
1.5. Efeitos da Fotobiomodulagcdo Ambar no ambito Terapéutico

Embora ndo tenham sido encontrados estudos que avaliassem a FBM
ambar (570-595 nm) em todos os fenétipos de leucdcitos humanos, no ambito
clinico alguns estudos descrevem os efeitos do uso da luz ambar no
rejuvenescimento, inflamacao, reparo, dor e edema.

Uma breve descricdo dos trabalhos que avaliaram a luz ambar em
diferentes modelos experimentais, pode ser encontrada a seguir. A coleta de
dados foi realizada (até o presente momento) por meio de busca de artigos
publicados entre 2004-2020. Foram utilizadas bases de dados como LILACS,
PUBMED e Web of Science e os principais termos de busca foram: luz ambar,
fotobiomodulacdo ambar, fotobiomodulacdo 570-595 nm, laser 590 nm e LED
590 nm.

Weiss et al. (2004) relataram que 93 pacientes tratados com LED de 590
nm mostraram melhora dos sinais de fotoenvelhecimento em 90%. A maioria dos
pacientes demonstrou melhora nas rugas perioculares, reducao na classificacéo

do fotoenvelhecimento, textura global da pele e eritema de fundo e pigmentacao.

Novamente o mesmo grupo de autores (Weiss et al. 2005a) relatam que
0 uso do LED de 590 nm teve efeito positivo em mais de 300 pacientes que
buscavam rejuvenescimento facial e atribuiram os resultados ao componente

anti-inflamatério e ativador desta luz.

Em outro relato, o grupo (Weiss et al. 2005b) descreve o uso do LED de
590 nm para tratar peles foto envelhecidas. Os autores avaliaram os individuos

4, 8,12, 18 semanas e 6 e 12 meses apds uma série de 8 tratamentos
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administrados ao longo de 4 semanas. Os resultados mostraram uma reducéo
dos sinais de fotoenvelhecimento em 90% dos individuos que apresentavam
pele com textura mais lisa, redugéo das rugas peri-orbitais e reducéo de eritema
e pigmentagdo, além de uma melhoria de 10% nas medi¢des topograficas da
superficie da pele. Os dados das biopsias mostraram que nos pacientes tratados
com LED houve um aumento acentuado de colageno na derme papilar, aumento
de 28% de colageno I, e reducdo média de 4% na marcacao da metaloproteinase
MMP -1.

DeLand et al. (2007) relataram que o tratamento com LED (590 nm)
reduziu a ocorréncia e a severidade de radiodermite em pacientes com cancer

de mama tratados por radioterapia.

Ozcelik et al. (2008) avaliaram o efeito combinado da aplicacdo de uma
proteina derivada da matriz do esmalte dental combinada com laser de 588 nm
sobre a dor e o reparo de defeitos 6sseos no osso alveolar de pacientes
portadores de doenca periodontal. Os resultados mostraram que a associacao
do laser com a proteina resultou em menos perda de inser¢cdo gengival, dor e
edema quando comparado aos resultados da aplicacdo da proteina

isoladamente.

Alster & Wanitphakdeedecha (2009) trataram o eritema e edema faciais
causados pela aplicacdo de laser fracionado de alta poténcia com cluster de LED
ambar (590 nm) e concluiram que o tratamento com LED foi capaz de diminuir a

intensidade e duracao do processo infamatorio nos pacientes.

Wu et al. (2012) observaram que a irradiacdo com LED ambar (570-590
nm) pulsado com 18 J/cm? foi capaz de induzir a proliferacdo e promover a

expressdo de mRNAs de pro-coldgeno em culturas fibroblastos humanos.

Fernandes et al. (2015) mostraram que o pico de absor¢éo de macréfagos

da linhagem J774 esta entre 550 e 600 nm que caracteriza a luz ambar/amarela.

Ja Merry et al. (2017) relataram resultados funcionais e anatémicos
positivos quando do tratamento de pacientes portadores de degeneracao
macular relacionada a idade com uso de LED que combinava os comprimentos

de onda ambar (590 nm), vermelho (670 nm) e infravermelho (790 nm)
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2. JUSTIFICATIVA

Na Fotobiomodulagdo, para que exista um efeito terapéutico, os fotons
emitidos precisam ser absorvidos por um croméforo presente nas células do
tecido alvo (Anders et al. 2015, Freitas et al 2017, Hamblin 2017). Os leucdcitos,
em especial neutréfilos, mondcitos e linfocitos sédo apontados como células alvo
para as intervencdes terapéuticas pela sua plasticidade e capacidade de
coordenar as diferentes fases dos processos de inflamacéo e reparo (Mesquita
Junior et al. 2010, Duque and Descoteaux 2014, Ma et al. 2016, Tidball 2017,
Abbas et al. 2018, Okabe 2018, Souza 2018). Porém, ndo foi possivel encontrar
estudos que avaliaram o espectro de absorbancia de leucécitos humanos.
Somente um estudo descreveu que o0 pico de absorcdo de macréfagos da
linhagem J774 (linhagem comercial de macréfagos derivados de sarcoma de
camundongos Balb/c), esta entre 550 e 600 nm (Fernandes et al. 2015), que
caracteriza a luz ambar/amarela. Existem pouquissimos relatos na literatura com
relacdo ao uso de irradiacdo ambar (570-595 nm) sobre os leucdcitos, apenas
um estudo foi encontrado na analise de linfécitos humanos, mas ndo avaliou
polarizagéo e interagdo com luz (descrito no item 1.4.3; e na tabela 17 do anexo
10.3). Contudo, o mercado tem mostrado uma tendéncia de explorar novos
comprimentos de onda para a FBM e ja disponibiliza equipamentos terapéuticos
que emitem luz ambar. Porém, é importante avaliar a absorbancia dos tipos
celulares a serem estudados, no intuito de verificar em qual faixa do espectro
essas células absorvem mais, assim como, qual tipo de luz € mais absorvida nas
diferentes fases do processo de inflamacao e reparo. Com relacdo ao tipo de
fonte, varios estudos estdo evidenciando que o LED atua de modo tao eficiente
quanto o laser na reducdo de processos inflamatérios e na cicatrizacdo de
feridas, tendo como vantagens a possibilidade de tratamento de areas extensas,
0 baixo custo e o fato de ser mais seguro possibilitando o uso pelo proprio
paciente de maneira facil e em local de sua preferéncia (Wong-Riley et al. 2001,
Weiss et al. 2005b, Siqueira et al. 2009, Yeh et al. 2010, Chaves et al. 2014,
Hamblin 2017, Heiskanen & Hamblin 2018).


https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AVladimir%20Heiskanen

38

Dessa forma, este projeto procurou elucidar este tema por meio da avaliagédo
do espectro de absorbancia dos leucdcitos humanos e dos efeitos da FBM com
LED ambar sobre a producdo génica e proteica de citocinas por mondcitos,
linfécitos e neutréfilos humanos polarizados para os fenétipos pré ou anti-

inflamatorio.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos

Avaliar o espectro de absorbancia de mondcitos, linfocitos e neutréfilos
humanos polarizados para os fendtipos pro ou anti-inflamatérios na presenca ou
auséncia de fotobiomodulagcdo com LED ambar 590 nm e o efeito dessa

irradiacdo sobre a expressao génica e proteica de mediadores inflamatérios.
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4. METODOLOGIA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em seres
humanos da Universidade Nove de Julho com parecer de niumero 3.506.480
(anexo 10.2).

4.1. Fluxograma Experimental

Os leucdcitos foram isolados a partir de camaras de leucorreducédo de
sangue periférico humano obtidas a partir de doadores de plaquetaférese do
Banco de Sangue do Instituto de Hemoterapia do Hospital Aleméao Oswaldo Cruz
(documento anexado no item 10.1). Para cada bolsa de sangue sao realizados
exames soroldgicos obrigatérios como Hepatites B e C, HIV (AIDS), HTLV, Sifilis,
Doenca de Chagas e o exame (ndo soroldgico) de Eletroforese de Hemoglobina
(informacdes apresentadas no manual de doacédo do hospital). Os pacientes
selecionados para esse estudo foram todos do sexo masculino com idade entre

25-54 anos e o fluxograma esta representado na figura 4.

Sangue Periférico Humano
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Figura 4 — Desenho Experimental do Estudo (M — Mondcitos; L — Linfocitos; N — Neutrofilos).
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4.2. Isolamento de Leucécitos Mononucleares e Polimorfonucleares

Para isolamento das células, as caAmaras de leucorreducao de 3 pacientes
diferentes foram lavadas separadamente com 10 mL de PBS 1X (Gibco® -
Thermo Fisher Scientific - Waltham, Massachusetts, EUA). Em seguida, se
adicionou 30 mL de PBS para diluicdo de cada amostra (diluicdo proporcional de
1:3). A solucéo foi entdo dividida cuidadosamente em 2 tubos contendo 10 mL
de Ficoll-Paque® PLUS (GE Healthcare - Chicago, lllinois, EUA) que foram
centrifugados a 400 G por 30 minutos, 20 °C. Apos centrifugacgdo, o sangue total
foi separado em 5 fases: Plasma, Leucécitos Mononucleares, Ficoll, Leucdcitos

Polimorfonucleares e Eritrocitos (Figura 5).

| Centrifugagao >
- Plasma

- Sangue Total 30 min, 400 G, 202C - Leucdcitos Mononucleares
- Ficoll
- Ficoll - Leucdcitos Polimorfonucleares
- Eritrécitos
Figura 5 — Representacdo esquematica de separacdo de Células Mononucleares e

Polimorfonucleares de Sangue Periférico Humano utilizando Ficoll-Paque (Imagem adaptada do

estudo publicado por Murray & Rajeevan 2013).

Os leucécitos mononucleares (linfécitos e mondcitos) foram coletados
com uma pipeta Pasteur a partir da nuvem formada pelas células localizadas
entre o Ficoll e o Plasma. Essas células foram transferidas para um novo tubo
de 50 mL estéril, onde foi adicionada solucédo salina (PBS) para completar um
volume final de 40 mL. Em seguida, realizou-se uma nova centrifugacéo a 100
G, 10 min, 20 °C. Apo6s centrifugacdo, o sobrenadante foi aspirado, sendo
realizada mais uma lavagem com 40 mL de PBS, seguida por centrifugacéo (100
G, 10 min, 20 °C) no intuito de eliminar possiveis plaquetas coletadas no
momento da separacdo das células. As quantificagcbes e as checagens de
viabilidade celular foram realizadas a partir de uma solucao de células com azul
te Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich - San Luis, Missouri, EUA) analisadas em Camara

de Neubauer, sob microscopio Optico. Para realizacdo dos experimentos foram
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utilizadas somente suspensdes com 95% de viabilidade celular. A avaliagdo do
sucesso de separacao de células mononucleares do sangue foi realizada por
citometria de fluxo (Figura 25, no apéndice 9.1) em trés diferentes pacientes. A
andlise foi feita no aparelho BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences - EUA).

Para isolamento de Leucdcitos Polimorfonucleares (neutréfilos), foi se
aspirada a nuvem de leucocitos mononucleares e o sobrenadante de Ficoll.
Apenas os leucdcitos polimorfonucleares e eritrécitos permaneceram nos tubos
Falcon. Foi-se adicionado entdo, PBS 1X até completar um volume de 25 mL e
foi realizada uma homogeneizacao cuidadosa. Em seguida, Dextran 3% em PBS
(Sigma- Aldrich) foi adicionado para completar um volume de 50 mL. Logo apos,
foi realizada mais uma homogeneizacao suavemente, e o tubo Falcon (contendo
eritrécitos + polimorfonucleares + PBS + Dextran 3%) foi mantido em repouso
por 20 min em temperatura ambiente. ApGs esse periodo, o sobrenadante com
as células polimorfonucleares (neutréfilos) foi transferido para um outro tubo
Falcon de 50 mL que recebeu adicao de PBS até completar um volume de 50
mL, e foi realizada uma centrifugacdo a 500 G; 10 min, 4 °C (baixa temperatura
para que os neutréfilos ndo sofressem ativacdo). Apdés a centrifugacédo, foi
realizado procedimento de lise hipotbnica para eliminacdo de possiveis
hemécias (0o numero de repeticbes de lise em cada paciente foi realizado de
acordo com a eliminacgéo total de eritrécitos). A lise hipotdnica foi realizada com
solucéo de NaCl 0,2% e NaCl 1,6 % em agua Milli-q. As células restantes foram
contadas com azul de Trypan, e as suspensdes com 95% de viabilidade foram

utilizadas para realizagéo dos experimentos.

4.3. Plagueamento de Leuc6citos Humanos

Para os experimentos com células mononucleares, 1 mL de solucdo
celular na concentracédo de 5x10° células/mL foi adicionado em placas de Petri
de 35 mm (Kasvi - Sao José dos Pinhais — Parana - Brasil), que foram mantidas
em estufa a 37 °C e 5% de CO?por 2 horas para aderéncia dos mondcitos. Apos
este periodo, os sobrenadantes, contendo os linfécitos, foram coletados das
placas e transferidos para um tubo conico de 50 mL. Como os mondcitos
permanecem aderidos a placa, estas foram lavadas duas vezes com 2 mL de
PBS, e em seguida receberam 1,5 mL meio de cultura RPMI suplementado com

5% de Soro fetal bovino - SFB (Gibco® - Thermo Fisher Scientific) para os grupos
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polarizados para perfil pro-inflamatoério ou contendo 10% de SFB para os grupos
de perfil anti-inflamatorio (conforme descricdo no item 4.4.). Os grupos controles
também foram suplementados com 10% de SFB.

Os linfocitos coletados foram centrifugados (453 G, 10 min, 20 °C),
lavados uma vez com PBS, e ressuspendidos em meio RPMI para contagem.
Posteriormente os linfocitos foram plaqueados na quantidade de 3,5 x10°em 1,5
mL de meio suplementado com 5% ou 10% de SFB com os devidos agentes de
polarizacéo (item 4.4.) em placas de Petri de 35 mm (Kasvi).

Os neutr6filos foram plaqueados na quantidade de 3 x10°em 1,5 mL de
meio RPMI com 5 ou 10% de SFB de acordo com o perfil, assim como os
monacitos e linfécitos, com os devidos meios de polarizacdo também em placas
de 35 mm (Kasvi).

4.4. Polarizagédo de Leucocitos Humanos

Para determinar a metodologia de polarizacéo de perfil pro-inflamatorio,
foi realizada inicialmente uma curva dose-resposta de avaliagdo de producao
proteica de IL-6 (Biolegend, San Diego—California EUA) por mondcitos
polarizados com LPS (lipopolissacarideo de Escherichia coli - Sigma) + IFNy
(Sigma) nas concentracfes de 100 ng/mL em periodos de 2, 9 e 24 h (Suzuki
2000, Adib-Conquy & Cavaillon 2002, Plevin et al. 2016) (Figura 26, no apéndice
9.2). Em seguida, com o objetivo de observar o efeito do IFNy, foram avaliadas
duas concentracdes do mesmo (10 e 100 ng/mL) associadas a uma Unica
concentracdo de LPS (100 ng/mL) por um periodo de 24h (Figura 27, no
apéndice 9.2). Mais adiante, foram realizadas mais duas curvas-dose resposta
para avaliar o efeito de polarizagdo com LPS ou IFNy isolados individualmente
(em diferentes concentrac8es) por um periodo menor de 2 h (Figuras 28 e 29 no
apéndice 9.2). A citocina de escolha para padronizagéo do estudo foi a IL-6 por
ser uma citocina bastante descrita na literatura no contexto inflamatorio
(Fernandes et al. 2015, Carvalho et al. 2016, Sousa et al. 2019). Apos todas as
andlises, foi definido o método de ativacdo de perfil pro-inflamatério para
mondcitos, linfocitos e neutrodfilos utilizando somente o LPS na concentracédo de
10 ng/mL por um periodo de 2 horas. Esses grupos foram cultivados em RPMI
com 5% de SFB.
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Para padroniza¢do do método de ativacdo do perfil anti-inflamatorio, foi
realizada uma avaliacdo proteica da producdo da citocina IL-10 (kit ELISA
430601 — Biolegend) com base no estudo de Woodward et al 2012. Os mondécitos
foram testados com estimulag&o por IL-4 (Sigma) ou IL-4 associada ao LPS por
um periodo de 2 horas (conforme mostra a figura 30, no apéndice 9.3). Os
resultados mostraram que os mondcitos ativados com IL-4 associado ao LPS
apresentavam uma maior producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 quando
comparados com mondcitos ndo polarizados. Logo, o0 método de polarizacéo de
escolha para mondcitos de perfil anti-inflamatorio foi 10 ng/mL de LPS + 10
ng/mL de IL-4 por um periodo de 2h. Essa padronizacdo também foi aplicada
para polarizar linfocitos e neutrdéfilos isolados do sangue. Os grupos ativados
com LPS+IL-4 foram cultivados em RPMI com 10% de SFB.

4.5. Fotobiomodulagcdo com LED em Leucdcitos Polarizados para os
Fendtipos Pro ou Anti-inflamatorio

Apos o periodo de polarizacdo, os leucdcitos isolados (mondcitos,
linfocitos e neutrdéfilos) foram lavados uma vez com PBS, ressuspensos em meio
RPMI fresco com 5% ou 10% de SFB (de acordo com o perfil de ativacdo: pré
ou anti-inflamatério) e imediatamente irradiados. Na figura 6, observa-se o
processo de irradiacéo dos leucdcitos em placas (35mm) utilizando um prot6tipo
constituido por diodos emissores de luz LED ambar 590 nm conectados a uma
fonte de energia (MPS-3005B — MINIPA, Sao Paulo -SP, Brasil). Os parametros

dosimétricos foram definidos por curva dose-resposta (Apéndice 9.4 - Tabela 2).
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Figura 6 — Irradiagbes de leucdcitos com os LED ambar de 590 nm.

Tabela 2 - Parametros Dosimétricos do LED de Escolha para Desenvolvimento do Estudo

. Energia
) Poténcia Area . Exposicéo Quantidade g .
Comprimento ; Irradiancia . Tempo por Energia
de saida cabecgote Radiante de ]
de onda (nm) (mw/cm?) (s) ) 5 Aplicacédo total (J)
(mw) (cm?) (J/cm?) AplicagGes o)
590 + 20 70 3 23,3 2,66 60 2 4 8

As irradiacOes foram realizadas diretamente na parte superior das placas,
para que o feixe de LED conseguisse atingir todas as células. A fonte de luz
distou 3 cm do fundo das placas e a poténcia foi checada utilizando medidor
(Field Max II-TO Coherent, Santa Clara — Califérnia, Estados Unidos),
considerando a perda de fétons pelo meio de cultura (Silva et al. 2012). Os
experimentos foram realizados em ambiente de obscuridade parcial para néo

sofrer nenhum tipo de interferéncia de outras fontes de luz.
4.6. Grupos Experimentais

Os 18 grupos (experimentais e respectivos controles) deste projeto estdo
descritos na Tabela 3. Os grupos controle descritos como MO, LO e NO s&o
células ndo polarizadas e nédo irradiadas, os grupos descritos como MO+LED,
LO+LED e NO+LED sao células irradiadas, mas nao polarizadas. Os grupos
polarizados séo identificados com: niamero 1 (M1, L1 e N1) para células que
receberam tratamento para inducédo de perfil pré-inflamatorio e M1+LED,
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L1+LED e N1+LED para células polarizadas e irradiadas com LED; ou nimero 2
(M2, L2 e N2) séo células que receberam tratamento para inducao de perfil anti-
inflamatério e M2+LED; L2+LED e N2+LED sdo as células polarizadas e
irradiadas com LED. Os parametros do LED utilizados estdo descritos no item

4.5. e a metodologia de polarizacao no item 4.4.

Tabela 3 — Descrigéo dos Grupos Experimentais

Mondcitos Linfécitos Neutrofilos
MO LO NO
MO + LED 590 nm LO + LED 590 nm NO + LED 590 nm
M1 L1 N1
M1 + LED 590 nm L1+ LED 590 nm N1 + LED 590 nm
M2 L2 N2
M2 + LED 590 nm L2 + LED 590 nm N2 + LED 590 nm

M = monocitos, L = linfécitos e N = neutrofilos
4.7. Avaliagcdo do Espectro de Absorbancia de Leucécitos Humanos

Apds os periodos de polarizagdo, as culturas de leucdcitos foram
coletadas e contadas para avaliacdo da absorcdo de luz. As células nao
polarizadas também passaram pelo mesmo procedimento. Foram avaliadas
culturas de mondécitos e neutréfilos na quantidade de 1x10° de células
ressuspensas em 1,5 mL de PBS nas seguintes condigcbes experimentais:
culturas polarizadas com LPS ou IL4+LPS por 2h; néo polarizadas; néo
polarizadas e irradiadas com LED ambar 590 nm e culturas polarizadas e
irradiadas. Os linfécitos foram avaliados na quantidade de 0,5x10° em 1,5 mL de
PBS nas mesmas condi¢cdes experimentais que 0s mondcitos e neutrofilos

(descricdo de todos os grupos de leucécitos na tabela 3 no item 4.6).

O periodo de avaliagdo de mondcitos e linfécitos foi de 24 horas apdés as
polarizacbes e ambos receberam duas irradiacdes apos 2h e 6h de polarizacéo.
J& os neutrdfilos foram avaliados ap6s 12 horas, pois essas células apresentam
menor viabilidade ao longo do tempo, embora tenham recebido duas irradia¢des
apos 2h e 6h. Para a coleta dos mondcitos aderidos, as células foram lavadas
duas vezes com PBS, removidas das placas com auxilio de tripsina 0,3%
(Sigma) por 10 min em estufa a 37 °C, sendo centrifugadas a 453 G por 5 min e

depois quantificadas em Camara de Neubauer. Os linfécitos e neutrofilos foram
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obtidos a partir da coleta dos sobrenadantes, que foram lavados com PBS e
centrifugados a 453 G por 5 min. Os trés tipos celulares foram distribuidos na

mesma quantidade para analise no espectrofotdmetro.

A andlise da absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro
(OceanOptics, modelo USB-2000, Florida, Estados Unidos) com auxilio do
software SpectraSuite. Inicialmente realizou-se a calibracdo do equipamento
para excluir qualquer tipo de interferéncia externa. Apds a calibracao e leitura do
branco (PBS + cubeta), as amostras de células foram colocadas em cubetas
plasticas descartaveis de 4,5 mL (Kasvi) e introduzidas no equipamento para
avaliacao de absorbancia de luz pelas células desde o comprimento de onda 450

nm-900nm.
4.8. Avaliacdo da Producdao Proteica por Imunoensaio ELISA

Apos as irradiacdes, as culturas de mondcitos e linfocitos permaneceram
em estufa por um periodo de 24h com meio de cultura RPMI suplementado com
5% ou 10 % de SFB (dependendo do tipo de polarizacdo que tinham recebido)
a 37°C e 5% de CO2. Apos este periodo, os sobrenadantes foram coletados e
centrifugados em tubos de 1,5 mL (Kasvi) a 453 G por 5 min, 20°C. O pellet
celular foi processado conforme descrito no item 4.9, e os sobrenadantes foram
utilizados para a quantificacdo proteica utilizando-se kits comerciais conforme
descrito na Tabela 4: IL-13 (437004 - Biolegend), IL-6 (430501 — Biolegend), IL-
10 (430601 — Biolegend), TNF-a (430204 - Biolegend), IFNy (430104 -
Biolegend) e IL-17 (433914 — Biolegend), de acordo com os protocolos do
fabricante. Os experimentos foram realizados em duplicata amostral utilizando

células de pelo menos trés pacientes para cada analise (triplicata biolégica).

As culturas de neutréfilos foram polarizadas por um periodo de 2 horas
para perfil pré6 ou anti-inflamatério e depois foram irradiadas com LED. Apos
irradiacdo, as células permaneceram em estufa por mais 2 horas a 37°C.
Passado o periodo de 4 horas ap0s a polarizacao, as culturas foram coletadas
para avaliacdo génica e o sobrenadante foi coletado para avaliagdo proteica. Os
neutréfilos foram avaliados por um periodo menor (4h), pois essas células
apresentam menor viabilidade e se destacam por liberagdo precoce dos
mediadores envolvidos. Logo, foram analisados em 4h e receberam apenas uma

aplicacdo de LED (ap0s 2h de polarizacdo) para avaliagcdo dos mediadores
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inflamatorios (Fujimake et al. 2013, Neely et al. 2014, Cerdeira et al. 2016, Ma et
al. 2016, Yang et al. 2016).

A escolha dos produtos a serem avaliados para cada grupo foi baseada
em evidéncias literarias que estudaram o perfil de expressado genica e proteica
de cada tipo celular. Para avaliacdo dos linfocitos L1, foram avaliados dados
referentes a IL-17 e IFN-y, assim como, de IL-10 para linfocitos L2 (Filardy et al.
2010, Mesquita Junior et al. 2010, Mayadas et al. 2014). Para os neutroéfilos N1
foram avaliados IL-1B e TNFa, e para neutréfilos N2, IL-10 (Arnardottir et al.
2012, Neely et al. 2014, Wang et al. 2014, Deniset & Kubes 2016, Ma et al. 2016,
Yang et al. 2016). Para avaliagcdo dos mondcitos M1, foram analisados IL-1p, IL-
6 e TNFa, enquanto IL-10 serda o produto de escolha para avaliacdo dos
mondcitos M2 (Filardy et al. 2010, Karlmark et al 2012, Ma et al. 2016).

Tabela 4 — Mediadores a serem avaliados por cada tipo celular por ELISA

Tipo Celular Mediadores
Mondcitos M1 IL-1B3, IL-6, TNFa
Mondcitos M2 IL-10
Linfocitos L1 IL-17, IFN-y
Linfocitos L2 IL-10
Neutréfilos N1 IL-1B, TNFa
Neutrofilos N2 IL-10

4.9. Avaliacao de Expressao Génica

Apods coleta dos sobrenadantes para dosagem das proteinas, os pellets
celulares foram congelados para a avaliagdo quantitativa da expresséo genica
dos mediadores citados na Tabela 5.

O RNA dos linfécitos foi extraido a partir de pellets contendo 3,5x10°
células que estavam nas placas onde os sobrenadantes foram coletados. Foi
feita extragdo das amostras frescas, imediatamente apos coleta. Para isso, 0s
pellets foram lavados com PBS e centrifugados novamente a 453 G por 5 min,
20 °C. Com auxilio de uma pipeta, os sobrenadantes foram descartados, e foram
adicionados 350 yL de RLT + B-mercaptoetanol diretamente nos pellets celulares
e realizada a lise das células com seringa descartdvel de 1 mL
(Descarpack13X0, Sao Paulo - Brasil). Os lisados celulares foram armazenados
no freezer -80 °C.
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Para a coleta dos mondcitos, as placas foram lavadas duas vezes com
PBS, e em seguida foram adicionados 350uL de RLT + [B-mercaptoetanol
(Qiagen, Hilden-Alemanha) para coleta dos mondécitos aderidos. Com uma
pipeta volumétrica, as células foram homogeneizadas e transferidas para tubos
de coleta de 1,5 mL. Em seguida, foi realizada lise celular utilizando seringa de
1 mL (S1IMND - Descarpack, Sdo Paulo SP). Para homogeneizacéao e lise dos
neutroéfilos, ImL de TRIzol ® foi adicionado diretamente nos pellets celulares na
densidade de 3x10° células, os lisados foram coletados e armazenados em

freezer -80 °C.
4.9.1. Isolamento e Integridade de RNA

O RNA das amostras de linfocitos e mondcitos foi extraido utilizando-se o
kit RNEasy Micro kit (Qiagen, Hilden-Alemanha) seguindo as recomendacdes do
fabricante. A concentracdo e pureza das amostras foram determinadas com
auxilio do equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts,

EUA) em comprimento de onda de 260 e 280nm.

O RNA dos neutrdfilos foi extraido utilizando 1mL de TRIzol ®, seguido de
adicdo de 250 pL de cloroférmio para separacdo das diferentes fragcdes (DNA,
RNA e proteina), por meio de centrifugagéo a 453 G, 15 min, 4°C. Foi realizada
a transferéncia da fase aquosa superior contendo o RNA total para um novo
microtubo, onde foram adicionados 650 pL de isopropanol. Foi realizada
centrifugacéo (453 G, 10 min, 4°C), o isopropanol foi descartado e 900uL de
etanol foi adicionado. As amostras foram centrifugadas novamente e o etanol foi
descartado para formacdo do precipitado de RNA total. O RNA total foi
ressuspenso em agua livre de RNAse e a quantificacéo foi feita em Nanodrop
2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA).

4.9.2. Sintese do DNA complementar e qPCR

O DNA complementar utilizado para a reacéo de PCR foi obtido a partir da
transcricédo reversa de 25 ng de RNA de mondcitos, 100 ng de RNA de linfocitos
e 250 ng de RNA de neutréfilos, utilizando-se o High Capacity cDNA Reverse
Transcriptions Kit (Applied Biosystems) de acordo com as instrucées do
fabricante. As reagbes de PCR foram realizadas com uso do reagente SYBR
Green Kit Mastermix (Applied Biosystems, California, EUA) em termociclador

(Applied Biosystems 7500, Foster City, California, EUA) utilizando
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Oligonucleotideos iniciadores (“primers forward e reverse”) especificos para os
genes de interesse (Tabela 5). Todas as solucdes utilizadas para os
procedimentos descritos foram preparadas com agua livre de RNAse tratada
com 0,01% de DEPC e os materiais plasticos e vidraria utilizados receberam

tratamento contra RNAse, novos ou lavados com agua livre de RNAse e DNAse.

Para normalizacdo dos dados foram utilizados primers especificos de
controle enddgeno do tipo Beta-actina Operon. A identificacdo dos melhores
genes enddgenos é de fundamental importancia para validacao dos resultados
obtidos na analise de RT-PCR. Na literatura os genes mais utilizados séo
GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e ACTB (actin beta) (De
Jonge et al. 2007). Para este estudo ambos foram testados e foi observado que
a Beta-actina apresentou melhores resultados para todas as amostras. Ja foi
visto que a FBM pode alterar de forma significativa o metabolismo das células e
dessa forma, talvez interferir na expressdo do gene GAPDH que codifica a
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, importante para o metabolismo
dos carboidratos (Zhang et al. 2003, Silveira et al. 2009, Peplow & Baxter 2013).

Apés definicdo do gene constitutivo, as condi¢cdes de ciclagem foram
padronizadas de acordo com cada primer a ser utilizado (descricdo na tabela 5).
Seguida a amplificacdo, todas as amostras foram submetidas a analise
estatistica.

Na fase de comparacéao entre os dados dos grupos de mondcitos, linfocitos

e neutroéfilos, unidades arbitréarias foram calculadas da seguinte forma:

O ponto inicial do ciclo (CT) do real-time RT-PCR foi avaliado em duplicata
para cada amostra dos 03 diferentes pacientes. Os valores de CT correspondem
ao numero do ciclo do PCR e representam a intensidade da fluorescéncia emitida
pelo produto do RT-PCR amplificado do gene alvo e sao inversamente
proporcionais ao contetdo de mRNA da amostra. O valor da variacdo de CT
(ACT) foi calculado subtraindo-se o valor de CT do gene de interesse do valor
de CT do gene usado como referéncia (B-actina Operon). Para se reduzir as
variacdes entre as amostras, todas elas foram normalizadas pela média da
variagdo do valor de CT (ACT) dos grupos controle (sem nenhum tipo de

ativacao) originando um valor chamado de AACT. A expresséo relativa de todos
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os genes foi calculada utilizando-se a expressdo 2 2ACT e é representada em
unidades arbitrarias (Livak & Schmittgen 2001).

Unidade Arbitraria = 2 -AACT
e ACt = Ct (gene alvo) — Ct (gene controle endégeno -actina)

e AACt = ACt (amostra) - ACt (controle)

CT: “threshold cycle”

Tabela 5 — Genes alvos utilizados para amplificacdo por g-RT-PCR

Gene Primers 5’ > 3’ Condigdes de Ciclagem
. 400 nM
B-Actina F: AGGGTGTGATGGTGGGTATG 9500 - 15
Operon R: TGCCGTGTTCAATGGGGTAC 60° C - 1 min
F: AATCTGTACCTGTCCTGCGTGTT 400 nM
IL-18 R: TGGGTAATTTTTGGGATCTACACTCT 95°C-5s
) 60°C -1 min
F: TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC 200 nM
IL-6 R: GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG I°C-5s
- 62°C-45s
F: GCCTAACATGCTTCGAGATC 400 nM
IL-10 _ 95°C-15s
R: TGATGTCTGGGTCTTGGTTC 60°C - 1 min
F: TCCCTCTGTGATCTGGGAGG 200 nM
IL-17 , 95°C-155s
R: GGATCTCTTGCTGGATGGGG 60°C - 1 min
F: GCCCACGTTGTAGCCAATGTCAAA 400 nM
TNFa _ 95°C-15s
R: GTTGTCTTTCAGCTTCAGGCCGTT 60°C - 1 min
F: GTCGCCAGCAGCTAAAACAG 400 nM
IFNy _ 95°C-15s
R: ATTGCAGGCAGGACAACCAT 60°C - 1 min
F: CTTGCCTTGCTGCTCTACCT 400 nM
VEGFA 95°C-155s
R: AGCTGCGCTGATAGACATCC 60°C - 1 min

4.10. Analise Estatistica

Os dados de producgéo proteica e expressao génica foram analisados
utilizando-se o software GraphPad Prism versao 5.01. Os valores de expressao
génica ou sintese proteica dos grupos controles (ndo polarizados) foram
comparados com 0s grupos controles irradiados com LED e com 0s grupos
polarizados para perfil pr6 ou anti-inflamatério. Da mesma forma, os grupos
somente polarizados foram comparados com 0S grupos néo polarizados, mas
irradiados e com os grupos polarizados e irradiados com LED. Foram realizados
os testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para todas as

variaveis seguidos de teste T com correcdo de Welch para os dados
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paramétricos e Mann Whitney para os dados ndo paramétricos (comparagao
entre dois grupos). O intervalo de confianga foi ajustado para 95% (a=0,05). Os
resultados de absorbéncia obtidos foram transferidos para o software OriginPro
(versdo 2017 SR2, Massachusetts, EUA) para confec¢do dos graficos, estando
no eixo X o comprimento de onda (nm) e no eixo Y os valores da absorbancia
(em unidades arbitrarias - U.A). Foi calculada a média de absorcdo dos 03

pacientes e os dados foram normalizados para apresentagdo gréfica.
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5. RESULTADOS

5.1. Espectros de Absorbancia Optica de Leuc6citos Humanos
5.1.1 Anéalise de Absorbancia Optica de Mondcitos

Nos resultados apresentados na figura 7, é possivel observar que as culturas
de mondcitos sdo capazes de absorver luz desde o comprimento de onda 450
nm até 900 nm, e que todos os grupos avaliados se comportaram de forma
semelhante, apresentando pico de absorcéo entre 520-570 nm. Todos 0s grupos
apresentam uma boa absorbancia no comprimento de onda ambar (590 nm)
utilizado neste trabalho. Além disso, os mondcitos polarizados para perfil M1
mostraram maior absorbancia nas regides do espectro entre 600-825nm do que

0S monacitos ndo polarizados (MO).

A irradiacdo com LED ambar praticamente ndo alterou o espectro de
absorbancia dos mondcitos néo polarizados (M0). J& os monécitos M1 irradiados
com LED ambar passam a absorver menos luz na faixa entre 625 nm e 850 nm
(o que incluiria as fontes vermelhas e infravermelhas proximas) em relacdo aos
grupos somente polarizados M1. De forma semelhante, os monécitos M2
irradiados com LED também passam a absorver menos luz nos comprimentos
de onda entre 600-725nm do que os mondcitos M2 néo irradiados, porém de

forma mais discreta que os mondcitos M1.

Na comparacdo de absor¢cdo entre M1 e M2 foi visto que os mondécitos M1
absorvem mais luz nos comprimentos de onda vermelho e principalmente

infravermelho em relagdo aos mondécitos M2 (Figura 7).
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Figura 7: Absorbancia 6ptica de mondcitos: culturas celulares polarizadas ou nao para perfil pro
ou anti-inflamatério com LPS ou IL4+LPS, respectivamente, por um periodo de 2h. Apés esse
periodo, as culturas foram irradiadas com LED ambar de 590 nm (4J com 2 aplicagbes) e

coletadas ap0ds 24h. Gréafico apresentado com a média da absorbancia de 03 pacientes.

5.1.2. Anélise de Absorbancia Optica de Linfécitos

Assim como 0s mondcitos, os linfocitos (Figura 8) também foram capazes de
absorver luz por todo o espectro avaliado (desde o comprimento de onda de 450
nm até 900 nm), sendo que se observou maiores absorbancias no inicio (450-
570nm) e no final do espectro avaliado (infravermelho 770-900nm). Todos o0s
grupos apresentam uma boa absorbancia no comprimento de onda ambar (590

nm) testado por este estudo.

Os linfécitos ndo polarizados (LO) apresentaram pico de absorcdo em

comprimentos de onda acima 850 nm. A polarizagdo tanto com LPS como com
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LPS+IL-4 praticamente ndo alterou o espectro de absorbéancia dos linfécitos em

comparacao com o estado néo polarizado.

Apos irradiacdo com LED ambar os linfocitos L1 e L2 ndo demonstraram

diferencas no padréo de absorbancia. J4 os linfécitos LO irradiados com LED

passaram a apresentar pico de absorcao principalmente a partir de 700 nm,

conforme a figura 8.

A absorcao dos linfécitos L1 e L2 foi semelhante, embora em algumas regides

os linfécitos L1 tenham apresentado maior pico de absorcao do que os linfécitos

L2 (na luz @mbar em 550 nm e na luz infravermelha a partir de 750 nm).
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Figura 8: Absorbancia éptica de linfocitos: culturas celulares polarizadas ou nao para perfil pré
ou anti-inflamatoério com LPS ou IL4+LPS, respectivamente, por um periodo de 2h. Apés esse
periodo, as culturas foram irradiadas com LED ambar de 590 nm (4J com 2 aplicacbes) e

coletadas ap0s 24h. Gréfico apresentado com a média da absorbancia de 03 pacientes.
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5.1.3. Anélise de Absorbancia Optica de Neutrofilos

Na avaliacdo de absorcao de luz por neutrdfilos (Figura 9), observa-se que
as culturas de neutrdfilos também sdo capazes de absorver luz por todo o
espectro analisado (desde o comprimento de onda de 450 nm até 900 nm),
sendo que o pico de absorcédo entre 520-570nm, sendo que eles absorvem no

comprimento de onda avaliado aqui (ambar 590 nm).

As polarizagfes para perfil inflamatorio ou anti-inflamatorio e as irradiacdes
com LED praticamente nédo alteraram o padrdo de absorcao de neutrofilos (figura
9). Na comparacao de absorcdo entre N1 e N2 néo foi observada diferenca,

ambos apresentaram pico entre 520-570 nm, sendo que o pico de neutrofilos N1,

ainda foi mais evidente (Figura 9).
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Figura 9: Absorbancia 6ptica de neutréfilos: culturas celulares polarizadas ou néo para perfil pré
ou anti-inflamatério com LPS ou IL4+LPS, respectivamente, por um periodo de 2h. Apés esse
periodo, as culturas foram irradiadas com LED ambar de 590 nm (4J com uma aplicagao) e

coletadas ap0s 4h. Gréfico apresentado com a média da absorbancia de 03 pacientes.
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5.2. Producéo Proteica e Expressao Génica de Leucocitos Humanos
5.2.1. Monocitos Humanos
5.2.1.1. Producéo Proteica e Expressao Génica de IL-6

Na avaliacdo proteica, os mondcitos polarizados com LPS (M1) por um
periodo de 2 horas produziram uma quantidade maior da citocina IL-6 em relagéo
aos mondacitos ndo polarizados (M0) ou mondcitos ndo polarizados e irradiados
com LED (MO+LED); p<0.01 e p<0.001, respectivamente. O tratamento com LED
ambar de 590 nm proporcionou uma reducao significante (p<0.001) na producao
de IL-6 nos grupos de mondcitos polarizados para perfil pré-inflamatério M1
(tabela 6 e Figura 10). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre
0S mondcitos nao polarizados (M0) e os mondcitos nao polarizados e irradiados

(MO+LED) para essa analise.
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Figura 10. Producéo proteica de IL-6, ap6s 2 horas da polariza¢do, normalizada pela producao
do grupo M1 (n=6). Avaliacéo realizada pelo método de ELISA em culturas de monécitos (5x106)
dos grupos MO (ndo polarizados), MO+LED (n&o polarizados, mas irradiados com LED ambar
590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e irradiados). Coleta apés
24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias
e desvio padréo. Foi feita a comparacgéo entre os grupos MO x MO+LED, MO x M1, MO+LED x
M1, M1 x M1+LED. ** P<0.01 e *** P<0.00.

Na avaliacdo de expressao génica (Figura 11), os mondcitos polarizados
com LPS por 2h (M1) mostraram uma maior expressao do mRNA de IL-6 em

comparacao com 0s monacitos ndo polarizados (M0) ou ndo polarizados e
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irradiados com LED (MO+LED); p<0.05. N&do houve diferenca estatisticamente
significante entre os mondécitos ndo polarizados (MO) e os mondécitos nao
polarizado e irradiados (MO+LED) para essa andlise. Apesar de observar uma
menor expressdo do mRNA de IL-6 em mondcitos M1 irradiados com LED em
relacdo aos monacitos M1 nao irradiados, ainda nao foi destacada uma diferenca

estatisticamente significante (valores descritos na tabela 6).
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Figura 11. Expresséo génica de IL-6, apos 2 horas da polarizac@o, normalizada em relacéo ao
controle enddgeno B-actina. Avaliagdo realizada pelo método de gPCR em culturas de mondcitos
(5x10°%) dos grupos MO (ndo polarizados), MO+LED (néo polarizados, mas irradiados com LED
ambar 590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e irradiados). Coleta
apos 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam
médias e desvio padrdo. Foi feita a comparagdo entre os grupos MO x MO+LED, MO x M1,
MO+LED x M1, M1 x M1+LED. * P<0.05.

Tabela 6: Descri¢do dos valores de expressao génica e proteica de IL-6 (média + desvio padrao)
de mondécitos dos grupos controle (M0), MO+LED e grupos polarizados M1 ou M1+LED.

Producdo Proteica e Expressdao Génica de IL-6 por Mondcitos em 24 h

Produgao Proteica Expressdo Génica
média (pg/mL) Média (u.a.) £
Grupos . N . .
desvio padrao desvio padrao
Mo 6401993 1,0610,38
MO+LED 8491672 1,59+0,45
M1 1098734161839 2914221
MI1+LED 72119 + 41314 201+160
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5.2.1.2. Producéo Proteica e Expressao Génica de IL-18

Na figura 12, é possivel observar que a polarizacdo de monécitos com 10
ng/mL de LPS (M1) gerou um aumento significante na producdo de IL-13 em
relacdo aos mondcitos ndo polarizados (M0) ou monécitos ndo polarizados e
irradiados com LED (p<0.01). Os demais grupos ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significante na producao desta citocina.
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Figura 12. Producéao proteica de IL-18, apds 2 horas da polariza¢éo, normalizada em relacao ao
grupo M1 (n=6). Avaliacdo realizada pelo método de ELISA em culturas de mondcitos (5x106)
dos grupos MO (ndo polarizados), MO+LED (n&o polarizados, mas irradiados com LED ambar
590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e irradiados). Coleta apés
24h. Dados de 3 pacientes com amostras plagueadas em duplicata. Barras representam medias
e desvio padrdo. Foi feita a comparagéo entre os grupos MO x MO+LED, MO x M1, MO+LED x
M1, M1 x M1+LED. ** P<0.01.

Da mesma forma, o mRNA de IL- 7 foi muito mais expresso por mondcitos
polarizados com LPS (M1) por 2h em comparacdo com mondcitos nao
polarizados (MO) ou nao polarizados e irradiados com LED (p<0.05). Entretanto,
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os mondcitos nao
polarizados (M0O) e os mondcitos néo polarizados e irradiados (MO+LED) para
essa analise. Assim como, 0s mondcitos polarizados para perfil pro-inflamatorio
(M1) tratados com LED nao mostraram diferenca estatisticamente na expressao

do mRNA de IL-18 em relacdo aos mondcitos apenas polarizados (Figura 13).



60

Expressao Génica IL-1p

254 *
s } | CJ Mo
E 20- MO + LED Ambar 4J 2X
g 2 v
S 8™ = M1 + LED Ambar 4J 2X

& ;
8 R 101
@
E_ 5_ et
x
17}
G | | 1 | TR 1 ]

Figura 13. Expresséo génica de IL-78 normalizada em rela¢@o ao controle enddgeno S-actina
apos 2 horas da polarizagdo. Avaliagdo realizada pelo método de gPCR em culturas de
mondcitos (5x10°) dos grupos MO (ndo polarizados), MO+LED (ndo polarizados, mas irradiados
com LED ambar 590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e
irradiados). Coleta ap6s 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata.
Barras representam médias e desvio padréo. Foi feita a comparagdo entre os grupos MO x
MO+LED, MO x M1, MO+LED x M1, M1 x M1+LED. * P<0.05.

Tabela 7: Descricdo dos valores de expresséo génica e proteica de IL-13 (média + desvio padrao)
de mondécitos dos grupos controle (M0), MO+LED e grupos polarizados M1 ou M1+LED

Producdo Proteica e Expressdo Génica de IL-18 por Mondécitos em 24 h

Produgdo Proteica Expressao Génica
Grupos média (pg/mL) £ Média (u.a.) £
desvio padrao desvio padrao
Mo 107160 1,0040,06
MO+LED 2214201 1,02+0,32
M1 1429315217 13,70+8,71
MI1+LED 1676318022 13,70+3,35

5.2.1.3. Producéo Proteica e Expressdo Génica de TNFa

Os mondcitos polarizados com LPS (M1) apresentaram uma maior
producao da citocina TNFa em relagdo aos mondcitos ndo polarizados (M0) ou
monaocitos ndo polarizados e irradiados (MO+LED); p<0.001. Em contrapartida,
nao houve diferenca estatisticamente significante na produgéo de TNFa entre os

grupos MO e MO+LED. J& os mondécitos polarizados para perfil pré-inflamatério
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(M1) tratados com LED mostraram uma produgdo menor de TNFa (p<0.01) em
relacdo aos mondcitos apenas polarizados M1 (Figura 14).
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Figura 14. Produgéao proteica de TNFa, ap6s 2 horas da polarizagdo, normalizada em relagao
ao grupo M1 (n=6). Avaliagéo realizada pelo método de ELISA em culturas de monécitos (5x106)
dos grupos MO (ndo polarizados), MO+LED (n&o polarizados, mas irradiados com LED ambar
590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e irradiados). Coleta ap6s
24h. Dados de 3 pacientes com amostras plagueadas em duplicata. Barras representam médias
e desvio padréo. Foi feita a comparagéo entre os grupos MO x MO+LED, MO x M1, MO+LED x
M1, M1 x M1+LED. ** P<0.01 e *** P<0.001.

Embora tenha sido realizada analise de expressdao do mRNA de TNFa
pelos controles positivos, a expressao deste mediador ndo foi detectada pelos
monaocitos nos diferentes grupos experimentais (MO, MO+LED, M1 ou M1+LED)

no periodo de avaliacdo em questao de 24h.

Tabela 8: Descri¢gao dos valores de produgéao proteica de TNFa (média + desvio padrao) de

mondécitos dos grupos controle (M0), MO+LED e grupos polarizados M1 ou M1+LED

Produgdo Proteica de TNFa por Mondcitos em 24 h

média (pg/mL) £

Grupos i ~
desvio padrao

MO 41+42

MO+LED 53+31

M1 1024+438

MI1+LED 723300
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5.2.1.4. Producéo Proteica e Expressao Génica IL-10

Os resultados mostraram que os mondcitos polarizados para perfil anti-
inflamatério M2 (LPS + IL-4 10 ng/mL) mostraram uma maior producdo da
citocina IL-10 em relagcdo aos mondcitos néo polarizados (M0) ou mondcitos ndo
polarizados e irradiados com LED (MO+LED); p<0.001. Mas nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os mondécitos ndo polarizados (MO) e os
mondcitos ndo polarizados e irradiados (MO+LED). O tratamento com LED
ambar de 590 nm proporcionou uma reducao significante (p<0.001) na producéo
de IL-10 nos grupos de mondcitos polarizados para perfil anti-inflamatério M2
(Figura 15).
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Figura 15. Producao proteica de IL-10, ap0s 2 horas da polarizacédo, normalizada em relagao ao
grupo M2 (n=6). Avaliacdo realizada pelo método de ELISA em culturas de mondcitos (5x106)
dos grupos MO (ndo polarizados), MO+LED (n&o polarizados, mas irradiados com LED ambar
590 nm), M2 (polarizados com LPS +IL-4 10ng/mL) e M2+LED (polarizados e irradiados). Coleta
apos 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam
médias e desvio padrdo. Foi feita a comparacdo entre os grupos MO x MO+LED, MO x M1,
MO+LED x M1, M1 x M1+LED. * P<0.05 e *** P<0.001.

Embora tenha sido realizada analise de expressdo do mRNA de IL-10
pelos controles positivos, a expressao deste mediador n&o foi detectada pelos
monaocitos nos diferentes grupos experimentais (MO, MO+LED, M2 ou M2+LED)

no periodo de avaliacdo de 24h.
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Tabela 9: Descricao dos valores de producéo proteica de IL-10 (média + desvio padrdo) de

mondcitos dos grupos controle (M0), MO+LED e grupos polarizados M2 ou M2+LED

Produgao Proteica de IL-10 por Mondcitos em 24 h

média (pg/mL) £

Grupos . -
desvio padrao
MO 8,37+8,37
MO+LED 8,23+8,08
M2 144+99
M2+LED 132+94

5.2.2. Linfécitos Humanos
5.2.2.1. Producéo Proteica e Expressao Génica de IL-17

Na dosagem da proteina IL-17, foi observado que os linfécitos polarizados
com LPS por 2 horas (L1) ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante na producao dessa citocina em relacéo aos linfocitos ndo polarizados
(LO) ou néo polarizados e irradiados com LED (LO+LED). Também né&o houve
diferenca entre os grupos LO e LO+LED. Por outro lado, os linfocitos polarizados
com LPS (L1) que receberam irradiacdo com LED ambar produziram muito mais

IL-17 (p<0.05) que os linfocitos apenas polarizados L1 (Figura 16).
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Figura 16. Producao proteica de IL-17, ap0s 2 horas da polariza¢do, normalizada em relacdo ao
grupo L1 (n=6). Avaliacdo realizada pelo método de ELISA em culturas de linfocitos (3,5x106)
dos grupos L0 (ndo polarizados), LO+LED (néo polarizados, mas irradiados com LED ambar 590
nm), L1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e L1+LED (polarizados e irradiados). Coleta apds 24h.
Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias e
desvio padrdo. Foi feita a comparacédo entre os grupos LO x LO+LED, LO x L1, LO+LED x L1, L1
X L1+LED. * P<0.05.
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Embora os valores de expressdo do mRNA de IL-17 por linfocitos
polarizados L1 tenha sido maior que os valores expressos por linfocitos ndo
polarizados (LO) ou nao polarizados e irradiados (LO+LED), n&o houve diferenca
estatisticamente significante (tabela 10). Assim como, ndo houve diferenca
significante na expressao deste mediador entre os grupos de linfécitos nao
polarizados (LO) e os nado polarizados e irradiados com LED ou entre os linfocitos

polarizados L1 e os grupos L1 irradiados com LED (Tabela 10), Figura 17.
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Figura 17. Expresséo génica de IL-17, ap6s 2 horas da polarizagédo, normalizada em relacdo ao
controle endégeno B-actina. Avaliacdo realizada pelo método de gPCR em culturas de linfocitos
(3,5x108) dos grupos LO (ndo polarizados), LO+LED (ndo polarizados, mas irradiados com LED
ambar 590 nm), L1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e L1+LED (polarizados e irradiados). Coleta
apos 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam
médias e desvio padréo. Foi feita a comparacao entre os grupos LO x LO+LED, LO x L1, LO+LED
x L1, L1 x L1+LED. * P<0.05.

Tabela 10: Descri¢do dos valores de expressao génica e proteica de IL-17 (média + desvio
padrao) de linfocitos dos grupos controle (LO), LO+LED e grupos polarizados L1 ou L1+LED

Producao Proteica e Expressdo Génica de IL-17 por Linfécitos em 24 h

Producao Proteica Expressdo Génica
Grupos média (pg/mL) £ média (u.a.) +
desvio padrao desvio padrao
LO 2,3410,83 1,0310,29
LO+LED 2,14+0,30 1,02+1,01
L1 2,4610,38 5,8116,03
L1+LED 5,11+1,81 15,31+21,81
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5.2.2.2 Producgao Proteica e Expressao Génica de IFNy

Os linfécitos humanos polarizados com LPS (L1) apresentaram maior
producédo da citocina IFNy em rela¢éo aos linfécitos ndo polarizados (LO) ou ndo
polarizados e irradiados com LED (LO+LED); p<0.01. Os demais grupos nao
mostraram diferenca estatistica significante na avaliacdo deste mediador (Figura
18).
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Figura 18. Producao proteica de IFNy, ap0s 2 horas da polarizagdo, normalizada em relacéo ao
grupo L1 (n=6). Avaliacdo realizada pelo método de ELISA em culturas de linfocitos (3,5x106)
dos grupos L0 (n&o polarizados), LO+LED (n&o polarizados, mas irradiados com LED ambar 590
nm), L1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e L1+LED (polarizados e irradiados). Coleta apds 24h.
Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias e
desvio padrdo. Foi feita a comparacédo entre os grupos LO x LO+LED, LO x L1, LO+LED x L1, L1
x L1+LED. ** P<0.01.

No periodo avaliado de 24 horas, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes na expressdo do mRNA de /FNy entre 0s grupos
de linfécitos polarizados com LPS (L1) e linfocitos n&o polarizados (LO) ou n&o
polarizados e irradiados (LO+LED), mesmo observando maior valor de expressao
pelo grupo L1 em relagdo aos demais (tabela 11). Também né&o foi observada
diferenca estatistica significante na expressao de mRNA de /FNy entre linfocitos
L1 tratados com LED ambar comparados aos linfocitos apenas polarizados L1
(Figura 19).
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Figura 19. Expressao génica de IFNy, ap0s 2 horas da polarizacéo, normalizada em relagédo ao
controle endégeno B-actina. Avaliacéo realizada pelo método de gPCR em culturas de linfocitos
(3,5x108) dos grupos LO (ndo polarizados), LO+LED (ndo polarizados, mas irradiados com LED
ambar 590 nm), L1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e L1+LED (polarizados e irradiados). Coleta
apos 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam
médias e desvio padréo. Foi feita a comparacao entre os grupos LO x LO+LED, LO x L1, LO+LED
x L1, L1 x L1+LED. ** P<0.01.

Tabela 11: Descri¢cdo dos valores de expressao génica e proteica de IFNy (média * desvio
padrao) de linfocitos dos grupos controle (LO), LO+LED e grupos polarizados L1 ou L1+LED

Producdo Proteica e Expressdo Génica de IFNy por Linfécitos em 24 h

Producao Proteica Expressao Génica
Grupos média (pg/mL) £ média (u.a.)
desvio padrao desvio padrao
LO 6,17+7,25 1,0040,07
LO+LED 1,77+3,12 0,76%0,52
L1 3241442 8,3218,89
L1+LED 280+368 15,67+21,24

5.2.2.3. Producédo Proteica e Expressdo Génica de IL-10

Na analise de perfil de linfocitos polarizados com LPS+IL4 (10 ng/mL), foi
Vvisto que 0s grupos polarizados para perfil L2 mostraram uma maior producao
da citocina IL-10 em relagdo aos linfécitos ndo polarizados (LO) ou néo
polarizados e irradiados com LED (LO+LED); p<0.01. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os linfocitos n&do polarizados (LO) e os

linfécitos ndo polarizados e irradiados (LO+LED) para essa analise. Por outro
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lado, o tratamento com LED ambar de 590 nm proporcionou uma reducéo
significante (p<0.05) na producéo de IL-10 nos grupos de linfocitos polarizados

para perfil anti-inflamatério L2 (Figura 20).
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Figura 20. Producéo proteica de IL-10, ap6s 2 horas da polariza¢do, normalizada em relacdo ao
grupo L2 (n=6). Avaliacéo realizada pelo método de ELISA em culturas de linfocitos (3,5x106)
dos grupos LO (n&o polarizados), LO+LED (n&o polarizados, mas irradiados com LED ambar 590
nm), L2 (polarizados com LPS+IL-4 10ng/mL) e L2+LED (polarizados e irradiados). Coleta apds
24h. Dados de 3 pacientes com amostras plagueadas em duplicata. Barras representam médias
e desvio padréo. Foi feita a comparacéo entre os grupos LO x LO+LED, LO x L1, LO+LED x L1,
L1 x L1+LED. * P<0.05 e ** P<0.01.

Embora tenha sido realizada analise de expressdo do mRNA de IL-10
pelos controles positivos, a expressédo deste mediador néo foi detectada pelos
linfécitos nos diferentes grupos experimentais (LO, LO+LED, L2 ou L2+LED) no

periodo de avaliacao de 24h.

Tabela 12: Descri¢ao dos valores de producéo proteica de IL-10 (média * desvio padrdo) de

linfécitos dos grupos controle (L0O), LO+LED e grupos polarizados L2 ou L2+LED

Producao Proteica de IL-10 por Linfécitos em 24 h

média (pg/mL) £

Grupos . .
desvio padrao
Lo 5,96+6,16
LO+LED 4,18+5,29
L2 166+129

L2+LED 152+131
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5.2.3. Neutrofilos Humanos
5.2.3.1. Producéo Proteica e Expressao Génica de IL-18

Na figura 21, é possivel observar que a polarizacdo de neutréfilos com 10
ng/mL de LPS (N1) ocasionou um aumento significante na producéo de IL-113
(p<0.05) comparando com neutrofilos ndo polarizados, mas que receberam
irradiacdo com LED (NO+LED). Por outro lado, ndo houve diferenca
estatisticamente na producdo desse mediador entre os grupos de neutrofilos
polarizados (N1) e ndo polarizados (NO) ou entre os grupos néo polarizados (NO)
e NO+LED. Adicionalmente, ndo foi observada diferenca estatistica entre os
grupos polarizados com LPS (N1) e os grupos polarizados e irradiados com LED
(N1+LED).
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Figura 21. Producéo proteica de IL-13, ap6s 2 horas da polarizacdo, normalizada em relacdo ao
grupo N1 (n=6). Avaliagdo realizada pelo método de ELISA em culturas de neutréfilos (3x106)
dos grupos NO (n&o polarizados), NO+LED (n&o polarizados, mas irradiados com LED ambar 590
nm), N1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e N1+LED (polarizados e irradiados). Coleta apés 4h.
Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias e
desvio padréo. Foi feita a comparacgéo entre os grupos NO x NO+LED, NO x N1, NO+LED x N1,
N1 x N1+LED. * P<0.05.

Avaliando a expressdo do mRNA de IL-18, ndo foi possivel observar
nenhuma diferenca estatistica entre os grupos de neutrofilos NO (n&o

polarizados), NO+LED (polarizados e irradiados com LED), N1 (polarizados com
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LPS) e N1+LED (polarizados e irradiados), embora a média de expressédo de N1

tenha sido maior que a média dos demais grupos (Tabela 13 e Figura 22).
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Figura 22. Expresséo génica de IL-18, ap0s 2 horas da polarizagdo, normalizada em relacéo ao

controle enddgeno B-actina. Avaliagao realizada pelo método de qPCR em culturas de neutrofilos

(3x10°%) dos grupos NO (ndo polarizados), NO+LED (néo polarizados, mas irradiados com LED
ambar 590 nm), N1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e N1+LED (polarizados e irradiados). Coleta

apos 4h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam

médias e desvio padrdo. Foi feita a comparacao entre os grupos NO x NO+LED, NO x N1, NO+LED
X N1, N1 x N1+LED.

Tabela 13: Descricdo dos valores de expressao génica e proteica de IL-13 (média + desvio
padrao) de neutréfilos dos grupos controle (NO), NO+LED e grupos polarizados N1 ou N1+LED

Produgdo Proteica e Expressdo Génica de IL-1B por Neutréfilos em 24 h

Produgao Proteica

Expressao Génica

Grupos média (pg/mL) £ média (u.a.) +
desvio padrao desvio padrao
NO 3214137 1,0110,14
NO+LED 284+117 1,4110,66
N1 353481 2,13+2,16
NI1+LED 328186 0,99+0,29

5.2.3.2. Producéo Proteica e Expressdo Génica de TNFa

Os neutrofilos polarizados com LPS (N1) por um periodo de 2h, ndo

apresentaram diferenca estatisticamente significante na sintese da proteina
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TNFa comparando com os neutréfilos que n&do foram polarizados (NO) ou que
nado foram polarizados, mas foram irradiados (NO+LED). Similarmente, os
neutréfilos ndo polarizados (NO) também ndo mostraram diferenca nessa
producdo em relacdo aos neutrofilos NO irradiados com LED. Entretanto, os
neutrofilos N1 tratados com LED mostraram uma menor producéo dessa citocina
comparados com os neutréfilos apenas induzidos para perfil pro-inflamatorio
(N1), P<0.05 (Figura 23).
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Figura 23. Produgéo proteica de TNFa, apds 2 horas da polarizagdo, normalizada em relagao
ao grupo N1 (n=6). Avaliagédo realizada pelo método de ELISA em culturas de neutrdéfilos (3x106)
dos grupos NO (n&o polarizados), NO+LED (n&o polarizados, mas irradiados com LED ambar 590
nm), N1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e N1+LED (polarizados e irradiados). Coleta apos 4h.
Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias e
desvio padréo. Foi feita a comparacédo entre os grupos NO x NO+LED, NO x N1, NO+LED x N1,
N1 x N1+LED. * P<0.05.

Embora tenha sido realizada analise de expressdao do mRNA de TNFa
pelos controles positivos, a expressao deste mediador néo foi detectada pelos
neutroéfilos nos diferentes grupos experimentais (NO, NO+LED, N1 ou N1+LED)

no periodo de avaliacdo de 4 horas.
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Tabela 14: Descrigdo dos valores de produgao proteica de TNFa (média + desvio padrao) de
neutréfilos dos grupos controle (NO), NO+LED e grupos polarizados N1 ou N1+LED

Produgdo Proteica de TNFa por Neutrdéfilos em 24 h

média (pg/mL) £

Grupos desvio padrao
NO 102+30
NO+LED 103+32
N1 104+31
N1+LED 91+29

5.2.3.3. Producéo Proteica e Expressao Génica de IL-10

Na dosagem da citocina anti-inflamatoria IL-10, foi observado que os
grupos de neutrofilos polarizados com IL4+LPS (N2) apresentaram um valor de
média de producao mais elevado que os neutrdéfilos ndo polarizados (NO) ou nao
polarizados irradiados com LED, porém, ndo houve diferenca estatisticamente
significante (Tabela 15). Além disso, apesar dos neutréfilos (N2) polarizados e
tratados com LED apresentarem maior producdo dessa citocina, também néao foi
observada diferenca estatisticamente significante como observado na figura 24.
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Figura 24. Producdo proteica de IL-10, ap6s 2 horas da polarizagcao, normalizada em relacao ao
grupo N2 (n=6). Avaliacdo realizada pelo método de ELISA em culturas de neutréfilos (3x106)
dos grupos NO (n&o polarizados), NO+LED (n&o polarizados, mas irradiados com LED ambar 590
nm), N2 (polarizados com LPS+IL-4 10ng/mL) e N2+LED (polarizados e irradiados). Coleta apés
4h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias
e desvio padrdo. Foi feita a comparacéo entre os grupos NO x NO+LED, NO x N1, NO+LED x N1,
N1 x N1+LED.
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Embora tenha sido realizada analise de expressdo de mRNA das citocinas
IL-10 e VEGF pelos controles positivos, a expressao destes mediadores nao foi
detectada pelos neutréfilos nos diferentes grupos experimentais (NO, NO+LED,
N2 ou N2+LED) no periodo de avaliacdo de 4 horas.

Tabela 15: Descricédo dos valores de producao proteica de IL-10 (média * desvio padrao) de
neutroéfilos dos grupos controle (NO), NO+LED e grupos polarizados N2 ou N2+LED

Produgao Proteica de IL-10 por Neutréfilos em 24 h

média (pg/mL) £

Grupos . ~
desvio padrdao
NO 0,00+0,00
NO+LED 0,01+0,04
N2 0,99+0,79
N2+LED 1,10+1,03

5.3. Sintese dos resultados de expressado génica e proteica

Os resultados obtidos nas avaliagbes de expressao génica e proteica de
monacitos, linfécitos e neutrdéfilos polarizados (ou n&o polarizados) para perfil pro
ou anti-inflamatério irradiados com LED (ambar de 590 nm) estdo descritos
resumidamente nos quadros 01 e 02 a seguir. Os grupos controles MO; LO ou NO
foram comparados com os grupos controles irradiados com LED e também com
0s grupos polarizados para perfil pré ou anti-inflamatério (M1; L1; N1 ou M2; L2
ou M2). Os grupos controles irradiados ainda foram comparados com 0S grupos
polarizados e 0s grupos polarizados foram comparados com 0S grupos

polarizados e irradiados.
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Quadro 01: Sintese de expressao génica e proteica de mondcitos, linfécitos e neutréfilos

polarizados para perfil pré-inflamatério irradiados com LED ambar de 590 nm.

Perfil Pré-inflamatorio
o Controle X Controle X Controle+LED Polarizado X
Grupo Citocina ) ) ]
Controle+LED polarizado X Polarizado Polarizado+LED
L6 MRNA: ns mRNA: 1 mRNA: 1 MRNA: ns
Proteina: ns Proteina: 1 Proteina: 1 Proteina: |
L1p MRNA: ns mRNA: 1 mRNA: 1 MRNA: ns
Mondcitos Proteina: ns | Proteina: 1 Proteina: 1 Proteina: ns
(M)
MRNA: ne MmRNA: ne MRNA: ne MRNA: ne
TNFa . ] ] ]
Proteina: ns Proteina: 1 Proteina: 1 Proteina: |
.17 MRNA: ns MRNA: ns MRNA: ns mMRNA: ns
Linfocitos Proteina: ns | Proteina: ns | Proteina: ns Proteina: 1
(L) IFNy mRNA: ns mRNA: ns mMRNA: ns mMRNA: ns
Proteina: ns Proteina: 1 Proteina: 1 Proteina: ns
IL-1B MRNA: ns MRNA: ns MRNA: ns MRNA: ns
Proteina: ns | Proteina: ns Proteina: 1 Proteina: ns
Neutrofilos
N) TNFa MRNA: ne MRNA: ne MmRNA: ne MRNA: ne
Proteina: ns | Proteina: ns | Proteina: ns Proteina: |

Controle (Sem polarizacdo e sem Irradiacdo); Controle+LED (Sem polarizagéo + Irradiacdo LED
ambar); Polarizado (Com LPS para perfil pro-inflamatorio); Polarizado+LED (Polarizagdo com LPS e

Irradiacdo com LED ambar); ns- ndo significante; ne- ndo expresso; 1- aumento; |-reducao.
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Quadro 02: Sintese de expressao génica e proteica de mondcitos, linfécitos e neutrdéfilos

polarizados para perfil anti-inflamatorio irradiados com LED ambar de 590 nm.

Perfil Anti-inflamatério

o Controle X Controle X | Controle+LED Polarizado X
Grupo Citocina ) ) )

Controle+LED polarizado X Polarizado Polarizado+LED

Monécitos IL-10 mRNA: ne MRNA: ne MRNA: ne mRNA: ne

(M) Proteina: ns Proteina:t Proteina: 1 Proteina: |

Linfécitos IL-10 MRNA: ne MRNA: ne MRNA: ne mMRNA: ne

(L) Proteina: ns Proteina:t Proteina: 1 Proteina: |

IL-10 MRNA: ne MRNA: ne MRNA: ne MRNA: ne

Proteina: ns Proteina: ns | Proteina: ns Proteina: ns

Neutroéfilos
N) VEGF mRNA: ne mMRNA: ne mMRNA: ne mRNA: ne
Proteina: nt Proteina: nt | Proteina: nt Proteina: nt

Controle (Sem polarizacdo e sem Irradiacdo); Controle+LED (Sem polarizagéo + Irradiacdo LED

ambar); Polarizado (Com IL4+LPS para perfil anti-inflamatério); Polarizado+LED (Polarizacdo com

IL4+LPS e Irradiacdo com LED ambar); ns- ndo significante; ne- ndo expresso; 1- aumento; |-reducéo.
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6. DISCUSSAO

A fotobiomodulagéo utiliza luz monocromética na regido optica entre 400-
1000 nm para tratar de maneira ndo invasiva e ndo térmica os tecidos
lesionados. Esse tipo de tratamento se baseia na capacidade da luz (fétons) em
alterar o metabolismo celular apos sua absorcao por componentes intracelulares
(Farivar et al. 2014, Anders et al. 2015, Hamblin et al. 2017). Embora mondcitos,
linfécitos e neutréfilos sejam consideradas células chave na coordenacédo dos
processos de inflamacdo e reparo (Mesquita Junior et al. 2010, Duque and
Descoteaux 2014, Ma et al. 2016, Tidball 2017, Abbas et al. 2018, Okabe 2018,
Souza 2018), muito pouco foi descrito sobre a absor¢éo da luz por estas células.

Na avaliacdo de absorbancia éptica desse estudo, foi verificado que os trés
tipos de leucécitos (mondcitos, linfocitos e neutrdéfilos) absorvem luz nas regides
entre 450-900 nm.

Monécitos mostraram um pico de absor¢cdo entre 520-570 nm (que
compreende as cores verde, amarelo e ambar), comprimentos que nao sao os
mais usados na FBM, que atualmente sao o vermelho e infravermelho préximo
(Alves et al. 2014, Hamblin 2017). Porém € interessante notar que a polarizacao
M1 gerou aumento de absorg¢ao nos comprimentos vermelho e infravermelho, ou
seja, numa situacdo inflamatéria os mondcitos absorveriam mais luz nestes
comprimentos do que em uma situagdo normal, do mesmo modo, os mondcitos
M2 mostraram maior absorcdo no comprimento de onda vermelho que os
monaocitos M0O. Muitos artigos na literatura apontam os efeitos terapéuticos das
fontes vermelhas e infravermelhas no tratamento das lesfes inflamatdrias
(Baptista et al. 2011, Assis et al. 2013, Fernandes et al. 2013, Alves et al. 2014,
Souza et al. 2014, Hamblin 2017, Souza et al. 2018) e também na modulagéo da
resposta inflamatéria de mondcitos/macréfagos (Lindgard et al. 2007, Mehrsai et
al. 2009, Alves et al. 2014, Chen et al. 2014, Souza et al. 2014, Fernandes et al.
2015, Carvalho et al. 2016, Hamblin 2017, Sousa et al. 2019), mas nao existe
nenhum estudo que tenha observado a interagdo da luz com a plasticidade dos

leucédcitos humanos.

Portanto, na comparagédo de absorcdo entre M1 e M2 foi visto que os

monaocitos M1 absorvem mais luz nos comprimentos de onda vermelho e
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principalmente infravermelho em relagdo aos mondcitos M2, o que sugere que
em um quadro inflamatorio o efeito da irradiacdo nestes comprimentos de onda
sera mais efetivo. Esses resultados podem contribuir para elucidacéo de quadros
inflamatorios, sugerindo uma aplicacao de luz infravermelha no inicio da leséo,
momento em que predominam os mondcitos M1 e uma segunda aplicacdo de

vermelha na fase final, com maior absorcao pelos mondcitos M2.

Na avaliacdo do efeito da irradiacdo com LED ambar sobre a absorbancia
dos mondécitos foi também muito interessante notar que as células polarizadas
passam a absorver menos luz nos comprimentos de onda vermelho e
infravermelho, ficando com espectro mais préoximo dos mondcitos nao
polarizados, o que poderia indicar que realmente tenha ocorrido um efeito
modulador do LED ambar sobre estas células, o que sugere que, quando
irradiadas elas voltariam ao padrdao sem ativacao, nao polarizado. Mondcitos nédo
polarizados quando irradiados ndo exibiram alteracdo no padrdo de absorcao

indicando que nestas células ndo houve modulacgéo pelo LED.

Os linfocitos, por sua vez, mostraram pico de absor¢cdo no inicio (450-570
nm) e no final do espectro avaliado (770-900nm), o que indicaria que seriam
responsivos principalmente as fontes azuis, verdes, amarelas e infravermelhas.
Tanto a polarizacdo como a irradiacdo com LED ambar nédo alteraram o padréo
de absorcédo destas células, porém linfocitos ndo polarizados quando irradiados
com LED passaram a absorver mais luz infravermelha. Na comparacao de
absorcao entre L1 e L2, os dois grupos responderam semelhante, embora em
algumas regides os linfécitos L1 tenham apresentado pico de absorcdo maiores
comparados aos L2 (ha luz ambar em 550 nm e na luz infravermelha a partir de
750 nm). Os linfocitos L1 se comportaram de forma semelhante aos mondcitos
M1, que apresentaram um aumento de absorbancia na regido do espectro que

compreende a luz infravermelha.

Ja os neutroéfilos mostraram pico de absorcao entre 520 e 570 nm indicando
que seriam mais responsivos a fontes nas cores verde e amarela. As
polarizagbes para perfil inflamatorio ou anti-inflamatério e as irradiagbes com
LED praticamente ndo alteraram o padrdo de absorcdo de neutréfilos. Na
comparacdo de absorcao entre N1 e N2 nao foi observada diferenga, ambos
apresentaram pico entre 520-570 nm, sendo que o pico de neutroéfilos N1, foi um

pouco mais evidente.
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Apenas um estudo foi encontrado mostrando a analise da absorcéo de luz
em leucadcitos, estes descritos como macrofagos derivados de sarcoma de
camundongos Balb/c (Fernandes et al. 2015). Essas células se comportaram de
forma semelhante aos mondcitos e neutrdfilos avaliados aqui, mostrando pico de
absorcao entre 550-600 nm. Os achados desse estudo sdo de suma importancia
para auxiliar na escolha do comprimento de onda ideal para desenvolvimento de
novos protocolos terapéuticos que envolvam a fotobiomodulagdo sobre as
principais células inflamatérias de sangue humano. A FBM tem sido usada para
irradiacOes da corrente sanguinea, a chamada ILIB ou FBM sistémica que pode
ser aplicada de maneira na corrente sanguinea ou sobre a pele ou mucosa que
recobrem os vasos (Alves et al. 2014, Hamblin 2017). Somado a isso, é
importante lembrar que tanto na FBMS n&o invasiva como no tratamento de
lesBes teciduais, a luz terd que atravessar varias barreiras teciduais para atingir
os leucécitos, assim sempre haverd necessidade de avaliar a transmisséo
efetiva de cada fonte. Ja foi descrito na literatura que a regiéo visivel do espectro
é indicada para terapia de tecidos mais superficiais como pele e mucosas, pois
a melanina e hemoglobina absorvem a luz em comprimentos de onda inferior a
600 nm, dificultando a penetracdo dessas fontes de luz. Por outro lado, a regiédo
do infravermelho proximo pode interagir com estruturas mais profundas devido
a sua maior profundidade de penetracdo (Castilho-filho 2003, Marques et al.
2004, Sordillo et al. 2014, Khalid 2016). Porém, comprimentos de onda acima de
900 nm podem se deparar com uma barreira, pois a agua apresenta maior
absorbéancia nessa regiao e pode atrapalhar esse processo (Castilho-filho 2003,
Khalid 2016, Hamblin 2017).

A metodologia de polarizacdo de mondcitos e linfocitos para perfil pré ou anti-
inflamatério com LPS ou IL-4+LPS foi efetiva. Os mondcitos estimulados com
LPS (M1) por 2h apresentaram um aumento na expressdo génica e sintese
proteica das citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL13 e TNFa e os linfécitos um
aumento na sintese de IFNy. Essa descricdo esta de acordo com o perfil de
secrecdo de citocinas mostrado por essas células nos estudos de Suzuki 2000,
Adib-Conquy & Cavaillon 2002 e Plevin et al. 2016. Foram descritas duas
possiveis vias de ativacdo com LPS para inducao de secrecdo dessas citocinas:
a via MyD88, que ativa a liberagao de citocinas inflamatérias (TNFa, IL-6) por
meio da ativacdo TLR4 / CD14 da superficie celular e a via dependente do TRIF,

que estimula liberagao de citocinas do tipo IFNy via internalizacdo do TLR4 nos
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endossomos (Kawai & Akira 2011, Plevin et al. 2016). Na polarizacéo de perfil
anti-inflamatério (em monocitos e linfocitos) também foram encontrados
resultados positivos, quando essas células mostraram um aumento na producao
de IL-10 apoés estimulo com IL-4+LPS por 2h, assim como foi observado no
estudo de Woodward et al. 2012. Sobre os neutrofilos, ndo foram observadas
diferencas significantes entre células polarizadas e ndo polarizadas, tanto no
perfil N1 como no N2 em relacdo aos neutréfilos NO. A polarizacdo dessas
células ndo respondeu como esperado ou talvez o tempo e/ou concentracao de
polarizacdo das células ndo fossem o0s mais efetivos para este modelo
experimental. Sendo necessario a realizacdo de futuras avaliagbes para
compreender melhor a modulacdo exercida pelo LPS ou IL-4+LPS. E importante
destacar que um estudo publicado por Naegelen et al. (2015) comparou
diferentes tempos (0-12h) de estimulacdo de neutrofilos humanos com LPS,
concluindo que os periodos entre 6-12h foram o0s que apresentaram maior
expressdo das citocinas IL-6, IL-1B e TNFa por citometria de fluxo. Esses
achados podem contribuir para definicdo de uma futura analise de curva dose-
reposta para os neutrofilos, levando em consideracdo que o tempo de analise
avaliado aqui pode ter sido muito curto (apenas 4h apdés estimulo inicial). Porém,
como os experimentos deste projeto ainda previam a irradiacao e estas células
tém vida util curta houve esse medo em manter periodos de polarizagdo mais

longos.

Na avaliacao de curva dose-resposta para escolha da dosimetria (apéndice
9.4.) por meio de producdo de IL-6 por mondcitos tratados com LPS (M1) e
irradiados com diferentes doses de LEDs (ambar e infravermelho), foi possivel
observar que quando da utilizacdo de uma Unica irradiacdo, a energia de 1J com
LED infravermelho e de 1J e 8] com LED ambar foram capazes de gerar a
reducdo da producéo de IL-6 pelos mondécitos M1. J& quando foram realizadas
2 aplicacbes de LED, néo foi possivel observar efeito do LED infravermelho
sobre a reducdo da producgédo de IL-6 nos mondcitos M1 em nenhuma das
energias testadas. Mas os mondcitos M1 irradiados com LED ambar por duas
vezes, usando as energias de 1J, 4J (sendo essa a mais efetiva) e 8J exibiram
producdo de IL-6 menor do que os M1 ndo irradiados. A energia de 2J n&o
modulou significativamente a producdo de IL-6. Destes resultados podemos

concluir que realmente é fundamental avaliar a dosimetria ideal para observar



79

resultados mais efetivos da FBM, ou seja, a janela terapéutica assim como
relatado anteriormente (Tsai et al. 2001, Sordillo et al. 2014, Khalid 2016).

Com o intuito de avaliar o efeito da FBM com LED em quadro inflamatorio,
mondcitos de perfil M1 irradiados com luz ambar quando da utilizacao de 4J por
2 vezes reduziram além da producéo de IL-6, a producédo de TNFa (ap6s 2 h de
polarizacdo e coletados apos 24 h). Enquanto a citocina IL-1B n&do mostrou
diferenca estatica na expressao proteica ou génica. Similarmente, Carvalho et al.
2016 observaram uma reduc¢do na producdo das proteinas IL-6, TNFa e IL-1(3
em monacitos humanos U-937 tratados com LPS e irradiados com laser de 660
nm (30 mW, 4,5 J/cm?, 1,8 J) apds 12 horas da polarizacéo. Esse estudo ainda
mostrou uma reducao significante na expressao desses genes inflamatorios (IL-
6 e TNFa) ap6s o tratamento com FBM no mesmo periodo, o que nao foi
observado aqui, apesar do valor de expressdo do mRNA de IL-6 se apresentar
menor nos grupos M1 irradiados com LED quando comparados aos né&o
irradiados. O mMRNA de TNFa néo foi expresso nesse estudo no periodo de
avaliacdo de 24 horas. Souza et al. 2014 também observaram uma reducdo na
producao proteica de TNFa em mondcitos humanos da linhagem U-937 ativados
com LPS, ap6s tratamento com laser de 660 nm (30 mW, 4,5 J/cm?, 1,8 J). Ja
Chen et al. 2014 compararam diferentes dosimetrias de laser sobre a producéo
de TNFa por mondcitos humanos THP-1 ativados com LPS e observaram que
guando usavam o tratamento com laser infravermelho de 808 nm (170 mWw, 1
Jicm?, 3,8 J) ocorria uma reducgdo na expresséo génica de TNFa, mas, com o
uso do laser vermelho de 660 nm (6 mW, 1 J/cm?, 7,5 J) ocorria um aumento na

expressao génica e producao proteica desse mediador.

Nos neutrofilos N1 sé foi possivel observar efeito modulador sobre a
producédo de TNFa que se mostrou menor apés irradiacdo com LED ambar.
Contudo, a polarizacdo dessas células ndo respondeu como esperado (como
descrito anteriormente), sendo necessario a realizacdo de mais estudos para
analisar uma curva-dose resposta por neutréfilos polarizados com LPS ou IL-
4+LPS. Nao foi encontrado na literatura nenhum estudo que tenha avaliado o
efeito da FBM sobre a secrecdo de citocinas por neutréfilos polarizados para

perfis pro ou anti-inflamatorio dificultando a comparacéo de resultados.

Ja linfocitos ativados com LPS e irradiados duas vezes com LED Ambar 4J

apresentaram maior producao de IL-17 do que os linfécitos apenas ativados.
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Também, ndo foram encontrados estudos que avaliassem IL-17 em células
humanas tratadas com FBM. Por outro lado, ndo houve diferenca significante na
producao de IFNy apds aplicagdo do LED nos linfocitos L1. Na literatura, esse
mediador foi avaliado apenas em mondcitos humanos isolados com Ficoll e
ativados com fitohemaglutinina (Mehrsai et al. 2009), ndo houve avaliacdo em
linfécitos. O estudo publicado pelo grupo Mehrsai et al. 2009 avaliou laser
vermelho 632,8 nm (5 mW, 5.6 J/cm?, 1.1 J) e mostrou uma reducdo nao
somente na producao proteica de IFNy, mas como também das proteinas IL-2,
IL-12 e TGF-B.

As citocinas avaliadas nesse presente estudo IL183, IL-6, IFNy e TNFa sao
essenciais para a resposta inflamatoéria que € benéfica quando existe o controle
guantitativo e temporal de seus mediadores, mas prejudicial se exacerbada ou
prolongada (Duque & Descoteaux 2014, Barrientos et al. 2018, Sousa et al.
2019). Estudos prévios demonstraram que o efeito atenuante da
fotobiomodulacao sobre a liberacdo desses mediadores pré-inflamatérios pode
causar uma série de modulagées em diferentes modelos experimentais. Dentre
essas modulacdes, observou-se reducdo nos danos musculares esqueléticos
apos lesdo aguda em humanos (Vanin et al. 2016, Tomazoni et al. 2019),
reducdo no processo inflamatério de artrite reumatoide em humanos (Yamaura
et al. 2009), aceleracao de cicatrizagdes de feridas em modelos in vivo (Gupta
et al. 2015), reducdo de inflamacao pulmonar aguda em estudos in vivo (de Lima
et al. 2013), dentre outros estudos que associam essa reducdo a uma resposta
anti-inflamatoria estimulada pela FBM (Alves et al. 2014, Fernandes et al. 2015,
Souza et al. 2018, Sousa et al. 2019).

Neste sentido, seria esperado que a FBM também tivesse exibido
modulacdo da producédo de IL-17. No entanto, um aumento na secrecao desta
citocina pode favorecer tratamentos de imunoterapia em pacientes debilitados
portadores de doencas cronicas e/ou autoimunes (Zhu & Qian 2012, Taku et al.
2017), o que poderia ser uma nova aplicacdo para a FBM.

Com relacgéo aos perfis anti-inflamatorios ou moduladores, a irradiagdo com
LED ambar reduziu a producéo de IL-10 em mondcitos e linfécitos polarizados
com LPS+IL-4 no periodo de 24 h. Embora essa citocina seja caracterizada
como anti-inflamatoria, se secretada em grandes quantidades ou por periodos

prolongados pode causar danos aos tecidos biologicos provocando fibrose (Sun
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et al. 2011), o que torna o controle sobre essa produgéo de suma importancia.
Além do mais, ja foi descrito na literatura que a propria ativacdo com LPS
(associado a citocina IL-4) pode gerar um aumento na producédo de IL-10
(Woodward et al 2012). Dessa forma, a reducao dessa citocina apos tratamento
com FBM poderia ser explicada pela modulacdo obtida a partir da interacéo de
fétons com as vias de ativacdes com LPS presentes nessas células, reduzindo
assim os produtos dessa ativagao (no caso o IL-10) como descrito anteriormente
(Kawai & Akira 2011, Plevin et al. 2016).

Somado a isso, um estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa (Sousa
et al. 2019) observou em macrofagos polarizados com IL-4 e irradiados com laser
infravermelho de 780 nm, reducé@o na expressédo do mediador anti-inflamatério
TGFB1 apls 24 horas, mas um aumento na expressao desta citocina no periodo
de 4 h. Nao podemos descartar a possibilidade do LED ambar ter gerado
aumento da producao de IL-10 em periodos mais curtos de avaliagcdo. Ndo foram
encontrados trabalhos que tivessem avaliado IL-10 em mondcitos humanos
tratados com LED ambar. Mas, Carvalho et al. (2016) observaram um aumento
na producao dessa citocina apos irradiagcdo com laser vermelho sobre monadcitos

U-937 estimulados com LPS por 12 horas.

A associacao dos resultados apresentados nesse estudo sobre perfil anti-
inflamatério ou imunoregulador evidencia que as células inflamatorias
respondem a luz em diferentes comprimentos de onda, assim ha necessidade
de continuar pesquisando para avaliar novas modalidades terapéuticas e
sistemas de entrega de luz. Também foi possivel verificar que as fontes LED
podem gerar efeitos terapéuticos assim como as fontes laser (Wong-Riley et al.
2001, Weiss et al. 2005a, Weiss et al. 2005b, Siqueira et al. 2009, Yeh et al.
2010, Chaves et al. 2014, Hamblin 2017, Heiskanen & Hamblin 2018).

Ainda foi possivel verificar que a luz ambar é capaz de gerar efeitos
moduladores sobre leucocitos que podem ser comparados ou até superar 0s
exibidos pelas fontes vermelhas ou infravermelhas evidenciando mais uma vez
a necessidade da continuacéo de estudos que envolvam fontes com diferentes

comprimentos de onda.

Como dificuldades e limitacfes desse estudo, € possivel citar a determinacao

dos periodos de avaliacdo que contemplassem os efeitos da
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ativagéo/polarizacdo e também da FBM. Foi observado que os mondcitos ndo
mostraram expressao de mRNA das citocinas TNFa e IL-10 e os linfécitos mMRNA
de IL-10. O tempo de avaliacdo pode ter sido muito longo, uma vez que ja foi
visto que o periodo de expressao génica pode preceder a liberagdo da proteina
(Sousa et al. 2009). Estudos posteriores podem auxiliar a encontrar o tempo ideal
para avaliacdo de expressdo desses genes, talvez em periodos mais curtos. Do
mesmo modo, o0s neutrofilos também ndo mostraram uma modulagédo
significante na producdo ou expressdo de citocinas inflamatérias apos
polarizacdo com LPS ou IL-4+LPS e/ou tratamento com LED. Essas células
poderiam ser avaliadas em periodos maiores entre 6 h e 12 h e testando outras

concentracOes de ativacdo (Naegelen et al. 2015).

Todos os achados de polarizagcdo de leucécitos podem contribuir na
padronizacdo de modelos experimentais (in vitro ou in vivo) para futuras analises
de ativacao de células sanguineas. Eles apresentam também uma contribuicéo
para o desenvolvimento de novos estudos clinicos que envolvam a
fotobiomodulacao e suas diferentes fontes de luz como a luz visivel azul, verde,
amarelo/ambar e laranja. Além disso, foi possivel observar que deve existir a
necessidade de adequacédo das fontes de luz durante as diferentes fases do
processo inflamatorio, visto que a luz infravermelha € mais absorvida por
monacitos pro-inflamatérios M1 e a luz vermelha por mondcitos anti-inflamatoérios
M2 (sugerindo que cada fase responde a uma fonte de luz diferente). Como
também, foi sugerido opticamente que existe a possibilidade de aplicacéo de luz
como tratamento preventivo, ja que apos a irradiacdo, os mondcitos M1 voltaram
a se comportar como os monécitos de padrao nado ativado, absorvendo menos
luz, e isso mostra que a fototerapia pode modular as respostas celulares de
acordo com o seu perfil de ativacao inflamatério ou imunoregulatério. No entanto,
logicamente ainda existe necessidade de continuar pesquisando antes de

transpor estes resultados para a pratica clinica.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que os trés tipos de
leucécitos (mondcitos, linfocitos e neutréfilos) foram capazes de absorver luz nas
regides de 450-800 nm, sendo que, monadcitos e neutréfilos mostraram pico de
absorcao entre 520-570 nm e os linfécitos mostraram pico de absor¢éo no inicio
(450-570 nm) e no final do espectro avaliado (770-900 nm). Todos os leucocitos
avaliados mostraram absorbancia 6ptica no comprimento de onda utilizado neste
estudo (ambar 590 nm) e os monécitos M1 irradiados mostraram menor
absorbancia em relagcdo ao mondcitos M1 nédo irradiados (principalmente na
regido do vermelho e infravermelho), o que sugere que a fotobiomodulac¢ao pode
alterar o padréo de reposta celular dos leucdcitos. Ainda foi observado que os
monadcitos M1 apresentam maior absor¢éo de luz infravermelha e os monécitos
M2 de luz vermelha, o que possibilita uma associacao de mais de uma fonte de
luz nos tratamentos de inflamacé&o e reparo, com aplicacéo de diferentes fontes

de acordo com a fase do tratamento.

O tratamento com LED ambar, nas células polarizadas para o perfil
inflamatério gerou nos mondécitos reducdo na sintese proteica das citocinas pro-
inflamatérias IL-6 e TNFa, nos neutréfilos a reducao da producao de TNFa e nos
linfécitos aumento na producéo de IL-17. Nos leucécitos polarizados para o perfil
anti-inflamatério/regulador, a irradiacdo com LED ambar reduziu a producao de

IL-10 em mondcitos e linfécitos.
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9. APENDICES

9.1. Analise de Separacao de Células Mononucleares

Foi realizada andlise de citometria para confirmacao de separacéo de células
mononucleares do sangue em trés pacientes diferentes. A populacdo 01 ou P1
representa os linfocitos e a populagdo 02 ou P2 representa os mondocitos, ambos

identificados percentualmente, conforme mostra a figura ilustrativa 25.
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Figura 25 — Imagem llustrativa de analise de citometria para separacao de células

mononucleares do sangue em mondcitos e linfécitos.

9.2. Curva dose-resposta de Polarizacdo de Monécitos Humanos com

LPS para Perfil Pro-inflamatoério

Inicialmente foi realizada uma analise temporal da polarizacdo de
mondcitos humanos para perfil pro-inflamatorio utilizando LPS+IFN-y (ambos na
concentracéo de 100 ng/mL), por periodos de 2, 9 e 24 horas (Suzuki 2000, Adib-
Conquy & Cavaillon 2002, Plevin et al. 2016). Os resultados mostraram que a
partir do periodo de 2h, ja se observava um aumento significante (p<0.001) na
producéo da citocina IL-6 nos mondcitos polarizados (M1) em comparacao aos

monaocitos ndo polarizados (M0), como observa-se na Figura 26.
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Analise Temporal de Polarizagao de Monocitos com
LPS+IFNy por Dosagem de IL-6
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Figura 26 — Dosagem proteica de IL-6 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de
mondcitos (5x108 células/pogo) dos grupos MO (sem polarizagdo) e M1 (ativados com LPS+IFNy,
ambos na concentracdo de 100 ng/mL) por 2, 9 e 24 horas. Todos 0s grupos ativados M1 foram
comparados em relacéo ao grupo controle (M0). Barras representam médias e desvio padréo.
P<0.001 *** n=1.

Em seguida, foi feito um ensaio utilizando o sangue do mesmo paciente
para observar o efeito de diferentes concentracées de IFNy. Para isso, foram
utilizadas duas diferentes concentragdes de IFNy (10 ng/mL e 100 ng/mL)
associadas ao LPS (100 ng/mL), em um periodo de polarizacdo de 24h. Esse
ensaio mostrou que independentemente da concentracado de IFNy utilizada, os
mondcitos nao apresentaram diferenca na producéo de IL-6, 0 que sugere que
a maior parte da ativacao para producéo de IL-6 seja causada pela presenca do
LPS (Figura 27).
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Analise de Polarizacao de Mondcitos com
LPS+IFNy por Dosagem de IL-6
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Figura 27 — Dosagem proteica de IL-6 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de
mondcitos (5x108 células/pogo) dos grupos M1 ativados com IFNy nas concentragdes de 10 ou
100 ng/mL associados ao LPS 100 ng/mL, por um periodo de 24h. Barras representam médias

e desvio padrao (n=1).

Para confirmar essa hipotese, foi realizado mais um ensaio com o objetivo
de avaliar o efeito do IFNy isoladamente na polarizacdo de monécitos humanos,
em diferentes concentracdes (Figura 28). As concentragdes de IFNy avaliadas
foram 25 ng/mL, 50 ng/mL e 100 ng/mL, e as células foram tratadas um periodo
de 2h. A partir dos dados obtidos nessa analise, foi possivel observar que o IFNy
pouco estimula a producdo de IL-6 que atingiu no maximo 20 pg/mL (nas
concentracéo de IFNy testadas), sendo que, a polarizacao testada anteriormente
com IFNy junto com LPS (100 ng/mL), mostrou uma produc¢ao maior que 300.000
pg/mL de sintese de IL-6 (no mesmo periodo de ativacdo de 2h). Dessa forma,
foi decidido utilizar apenas LPS para a polarizagdo dos leucocitos no presente
estudo, numa concentracdo a ser determinada em ensaio de curva-dose

resposta (Figura 29).
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Figura 28 — Dosagem proteica de IL-6 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de
mondcitos (1x108 células/pogo) dos grupos MO (sem polarizagéo) e M1 (ativados com IFNy por
2h em diferentes concentragfes: 25, 50 e 100 ng/mL). Todos os grupos ativados M1 foram
comparados em relacdo ao grupo controle (M0). Barras representam meédias e desvio padréo.
P<0.01 ** e P<0.001 *** n=1.

Para finalizar a padronizagéo de polarizagéo de perfil pro-inflamatorio, foi
realizada uma curva dose-resposta para definicdo de concentracdo do LPS a
partir de 100 ng/mL (Suzuki 2000, Adib-Conquy & Cavaillon 2002, Plevin et al.
2016). Os mondécitos foram polarizados com LPS nas concentracfes de 10, 25,
50 e 100 ng/mL por um periodo de 2 horas. ApGs analise de producéo de IL-6,
foi observado que mesmo a menor concentragdo de LPS (10 ng/mL) foi capaz
de polarizar as células para perfil pré-inflamatério. Todas as concentracdes
aumentaram a producao de IL-6 (p<0.001) pelos mondcitos polarizados (M1)
comparados aos monécitos ndo polarizados (M0), como mostra a figura 29. O
periodo de polarizacdo definido para os ensaios de dosagem das demais
citocinas proé-inflamatorias foi o periodo de 2 horas, utilizando apenas o LPS (10

ng/mL) como fator estimulante.
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Curva de Polarizacao de Monécitos com LPS
por Dosagem de IL-6
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Figura 29 — Dosagem proteica de IL-6 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de
mondcitos (1x10° células/pogo) dos grupos MO (sem polarizagédo) e M1 (ativados com LPS por
2h em diferentes concentragdes: 10, 25, 50 e 100 ng/mL). Todos os grupos ativados M1 foram
comparados em relacdo ao grupo controle (M0). Barras representam médias e desvio padréo.
P<0.001 *** n=1.

9.3. Curva dose-resposta de Ativacdo de Monécitos Humanos com IL-4 ou

IL4+LPS para Perfil Anti-inflamatorio

Foi realizada uma curva dose-resposta para definicdo da concentragéo de
IL-4 ou LPS+IL-4 para ativacao de perfil anti-inflamatério (Woodward et al 2012).
Os mondcitos foram ativados com apenas IL-4 na concentragdo de 10 ng/mL ou
IL-4 (nessa mesma concentracdo) + LPS nas concentracdes de 10 ou 500
ng/mL, todos por um periodo de 2 horas. Apds analise de producéo proteica de
IL-10, foi observado que a mistura de IL-4 e LPS, potencializa a producao delL-
10 em mond@citos polarizados comparados aos mondcitos ndo polarizados
(Figura 30). Foi definida a concentracdo de LPS 10 ng/mL (associada a 10 ng/mL
de IL-4) para os experimentos de ativacdo de perfil anti-inflamatério de

leucocitos.
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Curva de Polarizacao de Mondécitos com IL-4
ou LPS+IL-4 por Dosagem de IL-10

120+ *

] Mo
@ M2-IL-4 (10 ng/mL)
80- B M2-IL-4 (10 ng/mL) +
_ 5 LPS (10 ng/mL)
£
S E3a M2-IL-4 (10 ng/mL) +
o LPS (500 ng/mL)
40-
*
ol —/— . >

Figura 30 — Dosagem proteica de IL-10 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de
mondcitos (5x108 células/pogo) dos grupos MO (sem polarizagdo); M2 IL-4 (10 ng/mL); M2 IL-4
(10 ng/mL) + LPS (10 ng/mL) e M2 IL-4 (10 ng/mL) + LPS (500 ng/mL), todos ativados por um
periodo de 2 h. Todos os grupos ativados M2 foram comparados em relagdo ao grupo controle

(MO0). Barras representam médias e desvio padrdo. P<0.05 * n=1.

9.4. Curva dose-resposta para definicdo dos parametros dosimétricos

Para definicdo dos parametros dosimétricos da FBM, foi feita avaliacéo de
producao proteica de IL-6 em 3 experimentos onde os mondcitos foram ativados
para perfil pré inflamatério com 10 ng/mL de LPS por 2h, e posteriormente
irradiados com LED em diferentes parametros dosimétricos nos comprimentos
de onda infravermelho de 850 nm e ambar 590 nm (Tabela 16). Os experimentos
foram realizados em duplicata amostral de 03 pacientes diferentes e a dosagem
proteica de IL-6 foi realizada utilizando Kit ELISA 430501 (Biolegend). A citocina
de escolha para padronizacdo do estudo foi a IL-6 por ser uma citocina muito
bem descrita na literatura no contexto inflamatério (Fernandes et al. 2015,
Carvalho et al. 2016, Sousa et al. 2019). Os dados foram apresentados em

porcentagem devido a variacao de producédo proteica entre 0os pacientes.

O LED infravermelho foi usado na padronizacao pela sua capacidade de
modular a produgdo de citocinas inflamatorias por macrofagos de roedores
(Fernandes et al. 2015, Sousa et al. 2019) e também por seus efeitos em

monaocitos e neutrdfilos humanos ou de linhagem (Tabela 17, figura 31). O
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comprimento de onda ambar de 590 nm, foi escolhido principalmente por
apresentar uma modulacdo importante na resposta inflamatoria de linfocitos
humanos (Musawi et al. 2017) e pelo fato de o pico de absor¢cédo de macrofagos
da linhagem J774 estar entre 550 e 600 nm (Fernandes et a. 2015).

As irradiac6es foram realizas apdés os periodos de 2 e 6 horas ap0s
polarizagdo dos mondcitos com LPS utilizando as fontes de luz infravermelho e
ambar (Figura 31).

IRRADIACOES COM LED

Infravermelho (850 nm) Ambar (590 nm)

Figura 31 - Irradiagdes de leucdécitos com os LEDs infravermelho de 850 nm (A) e ambar de 590 nm (B).
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Tabela 16 - Parametros Dosimétricos de LEDs Infravermelho e Ambar

Area Exposicéo

Comprimento de Poféncia de cabesote Irradiancia Radiante Tompo (&) Quan'tida(:ie En'ergiej por Energia
onda (nm) saida (MW) - (mMWi/cm?) o de Aplicages  Aplicagéo (J) total (J)
590 + 20 70 3 23,3 0,33 15 1 1 1
590 £+ 20 70 3 23,3 0,66 15 2 1 2
590 £+ 20 70 3 23,3 0,66 30 1 2 2
590 + 20 70 3 23,3 1,33 30 2 2 4
590 + 20 70 3 23,3 1,33 60 1 4 4
590 £+ 20 70 3 23,3 2,66 60 2 4 8
590 £+ 20 70 3 23,3 2,66 120 1 8 8
590 £+ 20 70 3 23,3 5,33 120 2 8 16
850 £ 20 70 3 23,3 0,33 15 1 1 1
850 £ 20 70 3 23,3 0,66 15 2 1 2
850 £ 20 70 3 23,3 0,66 30 1 2 2
850 + 20 70 3 23,3 1,33 30 2 2 4
850 + 20 70 3 23,3 1,33 60 1 4 4
850 + 20 70 3 23,3 2,66 60 2 4 8
850 + 20 70 3 23,3 2,66 120 1 8 8
850 + 20 70 3 23,3 5,33 120 2 8 16

Diante dos resultados apresentados aqui, foi determinado o protocolo de
irradiacdo de LED ambar 590 nm — 4J com duas aplica¢gdes descrito no item 4.5.

9.4.1. Producéao de IL-6 por Mondcitos Tratados com LED Infravermelho de

850 nm — Aplicac&o Unica (1X)

Na figura 32, observa-se que os mondcitos ativados com 10 ng/mL de LPS
(M1) foram capazes de aumentar a sua producdo de IL-6 (p<0.01) em
comparacdo aos mondcitos ndo ativados (MO0), apds o periodo de 2 horas de
ativacdo. Em contrapartida, o LED infravermelho de 850 nm com 1J de energia
(aplicacéo unica) foi capaz de reduzir a producéo de IL-6 (p<0.05) em monadcitos
ativados e irradiados em comparacdo com mondcitos apenas ativados, mas nao

irradiados. Os demais parametros de LED infravermelho com 2, 4 e 8 J de
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energia (aplicacdo Unica) ndo demonstraram diferenca estatisticamente
significante para esta mesma andlise.

PRODUGAO DE IL-6 POR MONOCITOS TRATADOS COM LED INFRAVERMELHO (850 nm) 1X

>
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Figura 32. Percentual de producdo de IL-6 em relagdo ao controle pelo método ELISA, no
sobrenadante de culturas de mondcitos (5x10°8 células/pogo) dos grupos MO (sem polarizagdo),
M1 (polarizagéo com LPS 10ng/mL) e M1 + LED (polarizagdo com LPS e irradiagdo com LED
infravermelho de 850 nm) com doses de energia 1J (A), 2J (B), 4J (C) e 8J (D) com aplicacdo
Unica ap0s 2h de polarizagéo. P<0.001 *** e p<0.05*. n=3.

9.4.2. Producdo de IL-6 por Mondcitos Tratados com LED Infravermelho de
850 nm — Duas Aplicagdes (2X)

Os mondcitos ativados com LPS (M1) aumentaram a producédo de IL-6
(p<0.01) em comparacao com 0s mondcitos ndo ativados (M0), ap6s um periodo
de 2 horas de ativagdo. Por outro lado, os tratamentos com LED infravermelho
de 850 nm (1J, 2J, 4J e 8J com duas aplicagdes) ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significante sobre os mondécitos ativados M1 (Figura 33).
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A B
150+ 150
_ = Mo B 3 Mo
£ - g - M
% 4054 M1+LED 1J (2X) | 3 1004 M1+LED 2J (2X)
£ §
g 2
0- 04
C D
150+ 150+
~ 3 Mo = R . Mo
2 - ot -
Z 5064 EZA M1+LED 4J (2X) Z 100 —_ E3 M1+LED 8J (2X)
£
: o : 0 =

Figura 33. Percentual de producéo de IL-6 em relacdo ao controle pelo método ELISA, no
sobrenadante de culturas de mondcitos (5x10°8 células/pogo) dos grupos MO (sem polarizagdo),
M1 (polarizagéo com LPS 10ng/mL) e M1 + LED (polarizagdo com LPS e irradiagdo com LED
infravermelho de 850 nm) com doses de energia 1J (A), 2J (B), 4J (C) e 8J (D) com duas
aplicacBes apds 2h e 6h de polarizacdo. P<0.001 *** e p<0.05*. n=3.

9.4.3. Producéo de IL-6 por Monécitos Tratados com LED Ambar de 590 nm
— Aplicacdo Unica (1X)

A ativacdo de mondcitos com 10 ng/mL de LPS (M1) por 2h, demonstrou
um aumento significativo na producéo de IL-6 (p<0.01) em relagdo a mondcitos
nao ativados (M0). Somado a isso, o LED ambar de 590 nm mostrou-se eficaz
na reducdo da sintese proteica de IL-6 por mondcitos M1, quando utilizadas as
doses de energia de 1J (p<0.05) e 8J (p<0.01) com uma Unica aplicagdo. Porém,
as doses de energia de 2 e 4 J (aplicagédo unica) ndo demonstraram diferenca

estatisticamente significante para esta mesma analise (Figura 34).
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PRODUCAO DE IL-6 POR MONOCITOS TRATADOS COM LED AMBAR (590 nm) 1X
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Figura 34. Percentual de producédo de IL-6 em relagdo ao grupo M1 pelo método ELISA, no
sobrenadante de culturas de mondcitos (5x108 células/pogo) dos grupos MO (sem polarizagéo),
M1 (polarizagdo com LPS 10ng/mL) e M1 + LED (polarizagdo com LPS e irradiacdo com LED

ambar de 590 nm) com doses de energia 1J (A), 2J (B), 4J (C) e 8J (D) com aplicacéo Unica apés
2h de polarizagdo. P<0.001 ***; p<0.01** e p<0.05*. n=3.

9.4.4. Producéo de IL-6 por Monécitos Tratados com LED Ambar de 590 nm
— Duas Aplicagdes (2X)

A figura 35 mostra um aumento na producdo da proteina IL-6 em
monacitos ativados com LPS (M1) por um periodo de 2 horas (comparados a
monaocitos ndo ativados). Assim como, mostra uma reducdo na producao dessa
proteina nos mondcitos polarizados para fenétipo pré-inflamatério (M1), apés
tratamento com LED ambar de 590 nm utilizando as doses de energia 1J
(p<0.05), 4J (p<0.001) e 8J (p<0.001) com duas aplicacbes apds 2h e 6h de
ativacdo. O tratamento com LED ambar de 2 Joules de energia (duas aplicacdes)

nao mostrou diferenca estatisticamente significante para esta analise.
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PRODUCAO DE IL-6 POR MONOCITOS TRATADOS COM LED AMBAR (590 nm) 2X
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Figura 35. Percentual de producgdo de IL-6 em relagdo ao grupo M1 pelo método ELISA, no
sobrenadante de culturas de mondcitos (5x10° células/pogo) dos grupos MO (sem polarizagdo),
M1 (polarizagéo com LPS 10ng/mL) e M1 + LED (polarizagdo com LPS e irradiagdo com LED
ambar de 590 nm) com doses de energia 1J (A), 2J (B), 4J (C) e 8J (D) com duas aplicactes
apos 2h e 6h de polarizacdo. P<0.001 *** e p<0.05*. n=3.
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ANEXO 10.1. CARTA DE APROVACAO PARA FORNECIMENTO DE

CAMARAS DE LEUCORREDUCAO

BANCO DE SANGUE

IﬂStltUtOHOC } p OSWALDO CRUZ

eMPLIEMA

530 Paulo, 12 de yunho de 2019

Ao
Comité de Frica em Pesquisa da Universsidade UNINO VE - Sdo Paulo.

DECLARACAQ

Em nome do Instituto HOC de Hemoternpia, declaro que em refagiio a pesquisa
denvminads “Avalucio do efeito da Fotobdomodulagio com LEDs infravermelhos ¢
fimbar sobre a produciio génica ¢ proteica de mediadores inflamatirios produzidos
por monécitos, linfécitos e neutrofilos humanos pollarizados para fesdtipes pro ou
anti-inflamatorie™, tendo como pesguisadors onentadom a Profa D Kristianne
Parta S, Fernandes, ¢ como pesquisadon executunte a doutorands Kaline Brito Souss,
nds seremos o formecedores das chmams LRS soliciadas (de acordo com protocolo
enviado), que serdo utilizadas na pesquesa refenda. A camar LRS € pega integrande do
kit descartavel utilizado pars coleta de plaquetas por aférese leucorreduzidas ¢ contém
sangue residunl do doador com clevada quantidade de Jewodcitos As ciimaras sio
removidas assepticamente do Kit, mmedistamente apos sua wtilizagdo na coleta de
ploguetns por aférese, ¢ sdo formecidas gratuitaments par serem utilizadas em pesquisa
mstHucionals, apos consentimento escrito do doador de plaguetss
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o [/
/' /' 0
Joselito nom(ﬂbbramﬁu diretor médico
Instituto HOC /dc’Tnmmaupta
Husplnl Alpdo Okwaldo Cruz - S0 Paulo
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Figura 36. Carta de Aprovacéo para Fornecimento de Camaras de Leucorredugéo
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ANEXO 10.2. TERMO APROVACAO COMITE ETICA
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Universidade Nove do Jutho JULHO - UNINOVE
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAC DO EFEITO DA FOTOBIOMODULAGCAO SOBRE MONOCITOS,
LINFOCITOS £ NEUTROFILOS HUMANOS POLARIZADOS PARA FENOTIFOS PRO

QU ANTHINFLAMATORIO
Pesquisador: KALINE DE ERITO SOUSA
Arsa Tematica:
Versdo: 1

CAAE: 18432713.4.0000.5511
Instituigao Proponents: ASSOCIACAC EDUCACIONAL NOVE DE JULHO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

AS contioas nos campos Apresentacdo 0o Projeto, Cbjetivo da Pesquisa & Avalagdo dos
Riscos e Beneficlos deste parecer foram extraldas do documento
PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1373156.pdf deDS/08/2019.

O efeito 03 fotodlomoduiagdo no tratamento de aferentes lesdes teclduals nos amoitos clinico &
expermenta, tem sido bastante descrito, Mas pouco s& conhece 3 respelto dos seus efeltos soDre a
polarizaco oe leuctcitos. Os objetvos deste projeto s30 avallar 0 Sspectro de 3Dsorgdo de monoctos,
NEWTONIoSs & INTOSI0s humancs para dafinir 0 comprmento de oNda Mals JDS0MVICO POT 85135 CAILIas.
Posteriomments Uma fonte LED de comprmento de onda cOmespondants 30 Mals absorvido 5&73 Usada pars
avallar 3 expressdo ganica e 3 sintess protaica de Medacores Produzidos por mondcitos, neutroflios &
linfecitos polarzados para os fenotipos pro ou antHinflamatono (Th1/Th2) e Imadiados. Para realzagio
gesse estudo, culturas primarias oestas células, advindas o2 coletas de sangue perférco, serdo
avadas/polanzadas com LPS ou IL-4 por 2h, Iavadas & coletadas para avallagdo 0o espectro de absorgdo
de luz. Posterlorments c&ulas (DOiarzadas ou nd3o) serdo IMadiagas com o LED escolhido, usando
dosImetria detarminada por CuNva J00SS resposta prévia & entdo Incudadas em estufa 3 37°C por 24h, pars
analise oe express3o 0os genas IL-1, IL- 5, IL-10, TNF-, IFN-, IL-17 & VEGF por melo 92 PCR quaniiiativo &
nova analse

Enderego:  VERGUEIRO 1 2357240

Babro: LEERDADE CEP: 01 504001

uF. =P Municiplo:  SA0 PALO

Telefone: (1135850010 E-mall. comitedestca@uninove tr
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arquivo, 50D SU3 QUAND3, Por S aN0s, 05 dad0s 03 PesquIs3, contendo Nchas INAVICUAIS & 10005 06 demas
documentos r2comendados pelo CEP (Res. CNS 456712 Item X1. 2.1).

De 3corgo com 3 Res. CNS 456/12, X.3.0), 0 pesquisador 0eve 3prasentar 3 este CEP/SMS os relatonos
semestrals. O relatono Nndl devera ser enviado atraves da Piataforma Brasll, icone Notficagdo. Uma copla

dgial (CVDVD) do projeto indlzado deverad ser enviada 3 Instancla que autorzou 3 reaizacdo do estudo,
via comelo ou entregue pessoaiments, 10g0 QU2 0 MESMO estver conciuldo.

Este paracsr fol slaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:
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CHRISTIANE PAVANI
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Figura 37. Parecer e Termo de Aprovacéo de Comité de Etica em Humanos
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ANEXO 10.3. TABELA 17 - REVISAO DE ARTIGOS COM FOTOBIOMODULACAO EM LEUCOCITOS HUMANOS

Laser/LED L
e Poténcia Irradiancia  Energia Exposi¢do  Tempo de
Artigo c ; > g Irradiante Irradiacao Tipo de Célula Objetivo Resultados
omprimento (mw) (mW/cm?) Total (J) Jjem? mi
de onda (nm) (/em?) (seg/min)
Os sobrenadantes de mondcitos tratados
Avaliacdo dos efeitos das . clom 0S LEDT’. 660 r}m((je 87€ nt:?
diferentes fontes de luz estlm'u aram a proliferacéo de fibro as.tos,
LED (660, sobre a proliferacio dos porém o LED de 880 nm mostrou efeito
Young et al. 870 e 880) 15 120 03 24 20's Mondcitos monécitos?e os efgitos dos inibitério. Nenhum destes parametros de
1989 ' ' Humanos U-937 - LED modulou a prolifera¢@o de mondcitos.
sobrenadantes colhidos
Laser 820 O laser de 820 nm aumentou a
destas culturas sobre . - o
; proliferacdo mondcitos e o sobrenadante
fibroblastos . . ~
destes mondcitos aumentou a proliferacéo
de fibroblastos
0,3 2,4 20s Avaliagdo dos efeitos dos Lo :
! ' - o O sobrenadante dos monacitos irradiados
Bolton et al. LED 660 15 120 0,6 4,8 40's Mondcitos s_obre_nadantes de mondcitos com 0,9 e 1,2 J aumentaram a proliferacéo
1990 0,9 7,2 60 s Humanos U-937 irradiados com LED 660 nm de fibroblast
1,2 9,6 80's sobre fibroblastos € fibroblastos
Avaliacéo dos efeitos dos O sobrenadante das células irradiadas
- diferentes parametros com 0,3J (2,4 J/cm2; 800 mW/cm2; 3 s) e
Bolton et al. 50 400 0,3 2,4 6el8s Mondcitos o .
1991 Laser 820 100 800 09 72 3e9s Humanos U-937 'd05|m~etr|cos sobr’e a 0,9'J (7,2 J/lcm2, 400 _mW/cInZ, 18 s)
proliferacdo dos mondcitos e estimularam uma proliferagéo celular
fibroblastos estatisticamente nos fibroblastos
Avaliagcéo dos efeitos do
. o . L LED sobre a producao de
Lindgard et al. 300 4.285,71 2 min Monécito humano . ~ . . - .
2007 LED 634 2500 35700 750 10.714.28 5 min isolado com Ficoll NO, ativagéo de enzimas |ROS intracelular, tNO, n&o alterou iINOS
desta via e liberacéo de
ROS
3mine Monécito humano Avaliagdo dos efeitos do
Mehrsai et al. Laser 632.8 5 255 11 56 4(-3 S;g isolado com Ficoll ~ Laser sobre a producao das Proteinas IL-2, IL-12, TGF-B & IFN-
2009 : ' ’ ' '(O s ativado com citocinas IL-2, IL-12, TGF-B l 112, v
e 8)’ fitohemaglutinina e IFN-y
Irradiacdes com 1 e 2 J/cm2 aumentaram
A a expressao de CCL2, enquanto 3J/cm2
Chen et al 7,5 1 1250; Mondcitos AviﬁzﬁzgaaFg(Mrgg?ﬁgGO reduziu este gene. J4 a expresséo de
2014 ' Laser 660 6 0,8 15 2 2500; humanos THP-1 énica e produ a% roteica CXCL10 e TNFa foram aumentadas com 1
22,5 3 3750 ativados com LPS 9 P a0 p J/icm2. Assim como, 1 J/cm2 aumentou a

de CCL2, CXCL10 e TNFa

produgéo proteica de CCL2, CXCL10 e
TNFa
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Avalia¢édo da FBM com 808

Irradiacdes com 1 e 2 J/cm2 aumentaram

Chen et al 3,8 1 22,4; Monécitos nm sobre a expressio a expresséo de CCL2, enquanto 3J/cm2
2014 ' Laser 808 170 447 7,6 2 44.8; humanos THP-1 énica de CCL2 %XCLlO e reduziu este gene. Ja expressao de
11,4 3 67,2 ativados com LPS 9 TNF ’ CXCL10 e TNFa foram diminuidas com
a 808 nm (1 J/cm2).
Souza et al Mondcitos Efeitos da FBM com 660 nm
2014 ' Laser 660 30 76,4 1,8 45 60 seg Humanos U-937 sobre a produgéo proteica |Proteinas TNFa e IL-8
ativados com LPS de TNFa e IL-8
| TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-8 (gene e
. roteina), CCL2, CXCL10, ROS e NF-kB
Monécitos Humanos  Efeitos da FBM com 660 nm P ' ! e
Carvalho et al. Laser 660 nm 30 76,4 1,8 4,5 60 s U-937 ativados com  sobre a modulagéo no perfil (proteina), HIF, Ta (gen_e)
2016 LPS de monécitos de M1 para M2 1 IL-10 (gene e proteina), arginase-1 e
P PGC-1B (gene) e glutationa/GSH
(proteina)
Efeitos da FBM sobre . . C .
0 proliferacéo de linfécitos, A p.rOI.'feraan de |II’1f0.C|tOS,. fprmagao de
~ L radicais livres e peroxidos lipidicos foram
Stadler et al 0.5 Linfécitos isolados formagao d_e rgdlcals livres e significativamente maiores em amostras
2000 ' Laser 660 nm 120 40 - 1 - de sangue Humano peroxidos lipidicos por estas iradiadas na presenca de sanaue total em
3 células irradiadas antes ou compara éopcom og Iinfc')citosg irradiados
5 depois de isolamento do parag .
apos isolamento
sangue total.
1 nas contagens de linfécitos com FBM de
589 nm (fluéncia de 72 J/cm?2). Esta
Laser dosimetria confirmou seu efeito na analise
. 20, 30 o Efeitos da FBM sobre de citometria de fluxo, mostrando um 1 de
Musawi et al. 405 nm 12, 18, 36, 54, 72, A Linfocitos isolados e P '
2017 589 nm 10 30 24,30 90 40 e 50 de sangue Humano linfécitos humanos e seus linfécitos CD4~15 e células NK (~CD16,
780 nm min precursores CD56), mas néo houve alteragGes nos
linfocitos TCD3, células supressoras T
(CD3, CD8), T-helper (CD3, CD4) e
linfécitos B CD19
Efeitos d? FBM sobre a A irradiacao reduziu a producgéo de ROS,
62.7 producéo de ROS e . ’
. ey ~ sendo que o efeito atenuador da FBM foi
Fujimake et al. Laser 1000 150 1254 9.5 30s Neutrdfilos isolados expressao de CD11lb e maior bor neutréfilos de fumantes do que
2003 830 19 60 s de sangue Humano  CD16 por citometria de fluxo 'p ~ g
PP em ndo fumantes. A expressédo de CD11b
em neutrdfilos isolados de x g
. e CD16 néo foi alterada
pacientes fumantes
Efeitos da FBM sobre a
: Laser . g producado de ROS e As irradiacdes foram capazes de excitar os
Cerdeira et al. 1000 por 0,24 até 6 por Neutrdfilos isolados ) s e ' : :
2016 ggg 40 irradiacéo 19,2 irradiacao 6a480s de sangue Humano capacidade fungicida de neutrofilos para um perfil funcional mais

neutréfilos incubados ou ndo
com C. albicans.

elevado, 1 ROS e capacidade fungicida.




