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RESUMO

A fototerapia com lasers em baixa intensidade de lesdes de herpes simples tem sido
demonstrada clinicamente ora prevenindo a formacao de vesiculas, ora cicatrizando
rapidamente as lesdes e até aumentando o espaco de tempo entre o aparecimento
dessas manifestacdes recorrentes. No entanto, os mecanismos basicos de acao
dos lasers nessas situacoes sao desconhecidos. Dessa forma, o objetivo do trabalho
foi realizar ensaios in vitro utilizando células epiteliais em cultivo e culturas do virus
HSV-1 para estudar a interferéncia do laser em baixa intensidade na infecgdo do
HSV-1. Material e Métodos: Culturas de virus HSV-1 e de células epiteliais de
macaco (linhagem Vero) infectadas ou n&o infectadas, crescidas em déficit
nutricional (2 % de soro fetal bovino - sfb) foram utilizadas. As irradiacées foram
realizadas com um laser de GaAlAs (660 e 780 nm, area focal de 3,6 mm?). Uma,
duas e trés irradiacdes com intervalos de 6 h foram realizadas. Os grupos
experimentais foram: Controle: ndo-irradiadas; 660 nm/ 3 J/cm? (28 s); 660 nm/ 5
Jicm? (38 s); 780 nm/ 3 J/em? (19 s) e, 780 nm/ 5 J/cm? (25 s). Os efeitos citopaticos
do HSV-1 e a viabilidade celular de culturas irradiadas e controles foram analisadas
em 4 condicoes: 1) irradiacdo das células epiteliais nao infectadas; 2) células
epiteliais irradiadas antes da infeccao; 3) irradiacdo dos virus antes da infeccéo; 4)
irradiacdo das células previamente infectadas pelo HSV-1. A viabilidade celular foi

obtida pelo teste da reducdo do MTT e os efeitos citopaticos por observacdo em



microscopia de luz. Resultados: A viabilidade celular de culturas irradiadas crescidas
em déficit nutricional, independentemente do numero de irradiacdes, foi sempre
significantemente menor que aquela de culturas nao-irradiadas e crescidas nas
condi¢cdes ideais de concentracdo de sfb (10 %). A viabilidade celular de culturas
nao infectadas foi similar em todos os grupos. O numero de irradiacdes influenciou o
crescimento celular positiva e proporcionalmente ao numero de irradiacoes, exceto
para o grupo 660 nm/ 3 J/cm? Nenhuma diferenca nos efeitos citopaticos foi
observada entre 0s grupos, independentemente do numero de irradiacées nas 3
condi¢des do estudo. A viabilidade celular de todos os grupos ndo mudou nem pela
irradiacao das células nem do virus antes da inoculagao nas células. A viabilidade
de células infectadas antes da irradiagao foi significantemente maior que o controle
quando 2 irradiacoes foram realizadas. Conclusado: Nas condigcdes deste estudo a
radiacao laser em baixa intensidade é capaz de aumentar o crescimento de células
Vero crescidas em déficit, no entanto, ndo o suficiente para atingir o crescimento
caracteristico dessas células crescidas nas suas condi¢cdes ideais. O numero de
irradiacdes influencia o crescimento das células de forma positiva e proporcional ao
nimero de irradiacdes, exceto para o parametro 660 nm/ 3 J/cm?. A radiacdo laser
nao altera nem a susceptibilidade das células a infeccdo, nem a viruléncia do HSV-1.
No entanto, ela prolonga a viabilidade das células infectadas pelo HSV-1. Efeitos
positivos da fototerapia que tem sido relatados clinicamente parecem ser devido a

efeitos no hospedeiro néo relacionados com a replicacao viral nas células infectadas

Palavras-Chave: 1 Herpes simples — Radiacao laser — Fototerapia 2 — Fototerapia —
Células Vero 3 — Diagndstico bucal



Eduardo FP. In vitro effect of phototherapy with low intensity laser (660 and 780 nm)
on HSV-1 and monkey epithelial cells (Vero) [Tese de Doutorado]. Sao Paulo:
Faculdade de Odontologia da USP; 2006.

ABSTRACT

Purpose: The clinical effects attributed to phototherapy relative to Herpes simplex
lesions have included prevention of lesion formation, speeding the healing of lesions,
and decreasing the frequency of recurrent lesions. The mechanisms underlying these
findings have not been established yet. The aim of this in vitro study was to analyze
the effect of phototherapy on epithelial cells, on HSV-1, and on infected epithelial
cells in culture. Material and Methods: Cultures of HSV-1 and infected or non-infected
monkey epithelial cells (Vero cell line) grown in deficient media (2 % fetal bovine
serum-fbs) were used. The laser irradiation was delivered using a GaAlAs laser (660
and 780 nm, focal spot of 3.6 mm?). One, two and three irradiations with 6 hour-
intervals were done. The experimental groups were: Control: non-irradiated; 660
nm/3 J/em? (28 sec); 660 nm/5 J/cm? (38 sec); 780 nm/3 J/cm? (19 sec), and 780
nm/5 J/icm? (25 sec). The HSV-1 cytopatic effects and the cell viability of irradiated
cultures and controls were analyzed in four different conditions: 1) irradiation of non-
infected epithelial cells; 2) epithelial cells irradiated prior infection; 3) virus irradiated
prior infection; and 4) irradiation of HSV-1 infected cells. The cell viability was
assessed by the reduction of the MTT test and the cytopatic effects by the light
microscopy observation. Results: The cell viability of irradiated cultures grown in
nutritional deficit, independently of the irradiation numbers, was always significantly

smaller than that of non-irradiated cultures grown at the ideal serum concentration



condition (10 %). The cell viability of non-infected cells was similar amongst the
groups. The number of irradiations influenced the cell growth positively and
proportionally to the number of irradiations, except for the 660 nm/3J/cm? group. Any
variation in cytopatic effects was observed amongst the experimental groups,
independently of the irradiation numbers at the 3 conditions analyzed. The cell
viability of all experimental groups were not altered either by irradiation of the cells or
of the virus prior infection. The viability of infected cells prior irradiation was
significantly higher than that of non-irradiated cultures when 2 irradiations were done.
Conclusion: The experimental conditions for this study demonstrate that the
phototherapy is capable of enhancing the growth of Vero cells grown under
nutritional deficit conditions, however, not enough to reach the characteristic cell
growth of cells grown at the ideal serum concentration condition. The number of
irradiations influences the cell growth positive and proportionally, except when the
parameter 660 nm and 3 J/cm? was used. The laser radiation does not change either
the susceptibility of the Vero cell to the HSV-1 infection or the HSV-1 virulence;
however, prolongs the cell viability of HSV-1 infected cells. Positive benefits of
phototherapy that have been reported clinically would appear to be due to host

effects unrelated to viral replication in infected cells.

Key works: 1 — Herpes simplex — Laser radiation — Phototherapy 2 — Phototherapy —
Vero cells 3 — Oral diagnosis
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1 INTRODUCAO

O virus do herpes simples (HSV) produz a infecgdo viral mais comum na
cavidade oral. O HSV tipo 1 esta associado a mais de 90 % das infeccdes orais, € 0
tipo 2 a infec¢des genitais. Mais de 90 % da populagao adulta tem anticorpos para o
HSV e estima-se que um terco desta populacao esta sujeita a infecgdes recorrentes,
que aparecem como erupgdes vesiculares em labios ou intra-orais.

Pacientes com recorréncias freqlientes de herpes simples podem ser tratados
pela administracdo profilatica de agentes antivirais locais tais como o aciclovir.
Outros recebem o tratamento durante os episédios recorrentes para diminuir a
duracdo da lesdo e a dor. As preocupacdes com esses tratamentos residem na
baixa eficacia e nos custos. Adicionalmente, vacinas nao estao sendo desenvolvidas
para essa infeccao.

Terapias alternativas para o tratamento de herpes simples tém sido
apresentadas e comparadas com as terapias que utilizam drogas anti-virais. Entre
elas, destacamos a fototerapia com o laser em baixa intensidade que por suas
caracteristicas influencia a reparacdo de tecidos, sem apresentar os efeitos
colaterais deletérios dos antivirais. No entanto, os autores estdo preocupados em
entender 0s mecanismos basicos dessa terapia, uma vez que existe pouca
informacao sobre o efeito da luz visivel e do infravermelho préximo nessa infeccao.

Assim, estudos in vitro da infecgdo pelo HSV-1 em células epiteliais em
cultura se justificam, podendo fornecer informacdes relevantes sobre 0 mecanismo
de acao da fototerapia independente de sua acdo no sistema imunologico do

hospedeiro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O virus do Herpes simples

O virus do herpes simples pertence a familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Simplexvirus. A subfamilia Alphaherpesviridae &
caracterizada pela especificidade de hospedeiros infectados, rapido espalhamento
em cultura, manifestacbes predominantemente cutdneas e capacidade de
estabelecer infecgdes primarias latentes nao exclusivamente em géanglios sensoriais.
O herpes simples é subdividido em dois grupos: HSV-1 e HSV-2 (SCULLY;
SAMARANAYAKE, 1990).

O HSV tem como caracteristica estrutural um genoma de DNA de fita dupla,
capsideo icosaédrico, envelope lipoprotéico e entre os tipos 1 e 2 encontra-se
homologia entre algumas areas dos genomas (SCULLY; SAMARANAYAKE, 1990;
EPSTEIN; SCULLY, 1991).

O envoltério viral promove a adsorcao dos virus a célula susceptivel, liberando
0 seu nucleocapsideo dentro do citoplasma da célula hospedeira, onde o DNA sera
liberado no citoplasma da célula infectada e ocorrera a formagao de novas particulas
virais a partir do metabolismo celular do hospedeiro (EPSTEIN; SCULLY, 1991).

A multiplicagcdo do HSV ocorre no nucleo celular, e o periodo de eclipse € de 5
a 6 horas em cultura de células monoestratificadas, sendo que o titulo do virus

aumenta exponencialmente até aproximadamente 17 horas apés a infeccao, tempo
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no qual cada célula produz cerca de 60 mil particulas fixas das quais cerca de 200
s&o infecciosas.

Os virus sao liberados por um processo de brotamento das células infectadas.
A replicagao viral ocorre com uma sintese sequencial ordenada do RNA mensageiro
induzido pelo virus, enzimas, DNA viral e proteinas virais estruturais, culminando na
reunido das particulas infecciosas virais; ao mesmo tempo, a producao de DNA do
hospedeiro declina e cessa (FIELDS; KINPE; CHANOCK, 1990).

Nos individuos susceptiveis a infecgdo com HSV, notadamente sem anticorpos
preexistentes, a primeira infeccao pelo HSV-1 é definida como infeccbes primarias
(10 % dos casos). Uma vez estabelecida a infeccdo ocorre a ativacao do sistema
imunolégico e dependendo da competéncia deste havera ou ndo a manifestacao
clinica da doenca. Apds a infecgdo primaria, o virus nao é erradicado do hospedeiro
permanecendo latente nos ganglios sensoriais, apesar da presenca de anticorpos
especificos. Quando estimulados, os virus migram através das fibras nervosas até o
epitélio, provocando uma infeccao recorrente (90 % dos casos), devido a imunidade
adquirida durante a infeccdo primaria (SCULLY; SAMARANAYAKE, 1990).
Ocasionalmente ocorre uma viremia, onde os virus se disseminam pelo sangue e
orgaos distantes nao bloqueados por anticorpos levando a infecgcées recorrentes
(EPSTEIN; SCULLY, 1991).

A infeccado pelo HSV-1 geralmente limita-se a boca e orofaringe, podendo ser
transmitida por goticulas de saliva ou através de contato direto de individuos
susceptiveis com secrecdes infectadas de virus (fluido de vesicula labial). Embora
os fatores humorais e celulares do hospedeiro combatam a infeccdo, eles néo
previnem a laténcia e ndo necessariamente sao efetivos para inibir

subsequientemente a reativacéo ou a reinfeccado. Anticorpos, em associagdo com as
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células NK (natural killer) agem modificando a laténcia. Um aumento no numero de
anticorpos €& associado com a reducao da recorréncia do HSV, enquanto a
deficiéncia de anticorpos é associada com o aumento da severidade da doenca
(EPSTEIN; SCULLY, 1991; ROIZMAN; WHITLEY; LOPEZ, 1990).

A infeccdo inicial pelo virus HSV-1 é freqientemente assintomatica, o contato
ocorre entre 6 meses a 3 anos de idade em cerca de 50 % dos casos, as vezes pode
manifestar-se primariamente como gengivoestomatite herpética ou mais seriamente
como conjuntivite, eczema herpético e encefalite esporadica. O quadro clinico
associado a gengivoestomatite herpética tem como caracteristicas, lesées na
cavidade bucal acompanhada por febre, mal estar e linfoadenopatia (SCULLY;
SAMARANAYAKE, 1990; EPSTEIN; SCULLY, 1991).

Nos quadros recorrentes, o primeiro sintoma apresentado é o prurido seguido
do aparecimento de pequeno numero de vesiculas dispostas em grupamentos que
se rompem em aproximadamente 24 horas deixando pequenas Ulceras de 1 a 3 mm
de tamanho, que coalescem e cicatrizam entre 7 a 14 dias. As lesbes podem se
localizar em toda cavidade bucal. Quando localizadas no labio, as vesiculas se
rompem, ulceram e sdo recobertas por uma crosta acastanhada. Em alguns casos,
as lesbes podem também envolver narinas, olhos e orelhas. Complicacbes do
herpes labial sdo raras, mas se a higienizacdo nao for adequada, infeccdes
bacterianas podem levar a um quadro de impetigo. Ocasionalmente a recorréncia do
HSV pode desencadear um quadro de eritema multiforme (ROIZMAN; WHITLEY;
LOPEZ, 1990).

O HSV é reativado particularmente por luz ultravioleta, irradiagdo ionizante,
estresse, infecgdes sistémicas, traumas, menstruacdo e em alguns estadios de

imunossupressao. E evidente que algumas pessoas infectadas tornam-se imunes e
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nunca desencadeiam recorréncias; outras estao infectadas, desenvolvem anticorpos,
mas tem defesa imunolégica restrita, tornando-se estas, presumidamente, mais
predispostas a recorréncia. A recorréncia, que pode ou nao estar associada a
sintomatologia clinica, usualmente manifesta-se como herpes labial ou herpes intra-
oral, podendo desenvolver lesbes recorrentes de 2 a 5 vezes ao ano (HAWKE,
1979).

As alteracOes patoldgicas induzidas pela replicacao do HSV sao similares tanto
na infecgdo primaria quanto na recorrente, mas variam na extensao dos efeitos
citopaticos e clinicos. Estas mudancas representam uma combinacdo de morte
celular mediada pelo virus associada a resposta inflamatéria. As células quando
infectadas pelo virus perdem a sua membrana citoplasmatica e formam células
gigantes multinucleadas. Quando as células se rompem forma-se uma vesicula
contendo uma grande quantidade de virus acumulados entre as camadas de
epiderme e derme; o fluido vesicular também contém células inflamatérias e células
gigantes multinucleadas (SCULLY; SAMARANAYAKE, 1990; ROIZMAN; WHITLEY;

LOPEZ, 1990).

2.2 Terapia convencional: antivirais

O diagnéstico precoce é fundamental para a eficacia da terapia com antivirais.
Isto s6 foi possivel com 0s avancos nas pesquisas de biologia molecular, que
possibilitaram a identificagdo de enzimas necessarias a replicacdo viral,

conseguindo-se assim diferenciar func¢des virais e funcdes celulares do hospedeiro.
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Outro problema esta relacionado com a resisténcia do hospedeiro aos agentes
antivirais (ROIZMAN; WHITLEY; LOPEZ, 1990).

O idoxuridine, em 1950, foi o primeiro antiviral a ser utilizado no tratamento de
queratoconjuntivite (manifestacdo primaria do HSV), e depois testado para outras
infeccdes do HSV como agente terapéutico tépico, pois inibe a replicacao do virus.
Efeito alérgico foi relacionado a este medicamento (ROIZMAN; WHITLEY; LOPEZ,
1990; FIELDS; KINPE; CHANOCK, 1990).

Mais tarde, em 1960, o vidarabine foi sintetizado e utilizado como potente
agente antineoplasico. Paralelamente, observou-se que essa droga possuia
atividade antiviral contra o HSV. Mas somente em 1978, o vidarabine foi aprovado
para ser utilizado como agente sistémico no tratamento da encefalite pelo herpes
simples. No entanto, essa substancia apresentava efeitos colaterais na maioria dos
pacientes. Os efeitos mais comuns eram disturbios gastrointestinais (nauseas,
vbmitos e diarréias) e neuroldgicos, incluindo; tremores, alucinagdes e psicoses
(ROIZMAN et al., 1990; FIELDS; KINPE; CHANOCK, 1990; HAWKE, 1979).

Subsequientemente surgiu uma segunda geracado dos antivirais. Entre eles se
destaca o aciclovir, que mostrava atividade seletiva pela enzima timidinaquinase (TK
- Timidine Kinase). Este deveria ser menos toxico e mais efetivo do que a vidarabine
representando um avancgo importante na terapia antiviral, servindo como protétipo
para futuras drogas antivirais (FIELDS et al., 1990; HAWKE, 1979). No entanto,
apesar do aciclovir ser bem tolerado, ele também causava efeitos colaterais. Dentre
eles, o de maior severidade era a alteracao renal. Nauseas e vomitos também foram
relatados quando da administracdo de doses orais. O aciclovir, além de atuar nos
virus, também atua sobre a DNA das células do hospedeiro. Porém, estudos

realizados avaliando possiveis potenciais carcinogénicos, teratogénico ou
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mutacional dessa droga, mostraram nao haver evidéncia significante destes efeitos
no humano (EPSTEIN; SCULLY, 1991; FIELDS et al., 1990; HAWKE, 1979;
SHAFER, 1985).

Alguns laboratérios apresentaram a atividade do ganciclovir contra o
citomegalovirus (CMV) em cultura de células, mostrando também a eficiéncia deste
antiviral contra diversos tipos de herpes virus, quando comparado com o aciclovir.
Os efeitos colaterais de maior importancia sdo neutropenia e trombocitopenia, outros
efeitos foram relatados como: nauseas, vémitos e dores de cabeca severas, 0 que
acabou limitando o uso desse medicamento (SCULLY; SAMARANAYAKE, 1990;
SHAFER, 1985).

Embora o aciclovir tenha sido utilizado como agente antiviral mais importante
no tratamento de infeccdes pelo HSV tanto na forma profilatica para pacientes com
grande risco de reativacdo do virus, quanto no tratamento, este quando em
pacientes imunocomprometidos tem apenas efeito minimo (SCULLY;

SAMARANAYAKE, 1990).

2.3 Terapia com laser em baixa intensidade

O uso da radiacao laser na medicina e na odontologia tem sido pesquisado nas
ultimas décadas. Recentes estudos tém indicado que a terapia com laser em baixa
intensidade pode reduzir a severidade e aumentar a velocidade de reparagdo de
lesbes da mucosa bucal associadas a quimioterapia e a radioterapia (BASFORD,

1986; RUBENSTEIN et al., 2004; MIGLIORATI et al., 2001). Os mecanismos



22

envolvidos nos efeitos observados com este tipo de laser preconizam a fototerapia
com lasers em baixa intensidade ou bioestimulacdo, como terapia coadjuvante das
lesbes de mucosa bucal. Esses mecanismos nao estdo completamente elucidados
na literatura.

Porcao consideravel da radiacao visivel é absorvida pela melanina, no entanto,
de acordo com Anderson, existe uma “janela ética” da epiderme que permite que
quantidades consideraveis de radiacao visivel e infravermelha penetrem na derme.
(ANDERSON; PARRISH; 1981). Dados tém demonstrado que radiacdes em baixa
intensidade do visivel e infravermelho penetram na pele na profundidade de muitos
milimetros  (KOLARI, 1985; AL-WATBAN; ZHANG, 1994; KOLAROVA;
DITRICHOVA; WAGNER, 1999). Com relagdo a possiveis foto-receptores, tem sido
demonstrado que croméforos da cadeia respiratoria mitocondrial, bem como da
membrana celular sdo capazes de absorver a luz na regido do vermelho e do
infravermelho préximo (TRIPHLOVA; KARU, 1989; KARU, et al. KARU, 1989;
SMITH, 1991). Subseqlente formacdo de espécies de oxigénio reativo (ROS),
alteracdes do pH intracelular e das concentracdes de calcio podem ser parte dos
caminhos da transducao de sinal das respostas biolégicas induzidas pela luz (laser)
de baixa intensidade (KARU, 1987; FRIEDMANN et al., 1991; LUBART et al., 1992).

Os lasers em baixa intensidade mais utilizados em odontologia sao os de
arseneto de galio-aluminio (GaAlAs), do tipo de semicondutor de dupla
heterojuncdo, que torna possivel sua emissdo de forma continua em temperatura
ambiente. O bombeamento dos lasers semicondutores pode ser realizado de vérias
maneiras, entre elas, por um outro laser. Porém a forma mais usual é a utilizagcdo do
semicondutor na forma de um diodo, com excitagdo produzida por uma corrente

elétrica. Eles apresentam poténcias médias de algumas centenas de miliwatts, em
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sua maioria apresentam emissao continua ou em alguns casos emitem pulsos curtos
e com comprimentos de onda na faixa do vermelho até infravermelho. Além disso, é
sabido que estes comprimentos de onda atingem grande profundidade de
penetracdo nos tecidos, pois a agua e a hemoglobina oferecem um baixo coeficiente
de absorcao para este tipo de radiacao (RIBEIRO, 2000).

A literatura mostra que nao ha efeitos colaterais e contra-indicacdes
relacionadas a fototerapia com laser em baixa intensidade, desde que essa terapia
seja administrada corretamente. Também nao ha efeitos prejudiciais relacionados a
esta terapia, excetuando-se a incidéncia do feixe, direta ou indiretamente nos olhos,
0 que é evitado com a utilizacao de éculos de protecao apropriados (RIBEIRO, 2000;
TUNER; HODE, 1998).

Os lasers estimulam fibroblastos, colaborando na producéao de fibras colagenas
mais ordenadas, determinando um melhor padrdo de cicatrizacdo nas lesdes
(BASFORD, 1986). Esta modalidade terapéutica pode proporcionar efeitos
antiinflamatérios, analgésicos e bioestimulantes, aumentando a microcirculagdo da
area irradiada, promovendo melhores condicbes de reparacdao (MESTER,;
YASZSAGI-NAGI, 1973).

Até hoje, nenhum efeito mutagénico resultante de luz no comprimento de onda
visivel ou infravermelho foi observado, no limite de dose preconizado para esta
terapia. Estudos in vifro mostram que células neoplasicas ndo sdo estimuladas por
luz laser (SENEDA, 2005).

O processo de bioestimulacéo laser € um fenémeno fotobioldgico, ndo sendo
necessario que a luz seja coerente, os fotoaceitadores primarios sdo componentes
da cadeia respiratoria, que dependendo da dose podem ser estimulados ou inibidos.

A radiacao laser € apenas uma desencadeadora para a regulacdo do metabolismo
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celular, por esse motivo é que sdo necessarias apenas baixas doses de energia. O
efeito sobre a célula vai depender do estado fisiolégico que esta se encontra. Os
efeitos da fototerapia com laser em baixa intensidade poderiam ser explicados por
um aumento da proliferagdo de células, ou por mudancgas na atividade fisioldgica de
células excitaveis (KARU, 1989; RIBEIRO, 2000).

A irradiagéo in vitro com um laser de He-Ne em fibroblastos da pele de um
humano sadio resulta em mudancas metabdlicas. Os resultados da avaliacao destas
mudancas metabdlicas sugerem que o aumento ou modulacido da atividade celular
poderia ser determinado pela fototerapia com laser em baixa intensidade e, portanto,
ser utilizada para propésitos terapéuticos, desde que as densidades de energia e
poténcia apropriadas fossem estabelecidas (MESTER; YASZSAGI-NAGI, 1985).

Em uma andlise dos efeitos da fototerapia com laser em baixa intensidade na
proliferacao de fibroblastos em gengiva in vitro proveniente de uma cultura primaria
de humano, concluiu-se que a acao da fototerapia com laser em baixa intensidade
promove uma proliferacdo celular e a exposicdo em menor tempo resulta em um
aumento da atividade proliferativa (ALMEIDA-LOPES et al., 2001). Resultados
semelhantes foram observados por Pereira et al. (2002), que demonstraram
resposta proliferativa de fibroblastos de gengiva em cultura sem prejuizo de
producdo de procolageno como resposta a fototerapia com laser em baixa
intensidade.

A fototerapia com laser em baixa intensidade ndo € baseada em elevagéo
térmica, ou seja, a energia dos foétons absorvidos nao sera transformada em calor,
mas sim majoritariamente, em efeitos fotoquimicos, fotofisicos e ou fotobioldgicos
nas células e nos tecidos. Quando a luz interage com as células ou tecidos, se

administrada na dose adequada, certas funcdes celulares poderédo ser estimuladas.
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Este efeito é particularmente evidente se a célula em questdo tem sua funcao
debilitada (KARU, 1989; RIBEIRO, 2000).

Trabalhos encontrados na literatura mostram que a terapia com o laser em
baixa intensidade tem efeitos mais pronunciados sobre o6rgaos ou tecidos
enfraquecidos, tais como em pacientes que sofrem algum tipo de desordem
funcional ou de injarias ao tecido (RIBEIRO, 2000).

Acredita-se que a energia da luz laser € mais bem aproveitada onde & mais
necessaria. Isso também tem sido observado em células cultivadas onde o efeito
dos lasers em baixa intensidade é mais pronunciado quando aplicados sobre
culturas crescidas em déficit nutricional (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; PEREIRA et
al., 2002; MARQUES et al., 2004; AZEVEDO et al., 2006).

Células em cultura e no tecido podem ser estimuladas por algumas doses de
luz laser (MESTER, MESTER; MESTER, 1985). Da mesma forma, varios lasers
apresentam acdo na reducdo dos efeitos da infeccdo pelo HSV (SCHINDL;
NEUMANN; 1999; EDUARDO; CECCHINI; CECCHINI, 1996; OLIVEIRA, 2002;
CECCHINI; CECCHINI; EDUARDO, 1995; LIZARELLI, 2005).

Quando lesdes do herpes simples recorrente perilabiais foram submetidas a um
total de irradiacées diarias por 10 dias com laser de 690 nm (80 mW/cm?, 48 J/cm?)
houve diminuicdo significativa da incidéncia local da infeccdo recorrente num
seguimento dos pacientes por cerca de 1 ano (SCHINDL; NEUMANN; 2000)

Os beneficios do laser em baixa intensidade na cicatrizacdo de tecidos moles
bucais tém sido demonstrados em casos clinicos (CECCHINI; CECCHINI;
EDUARDO, 1995; OLIVEIRA, 2002). LesbGes na cavidade bucal, como herpes e
Ulceras aftosas, foram irradiadas com laser de GaAlAs (790 nm), em doses que

dependem da area de irradiacdo. A fototerapia com laser em baixa intensidade
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diminuiu a sintomatologia dolorosa imediatamente e acelerou o processo de
reparacao dessas lesdes. A associacdo de lasers em alta e baixa intensidade tem
sido realizada como complemento em terapias convencionais. A associacdo dos
lasers de Nd:YAG e de GaAlAs provou ser eficaz no tratamento destes tipos de
lesdo (CECCHINI; CECCHINI; EDUARDO, 1995; EDUARDO; CECCHINI;
CECCHINI, 1996).

Pelas caracteristicas de atuacao do laser em baixa intensidade, de melhora da
qualidade e velocidade da reparacdo, seria esperado que 0s mesmos tivessem
atividade na terapia das lesdes causadas pelo HSV. Além disso, achados clinicos ja
mostraram a agdo do laser em baixa intensidade tanto na fase prodrbnica
(OLIVEIRA, 2002) como em lesdes ja estabelecidas, causados pelo virus do HSV-1
(SCHINDL; NEUMANN, 1999; CECCHINI; CECCHINI; EDUARDO, 1995;
EDUARDOQO; CECCHINI; CECCHINI, 1996).

A irradiacdo com laser na fase prodrémica do herpes em humanos € bastante
interessante, pois desfavorece a erup¢ao das vesiculas (OLIVEIRA, 2002).

Os estudos in vitro que analisam a atuacao do laser sobre células infectadas
pelo HSV sao raros (KORNER; BAHMER; WIGARD, 1989; PERRIN et al., 1997). Na
verdade, na literatura compulsada somente em um trabalho foi estudado o HSV-1
(KORNER; BAHMER; WIGARD, 1989), enquanto no outro o virus estudado foi o
HSV-2 (PERRIN et al., 1997).

Utilizando células Vero e HSV-1, KORNER et al., (1989) realizaram estudo do
efeito da radiacdo laser na faixa do infravermelho sobre a replicagdo viral e a
influéncia desta radiagdo sobre células imunocompetentes. Os autores utilizaram o
laser de Nd:YAG, mostrando que nao houve inativacado do virus com o laser, nem

que o efeito citopatico do virus foi influenciado pela irradiacdo. No entanto, houve
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uma reducédo de 50 % em virus nas culturas incubadas com leucécitos irradiados,
mostrando um efeito estimulador do sistema imune.

O outro estudo realizado com células epiteliais em cultura (células Vero) e HSV,
in vitro, também analisou a laténcia da infecgéo in vivo, utilizando camundongos. Por
essa razao, ao invés de utilizar o HSV-1, que é o agente etiolégico das lesdes bucais
e peri-bucais, utilizou o HSV-2 que tem patogenicidade mais fraca em termos de
efeito letal nestes animais que o HSV-1. O laser utilizado foi um laser em baixa
intensidade com comprimento de onda de 850 nm, porém no estudo in vitro, 0s
dados de densidade de energia, modo e tempo de irradiagcdo ndo foram informados.
Como resultados da fase in vitro os autores mostraram que o laser ndo modificou
nem o poder infeccioso do HSV-2, nem a capacidade das células Vero, hospedeiras,
de suportar a replicacao viral. No estudo in vivo, os parametros utilizados foram:
4J/mm? (160 s, 3000 Hz e 20 mW) nos ganglios cervicais dos camundongos durante
15 dias com irradiacao feita em dias alternados. Os autores deduziram que a
radiacdo laser realizada nos ganglios na fase aguda da infeccdo preveniu o
estabelecimento da laténcia do HSV-2. No entanto, o laser ndo causa efeito quando
o ganglio ja esta com a infeccao latente.

Alguns autores estdo preocupados com os mecanismos basicos da fototerapia
em baixa intensidade uma vez que existe pouca informagdo sobre o efeito da luz
visivel e do infravermelho proximo nas reacdes imunolédgicas antivirais (RALLIS,
SPRUANCE, 2000; SCHINDL, NEUMANN, 2000). De acordo com os dados da
literatura, um efeito indireto nos componentes celulares e humorais do sistema
imune sendo envolvido nas respostas antivirais, poderia ser considerado mais do

que um efeito direto da inativagdo do virus (KORNER; BAHMER; WIGARD, 1989),
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no entanto, os caminhos exatos certamente precisam ser elucidados (SCHINDL;
NEUMANN, 2000).

Dessa forma, muitas questdes estdo por serem respondidas. Ndo se sabe se o
laser diminui o tempo de cicatrizacao das lesdes causadas pelo HSV-1 por agir
diretamente ou indiretamente no virus ou se age basicamente na imunologia local do
paciente aumentando sua defesa contra o virus.

O objetivo deste trabalho foi tentar responder algumas destas questdes
lancando mao da técnica do cultivo celular, onde é possivel isolar células epiteliais,
infecta-las com o virus HSV-1 e usando a fototerapia com laser em baixa intensidade
analisar os efeitos do laser nesse sistema. Irradiando-se culturas epiteliais com
baixas intensidades antes da inoculacdo do HSV-1 sera possivel analisar se a
radiacao laser aumenta ou nao a resisténcia dessas células a infeccao. Além disto,
utilizando o laser em células ja infectadas sera possivel ver se estas intensidades de
radiacdo agem na biologia do virus durante a infeccao. Paralelamente poderemos
observar se culturas virais irradiadas alteram seu potencial de causar efeitos

citopaticos quando inoculadas em células epiteliais.
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3 PROPOSICAO

Objetivamos nesse trabalho responder aos seguintes questionamentos:

1-

Os lasers de Arseneto de Gélio-Aluminio (GaAlAs) nos comprimentos
de onda de 660 e 780 nm bioestimulam células epiteliais em cultura?

(fase 1)

Esses lasers alteram os efeitos citopaticos causados pelo HSV-1 e a
viabilidade das células epiteliais irradiadas antes da inoculagdo do

virus? (fase 2)

Esses lasers alteram os efeitos citopaticos causados pelo HSV-1 e a
viabilidade das células epiteliais quando suspensdes virais sao

irradiadas antes de serem inoculadas? (fase 3)

Células epiteliais infectadas pelo HSV-1 apresentam efeitos citopaticos

e a viabilidade alterados apés a irradiacao? (fase 4)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de Células

As células Vero (células de linhagem de rim de macaco, ATCC CRL 1587)
foram cultivadas em meio de cultura minimo de Eagle (MME, Cultilab, Campinas,
SP, Brasil) contendo 10 % de soro fetal bovino (SFB - Cultilab); e antibi6ticos

(Penicilina G cristalina 100U/ml e Estreptomicina 0,1mg/ml).

O cultivo das células foi realizados em intervalos de 5 a 7 dias. Para a
subcultura, o meio de crescimento das células foi decantado e, a seguir, a
monocamada celular foi lavada, por 2 a 3 vezes consecutivas, com 10 ml de solucao
de tripsina (1:250, Difco) a 0,25% em associacdo com EDTA 0,02% pH 8,0. Quando
as células apresentavam-se desprendidas, foram ressuspendidas em 3 ml de meio
de crescimento, igual ao meio de manutencao, porem com 10% de SFB. A seguir,
esta suspensao de células foi ressuspendida em 60 ml de meio Eagle com 10% de
SFB e distribuida em novas garrafas e tubos de cultura. As culturas foram, entao

mantidas em posicao estacionaria em estufa a 37°C.
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4.2 Virus-padrao: cultivo e titulacao

O herpes virus simples tipo 1 (HSV-1) utilizado havia sido previamente
cultivado em células VERO e utilizado como virus padrdo em ensaios de

padronizacao da reacao de amplificacéo génica pela polimerase (PCR).

Monocamadas de células Vero em frascos de cultivo de 75 cm? de area
cultivavel com aproximadamente 75 % de confluéncia foram inoculadas com 2 ml de
suspensao viral e mantidas a 37 °C por 1 hora. Apds este periodo, acrescentou-se
18 ml de meio de manutencao Eagle MME contendo 2 % de SFB e antibiéticos (100
ug/ml de penicilina G e 1.000 ug/ml de estreptomicina). As culturas foram incubadas

a 37 °C e observadas diariamente em microscépio de fase invertido.

Uma vez que o efeito citopatico atingiu cerca de 80 % da monocamada, essa
foi deslocada do fundo do frasco e a suspensao obtida foi coletada em tubos de

ensaio de 50 ml e estocada a — 20 °C até o momento do uso.

Células Vero foram cultivadas em tubos e inoculadas com suspensao de HSV -
1, visando a determinacgao do titulo viral. Diluicbes seriadas de fator 10, de 10-1 a
10-8 da suspenséao viral foram preparadas em meio Eagle MME contendo 2% de
SFB e aliquotas de 0,1 ml de cada diluicdo inoculadas em quadruplicata nos
respectivos tubos. Apéds incubacao a 37 °C por uma hora foram acrescidos 0,9 ml de
meio de manutengcdo MME contendo 2 % SFB e antibiético. Culturas sem inéculo
viral foram suplementadas com o0 mesmo meio de cultura e mantidas como controle
negativo. As culturas foram incubadas e observadas diariamente em microscépio

invertido.



32

O titulo viral foi determinado matematicamente pelo método de Reed-Muench
(HAWKES, 1979), e a suspensao viral agora com a titulagéo definida foi novamente

congelada e estocada a — 20 °C até o momento do uso.

4.3 Laser

O equipamento utilizado foi o laser de AlGaAs (MMOPTICS Ltda, Séo Carlos,
S.P. Brasil) (Figura 4.1) com ponteiras de diferentes diodos emitindo no comprimento
de onda vermelho visivel (660 nm) com até 40 mW de poténcia e, no infravermelho
(780 nm) com até 70 mW de poténcia. A area de emissao em ambas as ponteiras foi
de 0,036 cm?. Antes e apds cada irradiacdo, a emissao laser teve sua poténcia
aferida por um medidor de poténcia (powermeter da marca Coherent). O valor da
emissao foi ajustado para os valores desejados por meio do medidor de poténcia e

nao pelo valor apresentado no painel de controle do equipamento.

Figura 4.1- Laser de AlGaAs (MMOPTICS Ltda, Sao Carlos, S.P. Brasil)
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Todos os procedimentos com o laser de GaAlAs foram realizados seguindo
todas as normas de seguranca NBR/IEC 601.2.22 e IEC 60825-1/2001-8

(ZEZELL, 2001).

4.4 Experimentos

Os experimentos foram realizados em quatro fases, no sentido de responder os
questionamentos da proposicao. Assim, a fase 1 foi realizada para verificar a acao
da radiacdo laser em baixa intensidade sobre o crescimento de culturas de células
Vero nao infectadas pelo HSV-1. Nas fases seguintes foram analisadas os efeitos
das radiacoes em células Vero e/ou em suspensdées de HSV-1 em diferentes
situagdes, a saber: na fase 2 as células Vero foram irradiadas antes da inoculagéao
do HSV-1; na fase 3 culturas do HSV-1 foram irradiadas antes da inoculagdo nas
células Vero e finalmente, na fase 4 células previamente infectadas pelo HSV-1

foram irradiadas.

Os experimentos foram desenhados de maneira padronizada, sabendo-se que
a distancia entre o laser e a superficie de aplicacao é critica, a distancia entre o feixe
laser e as células foi constante (Figura 4.2). A aplicacdo do laser seguiu 0s
parametros descritos no Quadro 4.1, e foi feita através da base das placas de cultivo
celular, para experimentos de irradiagéo de células, ou do fundo dos tubos de ensaio
tipo Eppendorf, para o experimento de irradiacdo do virus, portanto, o feixe laser foi
aplicado diretamente na monocamada celular ou na suspensao virus HSV- 1. As
placas e os tubos sdo compostos por poliestireno transparente e tém menos de 1

mm de espessura. A area cultivavel das placas é de 3 mm?. A placa foi acomodada
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dentro de uma mascara escura, deixando somente a area a ser irradiada exposta.

Todos 0s grupos experimentais foram expostos as mesmas condicbes de estresse

ambiental, tais como: temperatura, umidade e luz. Quando mais de uma irradiacao

foi realizada, o intervalo entre as irradiag6es foi de 6 horas (PEREIRA et al., 2002).

Comprimento Poténcia Modo de Area de Tempo de Densidade de
de onda (W) irradiacao irradiacao irradiacao energia
(nm) (mm?) (s) (om®)
660 40 Contato e 3,6 28 3
pontual 38 5
780 70 Contato e 3,6 19 3
pontual o5 5

Quadro 4.1- Parametros das irradiacdes
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Figura 4.2 - Suporte desenvolvido para aplicagdo padronizada do laser
nos pogos (Capela de fluxo laminar com suporte para a
irradiacdo do laser e placa pronta para ser irradiada)

4.5Grupos experimentais

J Controle

. 660 nm/3 J/cm?
. 660 nm/5 J/cm?
. 780 nm/3 J/cm?

. 780 nm/5 J/cm?
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451 Fase 1:

Celula Vero foram cultivadas como descrito anteriormente no item 4.1.

Para a obtencdo do numero de células viadveis para a padronizacdo dos
experimentos foi realizada a contagem celular: Para tanto, de suspensdes de células
Vero originadas de frascos de 75 cm? obtidas como descrito no item 4.1, foram
retirados 0,2 ml e transferidos para um novo tubo de ensaio, contendo 0,6 ml de uma
solucdo de 0,4 % de azul de Trypan. Uma das camaras de um hemocitdmetro
recebeu essa nova suspensao de células, as quais foram contadas sob microscépio
de luz.

Somente as células mortas apareceram coradas em azul, pela penetracao do
azul de Trypan, devido a lesdes na membrana celular. A exclusao destas células da
contagem geral serviu para a determinacédo do numero de células viaveis. O nimero
total de células viaveis originarias dos frascos foi obtido através da mesma sentenga

matematica, excluindo as células mortas, a saber:

Numero total de células ndo coradas X diluicio (4) X 10%.

Numero de quadrados do hemocitdmetro usados para a contagem (4)
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4.5.1.1 determinacéo da concentracdo de soro fetal bovino

Antes de iniciar as fases propostas desse projeto foi necessario encontrar a
porcentagem de soro fetal bovino ideal para realizar os experimentos com irradiacédo
laser. Essa concentracao de soro deveria suplementar o meio de cultivo das células
de forma que houvesse crescimento significantemente menor que aquele
caracteristico das células Vero. Esse crescimento caracteristico € aquele observado
quando o meio é suplementado com 10 % de soro. Assim, foram testadas duas
concentracdes menores buscando colocar as células em déficit nutricional, para que
se o laser tivesse efeito, esse pudesse ser observado (ALMEIDA-LOPES et al.,

2001).

Para esse experimento foram utilizadas 4 placas de 96 pocos e, 12 pocos de
cada placa receberam 1 x 10* células em meio fresco por poco. Esse nimero de
pocos (n=48) foi suficiente para analisar em quadruplicata a atividade mitocondrial
das células de 3 grupos experimentais (10 %, 5 % e 2 % de soro fetal bovino) em 4

tempos (20, 24, 48 e 72 horas apo6s o plagueamento).

Apbs a determinacdo da concentracdo ideal de soro, que foi de 2 %, foi
realizado o experimento proposto para a Fase 1. Para esse experimento foram
utilizadas 12 placas de 96 pogos e 15 pocos em cada placa recebeu 1 x 10* células
em meio fresco por poco. Esse numero de pogos foi suficiente para analisar em
triplicata a atividade mitocondrial das células dos 5 grupos experimentais descritos
anteriormente (item 4.5), em 4 tempos (20, 24, 48 e 72 horas ap6s a Uultima

irradiacdo) e em experimentos com 1, 2 e 3 irradiagées.
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4.5.1.2 andlise do crescimento celular

Os dados do crescimento celular foram obtidos através da analise da
viabilidade celular. Essa analise se baseou no teste de atividade mitocondrial das
células pelo método da reducdao do MTT (brometo de 3- (dimetiltiazol-2-yl) 2,5-
difeniltetrazélio). Esse teste quantifica a conversdo do MTT, que é insolivel em
agua, em um formazan soluvel. O formazan, de cor azul purpurea, é solubilizado e
entao, sua concentracao € determinada pela densidade 6ptica em espectrofotdmetro
com filtro de 562 nm. Para a realizacdo do teste foram preparados os reagentes A e
B. O reagente A era composto por 0,05 g de MTT (CalBioChem, Canada) em 10 ml
de PBSA e o reagente B foi constituido por 1 g de SDS (dodecil sulfato de so6dio;

QBioGene, EUA) em 10 ml de 0,01 M de HCI (acido cloridrico).

Os meios de cultura dos pogos foram aspirados e substituidos por 100 uL de
meio MME fresco. Adicionou-se 10 uL do reagente A em cada poco, incluindo os
pocos sem células, que serviram de controle negativo para a leitura no
espectrofotobmetro, bem como de espacos entre 0s pocos que seriam irradiados ou
ndo (Figura 4.3). Depois de 4 h de incubagédo com o reagente A, em estufa a 37 °C e
protegido da luz com folha de papel aluminio, 100 uL do reagente B foi adicionado a
cada poco. Usando pipetador multicanal essa solucdo foi gentilmente
homogeneizada. As culturas retornaram para incubacdo em estufa a 37 °C
overnight, também protegida de luz. Decorrido esse periodo as culturas foram
misturadas gentilmente novamente com auxilio de pipetador multicanal e levadas
para leitura de sua absorbadncia em espectrofotdometro ELISA (Amersham

Biosciences, Biotrak Il, Inglaterra).
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Figura 4.3 - Placa de 96 pocos, para cultivo celular

452 Fase 2:

Para essa fase foram plaqueadas 1 x 10* células por poco de placas de 96
pocos. Foram utilizada 3 placas, uma para cada quantidade de irradiagdes (1, 2 ou
3) e 20 pogos por placa, para os 5 grupos € 4 réplicas, ou seja, esses experimentos

foram realizados em quadruplicada.

As irradiagbes foram realizadas da mesma forma descrita para a Fase 1. Logo
apoés a ultima irradiagéo, o meio de cultura dos pogos foi substituido por 0,1 ml de

suspensao viral. Ap6s uma hora de adsorcdo em estufa a 37 °C, 0,9 ml de meio
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fresco foi adicionado a cada pogo. As placas foram entdo novamente incubadas e a
cada 24 horas eram analisadas em microscopio invertido de fase para leitura dos
efeitos citopaticos. Ao final de 96 horas de observacdo essas placas foram
submetidas a analise de viabilidade celular pelo teste da reducdo do MTT como

descrito para a Fase 1.

453 Fase 3:

O plaqueamento das células Vero, a inoculagao do HSV-1, as leituras do efeito
citopatico a cada 24 horas e a mensuragao da atividade mitocondrial das células ao
final do experimento foram realizadas da mesma forma descrita na fase 2 (item
4.5.2). Nesta fase as irradiagdes foram realizadas na suspensao viral antes da

inoculacao.

Suspensdes virais contendo 1 dose de HSV-1 foram colocadas em tubos de
ensaio tipo Eppendorf (500 ul por tubo) e receberam ou nédo irradiacdo laser,
conforme descrito no item experimentos (item 4.5). Quando mais de uma irradiacao
era realizada, ap6s cada irradiacdo os tubos contendo as suspensdes virais eram
estocados a — 20 °C. Depois de completadas as irradiacdes nas suspensoes virais,

estas eram inoculadas nas culturas de células Vero.
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454 Fase 4:

O plagueamento das células Vero, a inoculacdo do HSV-1, as irradiacdes, as
leituras do efeito citopatico a cada 24 horas e a mensuracdo da atividade
mitocondrial das células ao final do experimento foram realizadas da mesma forma
descrita na fase 2 (item 4.5.2). Nesta fase as irradiacoes foram realizadas em células

Vero previamente infectadas.

4.6 Analise estatistica

Os dados de densidade oéptica, ou seja, de viabilidade celular, de todas as
fases experimentais, obtidos em triplicada (Fase 1) ou quadruplicata (Fases 2, 3 e 4)
para cada tempo experimental de cada grupo, foram apresentados como média + o
erro padrdao da média (SEM). Os dados foram tratados pelo teste Kolgomorov-
Smirnof (Lilliefors) para andlise da normalidade, e como todos apresentaram
distribuicdo normal foram comparados pelo teste paramétrico ANOVA. O nivel de

significancia adotado foi 0 de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Titulacao do HSV

A titulacdo do HSV foi realizada, pelo método de Reed-Muench, a partir de
uma cultura de virus padrdao que foi inoculada em tubos contendo monocamada de
células Vero, plagueadas 24 horas antes da inoculacdo, A suspensao viral foi
inoculada em quatro tubos por diluicao seriada de fator 10. A seguir a cada 24 horas
foram analisados os efeitos citopaticos (ECP) do HSV nas células Vero de cada tubo
para a obtencdo do indice ECP e da porcentagem de ECP. Com estes dados,
apresentados no Quadro 5.1, foi possivel se calcular a concentragéo viral em 1 dose
da suspensdo que foi a concentracdo viral ideal para o desenvolvimento dos

experimentos propostos.

Diluicao do virus 107 107 10° T10° 1 10° [ 10° 107 | 10°

Indice ECP 4/4 4/4 4/4 4/4 | 4/4 1/4 | 0/4 | 0/4

(Tubos ECP/Total de Tubos)

Tubos com ECP 4 4 4 4 4 1 0 0
Tubos sem ECP 0 0 0 0 0 3 4 4

Totais Tub%ngCP 21 17 13 9 5 1 0 0
Acumulados Tub(i%>emECP 0 0 0 0 0 3 7 11

Indice ECP 21/21 | 1717 | 13/13 | 9/9 | 5/5 1/4 | 0/7 | 0/11

% de ECP 100 100 100 100 | 100 25 0 0

Quadros 5.1 - Dados do ECP a partir da diluicao seriada de fator 10 da suspensao do HSV
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Distancia proporcional = ...... Y%acima de 50% -50%........

% acima de 50% - % abaixo de 50%

DICTs0= log da diluicdo acima 50% - (DP x1)
10-5— (0,6 x 1) =-5,6

10°° DICTso / 100ml = 1 dose infectante
10*®= 10 doses

10%®= 100 doses

O titulo viral do HSV-1 padrao obtido e utilizado em todos os ensaios foi de

10>® TCIDso, que corresponde a uma dose infectante.

5.2 Concentracao de soro fetal bovino

Foram comparados os crescimentos celulares com 2, 5 e 10 % de soro e as

curvas de crescimento estdo apresentadas na Figura 5.1.

Com 2 e 5 % de soro as culturas de célula apresentaram crescimentos
semelhantes e significativamente menores que aqueles das células controle, ou seja
crescidas em meio com 10 % de soro (Figura 5.1). Por essa razdo optamos por
trabalhar nas diversas fases desse projeto com a suplementacdo do meio de cultivo

com apenas 2 % de soro fetal bovino.
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Figura 5.1- Curvas de crescimento de células Vero cultivadas em meio contendo diferentes
concentragdes de soro fetal bovino. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas;
a, b: significantemente maiores que os demais grupos no mesmo tempo experimental

5.3 Fase 1:

Células epiteliais crescidas em meio suplementado com 2 % de soro fetal
bovino e sem nenhum outro tratamento foram irradiadas uma, duas ou trés vezes
com intervalos de 6 h pelo laser de GaAlAs nos parametros descritos em Materiais
e Métodos (item 4). A viabilidade das células epiteliais irradiadas e controle (ndo

irradiadas) esta representada nas figuras 5.2, 5.3 e 5.4.

Houve crescimento significativo em todos o0s grupos experimentais,

independente do numero de irradiagdes utilizadas. Houve diferencas significativas
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quando foram comparados o 1°tempo (20 horas) e o ultimo tempo (72 horas; p <

0,01), dentro dos mesmos grupos.

Nao houve diferenca no numero de células viaveis nem entre os grupos
experimentais quando comparados entre si, nem quando comparados com 0S
controles, nas trés condicoes de irradiacdes (1, 2 ou 3) as quais as células foram

submetidas.

ot
(—]

_ // —e— Controle
%&/:V s 660 ny3 J/em?
¥ 3 660 nm/5 J/cm?
/ - 780 nny/3 J/em?

—%— 780 nm/5 J/em?

Atividade Mitocondrial (OD)
S = N W AR SN X 0O

20 24 48 72

Tempos Experimentais (horas)

Figura 5.2- Curvas de crescimento das células Vero irradiadas uma vez com o laser de diodo nos
diferentes comprimentos de onda e energias
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Figura 5.3 - Curvas de crescimento das células Vero irradiadas duas vezes com o laser de diodo
nos diferentes comprimentos de onda e energias com intervalo de 6 horas entre as
irradiagdes
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Figura 5.4- Curvas de crescimento das células Vero irradiadas trés vezes com o laser de diodo
nos diferentes comprimentos de onda e energias com intervalo de 6 horas entre as
irradiacdes
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5.4 Calibracao dos experimentos

Para verificar a calibracdo dos nossos experimentos fizemos uma
comparacao estatistica entre os controles dos diversos experimentos feitos até aqui.
Ou seja, dos experimentos com 1, 2 e 3 irradiagdes, bem como daquele feito para
testar as concentragdes de soro. As curvas de crescimento dos grupos controle dos
experimentos feitos com 1, 2 ou 3 irradiacées e daquele onde as concentracdes de
soro foram testadas estao representadas na figura 5.5. O grupo controle foi aquele
que nao foi irradiado e apresentou o crescimento caracteristico das células Vero

crescidas em meio de cultivo contendo 2 % de soro fetal bovino.

Existe diferenca estatisticamente significante em todos os grupos experimentais
e controle entre os tempos 20 e 72 horas (p < 0,05) mostrando que houve
crescimento significativo no periodo experimental. Entre as curvas nao houve

diferenca estatistica.
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Figura 5.5 - Curvas de crescimento de células Vero crescidas em meio contendo 2 % de soro fetal
bovino dos experimentos com 1, 2 ou 3 irradiagdes ou no experimentos das células nao
tratadas, somente crescidas em diferentes concentragdes de soro

Apesar de nao terem sido observadas diferencas significativas entre os grupos
experimentais nas trés condicbes de irradiacbes as quais as células foram
submetidas, vale investigar se 0 nimero de irradiagcdes poderia influir no crescimento
celular dentro dos mesmos grupos experimentais. Assim, foram feitas analises
estatisticas comparando dentro dos mesmos grupos os resultados de 1, 2 e de 3
irradiacbes. Essa comparacdo pode ser feita, porque nossos resultados estao
calibrados, ou seja, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos
controle dos trés experimentos, portanto é valido comparar os demais resultados

desses experimentos.

As curvas de crescimento dos grupos irradiados com o laser de diodo de 660

nm na densidade de energia de 3 J/cm? estdo expressas na Figura 5.6.
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Nao houve diferencgas estatisticas em fungcado do numero de irradiacées entre os
grupos irradiados e o controle com 2 % de soro fetal bovino, exceto por um ponto, no
segundo tempo experimental (24 h; p < 0,01) quando o grupo irradiado por 3 vezes
apresentou crescimento superior aos demais grupos irradiados e ao controle com 2
% de soro fetal bovino (Figura 5.6). Todos 0s grupos apresentaram numero de
células viaveis inferiores (p < 0,01) ao daquelas do grupo controle crescido nas

condicdes ideais, ou seja, com 10 % de soro fetal bovino (Figura 5.6).
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Figura 5.6 - Curvas de crescimento de células Vero irradiadas com o laser de diodo no comprimento
de onda de 660 nm e na densidade de energia de 3 Jiecm? apés 1, 2 ou 3 irradiagdes,
com intervalos de 6 horas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas. Letras
mindsculas indicam diferengas entre o controle 10 % e os demais grupos. Letras
mailsculas indicam diferengas entre o grupo irradiado contra o controle 2 %

As curvas de crescimento dos grupos irradiados com o laser de diodo de 660

nm na densidade de energia de 5 J/cm? estdo expressas na Figura 5.7.
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Nao houve diferencas experimentais em funcdo do numero de irradiacoes,
exceto por dois pontos, no segundo (24 h; p< 0,01) e terceiro (48 h; p< 0,01) tempos
experimentais quando o grupo irradiado por 3 vezes apresentou crescimento
superior aos demais grupos irradiados e ao controle com 2 % de soro fetal bovino
(Figura 5.7). Todos 0s grupos apresentaram numero de células viaveis inferiores (p
< 0,01) ao daquelas do grupo controle crescido nas condi¢cdes ideais, ou seja, com

10 % de soro fetal bovino (Figura 5.7).
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Figura 5.7 - Curvas de crescimento de células Vero irradiadas com o laser de diodo no comprimento
de onda de 660 nm e na densidade de energia de 5 Jiecm? apés 1, 2 ou 3 irradiagdes,
com intervalos de 6 horas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas. Letras
mindsculas indicam diferengas entre o controle 10 % e os demais grupos. Letras
mailsculas indicam diferengas entre o grupo irradiado contra o controle 2 %

As curvas de crescimento dos grupos irradiados com o laser de diodo de 780

nm na densidade de energia de 3 J/cm? estdo expressas na Figura 5.8.

Nao houve diferencas experimentais em funcdo do numero de irradiacoes,

exceto por dois pontos, no segundo (24 h; p < 0,05) e quarto (72 h; p < 0,01) tempos



51

experimentais quando o grupo irradiado por 3 vezes apresentou crescimento
superior aos demais grupos irradiados e ao controle com 2 % de soro fetal bovino
(Figura 5.8). E no grupo irradiado 2 vezes que foi significantemente maior que o
controle com 2 % de soro fetal bovino no segundo tempo experimental (24 h; p <
0,01). Todos os grupos apresentaram numero de células viaveis inferiores daquelas
do grupo controle crescido nas condicdes ideais, ou seja, com 10 % de soro fetal

bovino (Figura 5.8).
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Figura 5.8 - Curvas de crescimento de células Vero irradiadas com o Iaser de diodo no comprimento
de onda de 780 nm e na densidade de energia de 3 J/icm? apds 1, 2 ou 3 irradiacées,
com intervalos de 6 horas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas. Letras
mindsculas indicam diferengas entre o controle 10 % e os demais grupos. Letras
mailsculas indicam diferengas entre os grupos irradiados contra o controle 2 %

As curvas de crescimento dos grupos irradiados com o laser de diodo de 780

nm na densidade de energia de 5 J/cm? estdo expressas na Figura 5.9.
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Houve diferencas estatisticas entre as culturas irradiadas por 3 vezes que
apresentaram viabilidade celular superior a do grupo controle com 2 % de soro fetal
bovino desde o segundo tempo experimental (24 h; p < 0,05) até o final do
experimento (72 h; p < 0,01) (Figura 5.9). Todos os grupos apresentaram namero de
células viaveis inferiores (p < 0,01) ao daquelas do grupo controle crescido nas

condicdes ideais, ou seja, com 10 % de soro fetal bovino (Figura 5.9).

16
14

a
12 a /£
10 5/
b A - —o—1
4 /X{ /E/% =2
e | P
ﬂ controle 2%

—x— controle 10%

[T S T U - )

Atividade Mitocondrial (OD)

Tempo Experimental (horas)

Figura 5.9 - Curvas de crescimento de células Vero irradiadas com o laser de diodo no comprimento
de onda de 780 nm e na densidade de energia de 5 Jiem?® apés 1, 2 ou 3 irradiagdes,
com intervalos de 6 horas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas. Letras
mindsculas indicam diferengas entre o controle 10 % e os demais grupos. Letras
mailsculas indicam diferengas entre o grupo irradiado contra o controle 2 %
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Os efeitos citopaticos do HSV sobre células Vero previamente irradiadas com

os diferentes parametros estao representados no Quadro 5.2.

Células Vero nao irradiadas e nao infectadas nao apresentaram alteracdes

citopaticas durante todo o periodo experimental

As alteracoes das células infectadas comegaram a ser observadas em 24 horas

apos a inoculacao do HSV e aumentaram no decorrer do periodo experimental em

todos os grupos. Nao houve diferenca evidente na evolucdo do aparecimento de

efeito citopatico nas culturas dos diversos grupos.

20 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Irradia- 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
coes
Controle | +/++ | + + ++ + + ++ ++ ++ +++ ++/++ ++/++ +++ +++ +++

+ +

660 nm/ | +/++ | + + ++ ++ + ++ ++/ ++ ++/++ ++/++ ++/++ +++ +++ +++/
3 J/cm? +++ + + + —
660 nm/ | +/++ | + ++ +/+ ++ +/+ +H+ | ++ ++ ++++ +++ +++ ++++ ++++ 4+
5 J/cm?2 + + + + +++ +++ +++
780 nm/ | + ++ |+ + +/+ + ++ ++ ++ ++/++ ++/++ ++/++ +++ +++ +++/
3 J/cm? + + + + + ——
780 nm/ | +/++ | + + +/+ ++ +/+ ++ ++/ +H+ | At +++ +++ +++ +++ 4+
5 J/cm? + + + +4++

Quadro 5.2- Evolugado do aparecimento de efeito citopatico em células Vero irradiadas antes da
inoculacdo do HSV. Cada (+) corresponde a 25 % da monocamada celular exibindo
células com efeito citopatico.
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Os resultados das viabilidades celulares obtidas nos experimentos desta fase

estédo expressos na Figura 5.10.

Quando as células Vero foram submetidas a somente uma e trés irradiagdes
nao foi observada diferenca estatistica na atividade mitocondrial em funcao dos

diferentes grupos experimentais.

Nas culturas submetidas a duas irradiacoes foi possivel se observar atividade
mitocondrial maior que das células controle, ou seja, nao irradiadas, somente no

grupo irradiado com 780 nm e 3 J/cm? (p < 0,05).

Para os grupos irradiados com 660 nm (3 e 5 J/cm?), o nimero de irradiacdes

nao influenciou na viabilidade celular apés 96 horas da inoculacao do HSV.

Para o grupo irradiado com 780 nm e 3 J/cm? o nimero de irradiacdes
influenciou na viabilidade celular apds 96 horas da inoculacdo do HSV. A atividade
mitocondrial das culturas Vero apés 2 irradiagdes foi significantemente maior que a

de uma irradiacao (p < 0,01) e foi similar a atividade mitocondrial apds 3 irradiacdes.

Para os grupo irradiado com 780 nm e 5 J/cm? o numero de irradiacdes
influenciou na viabilidade celular apds 96 horas da inoculacdo do HSV. A atividade
mitocondrial das culturas Vero apéds 3 irradiagdes foi significantemente maior que a

de uma irradiacao (p < 0,05) e foi similar a atividade mitocondrial apéds 2 irradiacdes.
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Figura 5.10 - Viabilidade celular das células Vero irradiadas com laser em baixa intensidade antes da
inoculacdo do virus HSV-1 apés 96 h de infeccdo. a: estatisticamente diferente do grupo
controle (p < 0,01); A: estatisticamente diferente do grupo irradiado somente 1 vez (p <
0,05)

5.6 Fase 3

O efeito citopatico em células Vero inoculadas com o HSV previamente

irradiado com os diferentes parametros esta representada no Quadro 5.3.

As alteracdes das células Vero inoculadas com o HSV previamente irradiado
comecaram a ser observadas em 24 horas apés a inoculacdo do HSV e aumentaram
no decorrer do periodo experimental em todos os grupos. Nao houve diferenca
evidente na evolucao do aparecimento de efeito citopatico nas culturas dos diversos

grupos.



56

20 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Irradia- 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

coes

Controle | + + + + +/+ +/+ +/+ ++ ++ ++/++ ++/++ ++/++ +++ +++ o+ +
+ + + + + + St

660 nm/ | + + +/+ + + +/+ +/+ ++ ++ ++ +++ ++/++ +++ +++ +++/+

3 J/cm? + + + + I

660 nm/ | +/+ +/+ ++ ++ ++ +/+ ++ ++ ++ ++++ |+t ++++ |+t +HH+ |+

5 J/cm? + + + + + + 4+

780 nm/ | + +/+ + +/+ +/+ +/+ ++ ++ ++ ++/++ ++/++ ++/++ +++/+ +++/+ +++/+

3 J/cm? + + = + + + + +++ +++ St

780 nm/ | + + + +/+ + +/+ ++ ++ ++ ++ ++/++ | A | A+ | +++/+

5 J/cmz2 + + + + +++ I

Quadro 5.3 - Evolugdo do aparecimento de efeito citopatico em células Vero inoculadas apds a

irradiacao do virus HSV. Cada (+) corresponde a 25 % da monocamada celular
exibindo células com efeito citopatico.

A irradiacdo do virus HSV antes da inoculagdo nao influenciou a viabilidade

celular das culturas de células Vero apds 96 horas da inoculacdo, nem em funcao

dos grupos nem em funcao do numero das irradiagcdes como ilustra a figura 5.11.
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Figura 5.11 — Viabilidade celular da célula Vero, inoculada com virus HSV —1 previamente irradiado
apds 96 h da inoculagao

5.7 Fase 4

O efeito citopatico do HSV sobre células Vero infectadas com o virus HSV-1 e
irradiadas com os diferentes parametros esta representada no Quadro 5.4.

As alteracdes das células Vero infectadas com o virus HSV-1 e irradiadas
com os diferentes parametros comecaram a ser observadas em 24 horas apés a
inoculacao do HSV e aumentaram no decorrer do periodo experimental em todos os
grupos. Nao houve diferenca evidente na evolucdo do aparecimento de efeito

citopatico nas culturas dos diversos grupos.
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20 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Irradia- 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
coes
Controle | +/+ + + +/+ +/+ +/+ ++ ++ ++ ++/++ ++/++ ++/++ +++ +++/+ 4+

+ + + + + + + +++
660 nm/ | +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ ++ ++ ++ ++/++ ++/++ ++/++ ++ +++/+ 4+
3diecm? | + + + + + + + + + +++ St
660 nm/ | + + +/+ +/+ +/+ ++ ++/ ++ ++/ ++/++ ++/++ +++ +++ +++ +++/+
5 J/cm? + + + +++ +++ |+ + et
780 nm/ | + +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ ++ ++/ ++ ++/++ ++/++ ++/++ +++/+ +++ +++
3 J/lem? + + + + + +++ + + + 4+
780 nm/ | +/+ | ++ | H+ | H+ | H+ | H+ | ++ ++ ++ +++ 4+ |+ +HH/+ | A+ |+
5 J/cm? + + + + + + + +++ +++ Tt

Quadro 5.4- Evolugao do aparecimento de efeito citopatico em células Vero infectadas com o virus
HSV-1 e irradiadas com os diferentes parametros. Cada (+) corresponde a 25 % da
monocamada celular exibindo células com efeito citopatico.

Quando as células Vero infectadas pelo HSV foram submetidas a somente uma

ou trés irradiagdes nao foi observada diferenca estatistica na atividade mitocondrial

em funcao dos diferentes grupos experimentais.

O numero de irradiagbes influenciou a atividade mitocondrial das culturas

infectadas e irradiadas. Todos os grupos irradiados apresentaram atividade

mitocondrial ap6s 96 horas quando irradiados por 2 vezes maior que quando

irradiados somente uma vez (p < 0,01) e similares aos grupos irradiados por 3 vezes

(Figura 5.12).
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Figura 5.12 - Viabilidade celular da célula Vero inoculada com o virus HSV —1 e posteriormente
irradiada apos 96 h de infeccdo. A: Significantemente maior que os dados de 1

irradiacdo do mesmo grupo (p < 0,01)
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6 DISCUSSAO

A terapia com laser em baixa intensidade € capaz de aumentar o crescimento
de células Vero em cultura crescidas em déficit nutricional. No entanto, com os
parametros utilizados neste estudo nao foi possivel se obter um crescimento similar
aquele dessas células crescidas nas condicées ideais de cultivo, ou seja, com 10 %
de soro fetal bovino. Por outro lado, observou-se que quanto maior o0 numero de
irradiac6es maior foi 0 crescimento.

Apesar do laser nos parametros utilizados bioestimular células epiteliais em
cultura, ele nao foi capaz nem de alterar a susceptibilidade de células a infeccéo e
nem de modificar a viruléncia do HSV-1. Porém, o laser causou um prolongamento
da viabilidade de células epiteliais previamente infectadas.

A acgdo da fototerapia com laser em baixa intensidade sobre células
mesenquimais, em especial fibroblastos, esta bem estabelecida. Ela tem efeito de
estimular o crescimento destas células. Esse efeito € particularmente evidente se a
célula estiver com suas funcgdes debilitadas. Em cultivo celular isso é conseguido
quando usamos as células em déficit nutricional. Cada linhagem apresenta uma
concentracao ideal de soro fetal bovino (SFB) para responder a fototerapia com laser
em baixa intensidade. Algumas células apresentam crescimento com a metade do
SFB que normalmente elas necessitam para seu crescimento caracteristico
(ALMEIDA-LOPES et al., 2001; MARQUES et al., 2004; AZEVEDO et al., 2006;
FUJIHARA; HIRAKI; MARQUES, 2006), outras precisam que haja uma diminuicéo
acentuada dessa concentracdo (PEREIRA et al., 2002). Assim como nao existiam

dados sobre o crescimento das células Vero em diferentes concentracoes de SFB,
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foram testadas trés concentracdes para o seu crescimento, 10 % (concentragao
ideal), 5 % e 2 %. Buscava-se uma concentracdo de SFB que nao abolisse o
crescimento das células Vero, mas que levasse a uma diminuicdo acentuada desse
crescimento. Assim, observou-se que com o crescimento em meio de cultura com 2
% de SFB essa condicdo de estresse de células foi obtida, ou seja, houve
crescimento, no entanto, esse foi significantemente menor que o das células
crescidas com 10 % de SFB no meio de cultura. Assim foi estabelecido que nos
experimentos subseqlientes a concentracdo de SFB do meio de cultura seria de 2
%.

Existem controvérsias relacionadas a forma de se realizar a fototerapia com
laser em baixa intensidade, no entanto, quando as irradiagdes sao repetidas o efeito
benéfico desejado ocorre de maneira mais evidente (PEREIRA et al., 2002). Assim,
resolvemos realizar as irradiacdes 1, 2 e 3 vezes com intervalos de 6 horas. Na
verdade, em pacientes, normalmente esse intervalo é de 24 horas. No entanto,
células em cultura apresentam um indice de divisdo celular muito mais rapido que
aquele observado in vivo e para simular a repeticdo das irradiacdes in vivo foi
utilizado o tempo de 6 horas que ja havia sido estabelecido anteriormente na
literatura (PEREIRA et al., 2002).

Comparando as curvas crescidas de células Vero irradiadas nos quatro
parametros utilizados (660 nm/ 3 J/cm?; 660 nm/ 5 J/cm?; 780 nm/ 3 J/cm?; 780 nm/ 5
J/cm?) nao foi possivel se observar diferencas nem com o controle nem entre os
grupos irradiados entre si quando somente uma irradiacao foi realizada. O mesmo
ocorreu nas culturas que foram irradiadas 2 e 3 vezes. Esses experimentos foram
realizados com um grupo controle, ou seja, sem irradiagao e crescidos em 2 % de

SFB para cada numero de irradiagdes utilizadas. Assim, para poder se comparar o
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crescimento das células nos mesmos grupos experimentais, porém com diferentes
nameros de irradiacdes, havia a necessidade de se verificar a calibracao dos dados.
Para tanto, foi realizada a comparacao estatistica entre as viabilidades celulares dos
grupos controles dos quatro experimentos até entdo realizados, a saber:
comparacao entre diferentes concentracdes de soro, 1, 2 e 3 irradiagdes. Nao houve
diferencas entre estes controles, o que permitiu inferir que os demais dados das
curvas de crescimento dentro dos mesmos grupos experimentais eram comparaveis.

No parametro 660 nm/ 3 J/cm?2, mesmo apos 3 irradiagdes, o crescimento
celular foi similar ao das culturas controle crescidas com 2 % de SFB e foi
significantemente menor que o dos grupos crescidos com 10 % de SFB nao
irradiados. E sabido que esse parametro é capaz de bioestimular fibroblasto em
cultura (ALMEIDA-LOPES et al., 2001). Provavelmente, a energia gerada com esse
parametro ndo tenha sido suficiente para bioestimular o crescimento das células
Vero por se tratar de uma célula epitelial e, portanto, mais diferenciada que os
fibroblastos, por exemplo. Isso pode ser verdade, uma vez que aumentando a
densidade de energia deste mesmo comprimento de onda ja houve diferenca no
crescimento de células que foram irradiadas 3 vezes.

Embora nos grupos de luz no infravermelho a influéncia do numero de
irradiacdes ficou mais evidente, tanto nos parametros 780 nm/ 3 J/cm? quanto 780
nm/ 5 J/cm2, o grupo de luz visivel (660 nm) com 5 J/cm? também sofreu influéncia
do numero de irradiacbes. Mais de uma irradiacdo levou a crescimentos
significativamente maiores que os observados com 1 irradiacdao e no controle. De
fato, j& existem relatos na literatura onde um maior numero de irradiagdes leva a
efeito mais pronunciado do laser em baixa intensidade (HERMAN, KHOSLA, 1989;

ALBERTINI et al., 2004).
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Embora nenhum dos parametros das irradiacées utilizadas, mesmo quando 3
irradiacoes foram realizadas, foram capazes de restituir o crescimento caracteristico
das células Vero crescidas nas condicdes ideais, o fato de 3 irradiacdes, em especial
quando a luz infra-vermelha foi utilizada, ter causado crescimento maior que o do
controle em déficit nutricional leva a discutir as formas como as lesées bucais e
peribucais deveriam ser irradiadas.

O laser na luz visivel tem efeito nas mitocondrias. Assim, quando estimuladas
pela fototerapia com laser em baixa intensidade essas mitocéndrias liberam mais
ATP para a célula que leva a um aumento da taxa de proliferacdo. Ai fica a duvida,
essas mitocdndrias precisam ser bioestimuladas mais de uma vez para
responderem, ou os efeitos dos lasers em periodos curtos de tempo podem ser
somados quando a irradiacdo ocorre mais de uma vez? O que se sabe é que 0
efeito é imediato apds a irradiacado e que com a radiacao laser nao é ionizante, entao
nao ha efeito cumulativo nas células. Na verdade, elas respondem imediatamente e
voltam a seu estado original. Por outro lado, Karu (1989) demonstrou que o efeito do
laser sobre a mitocéndria ndo € sé fisioldgico, mas também morfologico, j& que
observou a presenca de megamitocéndrias nas células irradiadas. Marques et al.
(2004) também verificaram alteragbes morfolégicas em mitocondrias de células
irradiadas. Assim fica a duvida se o efeito do laser pode ser cumulativo ja que as
mitocOndrias alteradas poderiam se tornar mais susceptiveis a bioestimulacao das
proximas irradiacbes a que estas células fossem submetidas. Por outro lado, a
repeticdo das irradiacdes poderia simplesmente estar estimulando células filhas e
por isso células mesenquimais com taxa de proliferacdo mais alta, ou seja, tempo de
divisdo celular menor, teriam maior numero de células filha que estariam sendo

bioestimuladas, o que resultaria em crescimento mais significativo do que aqueles
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observados em células epiteliais que crescem mais devagar, ou seja, apresentam
tempo de divisdo celular maior.

Sabendo pelos resultados até aqui observados que existe uma estimulagcéao
discreta das células Vero pela fototerapia com laser em baixa intensidade no que diz
respeito ao crescimento celular, passou-se para uma nova fase do trabalho que
buscou entender os mecanismos basicos do efeito da fototerapia com laser em baixa
intensidade na infeccdo com o HSV-1.

Em primeiro lugar buscou-se verificar se a irradiagao de células Vero antes da
inoculacao do virus HSV-1 modificaria a susceptibilidade dessas células a infeccao
viral. Isso teria sentido, uma vez que a irradiacdo de ganglios de camundongos
durante a fase aguda da infeccdo com o HSV-2 inibiu o estabelecimento da laténcia
do virus, ou seja, impediu que os ganglios fossem infectados (PERRIN et al., 1997).

Clinicamente ja foi observado que quando o paciente apresenta apenas
sintomas de infeccdo do HSV-1 e sinais iniciais como prurido e eritema local
respectivamente, a fototerapia com laser em baixa intensidade leva a suspensao
desses sinais e sintomas e a lesdao nao acorre (CECHINI; CECHINI; EDUARDO;
1995). Adicionalmente, quando lesdes peribucais da infeccdo do HSV-1 séao
irradiadas diariamente durante 10 dias, a ocorréncia de lesbes recorrentes é
diminuida significativamente (SCHINDL; NEUMANN, 2000), Assim fica a duvida se a
fototerapia com laser em baixa intensidade interfere na susceptibilidade a infecgéao
pela célula, ou se as lesbes ndo ocorrem por uma alteracdo da imunidade local que
debelaria os virus e impediria sua chegada a célula epitelial.

Assim, esse modelo, onde as células sao irradiadas in vitro e a seguir o HSV-
1 é inoculado poderia trazer informacdes importantes sobre a susceptibilidade que a

célula teria a infeccao independentemente do sistema imunoldgico. Assim, as células
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Vero foram irradiadas nos quatro parametros e, a seguir, foram inoculadas com
suspensdes de HSV-1. Os efeitos citopaticos foram observados diariamente através
da microscopia de luz e ao final de 96 horas da inoculagao a viabilidade das células
foi analisada. Baseados nos achados iniciais deste estudo, onde as células
irradiadas apresentaram maior crescimento que as controle, esperava-se observar
maior numero de células com efeito citopatico nos grupos irradiados em relacao ao
controle ndo irradiado. No entanto, durante todo o experimento o aparecimento de
células com efeito citopatico foi similar em todos os grupos experimentais e ao
controle. Os primeiros efeitos foram observados em 24 horas apés a inoculacao e
foram aparecendo nas culturas de forma similar, independentemente, dos
parametros utilizados e do numero de irradiacoes.

Esse achado indica que, apesar das mitocondrias terem sido bioestimuladas
pelas irradiagdes, estas nao interferiram nem na entrada dos virus nas células e nem
em sua replicacao dentro das células infectadas. Com trés irradiacdes, exceto para o
grupo 660 nm/ 3 J/cm? o metabolismo celular aumentou, ou seja, houve mais
crescimento celular que o das culturas controle ndo irradiadas, mas nem isso
interferiu com a biologia do HSV-1. Isso foi uma surpresa, porque quando a célula é
infectada pelo virus, a duplicacdo do DNA viral é dependente da duplicagcdo do DNA
da célula, assim se com trés irradiagcdes houve maior replicacdo do DNA da célula,
seria esperado que um maior numero de particulas virais fossem formadas e,
portanto, mais células seriam infectadas e maior numero de células com o efeito
citopatico do HSV-1 seriam observadas. Apesar dos efeitos citopaticos terem sido
similares nos diversos grupos deste estudo, um achado chamou a atencdo, a

viabilidade das células 96 horas apds a inoculagao foi maior para o grupo 780 nm/ 3
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J/cm? que foi irradiado por mais de uma vez. Isto indica que a fototerapia com laser
em baixa intensidade é capaz de manter a célula infectada viva por mais tempo.

Isto talvez explicasse o porqué das lesdes ndao se manifestarem quando a
fototerapia com laser em baixa intensidade € realizada na fase prodrémica da
doenca. Se as células infectadas ndo morrem nao ha formacgao de vesicula.

O nao aparecimento de lesées da infeccao pelo HSV-1 que é conseguido com
a fototerapia com laser em baixa intensidade poderia ser também devido a acéo da
radiacao laser sobre as particulas virais antes de serem inoculadas nas células.
Poderia haver uma acao sobre os virus de forma a diminuir a sua viruléncia, em sua
capacidade de adsorcao a célula susceptivel. Para testar essa hipétese suspensoes
virais do HSV-1 foram irradiadas por 1, 2 e 3 vezes antes de serem inoculadas nas
culturas de células Vero. Os efeitos citopaticos causados por virus previamente
irradiados e aqueles néo irradiados foram similares tanto em funcdo dos grupos
experimentais quanto em funcdo do numero de irradiacées a que as suspensdes
virais foram submetidas. Isso indica que a fototerapia com laser em baixa
intensidade nao exerce efeito na capacidade do virus HSV-1 de se adsorver a
membrana das células susceptiveis a infeccdo, nem na sua replicacdo dentro das
células e nos efeitos que essa replicacao causa nas mesmas. Mas, mais uma vez
observou-se que as irradiacdes duplas e triplas de alguma forma tornaram essas
particulas menos ativas ja que, apesar da significAncia estatistica nao ter sido
observada, houve uma tendéncia de células infectadas pelos virus irradiados 2 e 3
vezes de se manterem com maior atividade mitocondrial que células controle e
aquelas infectadas com virus irradiados somente uma vez. Mas isso nao seria
suficiente para explicar o ndo aparecimento de lesbes quando a fototerapia com

laser em baixa intensidade é utilizada na fase prodrémica da infecgéo pelo HSV-1.
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Finalmente, a ultima hip6tese de acao da fototerapia com laser em baixa
intensidade seria que células infectadas e irradiadas apresentassem menores efeitos
citopaticos e maior viabilidade celular. Entdo células Vero foram infectadas e a
sequir irradiadas nos 4 parametros propostos que in vivo apresentam agao contra os
efeitos do HSV-1 na pele e na mucosa de humanos. Mais uma vez, os efeitos
citopaticos foram similares. Estes achados foram corroborados pelos da literatura,
onde os efeitos citopaticos tanto do HSV-1 (KORNER; BAHMER; WIGARD, 1989),
quanto do HSV-2 (PERRIN et al., 1997) sobre células Vero infectadas ndo foram
modificados pela irradiacao.

No entanto, neste experimento resultados interessantes foram observados em
relacdo a manutencao da viabilidade celular apds a infeccéo e irradiacao. Apos duas
irradiacbes todos o0s grupos irradiados apresentaram atividade mitocondrtial
significantemente maior que a das culturas controle e aquelas irradiadas por uma
vez. Esse achado mostrou que células infectadas e irradiadas se mantém viaveis
por mais tempo. In vivo isso implicaria no atraso do aparecimento das vesiculas que
ocorrem em decorréncia da necrose das células infectadas. Essas vesiculas séo
ricas em particulas virais e quando se rompem espalham as particulas que irdo
infectar outras células. Talvez, a radiagdo laser por manter vidveis as células
infectadas por mais tempo impecam o espalhamento dos virus, dando tempo a
imunidade local de agir no sentido de manter a saude daquele tecido. Nesse sentido,
estudos anteriores mostraram efeitos estimulatérios do sistema imune. Células
imunocompetentes tratadas por fototerapia com laser em baixa intensidade
apresentaram a capacidade de diminuir em 50 % o0 numero de particulas virais em

cultura (KORNER; BAHMER; WIGARD, 1989).
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Tomando esses resultados em conjunto, e baseados na patogenia das lesdes
recorrentes da infeccao pelo HSV-1, poderiamos sugerir que quando da irradiacao
das lesdes, o sistema inume local ficaria estimulado e, portanto, impediria uma acéo
eficiente dos virus. Assim, apds o rompimento das células epiteliais infectadas, um
menor numero de particulas virais se manteria viavel, tornando a reparacado das
lesbes mais facil e rapida, além de prejudicar a reinfeccdo dos ganglios. Isso
explicaria 0 aumento do tempo de recorréncia das lesées como observado por
Schindl e Neumann (1999), e o efeito benéfico das irradiacbées como observados por
outros autores (EDUARDO; CECHINI; CECHINI, 1996; OLIVEIRA, 2002).

Nossos experimentos indicam que a fototerapia com laser em baixa
intensidade tem agdao somente no prolongamento da viabilidade de células epiteliais
infectadas, mesmo quando os efeitos citopaticos do HSV-1 ocorram na sua forma
caracteristica e usual. Isto indica que essa terapia, que tém demonstrado efeito
clinico desejado, tem acao nao direta no HSV-1, nem na susceptibilidade da célula
hospedeira como aqui demonstrado e previamente proposto por Schindl e Newmann
(1999), mas sim poderia ter uma acéao indireta no sistema imune (PERRIN et al.,
1997; SCHINDL; NEWMANN, 1999). Assim, novos estudos devem ser realizados in
vitro, no sentido de entender a acdo da fototerapia com laser em baixa intensidade
em células imunocompetentes. Estes estudos deverdo ser realizados na sequiéncia

in vivo para confirmar as hipéteses aqui levantadas.
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7 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes deste trabalho pode-se concluir que: a radiacao laser:

e Fase 1:

E capaz de estimular o crescimento de células Vero cultivadas em déficit nutricional,
porém nao o suficiente para atingir o crescimento caracteristico destas células

quando crescidas em condi¢cdes nutricionais ideais.
e Fase 2:

Nao altera os efeitos citopaticos e nem a viabilidade das células infectadas, portanto
nao interferem nem na susceptibilidade das células Vero, nem no curso da infeccao

pelo HSV-1.
e F[ase 3:

Nao altera os efeitos citopaticos e nem a viabilidade das células infectadas
quando suspensdes virais sao irradiadas antes de serem inoculadas, portanto os

lasers ndo tém efeito sobre a viruléncia do HSV-1

e Fase 4:
Somente a dupla irradiagao é capaz de prolongar a viabilidade de células Vero

infectadas pelo HSV-1, porém nao altera os efeitos citopaticos causado pelo virus.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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