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RESUMO

Toxoplasma gondii tem despertado interesse pelo fato de invadir e sobreviver
ampla vaiedade de hospedeiros e tipos cdulares, dém de ser importante patdgeno
oportunista em hospedeiros imunocomprometidos e causar S&ios comprometimentos
fetas. A utilizacdo de Tergpia Fotodindmica (TFD) visando combater O processo de
multiplicacdo/disseminacdo do Toxoplasma gondii in vitro, podera favorecer o
desenvolvimento de uma nova ferramenta no combate da enfermidade causada por este
patégeno. Os experimentos foram conduzidos utilizando-se laser de baixa poténcia (Fosfeto
de Indio-Gdio-Aluminio / InGaAIP, 685 nm) empregado com densidade de energia 2 Jent
e 45 Jon? e um famaco fotosensivel (cloroduminio ftaocianina lipossomad). Foi
possivd verificar que em culturas de cdulas Vero submetides a agdo do farmaco
fotossensivel e irradiadas, ocorreu inibicdo no desenvolvimento do patdgeno e aé sua
destruicdo quando o fornecimento de energia na foi de 4,5 Jen? . Em outro ensaio 0s
parastos foram isoladamente tratados com a ftaocianina seguido da TFD, sendo
posteriormente inoculados em monocamadas de cdulas Vero. Neste ensaio observou-se o
intenso desenvolvimento destes no grupo controle;  discreta inibicdo quando na presenca da
ftdocianina ; a discreta invasio dos parasitas nos grupos irradiados quando das primeiras
horas da inoculacdo e a presenca de inlmeros vactolos com conteido amorfo apGs 24 horas
da inoculacdo; tais resultados sugerem a possbilidade do parasita ter perdido agumas de
suas propriedades e a cdula hospedeira ter desenvolvido seu processo de digestéo
lisossomdl .

Palavras chave : Toxoplasma gondii, Teragpia Fotodindmica, Ftalocianina
Lipossomd.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii has emerged interest for the fact to invade and to survive ample
vaiey of hosts and cdlular types, besdes being important opportunis pathogen in
immunocompromised hosts and to cause sious fetus commitment. The use of
Photodynamic Thergpy (PDT) aming a to fight the process of multipliccation and or
dissemingtion of the Toxoplasma gondii in vitro, will be able to assst the development of a
new tool in the combat of the disease caused for this pathogen. The experiments has been
leed using itsdf laser of low power (Fosfeto de Indio-Gdio-Aluminio/inGaAlP, 685 nm)
used with dendty of energy 2 Jom2 and 45 Jom2 and a photossenstive drug
(chloroduminium lipossomd phthaocyanine). It was possble to venify that in Vero cdls
cultures submitted the action of the photossenstive drug and radiated, occurred inhibition
in the development of the pathogen and until its destruction when the supply of energy in
was of 45 Jcm2. In another assay the parastes separately had been treated with the
phthalocyanine and irradiated them after, being later inoculaed in monolayers of cdls
Vero. In this same assay, there was an intense development of these parasites on control
group it was observed ; discrete inhibition when of the presence of the ftdocianing; the
discrete inveson of the parastes in the irredisted groups when of the first hours of the
inoculation and the presence of innumerable vacuoles with amorphous content after 24
hours of the inoculation; such results suggest the posshility of the paradste to have lost
some of its properties and the cel hostess to have developed its process of lisossomal

digedtion.

K ey-wor ds. Toxoplasma gondii, Photodynamic Therapy, Lipossoma Phtha ocyanine.
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a Alfa

& Beta
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D.E. = Densidade de energia.

@ = didmetro.

DiOCs(3) : 3,3 - dihexiloxocarbocianinaiodado.
CLSM : Escaneamento por microscopia confocal laser.
EROs : Espécies regtivas de oxigénio.

S : Estado fundamental.

S, : Egtado sngleto .

Kt : Huorescéncia

°C : Grau centigrado.
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TFD : Tergpiafotodinamica

TFQA : Tergpiafotoquimiotergpica antimicrobiana.
O: Teta
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1. INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii desperta interesse pelo fato de invadir e sobreviver em uma ampla
variedade de hospedeiros e tipos celulares (JONES et d.,1972; MORISAKI et al., 1995),
dém de s importante padgeno oportunita quando infecta  hospedeiros
imunocomprometidos (LUFT; REMINGTON, 1992).

Foi descrito em 1908 por Nicolle e Manceux trabalhando no norte da Africa e por
Splendore trabahando no Brasil; a designacdo da espécie originou-se de um roedor do
norte da Africa (Ctenodactilus gondi ) do qual este parasito foi isolado; 0 nome do género é
derivado do grego Toxon, dgnificando “curvado” e referindo ao formato crescente do
organismo (BLACK ; BOOTHROY D, 2000).

Trata-se de um parasita protozo&io do filo Apicomplexa. O estégio sexud e o ciclo de
vida desse parasita coccideo € completado no epitdio intestind de gatos e outros felinos,
que servem exclusvamente como hospedeiros definitivos (HENRY, 1999; FRASER,
1991); estagios assexuados e sexuados desenvolvemrse por endodiogenia e 0s oocistos
originados s diminados pelas fezes (FRASER, 1991). Tas oocistos, que contém 2
esporocistos com 4 esporozoitos cada, maturam-se durante o estdgio infeccioso, N0 meio
ambiente, de 2 a 21 dias. A ingesté de oocistos infecciosos pode levar a infecgdo de uma
grande variedade de hospedeiros vertebrados suscetiveis, onde os trofozoitas que crescem
ativamente (taquizoitas) podem infectar quaquer célula nucleada A proliferacdo dos
taquizoitos resulta em morte celular e dano a0 hospedeiro durante a infeccéo aguda. Uma
vez que a imunidade tenha sSdo desenvolvida, os organismos desenvolvem cistos teciduals
que podem eventuamente conter centenas ou milhares de bradizoitas de crescimento lento;
a presenca de tais cistos é caracteristica de infecgBes cronicas. Todos os estégios do ciclo de
vida ocorrem em felinos, mas somente os estagios de trofozoitas e cistos ocorrem em
humanos e outros hospedeiros intermedidrios (HENRY ', 1999).



Todos os Apicomplexa sBo paradtas intracdulares obrigatdrios. A maoria dos
parasitas deste filo crescem e replicam dentro de vaclolos parasitéforos, ndo fagossomais,
que sio compartimentos ddimitados por membrana, segregando da maior parte da cdula
hospedeira A proliferacdo destes organismos ocorre pela invasdo de uma céula hospedeira
sendo seguido pelo crescimento do parasito e de divisio cdular até que a céula sga lisada
pelos parasitas replicantes. Parasitas liberados pela lise das cdulas hospedeiras ndo crescem
ou sofrem divisfo cdular no meio extracdular, podendo rapidamente invadir outras células
hospedeiras na sequéncia para sobreviver (MORISSETE ; SIBLEY, 2002).

Trés formas ou estagios podem iniciar a infeccdo: o trofozoito (taquizoito) ativamente
proliferativo, observado em infecgdes disseminadas agudas estando presente no sangue,
uring, lagrimas, sémen, fezes ou liquidos corporeos e em grande variedade de tecidos, o
cistozoito (bradizoito) que representa a forma latente da toxoplasmose e esta presente em
infecgbes assintométicas ou cronicas, tanto congénitas como adquiridas, encontradas em
cistos principadmente no cérebro, olho, figado e musculaturas esquelética e cardiaca. Esta
forma bradizoitica pode sobreviver em tecidos por varios dias gpds a morte do hospedeiro,
mes é prontamente destruida por cozimento a 66°C ou mais. O oocisto é a forma eiminada
nes fezes de gatos susceptivels gpds a ingestéo de qualquer uma das trés formas infectantes.
Seguindo uma ingestéo de cistos contendo Toxoplasma , 0s oocistos surgem nas fezes apds
4 a 5 dias e continuam sendo excretados sempre em nimero eevado por 3 a 20 dias. Os
oocistos sG0 muito resgentes e podem sobreviver por mais de um ano sob condigdes
favoréveis, s destruidos por calor seco a 70°C, &gua fervente e solugdes fortes de iodeto e
amonia (FRASER, 1991).

O oocisto com seus oito esporozoitos , quando ingeridos , podem repetir este ciclo
sexuado no gato ou — se ingerido por um roedor ou outro mamifero, inclusve o homem —
esabelece uma infeccdo na qua se reproduz na forma assexuada. Mais tarde, 0 oocisto
abre-se no duodeno do anima e libera 0s esporozoitos que passam através da parede
intestind, circulam no corpo e invadem véaias cdulas, onde formam trofozoitas viaves,
que por sua vez multiplicam-se, rompem as células e propagam a infeccdo para 0s ganglios

linféticos e para outros Orgéos (fase aguda da doenca). Posteriormente, penetram em céulas



nervosas, em especid aguelas do cérebro e nervo Optico, multiplicam-se e eventudmente
formam cigtos teciduais (fase cronica da doenga)(JAWETZ, 2000).

T. gondii infecta a maioria das egpécies animals homeotérmicas, incluindo aves e o
homem, tendo didtribuicBo cosmopolita (FRASER, 1991). Infecgbes por este parasita
unicdular achamse largamente propagadas no ser humano e em outros animas e
agpresentam  gerdmente um  decurso  clinicamente assntomatico. Seres humanos  adultos,
conforme a regido e faixa etéria, chegam a acusar a presenca de anticorpos em mais de 50%
dos casos e estdo por isso protegidos contra uma nova infeccdo. De maior relevancia é a
infeccdo por Toxoplasma no periodo gestaciond, onde 0 agente pode transmitir-se ao feto
por via transplacentéria, produzir aborto, parto prematuro ou morte intra-uterina. Este
pode provocar outros danos graves, como hidrocefdia, coriorretinite, cacificagdo
intracerebra ou retardo mental (REMINGTON; DESMONDS, 1983; HENRY, 1999,
BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Hospedeiro -

Defirutivo CHf Docistos nio esponlados
[felino) 7 liberados nas fazes

Cistos teciduaic igeridos

por felmos .‘
Cistos teciduais emhospedein intermedisrio
] P..—"— 5 Ny

T aquzoitos
transnut.

através da
placenta

Docistos em
Almentos,
Agna,

Solo

Ingestio por
hospedeiro
Intermedidric g 0istos

ot Hospedeiros Intermed
Feto Infectado e gsponilados

Figura l: Ciclo devida: representacdo esquemética (DUBEY et al, 1998) .



Os humanos adquirem a infeccdo aravés da ingest@ de carne inadequadamente
cozida, especidmente de carneiro ou porco, que contenha cistos teciduais ou pela ingestéo
de oocigtos infectantes a partir de materid contaminado com fezes de gato (HENRY,1999).
Epidemias ocorreram a patir da indacdo de pd contaminado em um estébulo
(HENRY,1999 agpud TEUTCH, 1979) e a partir da ingestdo de agua contaminada ou leite
de cabra néo pasteurizado (HENRY, 1999 apud BENENSON, 1982 e SACKS, 1982 ). A
transmissio por transfusdo sanguinea e aravés de transplante de 6rgdo pode ocorrer
(HENRY, 1999) .

Em individuos imunossuprimidos, especidmente aguees com a sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), infeccbes com Toxoplasma geralmente agparecem
juntamente com o envolvimento do sstema nervoso centrd (HENRY, 1999). Doencas de
imunodeficiéncia, drogas imunossupressoras ou  as  modificages de ressténcia do
hospedeiro podem fazer com que uma infeccdo cronica torne-se aguda ou fulminante
(JAWETZ, 2000). Outras manifetagbes clinices e paoldgicas possives incluem
pneumonites, miocardite, retinite, pancregtite ou orquite (HENRY, 1999 apud LUFT, 1989
e SCHNAPP, 1992). As infecces por Toxoplasma podem ser dificeis de diagnosticar
clinicamente e freqlentemente sd0 descobertas durante a autdpsa Essas infecgbes
gerdmente resultam da reativacdo de uma infeccdo latente, adquirida meses ou anos antes,
ocas onamente resultam de umainfeccdo primaria (HENRY, 1999).

O taguizoito tem muitas vezes o formato de mea-lua , com aproximadamente 2 por 6
im, com extremidade anterior conoidal e pogterior encurvada ; 0 parasito conditui-se de
vaias organelas e corpos de inclusdo, incluindo uma pelicula (revestimento externo), anéis
apicals, expirad polar, condide, roptrias, micronemas, microporos, Mitocondria,
microtUbulos subpdiculares, reticulo endoplasmético, complexo de Golgi, ribossomos,
reticulo endoplasmético liso e rugoso, nlcleo, granulos densos, granulos de amilopectina
(Que pode estar ausente), e uma membrana multipla semelhante a um plastideo que
também foi denominada apareho ou complexo de Golgi adjunto ou apicoplasto. Entre a
extremidade anterior e 0 nucleo et@d de 8 a 10 organdas em forma de “clava’
denominadas Roptrias, estruturas secretOrias encontradas no sentido longitudina no interior

do condide; os Micronemas B0 edtruturas em forma de circulo que ocorrem em maior



quantidade na por¢do anterior do parasto. Embora taquizoitos possam se mover por
dedizamento, flexionamento, ondulacdo e rotacdo, €les ndo tem meios visiveis de
locomogdo como cilios, flagelos e pseuddpodos. O Condide pode rotacionar, inclinar,
edender e rerar tanto quanto a extremidade do parasto na cdula hospedera
imediatamente antes da penetracéo. Estes invadem a célula tospedeira por penetracéo ativa
direto no plasmaema da cdlula hospedeira ou por fagocitose. Apls a penetracdo na cdula
hospedeira os taquizoitos tornam-se ovoides e formam vaclolos parastoforos, seguida a
penetracdo forma-se uma membrana tubulovescular desenvolvida dentro do vaclolo
parastoforo, esta € formada a partir da extremidade posterior do parasto (DUBEY et d,
1998; LECORDIER et d, 1999; MERCIER et d, 2002).
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Figura 2: Figuras esqueméticas de um taquizoito (esquerda) e um bradizoito (direita) de T. gondii. Compostas

deimagens em microscopia eletrénica (DUBEY et al, 1998).



Os bradizoitos multiplicam-se lentamente dentro do cisto formado; tais cistos crescem
e permanecem no interior das cdulas variando de tamanho, de pequencs, com 5im para
dois bradizoitos até cistos mais velhos com centenas de bradizoitos. Os cistos no cérebro
S0 muitas vezes esferoidais e raramente dcancam um didmetro de 70 im, a0 passo que, no
tecido muscular eles s dongados e podem acancar 100 i m, contudo os cistos podem se
desenvolver em vé&ios tecidos como pulmdes, figado e rins , mas com mais prevaéncia em
cérebro, olhos, musculatura esquelética e cardiaca. A parede do cisto € dadica e s
desenvolve dentro do citoplasma da célula hospedeira, € composta de materid da cdlula
hospedeira e do parasito (DUBEY et d, 1998). A diferenca entre taquizoitos e bradizoitos é
muito pequena, onde 0 nlcleo do primeiro é mais centrd e 0 do segundo € mais posterior
(fig. 2); bradizoitos $0 mais delgados e menos susceptivels a enzimas protedliticas que os
taguizoitos e o periodo pré-patogénico em gatos, apds a ingestdo de bradizoitos, € mais
curto que o seguinte aingestéo com taquizoitos (DUBEY et d, 1998).

Figura 3 :Invasdo pelo Toxoplasma gondii (A) Ilustraco dos eventos criticos associados ainvasado da célula
hospedeira. A secregdo das roptrias € representada pelas vesiculas vazias e liberagdo do material membranoso
dentro do vacuolo parasitéforo em formagdo. Tao bem como a compresséo do parasito dentro da célula (como
indicado pela constricgdo no corpo do parasito), verifica-se uma forma de jungdo movel entre a superficie do
parasita e o plasmalema hospedeiro. (B) Imagens iméveis de um video mostrando o parasito invadindo um
fibroblasto humano. O tempo do evento é demonstrado no canto inferior direito de cada imagem e foi

virtualmente completado 10 segundos ap6s o acoplamento. Como em um desenho, a constricgdo é
evidenciada com o parasito passando através do citoesqueleto da célula hospedeira (indicado pelas fechas)
(BLACK ; BOOTHROYD , 2000).



Trabadhos demonstram que a invasdo € polarizada, conduzida pela extremidade
apica do parasito; a invasdo € rdpida (15 a 30 segundos), com uma constriccéo do corpo do
parasita quando passa ao interior da cdula(BLACK; BOOTHROYD, 2000; MORISSETE ;
SIBLEY, 2002).

O paasto go6s invasio resde em um compatimento especidizado, o vaclolo
parasitéforo que resiste a fusdo com a céula hospedeira e seus compartimentos lisossomais,
este vacuolo é extensamente modificado via producéo de proteinas pelo parasita incluindo a
proteina dos granulos densos GRAS que é especificamente dirigida para a  ddimitante
membrana do vactolo parasitéforo (MVP). GRAS5 é secretada em uma forma solUve
dentro do vectolo gpds o0 qua forma-se uma associacdo estavel com a membrana do
vactolo. Estudos demongtraram que GRAS foi inserida no vaclolo parasitéforo como uma
proteina trangmembrana com seu N-termind estendendo dominio dentro do citoplasma e
seu C-termina no Iimen do vactolo (LECORDIER et d,1999).

O T. Gondii infecta cdulas fagociticas profissonals, como macréfagos, bem como
cdulas ndo fagociticas. Ta capacidade de infectar cdulas nucleadas indica que o parasita
pode reconhecer uma molécula comum ou tenha muitos mecanismos para a adeséo celular
(SBLEY, 1995; LECORDIER et a, 1999); a fagocitose conditui 0 passo inicid da
degradacéo de cdlulas apoptdticas, particulas inertes e agentes infecciosos vivos, isto ocorre
como pate critica de uma funcdo hioldgica essencid como inflamacdo, imunidade e
desenvolvimento; o processo ocorre por meio de fagdcitos profissonais (macrdfagos e
neutréfilos ) e em menor exdensdo para fagocitos ndo profissonais como fibroblastos,
céulas endotdiais e epitdiais (MERESSE et d, 1999).

Apds a interndizacéo pelos fagdcitos descritos, os patdgenos intracelulares controlam
os compatimentos limites de sua membrana, limitando a0 redor as defesas da cdula
hospedeira e dém disso a degradacéo , transformando seus compartimentos dentro de um
ambiente rico em nutrientes, a natureza destes nichos s8o muito variavels, indicando que os
patdgenos controlam a biossintese de tas membranas, o termo vaclolo havia sdo
largamente utilizado para determinar a membrana delimitante de vé&ios patdgencs, e
sugere-se que este termo possa ser estendido  para descrever os fagossomos especializados



cuja maturagio € afetada por seus ocupantes patogénicos (MERESSE et d., 1999). Além
disso, Mdo et d (2000) comprovaram a presenca de uma Unica mitocdndria, localizada em
Sua maior parte na regido anterior do protozoario , a qual parece participar do processo de
invasdo, podendo estar relacionada a atividade das organelas e edtruturas do complexo
gpica durante a invasdo cdular. Comparagbes em relacdo a0 citoesgqudeto da cdula
hospedeira durante a invasdo por Toxoplasma gondii e durante a fagocitose também indica
que estes dois processos sd0 fundamentamente diferentes (SIBLEY e d.,1994
MORISAKI et al., 1995).

Na fagocitose, a invasio por patdgenos como Toxoplasma sp. € bloqueada por
citocdasnas (RYNING; REMINGTON, 1978, SCHWARTZMAN; PFEFFERKRON,
1983), que desestabilizam os microfilamentos de uma grande variedade de organismos
eucaridticos. No caso de bactérias intracelulares, a acdo de citocaasinas ocorre diretamente
sobre os microfilamentos da cdula hospedeira Este evento € completamente diferente do
observado na fagocitose do Toxoplasma por fagdcitos profissonais (ex. : Macréfagos); o
parasita ndo reorienta e 0 processo € muito lento (2 a 4 minutos); a fagocitose é associada
com um marcado rearranjamento do citoesqueleto em células de mamiferos, rearranjamento
diferente ocorre na invasd (BLACK; BOOTHROYD, 2000; MORISSETE ; SIBLEY,
2002).

Para proporcionar um teste definitivo do papel dos microfilamentos do hospedero
versus paradta na invasio, foi usada uma combinacdo de paraditas mutantes que S0
ressentes a0 efeito de citocdasnas, modrando que a invasio € bloqueada por
citocdasnas devido a sua agdo direta no parasta (SIBLEY e a., 1994).
Conseglientemente, a penetracdo ativa na cdula hospedeira € dirigida por um mecanismo
conhecido, e a motilidade baseada em microfilamentos dentro do parasita ainda necessita
ser determinada (MORISSETE ; SIBLEY, 2002).

Como referido anteriormente, os parasitos sobrevivem dentro da cdula hospedeira em
um compartimento conhecido como vaclolo parastoforo que € inicidmente formado pea
invaginagdo da membrana plasméica da cdula , ete compatimento € modificado pela
secrecdo de proteinas do parasito oriundos de suas roptrias e granulos densos ao tempo da

invesdo, tal vaclolo parasitoforo resste a fusdo com outros compartimentos celulares,



incluindo lisossomos e endossomos tanto precoces como tardios. Véias proteinas
abundantes de membrana plasmética da célula hospedeira estéo presentes em recentemente
formados vaclolos parasitoforos, estas so removidas e permanecem  ausentes em vaclolos
maduros. A habilidade para excluir compatimentos da cdula hospedeira durante a
formacdo do vaclolo parasitoforo ou para modificar rapidamente a membrana pode prover
um mecanismo para subseqliente  esquivamento do processamento endocitico (PACHECO-
SOARES; SOUZA, 1996).

Invasio pelos Toxoplasma

Figura 4: Ciclo litico do Toxoplasma gondii . Este diagrama descreve o0s cinco eventos que sao responsaveis
pela fase aguda da toxoplasmose. O primeiro evento é o acolamento do parasito com a célula hospedeira
(passo 1). Este passo pode envolver duas formas de contato: umainteracdo transiente inicial de tal modo que
sinaliza a secregdo dos micronemas seguidos por uma firme aderéncia que utiliza proteinas transmembranas
dos micronemas (e.g.. MIC2). Como o parasita desliza através da superficie, este é reorientado para formar
contato com a superficie através da sua extremidade apical e para iniciar a invasdo (passo 2). Durante a
invasdo, o vacuolo parasitéforo é formado pela secrecdo das roptrias e, depois, dos granulos densos. Apos o
parasita entrar no hospedeiro, este para de mover-se e o0 vactolo fecha-se na sua por¢do final . O vactolo
recém formado imediatamente recruta mitocdndrias e porgdes do reticulo endoplasmético do hospedeiro
(passo 3). Esta associagéo fechada entre organelas hospedeiras e o vacuolo parasitéforo é do tipo que
desempenha um papel na aquisicdo de nutrientes essenciais (possivelmente lipideos) para o crescimento
intracelular. Os parasitas passam por varios estagios de replicagdo (passo 4) até este receber um sinal de
qualquer dos préprios parasitas ou da célula hospedeira , resultando na liberagdo (passo 5). A liberacdo da
célula hospedeira é um processo tipicamente destrutivo que lisa a célulahospedeira e libera parasitas méveis.
Estes parasitas rapidamente invadem células vizinhas para completar o ciclo (BLACK ; BOOTHROYD,
2000).
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O citoesqueleto do T. gondii € uma complexa orquestracdo de microtibulos e outras
edruturas  macromoleculares que tem, gparentemente, envolvimento para oferecer uma
integridade estrutural , para dirigir secrecéo polarizada, capacitar o parasita para escorregar
aravés da supeficie e invadir a cdula hospedera Na extremidade anterior da cdula
exigem dois anéis pré-conoidais ao redor de uma tipica estrutura tubular denominada
conbide, este consiste de 14 eementos de composicdo desconhecida em espira anti-horéria
igudmente digtinta do podlo pogerior. Estes tubos sfo ligados fortemente e sGo embebidos
em uma densa matriz que € intimamente associada com as apicamente associadas Roptrias
e Micronemas, tem sido postulado que a fungdo dos microtdbulos € como uma estrutura
dirigindo estas organelas para passar através do condide e secretar seus contelidos no dpice
(BLACK ; BOOTHROYD , 2000).

Ificrotibulo
Interno

Microtibulos
do Condide

Complexo da
Ifembrana

Plasmalema

Subpelicular

Figura5: Complexo apical : representacdo esquemética (DUBEY et al, 1998)

Na penetracdo ativa , 0 taquizoito € envolvido completamente pela membrana da
céula hospedeira e o vactolo formado é rapidamente rodeado por mitocondrias e reticulo
endoplasméatico da célula hospedeira (SIBLEY et a., 1986 ; MELO et d., 1992 ). A
membrana da céula hospedera é modificada durante a invasio; por exemplo, em
macréfagos membrana perde seus sitios Mg+ATPase e 5'-nucleotidase, mas ndo seus
sitios aniénicos (CARVALHO ; SOUZA, 1989; 1990). Td modificacdo do vactolo deve

prevenir 0s eventos inicias no processamento do compartimento endocitico que poderia
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comprometer a sobrevivéncia do parasito (SIBLEY et d., 1985 ). A membrana do vactolo
€ também modificada por secrecdo de proteinas de suas organelas secretoras . O parasita,
adém disso, eabora uma rede de tlbulos membranosos que se conectam diretamente com a
membrana do vactolo parastéforo (SIBLEY et d., 1986). Purificacdo e andise dessa rede
mostra que e€la contém uma variedade de proteinas que sd0 secretadas pelo parasita
(SIBLEY ; KRAHENBUHL, 1989). A utilizacdo de sondas fluorescentes para a marcagéo
de proteinas de membrana, daoglicoproteinas e lipidios, permitiram a observacéo da
exigéncia de um processo dinamico de componentes associados das membranas do parasita
e da céula hospedeira durante o processo de interacdo (PACHECO-SOARES; SOUZA,
1998; 2000). Edudos utilizando digitoning, que liga-se a0 colesterol formando complexos
digitonina-colesterol, facilmente visuaizados em réplicas de criofraura, nd demongtrou a
presenca de colesterol na membrana do vactolo parastoforo, embora intensa marcacdo da
membrana da cdula hospedeira tenha sido observada (PACHECO-SOARES ; SOUZA,
2000). A marcacdo da rede de tubulos revelou a presenca de colesterol na rede
membranosa intravacuolar, que € formada pela liberacdo de substéncias armazenadas nas
roptrias e granulos densos encontrados nos taquizoitos. A auséncia de colesterol na
membrana do vaclolo parastéforo € interessante pois os edterdis sdo fundamentais no
controle da fluidez das membranas bioldgicas, e no caso de T.gondii, influencia no
trangporte de substancias através do vactolo parasitéforo (COPPENS ; JOINER, 2003).

No mecanismo de entrada, os eventos influenciando o destino de vactolos, o tipo de
cdula infectada e a quantificagdo da rota sBo extremamente importantes, mecanismos de
internalizacdo sdo diferentes em fagdcitos profissonals e ndo profissionais e podem afetar a
patogénese modulando o tréngito intracdlular de parasitos, adaptacdo a0 hospedeiro e
respostas imunes inatas. Particulas inertes como as dos microrganismos mortos, céulas
apoptdticas e gotas de latex sdo capturados por fagocitos por meio de receptores Fc para
particulas opsonizadas g, receptores complemento CR1, CR3 e CR4 para particulas
complemento-opsonizadas, e também os receptores manose , integrinas e scavenger ; Varios
patdgenos podem utilizar estes receptores como um meio para invadir cdulas fagociticas
hospedeiras, por exemplo, adicionalmente ao receptor manose, CR1 e CR3 sfo importantes

no encaixe e quantificacdo para Micobacterium por fagécitos profissonas e sdo também



envolvidas na quantificacdo de Legionella pneumophila tanto morta pelo caor como viva
(MERESSE et a , 1999).

No que envolve a formacdo de vaclolos e fagossomos, os fagossomos s&o
compatimentos resultantes da interndizacd de particulas inetes por fagdcitos
profissonais, o fagossomo nascente interage com compartimentos endociticos Sucessvaos,
induzindo para sua maturagdo em um fagolisossomo no qua particulas sBo degradadas, este
processo € controlado pela célula hospedeira. Em contraste, patdgenos intracelulares tém
desenvolvido edtratégias com as quais controlam o destino de suas membranas limitrofes
dos vaclolos. Vacuolos nascentes sdo formados como resultado da interndizacdo dos
patdgenos, 0s quais podem ocorrer por uma variedade de mecanismos, como um sistema de
secrecio para trandocar  proteinas efetoras dentro da célula hospedeira (MERESSE et dl.,
1999).
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Figura 6: Como o T.gondii e Plasmodium falciparum entram em suas respectivas células alvo usando um
mecanismo de penetragdo ativo que resulta na formagdo dos vacUolos parasitéforos. Para iludir os
compartimentos degradativos, estes parasitos incorporam ativamente especificas estruturas associadas aos
componentes das células hospedeiras dentro do vaclolo. Os necanismos que subordinam a inclusdo ou
exclusdo destas especificas estruturas associadas a proteinas dentro do vactiol o sdo desconhecidas (MANES
et d, 2003).
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O uso do corante CMXRos demonstrou, com O UusO de escaneamento por
microscopia confoca laser (CLSM), que a mitocondria do parasto, tanto na forma
extracdular quanto intravacuolar foram intensamente marcados, demondrando estar
funcionais, adiciondmente a atividade da Citocromo ¢ oxidase pode ser citoquimicamente
detectada na membrana interna de teguizoitos intravasculares. A reconstrucéo
tridimensona por secgBes Opticas seriadas de taquizoitos marcados com CMXRos e
observados por CLSM e as secgles seriadas  examinadas por microscopia eetrénica de
tranamissdo revelaram que O protozo&io agpresenta somente uma mitocdndria ramificada
(MELO et d., 2000).

Macréfagos (Mf) infectados com taquizoitos de Toxoplasmas oportunistas sfo0
bloqueados na producéo de citocinas pré inflamatérias tipo Fator de Necrose Tumora Alfa
(TNF-a) e Interleucina 12 (IL-12) em resposta a0 estimulo pelo Lipopolissacaride (LPS) in
vitro e isto esta associado com a inibicdo parasito-induzida da trandocacdo do fator de
necrose NFaB; o LPS foi um esimulo surpreendentemente mais potente para a producdo
de citocinas inflamatérias para macréfagos (Mf) do que foi para bacillus Camette-Guérin
(BCG) e enterotoxina estafilococica A (SEA). Experimentos sugerem que a invasio aiva e
sobrevivéncia do parasita dentro do vaclolo parasitdéforo sBo requeridos para induzir e
menter as citocinas macréfago-especificas ndo responsivas ao LPS; a invasio aiva requer
habilidade do paradita para mediar esta supressdo. Nenhum antigeno solivel do taquizoito
nem produtos secretados foram  supressivos, assm como inativacdo pelo caor; taquizoitos
revestidos com anticorpos entram mais eficientemente na cdula aravés de receptores de
superficie, inibindo as respostas a0 LPS. E possivel que a atividade supressiva do parasito
represente uma edratégia de evasio imune ou melos peo qua 0 mesmo evita a
superinducdo de citocinas pré-inflamatorias. A identificacd molecular  do fator inibitorio
do parasito € requerido para entender este papel na interacdo hospedeiro-parasita e pode
conduzir a0 desenvolvimento de agentes anti-inflamatérios de amplo emprego clinico
(BUTCHER ; DENKERS, 2002).

Uma vez consderadas contidas, doengas infecciosas de origem bacteriana estéo

retornando audmente; a fdta de terapias inovadoras e o0 surgimento de patdgenos
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resgentes a0 arsenad medicamentoso estdo transformando-se em um s&io problema. O
melhor entendimento da interacdo patdgeno-hospedeiro a nivel cdular e molecular torna-se
necessiio para definir novos avos nos esforcos contra os microrganismos (MERESSE et
a., 1999) .

Através da evolucdo, organismos hospedeiros tém desenvolvido atividades de
imunovigilancia para se proteger de potenciais patdgenos. No que diz respeito & cdulas, 0s
eventos sndizantes que regulam edas respodas defensvas ocorrem na edrutura da
membrana, microdominios dindmicos  enriquecidos em colesterol e glicoesfingolipideos,
que facilitam adgumas interacOes proteina — proteina e lipideo — proteina para a superficie
cdular. Patdgenos tem desenvolvido adgumas edratégias para assegurar a Sua propria
sobrevivéncia e para iludir o sstema imune do hospedeiro, em aguns casos seqliestrando
edruturas. Contudo, a compreensdo dos meios pelos quais os patdgenos aproveitam
edtruturas poderd conduzir para novas edratégias terapéuticas visando prevenir ou diviar
certas doengas infecciosas como as que sio causadas por HIV-1 ou virus Ebola (MANES et
al., 2003).

1.2 Terapia Fatodinamica (TFD)

Os comprimentos de onda da energia laser variam seus respectivos espectros, que vao
desde o ultravioleta, ondas mais curtas, aé a regido do infravermelho longo, ondas mais
longas. O laser visivel gpresenta comprimentos de ondas que ocupam pequena parte deste
espectro eetromagnético. O comprimento de onda é a disténcia entre duas sucessivas ondas
ou picos do espectro eetromagnético, sua unidade de medida é o nanbmetro, e determina a
cor; a amnplitude de uma onda € a dtura do topo da crista, na vertica, e indica a forca da
onda, a freqiéncia é a medida do nimero de crisas ou picos que passam por um
determinado ponto durante o0 periodo de um segundo e € expressada em Hertz (Hz)
(SILVA, 2003 apud GENOVESE, 2000; MELLO, 2001).

O mecanismo utilizado de conversio da energia dos fotons em medicina com o
emprego do lasr € 0 aguecimento associado com a destruicdo dos tecidos (corte,
coagulacdo, ablacdn). Para baixas intensdades de luz, buscase a conversdo fotoquimica da
energia absorvida por um fotoaceptor prevaente. Em medicina a absor¢do da luz por uma
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molécula fotoaceptora ndo especidizada (isto € moléculas que podem absorver luz para
determinados comprimentos de onda, mas que nd sio completas para especidizada
recepcdo luminosa em 0Orgéos) é usado mais extensvamente. A molécula absorvente pode
trandferir a energia para outras moléculas, e esta molécula aivada pode causar reagdes
quimicas nos tecidos ao redor ( KARU, 2000).

A reacéo fotobioldgica envolve a aisorcdo de luz em um comprimento de onda
epecifico  por uma molécula fotorreceptora funcional  (fotoaceptor). Para  distinguir
moléculas fotorreceptoras como as rodopsines, fitocromos, bactériorodopsinas e clorofilas
de cromoforos ndo especidizados (moléculas capazes de absorver o comprimento de onda
utilizado para a irradiagdo resultando em uma resposta fotobiologica) utiliza-se 0 termo
fotoaceptor. Os fotoaceptores déo inicio a uma reacdo metabdlica na célula que ndo é
conectada com uma resposta luminosa. Apés absorver a luz no comprimento de onda usado
para a irradiacdo, estas moléculas assumem um estado eetronicamente excitado do qua os
processos moleculares prim&ios podem conduzir a um efeito bioldgico mensurdavel em
determinadas circunstancias. Os efeitos sobre os fotoaceptores podem ocorrer sob acdo da
iluminacdo (reagbes primarias) ou seguintes ao find do edimulo luminoso  (reagtes
secundérias) (KARU,2000).
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Figura 7 : Diagrama de Jablonski: a reacdo fotobioldgica leva a molécula fotoaceptora de seu estado

fundamental (Sy) ao primeiro estado pés excitagdo, o estado singleto (S;) , podendo fluorescer (Ky) eretornar
ao estado fundamental, ou realizar um cruzamento intersistema (8isc) para o estado tripleto mais baixo (T1) A
reacdo desta molécula com o oxigénio molecular inicia o processo de producdo dos EROs t0,, 0,7, "OH,

H,0,).
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A Citocromo ¢ oxidase é discutida como um possivel  fotoaceptor quando cdlulas sfo
irradiadas com luz monocromdica vermeha ou infravermdho proximo. Quatro
mecanismos de acdo primarios descrevem variagdes nas propriedades de oxirreducéo dos
componentes da cadela respiratoria seguindo a fotoexcitacdo de seus estados eetronicos
envolvendo a geracdo de oxigénio dgngleto, aguecimento transente locdizado de
cromoforos absorventes e 0 aumento na producdo de anions superdxidos com subseqguente
aumento na concentracdo de peroxido de hidrogénio (H2O2). Uma cascata de reacOes
conectadas com a ateracdo nos parametros de homeostase celular , pH intracelular, clcio
intracdlular, adenosina monofosfato (AMP) ciclico, energia (E), concentracdo de ATP
[ATP] e dguns outros, sfo consderados como uma transdugdo do fotossinal e cadeia de

amplificagdo na célula (mecanismo secundério) (KARU, 1999).

e

]
£ 2
HE ( g
s - \ §
"E :.; ) &
'§ > | E_
| = 800
B o "5
-] ) I
S = \

Comprimento de | ; 1 i A L I

ondasemnm 1 10 102 103 104 105 106

Luz Visivel
RAIOS X w0 IF
(Uliravieleta) (Infravermelho)
Figuua 8 : diagrama mostrando o  Espectro  Eletromagnético.  Disponivel  em

http://:fai.unne.edu.ar/biologia/images/espectro.qif . Acesso em : 06 outubro 2004.

A TFD tem ddo historicamente utilizada no tratamento de tumores cancerigenos,
entretanto também tem recentemente sdo utilizada para diminar bactérias aravés do uso

de fotossensbilizadores avo. A porfirina e a clorina €6 mostraram “in vitro” um espectro
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limitado contra bactéias, enquanto que clorina €6 conjugada a pentdisna mostrou
aividade “in vitro” contra todos o0s microrganismos orais testados, incluindo,
Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacterdides forsythus,
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum polymorphum
(ROVALDI et a. 2000). A acdo da TFD e quimioterapia antimicrobiana (TFQA) na
descontaminacd de produtos sanguineos, particularmente inativagdo vird, tém sdo muito
utilizadas, visando a inativacdo do envelope lipidico dos virus e apoptose dose-luz
dependente (MARBLE, 1996), 0 mesmo ocorrendo com o Tripanossoma cruz (CLARK ;
BOYLE , 1996). Contudo protocolos mais clinicos tem sido desenvolvidos no tratamento
de infecgOes virals,

As variagdes fiscas e/ou quimicas induzidas pela luz em moléculas fotoaceptoras sfo
seguidas por uma cascata de reagBes bioquimicas na cdula que ndo necessitam ativacéo e
ocorrem no escuro (cadela de transducdo e amplificacéo do fotossinal). Estas reagOes sf0
conectadas com variagbes nos parametros de homeostase celular. O passo crucial nestas
condigdes é entretanto, uma dteracdo no estado de oxireducdo celular, onde, uma variacéo
na direcdo da oxidacdo € ligada a estimulacdo da vitdidade cdular e a variagdo em direcéo
a reducdo € ligada a inibicdo; experimentos demonstraram que cdulas com pH intracelular
menor que o normal, no qual o estado de oxireducéo foi trocado na direcdo da reduco,
foram mais sensivels para a estimulacdo da luz quando comparado com células nas quais 0s
respectivos parametros foram o6timos ou proximos do 6timo. O proposto mecanismo de
regulacdo da oxireducdo pode oferecer uma explanagdo fundamentad para aguns efeitos
clinicos da radiacdo, por exemplo, os resultados postivos obtidos no tratamento de
ferimentos, inflamacdo cronica, isquemia, todos caracterizados por acidose e hipdxia
(KARU, 2000).

1.3 Fotossensbilizantes

As duas familiss de famacos fotossensiveis mas extensvamente edtudadas em
relacdo a TFD sfo a das Ftaocianinas e a das Porfirinas. Entre os membros destas duas
familias h4 diferencas tais como a tendéncia generdizada dos corantes lipofilicos, como
3THPP (tetrahidroxifenilporfiring), fotofrin 11 (P 11), TPPS; (tetrafenilporfirina sulfonada) e



18

AlIPcS, (ftdocianina cloroduminio sulfonada), locdizaremrse nas membranas cdulares
como a nuclear, plasméica e do reticulo endoplasmético, enquanto os corantes mais
hidrofilicos, tais como TTPS, TIPS, TTPS;, AlIPCS,, AlIPcS;, sfo locaizados
extensvamente nos lisossomas (FERREIRA, 2000).

Vé&ias organdas cdulares podem ser postuladas como advo para a TFD com
diferentes fotossenshbilizantes, dentre estes a membrana plasméica, nlcleo, mitocdndria,
complexo de Golgi, lisosssomos e citoesqueleto cdular sB0 mais susceptivels a0 processo
oxiddtivo foto-induzido (FERREIRA et d., 2004).

A sintese e propriedades de um nimero de polissubstitutos da Zinco Ftaocianina (Zn
Pc 4), sdo descritas como adequadas para a TFD. Propriedades de absor¢do espectroscopica
no visivd e dficiéncia na senshilizacdo de oxigénio sngleto para a morte cdular também
s30 descritas. Em experimentos, as amostras so fototOxicas in vitro e mostram atividade
antitumord in vivo (GRIFFITHS et d., 1997).

Ftaocianinas congtituem uma grande classe de compostos com dto coeficiente de
excitacdo na regido espectrd do vermelho (630 a 750 nm), e tém sSdo conhecidas por
agpresentar excelentes  propriedades de locdizacdo em tumores e dta dficiéncia
fotossensibilizante (FERREIRA et d., 2004).

Os mecanismos pdo qua as Faocianinas exercem seus efeitos anda ndo sfo
conhecidos, 0 oxigénio é requerido e a toxidade é produzida por espécies redtivas de
oxigénio e o oxigénio singleto, onde, por exemplo, a mitocondria do parasita Tripanossoma
cruzi € o maor dvo paa a fotoinativagdo. Contudo, outro fotossensbilizante, a
Merocianina 540 (Mc 540) parece ligar-se preferencidmente na membrana do vacliolo
parasitéforo do Plasmodium falciparum (CLARK ; BOYLE, 1996).

A Zinco Faocianina pertence a uma segunda geragéo de fotossensibilizantes para a
TFD do céncer. Por ser dtamente insolivel na maioria dos solventes comuns, em sua
aplicacdo clinica o materid precisa ser incorporado a lipossomos. Como  procedimento
smples e dternativo pode-se formar um complexo néo covaente ligando a Ftaocianina
com a Albumina Bovina (ZnPc — BSA). Andises demonstraram que a ZnPc prontamente
redigribuiu-se através da lipoproteina de dta densdade (HDL) e também demongraram
auséncia de toxicidade hepética (LARROQUE &t a, 1996).
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Estudos redizados na fotossenshilizacdo de fibroblastos 4R transformados,
utilizando uma segunda geracdo de Zinco Faocianina, mostraram necrose associada ao
dano precoce da integridade da membrana plasméica e completa deplecdo de ATP
intracdlular, representando 0 modo prevaente de morte para células 4R incubadas no
escuro por 2 horas com a Zn 1l Faocianina e irradiadas, reduzindo sua viabilidede por
99,9%, em contraste com a irradiagdo ocorrendo 24 horas apds, onde observou-se parcia
inibicdo da aividade da membrana plasmética e a morte cdular por apoptose. A ZnPc foi
principadmente localizada no aparelho de Golgi apds 2 a24 horas de incubagdo e em todos
0S casos este compartimento representa o avo primario para o fotodano (FABRIS & 4.,
2001).

A TFD com o fotossenshilizante Ftalocianina Pc4 induz rdpida gpoptose em céulas
de linfomas de ratos, iniciando com aliberagdo de Citocromo ¢ da mitocdndria Tem sido
proposto que a permesbilidade da membrana mitocondrid, resultante da disspacdo do
potencial de membrana desta, sgja essencia para 0 escape de Citocromo ¢ da mitocondria
dentro do citosol t&o bem como para a morte celular gpoptética seguindo a TFD (CHIU,
2001).

As propriedades fotofiscas das ftaocianinas sdo dependentes do ion metal que
compde sua estrutura molecular. Dentre estas metdoftalocianinas, complexos zinco (Zn 1)
e duminio (Al Ill) , formando zncoftdocianina (ZNPC) e cloroduminioftaocianina
(AIPHCI) , apresentam as mais favoréveis propriedades fotofisicas para aplicacdo em TFD.
Como exemplo de tais propriedades tem-se um relativo aumento da atividade dos estados
excitados singletos e tripletos que sfo produzidos em ato rendimento quéantico . Contudo,
a ZnPC e AIPHCI sdo insoliveis em agua ou solventes bioldgicamente compativels, assm,
elas necesstam ser administradas in vivo por meio de Sitemas de liberacdo. O transporte de
porfirinas na corrente sanguinea via lipossomos tem  levado a uma maor e mas seetiva
acumulacdo das drogas em tecidos neoplésicos, um fato que é requerimento bésico para a
TFD (NUNES et d, 2004).

Lipossomos contém uma membrana lipidica com um espago interno aquoso usado
para gprisonar drogas quimioterapéuticas. Alternativamente, adgumas drogas podem ser
carreadas dentro da bicamada lipidica, favorecendo modificagbes da superficie objetivando



ligagOes covaentes como os fragmentos Fab' e com is0 resultar em lipossomas que S0
especificamente endocitados por células cancerosas expressando um receptor para este
ligante. Os lipossomas podem ser anda com ou sem revestimento polimérico, que
proporcionam estabilizagdo; seu uso como carreador implica em Sgnificante redugdo do
volume de distribuicdo e a concentracdo da droga em tumores é aumentada. Sob condicles
Otimas a droga é carreada dentro do espaco lipossoma enquanto na circulagdo, mas escoam
em suficiente razéo que pode ser avdidvd ao chegar no tumor. O lipossoma protege a
droga do metabolismo e inativagdo no plasma , € proprio para limitagbes de tamanho no
trangporte  de grandes moléculas ou carreadores através do endotéio sadio, dém disso a
droga € acumulada em pequena extensdo em tecidos sadios (DRUMMOND et a., 1999).

Tais pardmetros dos lipossomas dependem dos seus atributos fisico-quimicos como o
tamanho, a carga de superficie, envoltorio da membrana lipidica, estabilizacdo, bem como
a dose administrada e via de administracdo. Lipossomas s20 retirados da circulagéo por
macréfagos do Sistema Reticulo Endotdid, em particular os do figado e do bago. A
opsonizacdo por proteinas do soro como as do fragmento do complemento C3b, bo-
glicoproteina | e a porgdo Fc das 1gG executam um papel critico no reconhecimento e
subseqiente  retirada pelos macréfagos. O tamanho relativamente grande dos carreadores
lipossomais (45 — 150 nm) previne que estes aravessem poros de 2 nm nos vasos
sanguineos na maioria dos tecidos sadios ou igudmente os poros de 6 nm  em vénulas pés
capilares (DRUMMOND et d., 1999).

Vigso que a incorporagéo de fotossenshbilizantes no interior de lipossomas resulta em
um aumento da concentracdo  da droga em locais especificos, informagdes relativas a
conduta destas drogas neste melo S0 importantes para a compreensdo da sua agéo no meio
bioldgico (NUNES et a, 2004).

Diferencas na permesbilidade vascular tem ddo exploradas em dois diferentes
caminhos para aumentar 0 aclmulo de lipossomas em tecidos doentes; 0 uso de hipertermia
loca causa aumento de permesbilidade da microvascularizagdo do tecido doente e também
aumenta a razédo de liberagdo da droga de lipossomas termossenstivos especiamente
desenvolvidos (DRUMMOND et d., 1999).
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2 . JUSTIFICATIVA

A avdiagdo da acdo da TFD sobre o protozo&io poderéd fornecer o conhecimento de
como o T. gondii invade e sobrevive no interior da c8ula hospedeira, ito é, que estruturas
da cdula hospedeira sdo afetadas pelo tratamento e se as nesmas estédo comprometidas na
formacdo do vaclolo parasitoforo. O conhecimento das bases celulares da penetracéo e
sobrevivéncia intracelular podera contribuir para melhor compreensio das variagbes nos
padrbes da interacdo patdgeno-cdula hospedeira submetidos a terapia fotodinamica (TFD)
e o0 agpafeicoamento de uma ferramenta que podera vir a beneficiar o combate a
toxoplasmose.



3.0BJETIVOS

As metas centrais do projeto, como forma para atingir o desempenho idedizado
obedecera as atividades listadas abaixo.

1 — Andisyr a acéo do laser sobre o mecanismo de entrada, multiplicacéo e
vigbilidade do parasta durante a interacdo com a cdula hospedeira avdiando os
parametros dos seguintes ensaios:

1.1 — Somente laser nas células hospedeiras apGs a interacdo destas com os
parasitos;

1.2 — Somente o fotossengbilizante nas cdulas hospedeiras apds a interacéo
destas com os parasitos;

1.3 — Emprego da TFD nas células hospedeiras apds a interacd destas com os
parasitos,;

14 — Manutencdo de dois grupos controle onde um contenha apenas a
monocamada de céulas hospedeiras e outro composto das referidas cdlulas
parasitadas com o T. Gondii .

2 — Efetuar os mesmos ensaios gpos a redizacdo de pré-tratamento dos parasitas com
o famaco fotossensivel antes de serem inoculados nas monocamadas de céulas com os
Seguintes grupos.

2.1 — Somente laser nos parasitos antes de sua interacdo com o substrato celular;

2.2 — Tratamento dos parasitos com o fotossengibilizante antes de sua  interacéo
com as cdulas hospedeiras,;

2.3 — Emprego da TFD nos parasitos antes de suainteracdo com o substrato de
células hospedeiras,

2.4 — Manutencdo dos mesmos grupos controle descritos no item 1.4 .

3 — A fim de caracterizar 0s possivels danos ocasionados nestes tratamentos foram
efetuadas  marcagbes fluorescentes para  reticulo  endoplasmdico, citoesqueleto e

mitocondrias.



4. MATERIAL E METODOS

Para 0 desenvolvimento do projeto confeccionou-se inicidmente o cultivo cdular em

garrafas de cultura apropriadas de 25 cn? , de polipropileno estéril e no interior de uma

camara de fluxo laminar. Apés a formacdo de nonocamada de cdulas de linhagem Vero

efetuou-se sua tripsinizacdo e passagem paa outras garrafas , visando obter mais cdulas

em monocamada e permitir a inoculagdo em parte delas com os paradtos que seréo

utilizados em outras fases do projeto .
4.1 — Materid decultura(MEM , PBS etripsina).
4.1.1 - Meio minimo essencid (MEM) GIBCO:

Na composicdo deste meio de cultura liquido, sdo encontrados todos os
aminoacidos  fundamentails, D-glicose, indicador vermeho de fenal,
vitaminas e varios outros sais organicos. Apés sua preparagdo em 1000 ml de
&gua ultra-pura, sdo suplementados com 10% de soro fetal bovino, testado em
edufa de cultura para avdiar sua inocuidede (24 horas) e posteriormente
amazenado para uso sob refrigeracéo. Ede foi utilizado para a manutencéo
de todas as culturas (garrafas, placas e placas com 24 pocos) , sendo trocado
a cada dois dias ou quando o indicador (vermelho de fenol) do meio tornasse

necessariata conduta

Preparo do meio minimo essendd (MEM) :

Lavar 0 medidor de pH em &gua ultra pura e efetuar cdibragdo utilizando
padrdes de pH 4,0 e 7,0 respectivamente .

Em uma proveta , verter 1000 ml de &gua ultra-pura e em seguida passa-la
paa um Becker de iguad volume sobre a mesa de um agitador
acondicionando no interior deste, um bastéo de agitacéo tipo “peixinho”.

Pesar e adicionar a solugdo , 2,2 gramas de bicarbonato e 1 flaconete com o
melo MEM em po ; ligar o agitador cuidadosamente , visando girar o bastéo
em seu interior com o intuito de misturar homogeneamente toda a solucéo .
Durante o0 processo , aferir a solucéo obtida no medidor de pH devendo este

ficar em torno de 7,2, corrigindo por gotgamento de NaOH ou HCI.
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Adicionar antibidtico , na propor¢do de 1%, . No desenvolvimento dos
trabahos  utilizanos  peniclina  +  edreptomicina +  antimicGtico
(CULTILAB®) na proporcdo de 1% do MEM .

Levar 0 Becker para a cabine de fluxo laminar e efetuar a filtragem em filtro
eséril com membrana de papd filtro ; o filtrado € envazado em fasco estéril
com tampa de rosca dentro da referida cabine . Todos os frascos utilizados no
processo deverdo edar devidamente tampados e sofrer desinfeccdo por
borrifagdo com dcool 70 GL , assm como 0 manipulador devera estar
criteriosamente paramentado com luvas , méascara aventa , propé e touca.

ApGs a manipulagéo , levar o frasco com o MEM ja preparado para a estufa a
37° Cdsius visando avdiar a qudidade de sua esterilizacio apds 24 horas,
podendo ser conservada sob refrigeracdo apos este periodo de observagéo .

4.1.2 - PBS:

Solucdo A: 2,76 g de NaH,PO4.H,0 para 100 ml de H,O destilada.

Solugdo B: 5,36 g de NgHPO,.7H20 ou 7,17 NgpyHPO,4.12 HO ou 2,849
NaHPO, para 100 ml de H,O dedtilada.

33 ml desolugéo A + 67 ml desolugdo B = pH 7,1.

4.1.3 - Soro fetd bovino (Gibco):

Obtido em frascos congel ados de 500 ml pronto para a mani pulagéo.

4.1.4 - Tripgna (Gibco):

0,1 % detripsing; 0,05% de EDTA (SIGMA) para 100 ml de &gua destilada.

Preparo datripsna:

Utiliza-se como meio diluidor o PBS , este é vertido dentro de um Becker
sobre 0 agitador e com o bastéo misturador “peixinho” no seu interior .

Para cada 100 ml de PBS, dissolver 0,1 grama de tripsina em pé em baanca
anditica.

Adicionar 0,05 gramas de EDTA e acionar o agitador pelo tempo necessario
até obter-se uma solucdo totalmente isenta de suspensdo .

Efetuar a filtragem no interior de cabine de fluxo laminar como paa a

confeccdo do MEM , devendo este ser acondicionado em tubos estéreis com
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tampa de rosca e, gpds ter permanecido um periodo na estufa para verificar
a possibilidade de contaminaco, levam: se os tubos ao freezer.

- Para 0 uso, descongda-se o tubo com a tripsina, que € levado a cabine de
fluxo laminar sob condigbes assépticas, apds a retirada do meio MEM dos
cultivos cdulares e lavagem com PBS, diquotase 2 ml de tripsina sobre a
monocamada celular , deixando o cultivo em repouso por 3 minutos. Sem
agitar 0 materid retirase a tripsgna e lava-se com meio MEM para soltar as

cdulasVeo.

4.2 - Clulas Vero e Toxoplasma:

As Cédulas Veo (linhagem cdula ATCC n° CCL-81), assim como 0s
protozoarios Toxoplasma gondii (taquizoitos) cepa virulenta RH, ambos em ampolas
criopreservadas em nitrogénio liquido, foram cedidos pelo prof. Renato Augusto da
Mata, do Laboratorio de Biologia Ceular e Tecidud da Universdade Estadua Norte
Huminense-RJ.

As cdulas Vero foram inicidmente cultivades nes garafas de 25 cnf(para
manter uma matriz produtora de cdulas especificas para eta findidade) e
posteriormente em placas de 2,5 cnt para treinamento e em placas de 24 pogos para o
desenvolvimento dos trabahos. Os parasitos foram inoculados também em garrafas
de 25 cn , apds o desenvolvimento da monocamada de céulas Vero que serviram de
substrato para a manutencdo dos parasitos durante o periodo do experimento.

A passagem das céulas para as placas de 2,5 cnt ou placas com 24 pocos foi
precedida da tripsinizacd da monocamada de céulas Vero obtidas nas garrafas de
cultivo cdular. A manipulagéo ocorreu em camara de fluxo laminar, onde todo o
material a ser utilizado foi borrifado com dcool 70 GL antes de ser levado a0 interior
da camara para evitar a contaminagdo da cultura celular. Com o auxilio de pipetador
automético retirou-se todo o meio MEM da garrafa, lavou-se com PBS para retirar os
debris cdulares exigtentes, retirou-se todo o PBS e adicionou-se cerca de 2 ml de
tripsna, dexando a garafa de cultivo cdular em repouso por 3 minutos. Apds este
periodo, sem agitar a garafa, retirorse a tripsha com o pipetador automatico,
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adicionotrse 2 ml de meo MEM e lavou-se exaugtivamente com 0 proprio meio por
processo de aspiracéo e lavagem, possivel com pipetador automético; desta forma
desprende- se grande quantidade de células Vero.
Com as cdlulas em suspensdo, mantendo o ambiente na cabine de fluxo laminar

livre de contaminag2o, fez-se a exposicdo das placas de 2,5 cn? ou das placas com 24
pocos, tendo uma laminula estéril no interior de cada pogo ou placa Com um
micropipetador, foi pipetado sobre as laminulas uma aiquota da suspensdo obtida,
cerca de 500 il para as placas e 200il para os pogos. O materid foi levado, sem
agitacdo, par o interior da estufa de cultivo cdular, permanecendo no interior desta
por 15 minutos para fixar as céulas nas laminulas. Pogteriormente retornou-se com
este materid , sob condigBes assépticas, no fluxo laminar e adicionou-se meo MEM
em volume auficiente para cobrir a laminula, 1 ml para cada placa e 500 il para cada
pOGo.

Até que o desenvolvimento da monocamada de cdulas Vero, tanto em placas
guanto em pocos ndo se concluisse, os paradtos foram mantidos em desenvolvimento
no interior das garrafas de 25 cnr.

43- Laser:

Utilizourse 0 equipamento laser Thera Lase-DMC de Fosfeto de Indio-Gdio-
Aluminio (InGaAlP) acoplado a uma fibra ¢ptica com didmetro (A£) de 600 mm
emitindo luz no vermeho, com comprimento de onda de 685 nm, paraiirradiar uma
dreade 2,5 cnt paraas placas de Petri descartaveis utilizadas inicidmente, e de lent
para as placas de 24 pogos, poténciade 35 mW . Os ensaios utilizaram a energiado
laser em duas densidades (2 Jen? e 4,5 Jenr); a irradiacd ocorreu em  ambiente
com auséncia deluz.

Em tais placas e pogos ocorreu inicidmente o cultivo de célulasVero que , apos
aformacdo da monocamada de células, recebeu  indculo com os parasitos. Os ensaios
inicials ocorreram nas placas de Petri e 0s ensaios definitivos ocorreram nas placas
com 24 pogos.

Tanto placas de Petri individuais quanto as placas de 24 pocos estavam fechados



durante o processo de irradiacdo e os pogos foram irradiados com o auxilio de um
anteparo de cor pretacom um orificio para que os pocos fossem irradiados de forma
individud. A digéncia foi determinada pela areade abrangénciado feixe do laser
(spot) para as laminulas nas placas ou pogos, o tempo de exposicdo foi determinado
pelo fornecimento de energiaem cada poco ou placa (2 Jenf ou 4,5 Jenf), sendo
por um periodo de 59 segundos para fornecer 2 Jenf e 2 min. e 9 segundos para
4,5 Jen?,

4.4 - Ensaios efetuados :
4.4.1 - Obtencéo de monocamadas de células e parasitos.

Buscou-se inicidmente o desenvolvimento de monocamadas de cdulas Vero
em garrafas de culturade 25 cn. Em separado desenvolveuse uma populagio de
parasitos, tanbém em garrafas de cultura, em nimero significativo, paraque as
céulas pudessem ser infectadas em uma proporcdo que permitisse avaliagbes
em curto espaco de tempo (gproximadamente 10 parasitos/célula) . O crescimento
dacultura.ocorreu em estufade cultura a 37°C, amosfera de 5% de CO; e
de umidade.

ApGs 0 desenvolvimento do cultivo cdular permitir a multiplicacdo dos
parastos inoculados, retiraese 0 meio da garrafa com paradtos efetuando-se
adgumas lavagens com o proprio meio, centrifugourse o lavado em tubo conico
por cinco minutos, desprezou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se 0 sedimento
em 1 ml de meo MEM com 10% de soro fetd bovino. Deste materia diquotou
se 10m e dluiu-se em 990 M de paraformadeido a 4% em PBS, aguardouse
gproximadamente cinco minutos, visando fixar os parastos € em camara de
Neubauer espdhada efetuou-se a contagem média por meio dos4 quadrantes
externos multiplicando-se pela diluicio 10° obtendo-se assm o nimero de
parastospor ml de amostra. Ao mesmo tempo fezse a contagem de céulas
vidveis exigentes nas laminulas dos pogos de cultivo cdular, utilizando para tanto
um microscopio invertido Olympus CK 40 eum contador manua de cdulas; a

contagem cdular em éfeitaem trés campos distintos, multiplicouse pelo fator de
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correcéo estabelecido pelo laboratorio, sendo este 13256,7 para cultivo celular em
placasde 2,5 cn’ e 234,3 para 0s pocos de 1cn?. Desta forma foi possivel
obter uma populagéo de 10 parasitos por célula quando do processo de inocul agéo.
4.4.2 — Interagéo cdula-parasita

Inicidmente, retirou-se 0 meio do interior de cada placa ou pogo de cultivo,
lavorse com PBS e completou-se, com meilo MEM + 10% de soro fetal bovino
no volume de 990n para as placas de Petri de 2,5 cn’ e de 495 ni para os pogos de
1 cn? . Do sedimento rico em protozodriosml  ressuspensos em 1 ml de MEM
retirorse uma aiquota de 10 M para inocular em cada placaou 5 m para cada
poco de cultura; incubou-se durante 12 a 24 horas para que as cdlulas fossem
parasitadas iniciando o processo de replicacdo dos parasitos, a partir dai
efetuou-se as inoculagdes do farmaco fotossensivel e os ensaios de irradiagéo laser.
4.4.3 - O fotossensbilizante:

O fotossengbilizante utilizado foi a Cloroduminio Ftaocianina Lipossomd
Cedidapeo Prof. Dr. Antonio Claudio Tedesco que a desenvolve no Depto. de
Quimicada Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da Universidede de Séo
Paulo — USP, Ribeirdo Preto-SP, na concentracéo find de51 M/ml em PBS. Este
foi inoculado na cultura e incubado por 1horaa 37°C no escuro. Apds aincubacso,
retiro-se a ftalocianina através de lavagem com PBS e procedeurse a irradiacéo
com o laser. Retirou-se 0 PBS e completorsecom MEM, retornando o materia
para aestufade cultivo celular, sempre abrigado daluz. Posteriormente, retirou-se
0s grupos de placas com os pogos de cultivo em horérios diferenciados (1, 12
e 24 horas posirradiacdo), para avaiacao a fresco e posterior fixagdo-marcacéo .

4.4.4 - Marcadores Fluorescentes

4.4.4.1- JC-1 : marcador especifico para mitocondria Consiste de uma sonda
lipofilica que permite andisar o potencid de membrana devido a intensdade de
fluorescéncia, bem como a atividade mitocondrid através de sua conformacdo
morfolégica As mitocondrias s80 sensivels a radiagbes com varios comprimentos

de onda de luz visiveis, sendo que a ativacd do consumo do oxigénio acarreta



mudangas nas propriedades eetroquimicas, bioquimicas e Opticas de mitocdndrias
isoladas (CARNEVALLI, 2001).

4.44.2- Rodamina — Fdoidina : utilizada para marcacdo dos filamentos
intermedi&rios do citoesqueleto cdular, observando-se a organizacdo e dinamica
do citoesqueleto. A marcacéo fluorescente da actina é importante ferramenta para
a invedigacdo da dindmica do citoesqueleto in vitro. Sondas moleculares
fluorescentes, derivadas de fdotoxinas marcam sdetivamente filamentos de
actina-F, tendo a vantagem de serem sollveis em &gua. As faotoxinas gpresentam
dfinidade por filamentos grandes e pequenos apresentando vantagens sobre os
anticorpos tails como: as propriedades de ligagdo nd mudam com a variabilidade
de epécies diferentes, inclusive plantas e animais ; sua marcacdo néo epecifica é
desprezivel, assim 0 contraste entre &reas marcadas e ndo marcadas € dtamente
puro(CARNEVALLI, 2001).

4.4.4.3- DiOCs(3) : (3,3- diehxiloxocarbocianina iodedo) utilizado para
marcacdo do reticulo endoplasmédtico (RE). Ao contr&io de outros corantes como
a diacarbocianina ou a rodamina, 0 DiOCg(3) produz brilho muito interso e é
utilizado para visudizar 0 RE em cdulas vivas e fixadas, sendo um marcador
lipofilico, o DiOCs(3) permite marcar também outras membranas cdulares
(FERREIRA, 2000).

4.4.4.4 —Marcacao: Para marcacdo dupla, com DiOCs (3) para reticulo e
Rodamina- Faloidina para citoesquel eto celular, marcou-se primeiro com DiOCg(3)

(101 g/ml, 15 minutos), fixou-se com paraformaldeido 4% em PBS e marcou-se
em seguida com a Rodamina— Faloidina (1:100, 10 minutos); amarcagéo com
JC-1 (0,1iM, 20 minutos) também é feita antes de fixar o materid; todo o
procedimento ocorreu naauséncia de quaquer fonte luminosa. As observactes
microscopicas e fotografias ocorreram utilizando um  microscopio  LEICA
(DMLB) equipado com uma lampada de mercirio HBO 100W e o grupo de
filtros correspondentes para microscopia de fluorescénciac U.V., Azul e Verde.
4.4.5- Ensos

Osvéaiosensaios efetuados ocorreram em duplicatas conforme o quadro de



atividades executadas descrito a seguir.

TABELA 1 : Séries de ensaios efetuados.

Série Controle Toxoplasma Ftalocianina 2 J/cm? 4,5J/cm? laser laser
Efetuada S6cels.  Emcels, Vero TFD*  TFD*  2J¥cn? 4,5¥cn?
Vero Vero + Toxo* *
1-Ensaio em placas de2,5
cnt avaliago diretaa 2 2 2 - 2 - 2
fresco. (placas) (placas) (placas) (placas) (placas) (placas) (placas)
2- Ensaio em placas de 2,5
cn? umlotec/Giemsae 2 2 2 - 2 - 2
outro com DiOCg(3)
3- Ensaio em pocos de 1 cn?
DiOCs(3) e Rodamina- 6 6 6 6 -- 6 -
Faloidinatrés periodos  (pogos) (pogos) (pocos) (pocos)  (pocgos) (pocos) (pocgos)
(1-12 e 24 horas)
4- Ensaio em pogos de 1 cnv
DiOCs(3) e Rodamina- 6 6 6 - 6 -- 6
Faloidina, trés periodos.
5 Ensaio em pogos de 1 cn?
JC-1, trés periodos. 6 6 6 6 - 6 -
6- Ensaio em pocos de 1 cm?
JC-1, trés periodos. 6 6 6 - 6 -- 6
7- Ensaio em pocos de 1 cn?
e TFD no Toxoplasma
antes dainoculagdo 6 6 6 6x** 6*** - -
DiOCg(3),Rodamina
e JC-1, trés periodos.

* TFD = Terapiafotodinamica (células VERO parasitadas + Ftalocianinalipossomal + laser).
** Toxo = Toxoplasma.
*** A TFD ocorreu apenas nos parasitos antes da serem inoculados nas células hospedeiras.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

A biomodulagéo provocada pela acdo do laser, em certos comprimentos de onda,
podem dterar reagBes bioquimicas especificas elou o totd metabolismo cdular (KARU,
2000). Em nosos experimentos constatourse um  ligeiro aumento na reproducdo  dos
parasitos irradiados tanto com 2 Jen? como 4,5 Jen? em reacdo aos controles que
continham gpenas protozoarios inoculados sem airradiacdo (figuras 9, 10 e 15).

O uso de substéncias fotossenghilizantes dé&o inicio a uma reacéo metabdlica na
cdula que ndo é conectada com uma resposta luminosa Apds absorver a luz no
comprimento de onda usado para a irradiacdo, estas moléculas assumem um estado
eletronicamente excitado do qua os processos moleculares primarios podem conduzir a um
efeito bioldgico mensurdvel em determinadas circungténcias seguintes ao find do estimulo
luminoso (reegbes secund&ias) (KARU,2000). A TFD com o fotossensbilizante
Ftaocianina Pc4 induz rdpida apoptose em cdlulas de linfomas de ratos, iniciando com a
liberacdo de Citocromo ¢ da mitocondria. Tem sido proposto que a permeabilidade da
membrana mitocondria,  resultante da disspacdo do potencid da membrana mitocondrid
€ essencid para 0 escape da Citocromo ¢ mitocondrial para o citosol tdo bem como para a
morte celular apoptdtica (CHIU, 2001).

O uso de um careador, como um lipossoma, implica em sgnificante reducdo do
volume de digtribuicdo e a concentragdo da droga em tumores é aumentada. O lipossoma
protege a droga do metabolismo e inativacdo no plasma, é proprio para limitagcbes de
tamanho no transporte de grandes moléculas ou carreadores através do endotdlio sadio
(DRUMMOND et d., 1999). A droga utilizada nos experimentos , a Cloroduminio
Ftalocianina Lipossoma, ainda se encontra em fase de estudos, entretanto, sua eficacia
pode ser comprovada nos varios ensaios, principamente quando da aplicacéo da densidade
de energia (D.E.) de 4,5 Jen? na TFD, onde:

- As cdulas paradtadas e tratadas com a Cloroduminio Ftalocianina Lipossoma, sem
acd0 do laser mostraram  certa inibicdo no desenvolvimento dos vaclolos com 0s parasitos,

mostrando-0s muitas vezes aos pares como verificado nafigura 11.
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- Na TFD com 2 Jen? observou-se a presenca e o desenvolvimento de vactiolos
normamente, sem variagbes na celularidade da monocamada de cdulas Vero como mostra
afigural2.

- Na TFD com 4,5 Jent observouse a auséncia de vactiolos parasitéforos, reducio
da cdularidade e sensivel variacdo no contorno das cdulas da monocamada de cdulas
Vero, que também agpresentaram vaios vaclolos em seu interior, como demonstrado na
figura 16.

O DiOCs(3) (3,3- dienxiloxocarbocianina iodado) utilizado para corar o reticulo
endoplasmético (RE) , organela de cdulas animais e vegetais, produz brilho muito intenso e
é utilizado para visudizar o RE em cédulas vivas e fixadas, sendo um marcador lipofilico, o
DiOCg(3) permite marcar também outras membranas ceulares (FERREIRA, 2000). As
amogtras tratadas com DiOCg(3) mostraram maior concentragdo reticular ao redor dos
vactolos, principdmente em ensaios de fotomodulagdo (figura 09), quando comparados
aos grupos controle (figura 14) . Outro marcador utilizado e que possibilitou observactes
fo. a Rodamina — Fdoidina, utilizada para marcacdo dos filamentos intermediaios do
citoesqueleto , observando-se a organizacdo e dindmica do citoesqueleto. A marcacdo
fluorescente dos filamentos intermediaios é importante ferramenta para a investigacdo da
dindmica do citoesqueleto in vitro; sua marcacdo ndo especifica é desprezivel, assm o
contraste entre areas marcadas e ndo marcadas € dtamente puro (CARNEVALLI, 2001).
Foi possivel andisar que os filamentos intermedi&ios das cdulas parasitadas pelo T. gondii
mostraram sensivel variagdo no seu aranjo se comparadas com céulas ndo parasitadas
(figura 13), a0 contr&io do que ocorre quando o parasito submetido ao tratamento pré-
inoculacdo sofre destruicdo no interior da célula hospedeira(figura 22). Na marcagéo pela
JC-1, sonda lipofilica que nos permite andisar o potencid de membrana devido a
intensdade de fluorescéncia, verificase que as mitocdndrias sdo sensivels a radiagbes com
vaios comprimentos de onda de luz visivels, sendo que a ativacdo do consumo do oxigénio
acarreta mudancgas nas propriedades eetroquimicas, bioquimicas e Opticas de mitocdndrias
isoladas (CARNEVALLI, 2001). Ta condicdo pode ser observada nas condigbes das
figuras 20 e 21, onde a atvidade mitocondrid emite fluorescéncia na faxa do amarelo

quanto maior for a atividade mitocondrid.



Em condiges naturais, apos o parasita entrar no hospedeiro, este para de mover-se e
0 vaclolo fecha-se na sua por¢éo find . O vaclolo recém formado imediatamente recruta
mitocondrias e porgdes do reticulo endoplasmético do hospedeiro. Esta associagdo fechada
entre organelas hospedeiras e o vacliolo parasitéforo é do tipo que desempenha um papel na
aquiscdo de nutrientes essenciais (possivelmente lipideos) para o crescimento intraceular
(BLACK; BOOTHROQOYD, 2000). No ensaio find , onde redizou-se o tratamento dos
protozoarios antes da inoculacdo, foi possivel verificar que nos parasitos tratados apenas
com Ftaocianina Lipossoma ndo havia a movimentagdo norma observada nas populagbes
controle e os vacuolos formados eram raros e pequencs, muitos com materid irregular no
seu interior. Na TFD com 2 Jen? também ha comprometimento na mobilidade e
progressao dos parasitos , 0s vaclolos existentes estéo, em sua maioria, distantes do niicleo
das células paraditadas e muitos sB0 muito pequenos e irregulares, demongdrando a
irregularidade do materia interno como para a Ftdocianina Com 4,5 Jent , verificouse
parasitos iméves, vaclolos totadmente irregulares e com materid amorfo no interior,
sugerindo que ocorreu a colonizacd pelos parasitos mas estes foram posteriormente
digeridos. Na marcacdo com DiOCg(3) ndo ha a mesma concentracdo de reticulo verificada
nos outros ensaios (figuras 17 e 18). Com JC-1 ndo se verificou aividade mitocondrid ou
eda esteve muito discreta em rdacdo ao grupo controle (figura 21) e com Rodamina-
Faoidina os filamentos intermedidrios das céulas hospedeiras ndo gpresentou as variagies
que freqlentemente ocorrem nos ensaos com 0s cultivos ceulares submetidos ao
tratamento ou ag&o direta do parasito (figura 22).



Figura 9: Céulas Vero incubadas com protozodrios e irradiadas com Laser na densidade de
energia de 2 Jen? . Apds 12 horas realizou-se marcagi com DiOCg(3). Observa-se grande

vactolo, intimamente ligado ao nlcleo celular cercado por reticulo (seta); 2500X.

Figura 10: Cédulas Vero inoculadas com T. Gondii (controle). Apds 24 horas redizou-se a

marcacdo com DiOCs(3). Observa- se processo de ruptura celular ; 2500X.






Figura 11 : Tratamento dos parasitos gpenas com Ftaocianina lipossoma , marcado com
DiOCg(3) mostrando pequeno vacuolo (centra, préximo ao nlcleo - seta), com menor
concentrac@o de reticulo ao redor e um padrdo muito constante, vactolos com parasitos aos
pares e com edtrutura ligeiramente maior quando comparados aos parasitos sem tratamento;
2500X.

Figura 12 : Terapia fotodindmica com DE. 2 Jcn? marcado com DiOCs(3), apds 12 horas
veificanse vaclolos em desenvolvimento (seta); ndo ha dgnificativa dteracdo na
edtrutura celular. Contudo a velocidade da replicacdo dos parasitos e liberacdo para meio
extracdlular ocorre de forma reduzida quando comparado com as culturas de céulas Vero
inoculadas com o parasito, submetidas ou ndo airradiacdo Laser; 2500X.
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Figura 13 : Cultura cdular em microscopia de fluorescéncia , marcada com Rodamina
fdoidina para citoesqueleto (filamentos intermedidrios das cdulas hospedeiras), mostrando
vaclolo com parasitos fixados 24 horas apds inoculagdo sem 0 uso do laser como
fotomodulacéo , ftaocianina ou PDT (seta) ; percebe-se como o vacltolo formado esta
proximo ao nucleo celular dém da sugestiva variacdo no citoesqueleto  se comparado com
a cdula adjacente (setas); 2500X.

Figura 14 : Mesma imagem em microscopia de fluorescéncia mostrando vactiolo com
parasitos fixados 24 horas apds inoculacdo nos grupos controle, sem o uso do laser como
fotomodulagéo , ftalocianina ou TFD (seta); percebe-se como o vaclolo formado esta
proximo ao nlcleo cdular e este por sua vez mostra variacdo em seu contorno ; uso de

DiOCs(3) para marcacdo de reticulo; 2500X.






Figura 15 : Imagem de cultura cdular mosirando a grande quantidede de parasitos e
vaclolos ap6s 24 horas da biomodulagio com Laser , D.E 4,5 Jen?, marcada com
DiOCs(3); 2500X.

Figura 16 : Cultura cdular marcada com DiOCgs(3) mostrando reducéo da celularidade,
dteracdo no contorno da maioria das cdlulas e a formacdo de inUmeros vactolos apos 24
horas da TFD com 4,5 Jcn?; 1000X.
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Figura 17 : Cultura cdular marcada com JC-1 , 12 horas apés inoculacdo dos parasitos pré-
tratados com TFD 4,5 Jen? (seta); 2500X.

Figura 18 : Cultura cdular marcada com DiOCs(3) , 24 horas apds inoculacdo dos parasitos
pré-tratados com TFD 2 Jent (seta); 2500X.






Figura 19 : Imagem de cultura cdular marcada com JC-1, 12 horas pos inoculagdo dos
parasitos pré-tratados com ftaocianina lipossoma (setas), mostra ateracdo na estrutura dos

vacuolos com materid digerido no seu interior; 2500X.

Figura 20 : Céulas marcadas com JC-1, 24 horas pés inoculacdo dos parasitos sem
qualquer pré-tratamento (setas), mostra dteragdo na dividade mitocondrid dos parasitos e
agrupamento das mitocdndrias da céula hospedeira préximo ao vaclolo entretanto sem
atividade mitocondria detectavel; 2500X.






Figura 21 : Cultura cdular marcada com JC-1, 12 horas pos inoculagdo dos parasitos com
pré-tratamento por Ftaocianina Lipossomd(setas), mostra discreta dteracdo na aividade
mitocondrid dos parasitos e da céula hospedeira; agrupamento das mitocdndrias da célula
hospedeira proximo ao vactiolo além da presenca de parasitos aos pares e com sua estrutura

maior que a dos parasitos sem o pré-tratamento; 2500X.

Figura 22 : Cultura cdular marcada com Rodamina-faloidina, 12 horas pés inoculacdo dos
parasitos com  pré-traamento por Ftalocianina Lipossomd, ndo mostra vaiacdo nos
filamentos intermedi&ios das cdulas parasitadas, dém de evidenciar dteracdo na estrutura
do parasito encerrado em vactolo provavelmente lisossomd (setas); 2500X.
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6. CONCLUSAO

ApOs a confeccdo do substrato celular congtituido de monocamada de células da

linhagem VERO, inoculagdo com os protozodrios, tratamento com o famaco fotossensive

Cloroduminio Ftaocianina Lipossomd [ 5iM/ml ] e irradia ¢do com o diodo laser
InGaAIP 685 nm com 2 densidades de energia, 2 Jen e 4,5 Jent pode-se condluir que:

A irradiacéo laser nos grupos celulares inoculados com T. gondii e que néo
receberam o tratamento com o fotossenshilizante mostrou o efeito primaio
da irradiacdo, com aumento no nimero de cdulas hospedeiras e no
desenvolvimento dos paradtas inoculados, demonstrando a biomodulacgo,
(figura 15).

O uso da Cloroduminio Ftalocianina Lipossomad na concentracdo de 5
1M/ml, com um periodo de incubagdo de 1 hora no escuro em estufa de
cultivo cdular, com atmosfera de 5% de CO, seguida da irradiacéo laser
INGaAIP 685 nm mostrou-se eficiente tanto no tratamento das monocamadas
celulares gpbs 24 horas de inoculacdo dos parasitos, quanto nos ensaios onde
o parasita foi tratado com o famaco fotossensivel antes da inoculagdo destes
no substrato celular. A eficiéncia é clara quando da irradiaco com 4,5 Jent |
produzindo grandes danos cdulares e nos parastas em seu interior no
primeiro caso (figura 16) e a penetracdo do parasta com a formacdo de
vactolos digestivos quando do segundo caso ( figuras 17 e 18),
demongtrando a inviabilidade do parasita causado peo efeito secundaio da
acd0 do laser via fotoestimulo da Ftalocianina empregada que por sua vez
levou aos danos celulares observados.

Andlises efetuadas gpos 0 uso de fluorocromos marcadores de estruturas
cdulares especificas, possbilitou verificar 0 aumento da concentragéo
reticular marcado com DiOCg(3) a0 redor de vaclolos onde a dindmica de
desenvolvimento e multiplicagdo do parasta € preservada, indicando a
importéncia desta estrutura para a vitdidade e reproducdo do Toxoplasma
(figura 09). Observacdes efetuadas com o marcador Rodamina — Faoidina
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demongraram a dteracdo no padrdo dos filamentos intermediarios celulares
(citoesqueleto) entre cdlulas parasitadas e ndo parasitadas(figura 13), ndo
observadas quando da formagdo de vaclolo com o parasito em provavel
processo de digestdo lisossoma (figura 22). O marcador JC-1, posshilitou
verificar a migracéo de mitocdndrias das células hospedeiras quando da
formacdo dos vaclolos e a sensivel dividade mitocondrial por parte dos
parasitos quando em franco processo de desenvolvimento e multiplicacéo
(figura 20), diferente dos casos de tratamento dos parastos com a
ftaocianina antes da inoculagdo, onde a atividade mitocondrid do parasta e
das células hospedeiras € muito discreta(figura 21).



7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Torna-se necessaio, em ensaios futuros, dentre outras avaiacbes que possam se
mostrar hecessarias No que diz respeito a ensaios com maior especificidade e detalhamento,
alguns estudos possivei's dentro da redidade das atividades executadas, tais como:

- Efetuar amostragens mais significativas, com um maior nimero de repetigdes
e grupamentos de cultivo, visando oferecer maior confiabilidade e compor
um perfil edatistico dos resultados obtidos.

Acompanhar o recrutamento de lisossomos utilizando abumina  complexada

com ouro coloidal como marcador de lisossomos secundérios, associado ao

uso de video microscopia

Isolar 0 vactolo paragitoforo para andlise bioquimica de sua membrana, apds
0s momentosiniciais dainteracdo das cdulas hospedeiras com os parasitas de

diversos grupos ( controle, pré-tratados apenas com Ftalocianing, TFD com
2 Jent e4,5 Jent elou outras densidades de energia que possam ser mais
apropriadas) com afindidade de encontrar indicios de natureza quimica dos

componentes envolvidos no processo de interacao.

- Avdia a posshilidade de reproduzir tais ensaios com outros protozoarios

de interesse clinico, tais como Leishmania sp. e Tripanossoma sp .
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