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Resumo

O Toxoplasma gondii é um protozoario obrigatoriamente intracelular. A toxoplasmose é uma doenca que pode
afetar todos os animais de sangue quente, incluindo os humanos, sendo transmitido por via fecal-oral, via
transplacentaria e por carnivorismo, sendo um parasita cosmopolita, com taxa de infeccao em humanos de 30-
50% da populacao mundial. No Brasil, a prevaléncia sorologica para o T. gondii varia entre 50-80% da
populacao saudavel. Embora majoritariamente a infeccao seja assintomatica, este parasita pode causar sérias
complica¢oes e também a morte durante o desenvolvimento do feto e em pacientes imunocomprometidos. A
toxoplasmose ocular pode ser adquirida, porém é usualmente considerada uma manifestacao tardia da
infeccdo congénita, pois o parasita permanece cronicamente na retina por anos, sendo a doenca ocular mais
comum durante a adolescéncia. Com relacao ao laser de baixa intensidade, o mesmo tem atraido grande
atencao por parte da comunidade cientifica devido as suas aplicacoes terapéuticas. Com relacao ao efeito do
laser em protozoarios, existem muito poucos estudos relacionados. Nossa proposta consiste na analise de
diversos aspectos morfologicos, biolégicos e moleculares utilizando lasers de baixa intensidade durante a
interacao de células VERO com o T. gondii. Para isso, taquizoitos de uma cepa virulenta de T. gondii foram
submetidos ao laser vermelho (660nm) e infravermelho (808nm), seguido da infeccao das células VERO.
Resultados preliminares da infeccdo das células VERO com T. gondii nao demonstraram alteracoes
significativas para alguns parametros bioldgicos relacionados ao ciclo bioldgico do parasito dentro da célula
hospedeira analisada. De qualquer forma, a elucidacao dos aspectos biologicos e moleculares do T. gondii
frente aos lasers de baixa intensidade permitira abertura de novas perspectivas para o entendimento dos efeitos
dos mesmos no desenvolvimento do T. gondii.

Palavras-chave: Toxoplasma. Laser. Intera¢des Hospedeiro-Parasito.
Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan. Toxoplasmosis is a disease that can affect all warm-
blooded animals, including humans, being transmitted by the fecal-oral route, transplacental route and by
carnivorism, being a cosmopolitan parasite with a human infection rate of 30-50% of world population. In
Brazil the serological prevalence for T. gondii varies between 50-80% of the healthy population. Although the
infection is mostly asymptomatic, this parasite can cause serious complications and also death during the
development of the fetus and in immunocompromised patients. Ocular toxoplasmosis can be acquired, but it
is usually considered a late manifestation of congenital infection, since the parasite remains chronic in the
retina for years, and the ocular disease is more common during adolescence. Regarding the low intensity laser,
it has attracted great attention from the scientific community due to its therapeutic applications. Regarding
the effect of laser on protozoa, there are very few related studies. Our proposal consists in the analysis of several
morphological, biological and molecular aspects using low intensity lasers during the interaction of VERO cells
with T. gondii. Tachyzoites from a T. gondii virulent strain were submitted to red laser (660onm) and infrared
(808nm), followed by VERO cell infection. Preliminary results of VERO cell infection with T. gondii did not
demonstrate significant changes for some biological parameters related to the parasite biological cycle within
the host cell. However, elucidation of the biological and molecular aspects of T. gondii submitting low intensity
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lasers will allow the opening of new perspective for the understanding lasers effects on the T. gondii
development.

Keywords: Toxoplasma. Laser. Host-parasite interaction.

INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii €é um
protozoario patogénico obrigatoriamente
intracelular, membro do filo Apicomplexa,
ordem Coccidea. A toxoplasmose é uma
doenca que pode afetar todos os animais de
sangue quente, incluindo os humanos,
sendo transmitido por via fecal-oral, via
transplacentaria e por carnivorismo
(ROBERT-GANGNEUX, 2012). Embora
majoritariamente a  infeccdo  seja
assintomatica, este parasita pode causar

doencas e morte durante 0
desenvolvimento do feto e sérias
complicacoes em pacientes
imunocomprometidos (BLACK;

BOOTHROYD, 2000).

O homem pode adquirir a infeccao
principalmente por trés vias: 1) pela
ingestao de oocistos liberados junto com as
fezes dos felideos no ambiente, no solo e na
agua; 2) pela ingestao de cistos teciduais
viaveis presentes na carne crua ou mal
cozida; 3) durante a gestacdo através da
infeccao transplacentaria (DUBEY, 2004).
Enquanto a disseminacao de oocistos no
ambiente é um fator primario que explica a
distribuicio mundial do T. gondii, a
formacao e permanéncia de cistos nos
tecidos por longos periodos no hospedeiro
aumentam a capacidade de transmissao do
parasito. Assim, a transmissao do T. gondii
para seres humanos através do consumo de
carne crua ou mal cozida permanece como
uma forma significativa de transmissao
(DUBEY; JONES, 2008; ROBERT-
GANGNEUX, 2012).

Sob a influéncia da resposta imune
do hospedeiro, o T. gondii sofre
diferenciacao celular (interconversao) com
consequente formacao de cistos teciduais,
possibilitando, assim, a sua manutencao
no interior da célula hospedeira. Os cistos
podem persistir por toda a vida do
hospedeiro, porém, o mecanismo dessa
persisténcia nao é ainda totalmente

esclarecido (SULLIVAN; JEFFERS, 2012;
TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).
Com alguma frequéncia, existe
aparentemente no hospedeiro uma
reativacdo  espontanea, quando os
bradizoitos intracisticos novamente se
diferenciam em taquizoitos, sendo capazes
de disseminar e formar novos cistos.
Normalmente, a resposta imune previne
efetivamente a disseminacao desses
taquizoitos. Em hospedeiros
imunocomprometidos, tal reativacao pode
ser descontrolada com mais frequéncia.
Desta diferenciacao, ocorre a liberacao de
taquizoitos e sua rapida disseminacao,
resultando em demasiada destruicao
celular, provocando graves lesdes em
diversos o6rgaos podendo ocasionar
pneumonias, encefalite aguda e morte.
Quando ocorre infeccdo aguda numa
gestante, principalmente no primeiro
trimestre da gestacdo, podem provocar
graves lesoes neurolbgicas no feto ou até
mesmo o aborto (BLACK; BOOTHROYD,
2000; GROSS, 2004; SULLIVAN;
JEFFERS, 2012).

T. gondii é um parasita global sem
barreiras geograficas, sendo a taxa de
infeccado em humanos de 30 a 50% da
populacdo mundial (EL-AWADY et al.,
2000). No Brasil, a prevaléncia sorolégica
para o T. gondii varia entre 50 e 80% da
populacdo saudavel. Tem sido observado
que a incidéncia de toxoplasmose ocular
adquirida pode ser alta, dependendo da
area geografica de ocorréncia da doenca.
Segundo Silveira et al. (1988), a cidade de
Erechim, RS, Brasil, é a regidao de maior
incidéncia de toxoplasmose ocular no
mundo, provavelmente devido ao grande
consumo de carne mal cozida. Acredita-se
que, nessa populacio, a toxoplasmose
adquirida, que induz a doenca ocular, é
similar aquela observada na toxoplasmose
congénita (MARTINS et al., 1990).

11



REVISTA DA JOPIC | VOL. 01 | N2 02 | 2018

A toxoplasmose ocular pode ser
adquirida,  porém, ¢  usualmente
considerada uma manifestacao tardia da
infeccdo congénita, pois o parasita pode
permanecer encistado na retina por anos,
apO0s uma coreorretinite inicial, sendo a
doenca ocular mais comum durante a
adolescéncia  (KLAREN;  KIJLSTRA,
2002). A toxoplasmose ocular, como
resultado de uma infeccdo natural,
também tem sido encontrada em caes,
gatos, porcos, cabras e ovelhas (PIPER;
COLE; SHADDUCK, 1970). No olho, a
principal estrutura afetada pelo T. gondii é
a retina, assim como a vea, mas também
existem evidéncias de que o nervo Optico
pode ser diretamente afetado pela
proliferacao dos parasitas. Contudo, estes
relatos mostram que uma minoria dos
pacientes com toxoplasmose ocular
apresenta neurite Optica (BERENGO;
FREZZOTTE, 1962; ROBERTS; MCLEOD,
1999). Em pacientes imunocompetentes, a
toxoplasmose ocular tem sido considerada
uma sequela da infeccao congénita pelo T.
gondii e é pouco frequente sua ocorréncia
em infeccoes adquiridas apdés o
nascimento. A toxoplasmose ocular é a
causa mais comum de uveite em individuos
imunocomprometidos (TABBARA, 1990),
e €& ainda um desafio para os
oftalmologistas no que diz respeito ao
diagnostico e a conduta a ser adotada. Na
maioria dos pacientes, é presumivel que
isso seja uma condicdo de reativacao
congénita (MONTOYA; REMINGTON,
1996), mas casos de infeccao adquirida
também tém sido reportados (RONDAY et
al., 1995).

Lasers terapéuticos de baixa
intensidade na faixa do vermelho e do
infravermelho préximo (600 a 1000 nm,
aproximadamente) sao cada vez mais
utilizados em protocolos clinicos por
profissionais em Fisioterapia e
Odontologia para tratamento de diferentes
doencas e em diferentes especialidades,
como na ortopedia (ANGELETTI et al.,
2010) para cicatrizacio de feridas
(PEPLOW et al.,, 2010), resolucao de
processos inflamatorios (PEJCIC et al.,

2010), tratamento da dor (CHOW et al.,
2009) e de lesoes na cavidade oral em
pacientes sob radioterapia contra o cancer
(DE CASTRO; GUINDALINI, =2o010;
ROSENTHAL; TROTTI, 2009). A maioria
dos protocolos é desenvolvida
empiricamente, resultando em doses que
variam de poucos a muitos Joules. Apesar
do significativo numero de estudos
encontrados na literatura, as informacoes
sobre os efeitos de lasers em sistemas
biolégicos nao sao conclusivas, sendo, em
sua maioria, relatos de casos clinicos ou
observacoes com pouco embasamento
cientifico. Poucos estudos avaliaram os
efeitos adversos, em nivel celular ou
molecular, de lasers e a relacao destes
efeitos com a dose (ou fluéncia), a poténcia
ou o0 modo de emissao laser (continua ou
pulsada).

Estas aplicacoes se baseiam no
chamado efeito de bioestimulacgao.
Atualmente, terapias baseadas em lasers
de baixa intensidade, também conhecida
como laser frio, tém sido utilizadas com
sucesso por profissionais da Saide para
tratamento de diferentes doencas em
tecidos moles e no tecido 6sseo (REDDY,
2004). Na literatura, sao encontrados
estudos sobre os efeitos biologicos dos
lasers de baixa intensidade em culturas de
células (HUANG; LU; KAO, 2012), em
animais (DA ROSA et al., 2012) e em
humanos (ESLAMIAN et al.,, 2012).
Embora resultados importantes sobre os
efeitos biologicos destes lasers tenham sido
obtidos, para muitos destes efeitos, a
relacao dose-resposta, poténcia-resposta
ou frequéncia-resposta nao foi ainda
obtida e/ou os mecanismos basicos
responsaveis pelos efeitos observados em

doses utilizadas em protocolos
terapéuticos nao sao completamente
compreendidos.

Em células eucarioticas, tém sido
avaliados efeitos destes lasers na
viabilidade celular (ESMAEELINEJAD et
al., 2013) e a expressaio de genes
relacionados a resposta inflamatoéria
(BARRETTO et al., 2013) e reparo tecidual
(MIN; GOO, 2013). Entretanto, estes
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estudos ainda nao sao conclusivos e ainda
nao foi avaliada a expressao de genes
relacionados ao reparo de lesdes no DNA.
Se levarmos em conta a utilizacdo desta
tecnologia com outros organismos, como
por exemplo os protozoarios, podemos
constatar a quase total falta de informacoes
acerca dos efeitos biologicos e moleculares
dos lasers neste grupo de seres vivos
causadores de tantas enfermidades,
fazendo com que esta proposta tenha um
carater inovador.

Com relacao ao efeito do laser de
baixa intensidade em protozoarios,
existem muito poucos estudos
relacionados, sendo os mesmos muito
recentes. Um deles foi um estudo de caso,
relatando uma complicacdo ap6és uma
terapia fotodinamica em olho. Paciente
com 84 anos, diagnosticado com
degeneracao macular relacionada a idade,
com neovascularizacao de coroide (NVC),
que leva a perda visual, foi tratado com
terapia fotodinamica (TFD) e
triamcinolona intravitrial. Apos 45 dias do
tratamento, paciente retornou com um
histérico de 15 dias de intenso déficit
visual, sendo constatado grave retinite
necrozante, provavelmente provocada por
uma reativacao de lesao satélite provocada
por T. gondii, uma vez que foi confirmado
por sorologia um alto titulo de IgG anti-
toxoplasma e total cicatrizacao da lesao
ap0s tratamento com pirimetamina,
sulfadiazina e acido folinico. Os autores
sugerem que a provavel causa dessa
reativacao teria sido o uso da triancinolona
intravitrial, um corticoide, descartando
qualquer relacito da TFD com a
recrudescéncia da infeccdo. Neste caso a
TFD foi utilizada, pois ela promove a
seletiva destruicao da neovascularizagao de
coroide, nao tendo qualquer relacao com a
reativacdlo da toxoplasmose ocular
(NOBREGA; ROSA, 2007). Outros trés
trabalhos testaram a TFD seguido ou nao
do uso de quimioterapicos, em pacientes
com NVC associado a toxoplasmose ocular,
sendo em todos os trabalhos possivel
verificar a estabilizacdo ou regressao da
NVC em decorréncia da toxoplasmose sem

reativacdo do mesmo (EHRLICH, 2010;
NERI et al., 2010; RISHI et al., 2011). Além
disso, ja existem alguns estudos in vitro e
in vivo, em Leishmaniose, utilizando
componentes que sao fotossensiveis, sendo
utilizados no TFD, sendo capazes, por
exemplo, de mediar a producao de espécies
reativas de oxigénio para a destruicao dos
parasitos apesar de existir ainda efeitos
colaterais para as células hospedeiras
(AKILOV et al.,, 2006, 2007a, 2007b;
DUTTA et al.,, 2005; ESCOBAR et al.,,
2006; MORGENTHALER et al., 2008;
TAYLOR et al.,, 2011). Esses trabalhos
demonstram uma Otima possibilidade de
uso da TFD como um tratamento
alternativo, pelo menos, com a utilizagao
ou nao de farmacos em paralelo, para a
estabilizacado de danos causados pelo T.
gondii no ambiente ocular. A terapia ideal
depende do entendimento da interacgao
entre o laser de baixa intensidade e o T.
gondii, para que num futuro proéximo
adaptacoes sejam feitas para que a TFD
seja a mais efetiva possivel e, quem sabe,
levar a cura da toxoplasmose ocular, sem
causar qualquer dano as células
hospedeiras.

Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi estudar o efeito biologico e
molecular dos lasers terapéuticos de baixa
intensidade, vermelho (660onm) e
infravermelho (808nm), em nivel celular e
molecular, no desenvolvimento do T.
gondii em cultivo de células VERO.

METODOLOGIA
Cultivo Celular

Utilizamos a linhagem de células
VERO, obtida no Banco de Células do Rio
de Janeiro, que foram cultivadas em uma
mistura (1:1) de meio Dulbecco Eagle
modificado e Ham F-12 (DMEM:F-12).

Obtencao de Parasitos

Formas taquizoitas da cepa RH
(virulenta) foram mantidas através de
sucessivas passagens em culturas de
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células VERO. Parasitos liberados no
sobrenadante foram purificados por
centrifugacdo diferencial, em seguida
realizado o teste de viabilidade com Azul de
Tripan, sendo utilizados imediatamente
nos experimentos de infeccao.

Lasers de baixa intensidade

Foram wutilizados lasers (Photo
Laser III, DMC, Sao Paulo) vermelho
(660onm) e infravermelho (808nm) com
poténcias de saida fixa em 100mW em
modos continuo de emissao em trés
diferentes fluéncias (25, 50 e 100J/cm2).

Avaliacdo da infectividade e multiplicacao
celular

Apoés o tratamento do parasito com
os lasers, esses parasitos foram utilizados
nos ensaios de interacdo com as células
VERO. Apés quatro horas de interacao, as
culturas foram fixadas e coradas utilizando
Kit Panoético. As anélises para cada tipo
celular estdo sendo realizadas por pelo
menos trés observadores, a partir da
contagem de pelo menos 300 células em
cada laminula em diferentes areas
escolhidas aleatoriamente, em duplicata
dentro de cada experimento, com minimo
de trés experimentos.

Analise estatistica

Os valores do namero de células
infectadas, nimero de vactolos, nimero
de parasitos e nimero de vactolos com
mais de 10 parasitos estdo apresentados
como média e desvio padriao. A
comparacao entre os grupos foi realizada
através da analise de varidancia nao
paramétrica (teste de Kruskal-Wallis).
InStat Graphpad software foi utilizado
para realizar as andalises estatisticas
(GraphPad InStat for Windows XP,
GraphPad Software, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os métodos empregados neste
trabalho, foi possivel realizar a anélise de
alguns aspectos relacionados com a
biologia da interacdo parasito-hospedeiro
que poderiam ter sido alterados durante o
tratamento das formas taquizoitas do T.
gondii com trés diferentes fluéncias
utilizando laser vermelho e infravermelho.
O primeiro aspecto analisado foi a
quantidade de células infectadas apos o
tratamento dos parasitos com os lasers nos
tempos de interacao de 4 e 24 horas, onde
nenhuma alteracdo significativa foi
encontrada (figuras 1 e 2 respectivamente).
Com relacao ao numero total de vaciolos
parasitoforos encontrados nos cultivos de
célula, também nao foi encontrada
nenhuma alteracdo significativa apods
tratamentos com os diferentes lasers e
fluéncias nos tempos de 4 e 24 horas de
interacdo  parasito-célula  hospedeira
(figuras 3 e 4 respectivamente). Quando
comparamos o numero total de parasitos
encontrados nas culturas infectadas com
parasitos nao tratados e tratados com os
diferentes lasers e fluéncias, também nao
foi possivel comprovar uma alteracao
significativa dos valores, apesar de ter sido
observado uma tendéncia no aumento do
nimero dos parasitos na fluéncia de
100J/cm2 com o laser infravermelho
quando comparado com o controle e
demais variaveis do tratamento (figuras 3 e
4 respectivamente). ApOs 24 horas de
interacdo, foi possivel encontrar um
nimero maior de parasitos, facilitando,
dessa forma, a observacdo de grandes
vactolos parasitéforos. Com base nessa
caracteristica, neste tempo também
analisamos o namero de vactolos
contendo mais de 10 parasitos. Existe uma
tendéncia de diminuicdo no numero de
vactolos com mais de 10 parasitos, mas
sem nenhuma significancia quando feito a
analise de variancia nao paramétrica

(figura 7)
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Figura 1: Numero total de células VERO infectadas com formas taquizoitas do T. gondii
previamente expostos aos lasers vermelho (660nm) ou infravermelho (808nm) em diferentes
fluéncias, ap6s quatro horas de interacao.
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Figura 2: Numero total de células VERO infectadas com formas taquizoitas do T. gondii
previamente expostos aos lasers vermelho (660nm) ou infravermelho (808nm) em diferentes
fluéncias, ap6s 24 horas de interacao.

M VERMELHO INFRAVERMELHO
35

) 1 .. X

20
15 I
10 —
5 I
0 T
0 25

z

CEL. INFECTADAS

T T 1

50 100
FLUENCIA (J/cm?)

Barra da fluéncia 0 (zero) corresponde ao controle no tratado com laser.
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Figura 3: Numero total de vactolos em cultivo de células VERO infectadas com formas
taquizoitas do T. gondii previamente expostos aos lasers vermelho (660nm) ou infravermelho
(808nm) em diferentes fluéncias, apoés quatro horas de interacao.
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Figura 4: Numero total de vactolos em cultivo de células VERO infectadas com formas
taquizoitas do T. gondii previamente expostos aos lasers vermelho (660nm) ou infravermelho
(808nm) em diferentes fluéncias, apds 24 horas de interacao.
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Figura 5: Numero total de parasitos em cultivo de células VERO infectadas com formas
taquizoitas do T. gondii previamente expostos aos lasers vermelho (660nm) ou infravermelho
(808nm) em diferentes fluéncias, apds quatro horas de interacao.
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Figura 6: Numero total de parasitos em cultivo de células VERO infectadas com formas
taquizoitas do T. gondii previamente expostos aos lasers vermelho (660onm) ou infravermelho
(808nm) em diferentes fluéncias, apos 24 horas de interacao.
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Figura 7: Numero total de vactolos contendo mais de 10 parasitos em cultivo de células
VERO infectadas com formas taquizoitas do T. gondii previamente expostos aos lasers
vermelho (660nm) ou infravermelho (808nm) em diferentes fluéncias, apos 24 horas de

interacao.
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Barra da fluéncia 0 (zero) corresponde ao controle ndo tratado com laser.

Os dados preliminares aqui
apresentados apds andlise dos cultivos de
células VERO infectadas com taquizoitos
do T. gondii apdés quatro horas de
interacdo, tratados com diferentes
fluéncias do laser de 660onm e 808nm nao

demonstraram alteragoes significativas no
percentual de células infectadas, no
nimero médio de vactolos por célula, no
numero médio de parasitos por vactolo e
nimero médio de parasitos por célula
(tabela 1).

Tabela 1 — Cultivo de células VERO + Taquizoitos apds 4 horas de interacao

Laser - dosagem % células N° médio N° médio N° médio
infectadas vacuolos/células parasitos/vaciiolo | parasitos/célula
Controle (sem laiser) 8,6% 1,3 1,00 1,3
660nm - 25J/cm? 7,7% 1,4 1,02 1,4
660nm - 50J/cm? 8,8% 1.4 1,00 1.4
660nm - 100J/cm? 8,1% 1,4 1,00 1.4
808nm - 25J/cm? 7,5% 1,4 1,00 1,4
808nm - 50J/cm? 7,9% 1,3 1,00 1,3
808nm - 100J/cm? 8,1% 1,3 1,00 1,3

OBS: variaveis em duplicata dentro de cada experimento, num total de n = 3 experimentos.
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CONCLUSAO

O namero de experimentos
analisados ainda nao é suficiente para
concluirmos se existe qualquer alteracao
relacionada ao ciclo multiplicativo do T.
gondii no modelo celular aqui apresentado.
Esses dados preliminares sugerem uma
sutil interferéncia do laser de baixa
poténcia, na capacidade infectiva e na
multiplicacdo do T. gondii, mas sem
significancia comprovada. Mais
esclarecimentos serdo alcancados com a
realizacdo de um numero maior de
experimentos (n>5), para que uma analise
estatistica mais segura seja alcancada.

Vale ressaltar que a elucidacao dos
aspectos biologicos e moleculares do T.
gondii frente aos lasers de baixa
intensidade e a interacdo deste parasito
com diferentes modelos celulares
permitird abertura de novas frentes de
trabalho para o entendimento dos efeitos
dos lasers no desenvolvimento do T.
gondii.
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