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Impacto do laser de baixa intensidade na supressao de
infeccoes pelos virus Herpes simplex 1 e 2: estudo in vitro

Impact of low-intensity laser on the suppression of infections
caused by Herpes simplex viruses 1 and 2: in vitro study

Dennis de Carvalho Ferreira'?, Fernanda Otaviano Martins?
e Maria Teresa Villela Romanos?®

RESUMO

0 uso do laser de baixa intensidade na supressdo de infeccoes pelos virus Herpes simplex 1 e 2 foi avaliado apés uma a cinco aplicagoes, sendo
observada uma redugio gradual na replicacio dos virus Herpes simplex 1 e 2 com 68,4% e 57,3% de inibicZo, respectivamente, apéGs 5 aplicagdes,

indicando o seu uso clinico.
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ABSTRACT

The use of low-level laser to suppress infections caused by Herpes simplex viruses 1 and 2 was evaluated after one to five applications. A gradual
reduction in replication of Herpes simplex viruses 1 and 2 was observed, with 68.4% and 57.3% inhibition, respectively, after five applications, thus

favoring its clinical use.
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0 uso terapéutico dos lasers de baixa intensidade (LBI)
ou soft lasers nas ciéncias da satide tem sido empregado
com constancia na pritica clinica devido aos seus efeitos
antiinflamatério, analgésico, anti-edematoso e sua contribuicio
no reparo tecidual'2,

Entre os efeitos citados, podemos incluir também a aceleracio
no processo de sedimentacio 6ssea, bem como a degranulagzio de
mastdcitos, além de promover 0 aumento na circulacio periférica,
avasodilatacio e a proliferagio fibrobldstica' 2.

0 laser terapéutico como agente biomodulador de organelas
citoplasmdticas apresenta como alvo principal os lisossomos e
as mitocondrias, agindo inicialmente como um estimulante da
regulacio da membrana celular, desencadeando em seguida uma
série de reacdes na cadeia respiratoria das mitocondrias por
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meio da ativacio quimica de enzimas, promovendo alteragdes
no metabolismo, ou seja, na biomodulagio’.

Com a finalidade de aplicacio clinica, o laser terapéutico, ou
laser de diodo de baixa poténcia, tem sido utilizado no tratamento
de diversos processos patoldgicos ou procedimentos praticos
da rotina clinica, que vao desde a estomatite aftosa recorrente,
tlceras traumaticas, disfuncio témporo-mandibular (DTM),
sindrome da ardéncia bucal e, entre as infecces virais, para o
tratamento da gengivoestomatite herpética primdria e infeccio
herpética recorrente’ *.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi verificar
o impacto do uso do laser de baixa intensidade na supressio
de infecgdes por amostras de virus Herpes simplex tipos 1 e 2
resistentes ao aciclovir (HSV-1-ACVr e HSV-2-ACVr), in vitro,
uma vez que o aciclovir é o antiviral de escolha entre os antivirais
atualmene liberados para o tratamento das infec¢des causadas

por esses virus'.

As infecgdes causadas pelos virus Herpes simplex tipos
1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) podem ser primdrias e recidivantes. A
maioria das infecgdes orais é causada por HSV-1 e as infecgdes
genitais por HSV-2, mas o contato orogenital pode causar infeccio
de ambos os tipos tanto na mucosa oral quanto na mucosa
genital. Lesdes concomitantes orais e genitais também ja foram
relatadas® .

Os virus Herpes simplex tipos 1 e 2 possuem caracteristicas
morfoldgicas e ciclo replicativo semelhantes aos de outros
membros da familia Herpesviridae, causando infecclo latente
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e/ou persistente nas células do hospedeiro. Podem ainda produzir
infecgdes liticas, com ciclo replicativo curto, e estabelecer infeccio
latente e/ ou persistente em células neuronais sensoriais'® .
A particula viral é fragil, pois o envelope lipidico é susceptivel
a0 tratamento quimico com solventes organicos, detergentes
e proteases, tratamento fisico como calor (60°C) ou radiacio
ionizante e nfio-ionizante'.

Ao exame clinico, podemos observar pequenas vesiculas
amareladas, em geral agrupadas, na mucosa (bucal ou genital)
e na pele, geralmente maiores e superficiais, que se rompem
rapidamente formando tlceras que podem coalescer. Sio
recobertas por membrana acinzentada e circundadas por um
halo eritematoso. Estas lesdes evoluem para a cura em um
periodo de sete a 14 dias sem deixar cicatrizes, independente
de tratamento?* . Em pacientes imunocomprometidos, o tempo
da infecgdo torna-se prolongado e as manifestagdes clinicas sio
mais extensas e graves”'°. Entre as maiores dificuldades durante
o percurso clinico da infeccio estdo: o dano estético, desconforto
funcional que ocorre por meio de ardéncia, prurido e dor, além
do trauma por contato! *%.

Para a realizacio deste estudo, foi utilizada a cultura de células
Vero (fibroblasto de rim de macaco Cercopitheccus aethiops),
mantidas em meio minimo essencial de Eagle (MEM-Eagle)
acrescido de 0,03mg/ml de glutamina, 50pg/ml de garamicina,
2,5mg/ml de fungizona, solugfo de bicarbonato de s6dio a 0,25%,
HEPES 10mM e 10% de soro fetal bovino (meio de crescimento)
ou sem soro fetal bovino (meio de manutengio) e incubadas a
37°C em ambiente com 5% de CO, por 48 horas.

As amostras de virus Herpes simplex tipos 1 e 2, resistentes
a0 aciclovir, isoladas a partir do fluido de vesiculas caracteristicas
de herpes labial e de lesdes na genitdlia, respectivamente,
pertencem 2 colecio do LEDAC (Laboratério Experimental de
Drogas Antivirais e Citotoxicas/IMPPG/UFRY]).

A aplicacdo do laser de baixa intensidade foi realizada com
o aparelho da marca DMC, modelo Photon Lase I (laser diodo).
Cada aplicacdio do laser diodo (laser vermelho) foi realizada com
a dosimetria de 30]/cm?, com comprimento de onda de 660nm,
densidade de poténcia de 100mW, em emissao continua, aplicada
de forma pontual, com duragfo de oito segundos para cada
aplicagio (segundo recomendacdes do fabricante), posicionando
o feixe emissor na entrada dos pogos previamente selecionados
de uma placa de 24 pocos (TPP® - Switzerland), sem contato
entre o laser e a placa. Apés a aplicacio, foi realizada a assepsia
do equipamento com dlcool 70%, para prevenir a possibilidade
de contaminacio entre os pocos.

Atoxicidade do laser de baixa intensidade para as células Vero,
ap6s uma a cinco aplicagdes com o mesmo tempo de exposicio,
foi avaliada através da observagio de possiveis alteracdes na
morfologia celular em microscdpio 6tico invertido (Leitz). O efeito
na viabilidade celular foi determinado através da captacido do
corante vermelho neutro. A leitura foi feita em espectrofotometro
(ELx800™ — Bio-TeK Instruments, Inc.), em comprimento de onda
de 490nm, para determinar o niimero de aplicagdes em que pelo
menos 50% das células em cultura permaneceriam vidveis.

A atividade do laser de baixa intensidade na replicacdo dos
virus Herpes simplex tipos 1 e 2, resistentes ao aciclovir, foi
determinada através da redugdo do titulo viral quando comparado
com o controle, sem aplicago. Para isto, foram distribuidos 1ml
de suspensio celular/pogo, em um total de 7 pogos distribuidos
em duas placas de 24 pocos, mantendo uma distancia segura
entre eles para que ndo houvesse interferéncia do laser durante
as diferentes aplicacoes. As placas foram incubadas a 37 °C por
48 horas em ambiente contendo 5% de CO,. Apds esse periodo,
o meio de crescimento foi substituido por meio de manutengio e
100p1 da suspensdo viral foram inoculados em seis pogos da placa.
Imediatamente apds a inoculagio viral, diferentes aplicagdes
(uma a cinco) do laser de baixa intensidade foram realizadas
sobre a cultura de células a fim de determinar se este era capaz
de interferir na propagacio dos virus Herpes simplex tipos 1 e
2. Foram incluidos no teste um controle de células e um controle
de virus, ambos sem exposicio ao laser.

Procedeu-se a incubagdo a 37°C em ambiente contendo 5%
de CO, e, apds 48 horas, foi coletado o sobrenadante do pogo
correspondente ao controle de virus e daqueles em que foram
realizadas as diferentes aplicacdes do laser. Os sobrenadantes
foram titulados pelo método de Reed e Muench’. A percentagem
de inibi¢do viral foi obtida comparando os titulos dos virus dos
testes e do controle.

Analisando os resultados obtidos observamos que, como o
ensaio empregado para avaliar a viabilidade celular baseou-se
na capacidade de células vidveis incorporar e ligar o corante
vermelho neutro com actimulo nos lisossomos, qualquer dano na
membrana citoplasmdtica e na membrana lisossomal diminuiria
a incorporacio e ligacio desse corante. Apesar de ser descrito
que o laser de baixa intensidade é capaz de atuar em lisossomos,
nenhuma alteragdo foi observada ap6s o nimero de aplicagdes
efetuadas, uma vez que 100% das células se mantiveram
vidveis.

Embora ndo tenha sido observada toxicidade do laser de baixa
intensidade para as células empregadas neste estudo, o laser
pode apresentar efeitos danosos, como acelerar a proliferaco de
células neoplasicas, conforme demonstrado em um estudo para
avaliar a estimulagdo de células de carcinoma da laringe através
dalaserterapia®. Além disso, ja foi demonstrada a sua participacio
na formacio de crateras sobre a superficie radicular no caso
de dentes’. Todavia, isso pode ndo ocorrer se uma anamnese
e exame clinico criteriosos forem realizados no dia-a-dia, por
meio de um acompanhamento clinico rigoroso, e se o protocolo
de uso for seguido.

Em relagdo 2 avaliacdo antiviral, os resultados indicaram
diminuicdo do titulo viral. Para o Herpes simplex tipo 1, foi
observado que trés aplicacdes do laser de baixa intensidade nio
foram suficientes para reduzir o titulo viral, sendo essa redugio
observada somente ap6s quatro e cinco aplicagdes com redugio
de 43,8% e 68,4%, respectivamente. J4 para o Herpes simplex
tipo 2 essa reducdo foi gradual, sendo observada uma inibicio
de 30,8% apds uma aplicacdo, atingindo 57,3% apés cinco
aplicacdes (Figuras 1 e 2). Embora tenha ocorrido uma redugo
no titulo viral, estes experimentos ndo permitem afirmar que o
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FIGURA 1

Efeito de diferentes aplicacdes do laser de baixa intensidade na replicagdo do virus Herpes simplex tipo 1 resistente
a0 aciclovir. Diferentes aplicagdes do laser de baixa intensidade (1 a 5) foram incididas em monocamada de células
Vero infectadas com o virus Herpes simplex tipo 1 resistente ao aciclovir e o sobrenadante posteriormente coletado e
o titulo viral determinado. A reduco do titulo viral foi expressa em percentagem de inibi¢do por comparagao com o

controle ndo exposto ao laser de baixa intensidade.
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FIGURA 2

Efeito de diferentes aplicagdes do laser de baixa intensidade na replicagdo do virus Herpes simplex tipo 2 resistente
a0 aciclovir. Diferentes aplicacdes do laser de baixa intensidade (1 a 5) foram incididas em monocamada de células
Vero infectadas com o virus Herpes simplex tipo 2 resistente ao aciclovir e o sobrenadante posteriormente coletado e
o titulo viral determinado. A reduco do titulo viral foi expressa em percentagem de inibi¢do por comparagdo com o

controle ndo exposto ao laser de baixa intensidade.

laser de baixa intensidade agiu de forma especifica em alguma
etapa da replicagdo viral, uma vez que este é capaz de alterar o
metabolismo celular podendo, consequentemente, prejudicar o
ciclo replicativo dos virus. Estudos posteriores necessitam ser
realizados a fim de otimizar a atividade inibitéria do LBI sobre
estes virus, aumentando a intensidade das aplicagdes e variando
o tempo de exposicio, além de determinar em que etapa do ciclo
replicativo dos virus este atua.

0 laser de baixa intensidade tem sido usado na clinica para
o tratamento de diversos processos patoldgicos, entre eles a
mucosite, definida como uma condi¢do inflamatéria da mucosa
que se manifesta através de eritema, ulceracdo, hemorragia,
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edema e dor. Nesse caso, foi observada uma melhora no quadro
dos pacientes devido 2 estimulagdo da atividade celular, acarretando
aliberagio de fatores de crescimento por macréfagos, proliferacio
de queratindcitos, aumento da populagio e degranulacio de
mastdcitos e angiogénese, levando a uma aceleracio no processo de
cicatrizacio de feridas devido, em parte, 2 redugdo na duragio da
inflamagfio aguda, resultando numa repara¢io mais rapida’. Como
os virus Herpes simplex causam um quadro clinico semelhante, o
laser de baixa intensidade poderia agir da mesma forma.

Embora o uso de antivirais tanto a nivel tépico como sistémico
ja tenha sido amplamente discutido sobre sua eficicia, enfatizando
a importancia do uso do aciclovir e de seus efeitos reduzidos
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de toxicidade!, tem-se observado a emergéncia de estirpes
resistentes a esse antiviral. Dessa forma, a busca por outras
opgdes de tratamento deve ser considerada. De acordo com os
nossos resultados obtidos iz vitro, aliados a eficicia clinica do
laser de baixa intensidade, o emprego dessa técnica no dia-a-dia,
associado 2 terapia bésica convencional, podem contribuir para
amelhora do quadro clinico do paciente.
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