Il Congresso de Iniciagcdo Cientifica PIBIC/CNPq - PAIC/FAPEAM Manaus — 2013

POTENCIAL GENOTOXICO DA LASERTERAPIA EM PROLE DE Rattus
norvegicus (WISTARS)

Deborah de Souza DALLES?; Eduardo S. ELER?; Ayrles S. G. B. MENDONGCAS?; Eliana FELDBERG*
1Bolsista PAIC/FAPEAM-INPA; 2Coorientador Laboratério de Genética Animal/INPA/GCBEyv;
3Colaborador/UFAM; *Orientadora Laboratorio de Genética Animal/INPA

1. Introducéo

O termo laser é uma abreviacdo em inglés que significa “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation” (amplificagdo da luz através da emissdo estimulada de radiacao) (Bossini 2007). A terapia
usual dessa radiagcdo se caracteriza como laserterapia, a qual € frequentemente utilizada no tratamento
de quadros patoldgicos ou estéticos através do emprego de radiagdo de baixa intensidade, ndo devendo
promover efeitos térmicos nos tecidos irradiados. Quando absorvida, a energia laser faz com que
biomoléculas especificas alcancem um estado de excitac@o eletrénica, no qual sdo capazes de sofrer
reagdes quimicas como oxidagdo, reducdo, isomerizagdo, ruptura de ligagdes covalentes ou interagdes
com outras biomoléculas. Esse quadro excitatério possibilitara, entre outros fatores, o aumento da
producdo de ATP, aumento da taxa metabdlica e consequentemente, aumento na taxa de multiplicacdo
de células como os fibroblastos, fatores que sdo imprescindiveis a cicatrizacédo tecidual (Baldan et al.
2012). Em geral, as contra-indica¢des do laser ndo mudaram muito ao longo do tempo, desde meados
dos anos 80 até os dias atuais, evidenciando a importancia de comprovacéo cientifica de algumas das
contra-indicacdes que ndo estdo bem elucidadas (Melo et al. 2006; Hu et al. 2007). Desse modo,
analisando-se o “Chartered Society of Physiotherapy: Safety of electrotherapy Guidance”, ainda é possivel
a busca “atual” de informag¢@es adicionais referentes a esse quesito. Assim, quando se trata de terapia em
gestante, ndo se faz o uso da laserterapia, devido a auséncia de evidéncias fortes que mostrem que néo
h& risco para o feto, representando, essa cautela, uma precaucdo convencionada. Desse modo, é
imprescindivel que haja a avaliagdo dos possiveis efeitos genotoxicos da aplicagdo do laser em Utero
gravidico, uma vez que evidenciando tal efeito ficara elucidado seu maleficio. Diante disso e pensando
nas possiveis contra-indicagbes da laserterapia, encontra-se a gestacdo como sendo de precaucdo
relativa, visto que ndo existem comprovagBes nem estudos mais precisos sobre o risco da laserterapia
para o feto, o que leva a reflexdo se a aplicacdo do laser seria potencialmente mutagénica ou ndo. Para
testar o efeito mutagénico da laserterapia, escolhemos estudar a prole de roedores da raca Wistar (Rattus
norvegicus, espécie comumente criada em biotérios e amplamente utilizada como cobaia nos mais
diversos experimentos cientificos) submetidos a esse tratamento, reproduzindo situa¢cdes em que o ser
humano é quem estaria exposto a estes agentes. Para esse estudo foi realizada a andlise do cari6tipo
corado em Giemsa, uma vez que a radiagdo laser pode gerar quebras nos cromossomos mitéticos e
consequente perda destas regides, formando uma regido de gap facilmente identificada pela coloragéo
convencional (Baldan et al. 2012).

2. Material e Métodos
A metodologia foi dividida em duas fases: indugdo de feridas em ratas prenhas e posterior tratamento
destas por laserterapia; e a andlise do efeito genotdxico da laserterapia na prole dessas ratas.

Fase 1 - Laserterapia

Esta fase foi realizada no Biotério do INPA. Foram utilizadas 6 fémeas prenhas de Rattus norvegicus
(Wistar), divididas em dois grupos:

Grupo | — 3 ratas, que foram tratadas com aplicacdo de LASER 4J/cm?.

Grupo Il — 3 ratas, que ndo receberam nenhum tipo de tratamento (grupo controle).

As ratas prenhas foram submetidas a laserterapia diariamente, durante todo o periodo de gestacao
(aproximadamente 20 dias). O tempo de exposi¢cdo ao laser foi de 2 segundos por sessdo, mantendo a
fonte de laser bem préxima a pele do animal, porém sem tocéa-la.

Fase 2 - Andlise do efeito genotéxico da laserterapia

Os possiveis efeitos genotdxicos da laserterapia no genoma foram avaliados citogeneticamente na prole
das ratas gravidas submetidas ao tratamento, sendo analisados 5 filhotes por grupo. Cromossomos
mitéticos foram obtidos a partir de células da medula 6ssea dos individuos, conforme Ford e Harmerton
(1956), utilizando colchicina a 0,0125% para bloqueio da diviséo celular, KCl a 0,075M durante 30 minutos
para hipotonizacéo das células, e fixador Carnoy (metanol 3:1 acido acético) para preservacgao das células
hipotonizadas. As laminas foram coradas convencionalmente com solucdo de Giemsa a 5%; as metafases
foram fotografadas e os cromossomos montados em ordem decrescente e ordenados conforme Levan et
al. (1964).E para distinguir constricdes secundarias foi utilizada a impregnagcdo com AgNOs, que marca
especificamente as regides organizadoras dos nucléolos (dados ndo mostrados).
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3. Resultados e Discusséo

Foram analisados cinco individuos do grupo |, tratados com laser 4J/cmz, e cinco individuos do grupo II,
grupo controle. Todos os animais apresentaram 2n=42 cromossomos e NF=62. Comparando os dois
grupos analisados foram identificadas altera¢des na cicatriza¢do, onde as lesdes do grupo tratado tiveram
uma cicatrizagdo mais rapida que as do grupo controle (dados ndo mostrados). Apenas em um dos
filhotes do grupo | foi verificada uma alteragdo cromossémica (Fig. 1) que se tratava de uma dele¢do em
parte do brago longo de um cromossomo do par 8, chamada de delecao intercalar ou “gap” (Fig. 1b).

De acordo com a analise de outros individuos do mesmo grupo (Fig. 2) e do grupo controle (Fig. 3) nao foi
encontrada nenhuma alteragéo cariotipica. Entretanto, com esta analise ainda n&o é possivel afirmar que
a laserterapia ndo provoca rearranjos cromossdmicos, pois a quantidade de individuos analisados nao foi
suficiente para isso, sendo ainda necessarios mais estudos. Devido a auséncia de literatura sobre a
laserterapia em Utero gravidico, as andlises feitas precisardo ser avaliadas profundamente, utilizando os
mesmos materiais, porém com outras técnicas, como o teste do microncleo.
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Figura 1 — a) Cari6tipo de um individuo pertencente ao grupo | tratado com laser 4J/cmz2; b) Par de
cromossomos n° 8 ampliado para ressaltar a alteracao cromossdmica.
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Figura 2 — Cari6tipo de um individuo pertencente ao grupo |, tratado com laser 4J/cm?, sem alteragcéo
cromossomica.



Il Congresso de Iniciacéo Cientifica PIBIC/CNPq - PAIC/[FAPEAM Manaus — 2013

m‘ S IR A EBIRIRTERY
1 2 3 4 5 6 7

“QJAAaA&ﬂ .

° 03 80 DA 20 ae nA an ar aa
12 13 14

15 16 17 18 19 20

Figura 3 — Cariétipo de um individuo pertencente ao grupo Il, grupo controle sem nenhuma alteragao.

4. Concluséo

Os padrBes cromossdmicos obtidos para o grupo controle e para o grupo tratado com laser 4J/cm2 nédo
mostraram alteragdes no cariétipo em coloragdo convencional, podendo ndo haver efeitos mutagénicos.
No entanto, estes dados ainda ndo sdo suficientes para se concluir que este tipo de terapia pode ou ndo
gerar efeito genotdxico a prole de uma rata prenha.
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