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RESUMO
O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial genotéxico da
radiacdo da Laserterapia de Baixa Poténcia (LLLT) na prole de ratas (Rattus
norvegicus albinus), esclarecendo a utilizacdo desta como tratamento em Gtero
gravidico. A LLLT tem sido usada em tratamentos de regeneracéo tecidual em
diversos tecidos. Os efeitos adversos dessa forma de terapia né&o
compreendidos e diferentes componentes, como por exemplo, a poténcia do
laser e o processo de diferenciacdo celular nos tecidos, podem interferir nos
resultados da mesma. Este fato pode explicar a contraindicacdo preventiva do
tratamento em gestantes, uma vez que ndo ha estudos precisos sobre 0 risco
do método para o feto. Para este trabalho induziram-se lesGes nos tecidos de
ratas gravidas. Apds, estas foram submetidas a LLLT sob diferentes métodos e
intensidades de radiacdo, e divididas de forma aleatéria em 6 grupos:
Arsenieto de Galio (ArGa) 6 J/lcm?; ArGa 10 J/cm?; Arsenieto de Gdlio e
Aluminio (ArGaAl) 4 J/cm?; ArGaAl 6 J/cm?; AsGaAl 10 J/cm?; grupo controle
(n&o irradiado). Os fémures de cada um dos vinte e nove individuos da prole
foram retirados para a obtencdo da medula éssea, a fim de que laminas com
cromossomos mitéticos corados com Giemsa fossem observados. Foram
analisadas trinta metafases cada individuo, visando determinar o numero
diploide da amostra (2n=42 cromossomos) e possiveis alteracbes nos
cromossomos ocasionadas pela radiacdo. Ao final, utilizou-se do método de
andlise de dados estatisticos Mann-Whitney para verificar a existéncia de
diferengas entre os grupos. Dentre o numero de células alteradas encontradas
e quantificadas (1,84%), destacaram-se as do tipo quebra (75%) e falha/gap
(25%). As relacbes de danos causados entre: os 6 grupos (p = 0,858), os
diferentes tipos de métodos (p = 0,607), os grupos irradiados com Arsenieto de
Gélio 6 J/lcm? e 10 J/cm? (p = 0,576) e os irradiados com Arsenieto de Galio e
Aluminio 4 J/lcm?, 6 Jlcm? e10 J/cm? (p = 0,77), demonstraram auséncia de
diferenca estatistica. Logo, apesar das alteracdes cromossémicas encontradas
na prole, ndo houve significancia estatistica que comprovasse a indugdo de
defeitos nos cromossomos pela radiagcdo. Palavras-Chaves: Laserterapia;

Ratas Gravidicas; Alteracdes Cromossodmicas; Potencial Genotéxico.



ABSTRACT

The present study aims to evaluate the genotoxic potential of radiation from low
level laser therapy (LLLT) in the offspring of rats (Rattus norvegicus), explaining
how the use of this treatment in pregnant uterus. LLLT has been used in tissue
regeneration treatments in various tissues. The adverse effect of this form of
therapy is understood and various components, such as the laser power and
the process of cell differentiation in tissue can influence the results thereof. This
may explain the preventive treatment contraindication in pregnant women, since
there is no accurate method on the risk to the fetus studies. For this work were
induced tissue damage in pregnant rats. After they underwent LLLT under
different methods and intensities of radiation, and randomly divided into 6
groups: Gallium Arsenide (AsGa) 6 J/cm2; AsGa 10 J/cm2; Gallium Arsenide
and Aluminium (AsGaAl) 4 J/cm2; AsGaAl 6 J/cm2; AsGaAl 10 J/cm2; control
(non-irradiated) group. The femurs of each of the twenty-nine individuals of the
offspring were removed to obtain the bone marrow, so that blades with mitotic
chromosomes stained with Giemsa were observed. These thirty metaphases
each, accounted to determine the diploid number of the sample (2n= 42
chromosomes) and possible changes in chromosomes caused by radiation
were analyzed. At the end, we used a method of statistical data analysis Mann-
Whitney to verify the existence of differences between groups. Among the
number of altered cells found and quantified (1.84%), it is noticeable the type
breaks (75%) and failure/gap (25%). The relationship between damage: 6
groups (p = 0.858), different types of methods (p = 0.607), the irradiated groups
with Gallium Arsenide 6 J/cm2 and 10 J/cm2 (p = 0.576) and irradiated with
Gallium Arsenide and Aluminium 4 J/cm2, 6 J/cm2 and 10 J/cm2 (p = 0.77)
showed no statistical difference. Thus, despite the chromosomal abnormalities
found in the offspring, there was no statistical significance to prove the induction
of defects in chromosomes by radiation. Then one should, undertake similar
research in pregnant women in order to prove a contraindication to the group.
Key Words: Laser therapy; Gravidic rats; Chromosomal changes; Genotoxic
potential.
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Tabela 1 — Representacdo dos individuos em seus respectivos grupos,
quantidade e tipo de alteracbes encontradas, sendo: grupo 1 = A6: grupo
irradiado com 6 J/cm? de AsGa (Arsenieto de Galio); Grupo 2 = A10: grupo
irradiado com 10 J/cm? de AsGa (Arsenieto de Galio); Grupo 3 = H4: grupo
irradiado com 4 J/cm? de AsGaAl (Arsenieto de Galio e Aluminio); Grupo 4 =
H6: grupo irradiado com 6 J/cm? de AsGaAl (Arsenieto de Galio e Aluminio);
Grupo 5 = H10: grupo irradiado com 10 J/cm? de AsGaAl (Arsenieto de Gélio e
Aluminio); Grupo 6 = CCc: controle; sofreram a lesdo, mas nao foram
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Figura 1 — Cromossomos mitéticos de filhotes de ratas Wistar (Rattus
norvegicus albinus) coradas com Giemsa. A) Metafase sem alteragdes,
apresentando 2n = 42 cromossomos (2n=40+XX); B) Metafase apresentando
alteracdo do tipo gap (cabeca de seta) e quebra (seta), estando estas
alteracbes em destaque em C. Barra igual 10 pm. Fonte: Arquivo
PeSS0al......cuuiiiiiiiiiiie e 14

Gréfico 1 — Média das alteracBes cromossémicas encontradas por grupo,
sendo grupo 1 = A6: grupo irradiado com 6 J/cm2 de AsGa (Arsenieto de
Galio); Grupo 2 = A10: grupo irradiado com 10 J/cm2 de AsGa (Arsenieto de
Galio); Grupo 3 = H4: grupo irradiado com 4 J/cm2 de AsGaAl (Arsenieto de
Gaélio e Aluminio); Grupo 4 = H6: grupo irradiado com 6 J/cm2 de AsGaAl
(Arsenieto de Gélio e Aluminio); Grupo 5 = H10: grupo irradiado com 10 J/cm2
de AsGaAl (Arsenieto de Galio e Aluminio); Grupo 6 = CCc: controle; sofreram
a leséo, mas nao foram irradiados

Grafico 2 — Média de alterac6es cromossdmicas verificadas entre os diferentes
tipos de Laserterapia: Arsenieto de Galio (1), Arsenieto de Galio e Aluminio (2)
e 0 Grupo Controle (3)

Grafico 3 - Média de alteracbes cromossbmicas verificadas entre grupos
iradiados com Arsenieto de Gdélio 6 Jcm? (1) e 10 Jcm? (2)

Gréfico 4 — Média de alteracdes cromossOmicas verificadas entre grupos
irradiados com Arsenieto de Galio e Aluminio 4 J/cm? (4), 6 J/cm? (5) e10 J/cm?
(5 U EERPUUPPPRP 18
Figura 2 — Cariotipo da espécie Rattus norvegicus. Fonte: Yosida,
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1. INTRODUCAO

A Laserterapia de baixa poténcia (LLLT) vem sendo usada em
tratamentos de regeneragdo tecidual e amplamente aplicada em casos de
cicatrizacbes em diversos tecidos devido a sua propriedade ativadora da
proliferacédo celular. Sua eficacia esta relacionada ao fato de a energia do laser
fazer com que biomoléculas especificas atinjam um estado de excitacdo no
qual irdo sofrer varios tipos de reacdes e/ou interacdes, possibilitando o
aumento de fatores que sédo essenciais a cicatrizacdo do tecido (KITCHEN,
1991).

Diversos estudos demonstraram a relacdo da LLLT com a sintese de
coldgeno, a inducdo de angiogénese, o aumento do fluxo sanguineo, a
proliferacéo de fibroblastos, a diminuicdo no niamero de macréfagos, a inibicéo
da proliferacdo bacteriana e o tratamento para reducédo da dor e de edema.
Tais pesquisas foram realizadas almejando o conhecimento dos efeitos
fisiolégicos/biologicos e os mecanismos de acdo da Laserterapia (KANA et al.,
1981), de acordo com a variacdo da frequéncia do tratamento, da dosagem
aplicada, do tipo de meio gerador da radiacdo, do tempo da aplicacdo e dos
tecidos aplicados.

Entre os muitos métodos utilizados, destacam-se a Laserterapia com
Arsenieto de Gdélio (AsGa), Arsenieto de Galio e Aluminio (AsGaAl), Hélio-
Nebnio (HeNe), entre outros. Mesmo ao utilizando qualquer tipo do laser, a
LLLT emite um tipo de radiagdo ndo ionizante e ndo ocasiona efeito térmico no
tecido visado, preservando a estrutura do mesmo (KITCHEN, 1991).

Os efeitos adversos da LLLT, contudo, ainda ndo estdo bem
compreendidos, podendo diferentes componentes como condi¢cées do tecido,
caracteristicas celulares, estado de diferenciacdo celular e poténcia do laser,
interferir nos resultados da mesma, inclusive apresentando-se danosa ao
organismo em si.

Em relacdo a diferenciacdo celular, a Laserterapia pode estar
associada a estes processos em diferentes tecidos, tais como em osteoblastos,
células-tronco mesenquimais, dentre outros (HENRIQUES et al., 2010). Estas
hipoteses podem explicar a contraindicacdo preventiva do tratamento em
gestantes, visto que ndo existem estudos comprovadores dos potenciais riscos

da Laserterapia para o feto, 0 que suscita o questionamento de a aplicagao do
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laser ser mutagénica, ou ndo, gerando, neste, alteracdes cromossomicas
(OLIVEIRA et al., 2010).

Durante a gestacao, diferentes tipos de agentes (fisicos, quimicos e
bioldgicos) podem interferir na viabilidade do concepto, causando alteracées na
funcdo e/ou morfologia (BUCKER, 2006). Para medir esses danos, tanto no
feto quanto na mée, € necessario compreender o efeito da radiacdo da
Laserterapia.

Para identificacdo do possivel efeito mutagénico da LLLT um dos
meétodos consiste na analise de alteracdes no numero e/ou deformidades nos
cromossomos de Rattus norvegicus albinus, em virtude, por exemplo, da
simples observacdo da mutacdo e facil manipulacdo do animal organismo-
modelo (KANA et al., 1981).

Tais alteracbes cromossémicas sao erros que ocorrem durante a
divisdo celular e ocasionam modificacdes nos cromossomos da célula. Podem
ser numéricas (aumento ou diminuicdo do numero de cromossomos) ou
estruturais (alteram sequéncia de genes de um cromossomo), ocorrendo nesta
altima, diversas alteracbes como Inversdo, Delecdo, Duplicacdo e
Translocacdo (ESTECIO et al. 2002).

A aplicacdo da Laserterapia em gravidas poderia, em tese,
influenciar na interacdo da radiacdo com as células, acarretando diferentes
tipos de resposta que comprometeriam a vida dessas células (SEGRETO et al.,
1997). Caso tais efeitos sejam identificados na forma de alteracdes nos
cromossomos, pode-se ratificar a contraindicagéo da LLLT para gestantes.

De modo geral, a utlizacdo da Laserterapia vem sendo
contraindicada devido a auséncia de estudos especificos voltados para a
tematica que comprovem sua limitacdo. Este fato ocorre com a LLLT em
gestantes, jA que ndo existem ainda evidéncias claras que demonstrem se ha
ou ndo risco para o feto, indicando a importancia desta informacdo para a
saude de ambos (BUCKER et al., 2006).

Sendo assim, é necessario haver uma avaliacdo dos possiveis
efeitos mutagénicos apds a aplicacdo do laser em Uutero gravidico, cuja
estimativa sera efetuada através da analise de alteragdes cromossomicas em
Rattus norvegicus albinus gravidas, considerados organismos-modelo por

possuirem grande sensibilidade a agentes téxicos e devido ao conhecimento
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bem fundamentado sobre sua biologia, comportamento e morfologia (FENECH,
2000).

Ao evidenciar tal potencial, seus possiveis efeitos maléficos poderdo
ser comprovados, facilitando a padronizacdo de cuidados no atendimento
direcionado para as gestantes. Caso contrario, estudos adicionais com outros
mamiferos sdo necessarios, antes da comprovagdo de que tal tratamento

poderé ser utilizado em gravidas sem implicar em risco para o feto.

2. MATERIAL E METODOS

Para este trabalho foram utilizadas preparacbes cromossOmicas
disponiveis no Laboratério de Citogendmica da Universidade Federal do
Amazonas de ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus), com peso aproximado
de 200 gramas, adquiridas no Biotério do INPA/Manaus — AM. O procedimento
experimental ndo pode ser repetido em funcéo de dois problemas basicos: 1-
experimentos ndo estdo podendo ser realizados no Biotério da UFAM; 2- Para
que fosse possivel a realizacdo do procedimento experimental no INPA, o
projeto teve que ser submetido ao Comité de Etica Local e a aprovacdo foi
obtida apenas no final de maio de 2014 (seis meses ap0s a submissdo), com
provavel liberagdo das matrizes em julho do corrente ano. Durante o
procedimento realizado previamente (ano 2013), as ratas foram acomodadas
no mesmo local, em gaiolas individuais com agua e alimentacdo ad libitum,
sem restricdo alimentar especial, ciclo de iluminacéo claro/escuro 12 horas/12
horas — 6 horas as 18 horas, de acordo com o ciclo sono/vigilia do animal,
seguindo os principios éticos de experimentacdo animal, propostos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal (CEEA), N° 003/2013 da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), sob coordenacdo da profa. Ayrles Silva Gongalves
Barbosa.

Estas foram separadas aleatoriamente, por sorteio, nos seguintes
grupos:

Grupo 1: Possui 7 animais, irradiados com 6 Jicm? de AsGa
(Arsenieto de Galio).

Grupo 2: Possui 5 animais, irradiados com 10 J/cm? de AsGa

(Arsenieto de Galio).



Grupo 3: Possui 3 animais, irradiados com 4 J/cm? de AsGaAl
(Arsenieto de Gélio e Aluminio).

Grupo 4: Possui 7 animais, irradiados com 6 Jicm? de AsGaAl
(Arsenieto de Galio e Aluminio).

Grupo 5: Possui 5 animais, irradiados com 10 J/cm? de AsGaAl
(Arsenieto de Gélio e Aluminio).

Grupo 6: Possui 2 animais controle; sofreram a lesdao, mas nao
foram irradiados.

Para a intensidade dos lasers de baixa poténcia (LLLT), foram
adotados valores entre 4 e 10 J/cm?, uma vez que a faixa de intensidade de 3-8
Jlcm? é usual para cicatrizacdo de feridas em humanos. A opg¢éo do valor 10
J/icm? se deve a premissa de que se um valor tdo alto ndo provocar efeito
genotoxico ou mutagénico na prole das ratas irradiadas, ndo havera riscos para

o tratamento de gestantes com Laserterapia.

2.1.Inducéo das Lesdes

Para induzir as lesdes os animais foram anestesiados com 50 ml de
Ketamina 5%, 10 ml de Rompum e 1 ml de soro fisiolégico, com dosagem de
0,1 Ketamina + 0,01 Rompum por 100 g de peso, via injecdo subcutanea na
regido inguinal. Posteriormente, sofreram tricotomia no dorso seguida de
assepsia com solucdo de iodopovidona a 10% (Jonshon Diversey®) ou éalcool
70%. Logo apds, foi realizada uma incisdo cirtrgica com utilizacdo de um
“punch” de biépsia de 6 mm de diametro (de aco inox da marca Richter LTDA),
que retirou tecido cutaneo e subcutdaneo dos animais, garantindo que o
didmetro da lesdo seja o mesmo para todos. ApOs cada inducdo, houve a
esterilizacdo do “punch”. Todos os animais do estudo foram anestesiados e

tricotomizados, mas somente 0s grupos especificos receberam a leséo.

2.2. Aplicacéo da Laserterapia
Apds 24 horas de inducdo das lesdes as ratas prenhas foram
submetidas a Laserterapia durante toda a gestacdo, mesmo que a ferida
estivesse completamente cicatrizada. Para isto foram utilizados, de acordo com
cada grupo: LASER do tipo AsGa e AsGaAl, dose de 4 e 10 J/cm?, e de 4,6 e

10 J/cm?, respectivamente (marca Lasermed — CARCI _ Ref. 4090); caneta
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905nm - radiacédo infravermelha, com aplicacbes pontuais sem contato, de
modo continuo, na regido central da ferida. Nao se fez aplicacdo na borda da
ferida porque isso néo traria efeito positivo, uma vez que a intensidade do laser
é de dose por centimetro quadrado (1 cm?) e a lesdo nédo ultrapassa esse valor,
pois foi utilizado um “punch” de biopsia com 6 mm de didmetro para obter as

lesdes.

2.3.Analise do Potencial Genotoxico
2.3.1. Obtencao de cromossomos mitéticos

Para a obtencdo das preparacfes cromossbmicas mitoticas foi
utilizado o protocolo descrito por Ford e Harmerton (1956) com modificagdes. O
animal foi eutanaziado por inalacdo de éter etilico conforme instrucbes da
Sociedade Norte-America de Mastozoologia, “Animal Care and Use Committee,
The American Society of Mammalogists” (1998). A seguir os fémures foram
retirados e suas epifises cortadas para a obtencédo da medula 6ssea.

A medula foi levada do interior da diafise femural para cubetas de
vidro, com o auxilio de seringas de 10 mL contendo solucédo hipotdnica de KCI
a 0,075M e 0,2 mL de colchicina diluida a 0,0125%. O material foi divulsionado,
homogeneizado e mantido em banho-maria a 37 °C por 30 minutos para que
ocorra a hipotonizacdo das células e interrompimento das divisdes celulares
em metafase. Apos este tempo, foi adicionado 1 mL de fixador Carnoy recém-
preparado na propor¢cdo 3:1 (metanol: acido acético) e realizada uma nova
homogeneizagédo. Essa solugdo foi centrifugada e teve seu sobrenadante
desprezado, e o pellet resuspenso em fixador. As fixagdes foram repetidas por
mais duas vezes. Apos a Ultima centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e
adicionado fixador na proporcao de 2:1 em relacdo a quantidade de sedimento,
com nova homogeneizagéo. Por fim o material foi transferido para um tubo de
1,5 ml devidamente identificado com o niumero do espécime e armazenado em

freezer (-10 °C) para posterior analise.

2.3.2. Preparagéo das laminas com cromossomos mitéticos
Para a preparagdo das laminas com cromossomos mitoticos, as
mesmas foram lavadas, secas ao ar e posteriormente imersas em agua

destilada a 55° C, em banho-maria. ApGs cinco minutos, as laminas foram
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retiradas da agua de forma a manter uma pelicula de agua sobre a sua

superficie, na qual a suspenséo celular foi gotejada.

2.3.3. Coloracédo com Giemsa
Para a coloragcdo com Giemsa, as laminas preparadas conforme
foram coradas com Giemsa 10%, por 10 minutos. Decorrido este tempo, as
laminas foram lavadas com A&agua destilada e mantidas em temperatura

ambiente para secarem. Em seguida foram analisadas em microscopio optico.

2.3.4. Microscopia, analise das imagens e interpretacédo dos dados

Todas as preparacdes citogenéticas classicas foram analisadas em
um microscépio Opticos em objetiva de imersdo. As melhores metafases
obtidas foram fotografadas com camera digital AxioCam ESc, com objetiva de
imerséo, em microscépio Zeiss em objetiva de imerséo, através de um sistema
de analise de imagens computadorizado.

Foram analisadas 30 metafases de cada individuo, sendo anotados,
além do numero diploide, os tipos de aberragcdes cromossémicas encontradas,
tais como quebras (breaks), falhas (gaps), cromossomos em anel,

cromossomos dicéntricos, fragmentos acéntricos, figuras radiais (IAEA, 2011).

2.4. Analise dos Dados

Para o tratamento estatistico dos dados obtidos foi utilizado o teste néo
paramétrico de Mann-Whitney para comparagdo entre grupos independentes.
Para os dados com variaveis quantitativas foi efetuada analise de Correlacéo
de Spearman. Todas as andlises foram implementadas no programa Statistica

12 (Statsoft). O nivel de significancia utilizado foi de 0,05.
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3. RESULTADOS

Foram avaliadas 870 metafases ao total em toda pesquisa, sendo
98,16% (854) normais, e 1,84% (16) portadoras de algum tipo de alteracéo
cromossOmica estrutural. Estas metafases perteceram a 29 individuos-filhotes
da espécie Rattus norvegicus albinus, de maes irradiadas com diferentes
intensidades de radiacdo (Tabela 1). Destes, 68,97% (20 filhotes)
apresentaram-se como animais portadores de células completamente normais,

enquanto em 31,03% (9 filhotes) foi observada alguma alteracéo estrutural.

Grupo Animal Namero de células com dano  Tipo de alteragao
1 26-1
26-2
28-3
30-2
31-2
31-3
33-3
34-1
35-1
36-2
40-2
41-2
43-1
47-2
51-2
53-1
54-3
56-3
58-1
58-2
59-2
60-3
62-2
64-1
65-3
H10-1
H10-2
TW3-1
TW3-2 0 -

Tabela 1 — Representacédo dos individuos em seus respectivos grupos, quantidade e tipo de alteracdes
encontradas, sendo: grupo 1 = A6: grupo irradiado com 6 J/cm? de AsGa (Arsenieto de Galio); Grupo 2 =
A10: grupo irradiado com 10 J/cm? de AsGa (Arsenieto de Galio); Grupo 3 = H4: grupo irradiado com 4
Jicm? de AsGaAl (Arsenieto de Gélio e Aluminio); Grupo 4 = H6: grupo irradiado com 6 J/cm? de AsGaAl

o
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(Arsenieto de Galio e Aluminio); Grupo 5 = H10: grupo irradiado com 10 J/cm? de AsGaAl (Arsenieto de
Galio e Aluminio); Grupo 6 = CCc: controle; sofreram a lesdo, mas néo foram irradiados.

O numero diploide encontrado em todas as células metafésicas, de
todos os individuos, foi de 2n=42 cromossomos, sendo 2n = 40 autossomos +
XX ou XY. Dentre as alteracbes cromossdémicas encontradas, nenhuma foi do
tipo numérica, sendo que 75% (12) tratavam-se de anormalidades do tipo

quebra e 25% (4) do tipo falha/gap (Figura 1).
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Figura 1 — Cromossomos mitéticos de filhotes de ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus)
coradas com Giemsa. A) Metafase sem alteracdes, apresentando 2n = 42 cromossomos
(2n=40+XX); B) Metafase com cromossomos apresentando alteracdo do tipo gap (cabeca de

seta) e quebra (seta), estando estas altera¢cdes em destaque em C. Barra igual 10 um.
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Ao comparar os danos cromossdmicos observados entre individuos
dos diferentes grupos, verificou-se que a média de células por grupo manteve-
se entre 0 e 1 (Gréfico 1), ndo havendo diferenca estatistica entre 0s mesmos
(p = 0,858).
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Grafico 1 — Média das alteragbes cromossdmicas encontradas por grupo, sendo grupo 1 = A6:
grupo irradiado com 6 J/cm2 de AsGa (Arsenieto de Galio); Grupo 2 = A10: grupo irradiado
com 10 J/cm2 de AsGa (Arsenieto de Galio); Grupo 3 = H4: grupo irradiado com 4 J/cm2 de
AsGaAl (Arsenieto de Galio e Aluminio); Grupo 4 = H6: grupo irradiado com 6 J/cm2 de AsGaAl
(Arsenieto de Galio e Aluminio); Grupo 5 = H10: grupo irradiado com 10 J/cm2 de AsGaAl
(Arsenieto de Galio e Aluminio); Grupo 6 = CCc: controle; sofreram a lesdo, mas nado foram

irradiados.
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Ao se comparar as meédias das alteracdes cromossdmicas entre
diferentes tipos de tratamentos aplicados (Arsenieto de Galio, Arsenieto de
Galio e Aluminio e o Grupo Controle) (Gréafico 2), também nao foi verificada
diferenca estatistica significativa entre eles (p = 0,607).
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Grafico 2 — Média de alteragbes cromossdmicas verificadas entre os diferentes tipos de

Laserterapia: Arsenieto de Galio (1), Arsenieto de Galio e Aluminio (2) e o Grupo Controle (3).
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Comparando o numero de células com danos entre os grupos das
distintas intensidades de Arsenieto de Galio (6 J/cm? e 10 J/cm?) (Gréafico 3),

nao se visualizou diferenca significativa entre ele (p = 0,576).
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Grafico 3 - Média de alteragcbdes cromossbmicas verificadas entre grupos irradiados com
Arsenieto de Galio 6 J/cm?2 (1) e 10 J/cm? (2).
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Observando-se a média de alteracdes cromossOmicas entre os grupos das
distintas intensidades de Arsenieto de Galio e Aluminio (4 J/cm?, 6 J/cm? el10
J/icm?) (Gréfico 4), também néo foi identificada diferenca significativa entre eles
(p=0,77).
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Grafico 4 — Média de alteragbes cromossdmicas verificadas entre grupos irradiados com
Arsenieto de Galio e Aluminio 4 J/cm?(4), 6 J/cm?2(5) e10 J/cm? (6).
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4. DISCUSSAO

A Laserterapia de baixa poténcia (LLLT) é caracterizada por emitir
radiacdo nao ionizante, com capacidade de penetracdo no tecido irradiado sem
efeito térmico (KRIPPNER, 1980; GENNARO et al., 1990). Contudo, os efeitos
adversos da LLLT n&o sdo bem compreendidos e diferentes componentes,
como condi¢cdes do tecido, caracteristicas celulares, estado de diferenciacao
celular e poténcia do laser podem interferir em seus resultados, podendo,
inclusive, apresentar-se danosa ao organismo (BOSATRA et al., 1984;
HAWKINS et al., 2005; FONSECA et al., 2012).

Rattus norvegicus albinus é considerado um organismo-modelo, em
razao de sua ampla utilizacdo na area médica e de biologia experimental, além
do conhecimento bem fundamentado de sua biologia, comportamento e
morfologia (DONALDSON, 1915). Ademais, sdo animais doceis, de facil
manejo, com alta taxa reprodutiva, visto que a gestacdo dura em torno de 20-
24 dias e um novo estro se inicia 18 horas apés o parto, durando em torno de 5
dias. Finalmente, por possuirem grande sensibilidade a agentes toxicos, tanto
medicamentosos quanto radioativos, reproduzindo as condi¢cdes de exposicao
em humanos, tornando-se a escolha ideal para o estudo da avaliacdo da
genotoxicidade.

Amplamente estudado na Citogenética, o Rattus norvegicus
apresenta numero diploide conhecido igual a 42 cromossomos (Figura 2),
sendo 13 primeiros pares autossémicos (numero 1 ao 13) acrocéntricos e
subtelocéntricos, e 7 Ultimos pares autossémicos (nimero 14 ao 20) pequenos
metacéntricos e submetacéntricos (YOSIDA, 1973).
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Figura 2 — Cari6tipo da espécie Rattus norvegicus. Fonte: Yosida, 1973.

Comparando os dados obtidos com estes descritos na literatura, foi
possivel verificar que nenhum dano numérico foi observado em filhotes de
ratas submetidos aos diferentes tratamentos. Dos ratos filhotes analisados,
tanto os que nao exibiram alteracdo cromossémica (68,97%), quanto os que
apresentaram algum tipo de modificacdo (31,03%), demonstraram numero
diploide considerado padrdo, com 2n = 40 cromossomos autossomos + XX/XY.

Com relacao as metafases que apresentaram danos, ainda que
tenham sido detectadas modificacbes dos cromossomos, estas foram
estruturais, ndo sendo observada nenhuma fissdo e fusdo céntricas, que
implicariam rearranjos cromossémicos numéricos, 0 que gerariam mudanga no
namero diploide, aumentando-o ou diminuindo-o, respectivamente. Porém, ndo
€ possivel descartar que este tipo de evento tenha ocorrido apds a fecundacao,
0 que poderia ter resultado em inviabilidade do embrido, que nem chega a
nascer.

As alteracdes observadas foram dos tipos quebra cromossdémica
(75%) ou falha/gap (25%) e ndo ocorreram sempre NOS Mesmos pares, 0 que
indica instabilidade genbmica nestas metafases analisado, possivelmente
ocorrida em decorréncia de agentes exdgenos, mais especificamente, a

incidéncia de radiacdo ndo ionizante, in casu, a Laserterapia. Porém, ressalta-
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se que nenhuma alteracdo fenotipica morfologica foi visualizada nos filhotes
portadores destas modificacbes cromossomicas.

Modificacbes do tipo quebra e/ou gap (sitio fragil que facilita a
quebra), como é sabido, sdo causadas por defeitos no processo de reparacéo
por combinacdo homéloga (RH), mecanismo de reparo de quebras na dupla fita
do DNA (DSBs — do inglés Double Strand Breaks) (MOREIRA, 2012). Sendo
assim, as alteragcbes encontradas podem indicar que a incidéncia de radiacao,
em maior ou menor grau, teria influenciado no mecanismo de reparo RH.

Entretanto, a partir da analise dos grupos irradiados com Arsenieto de
Galio (AsGa), por exemplo, observou-se dentre os 7 individuos expostos a 6
J/cm?, que 2 (28%) apresentaram 1 alteracdo cada — 1 quebra ou 1 gap. Nos
irradiados com 10 J/cm? de AsGa, notou-se que 1 dos animais (20%), dos 5
analisados, exibiu 3 defeitos — 1 quebra e 2 gaps. Comparando estes dois
grupos, nao houve diferenca estatistica entre as duas intensidades aplicadas
na Laserterapia com Arsenieto de Galio (Grafico 3).

Da mesma forma, também ndo houve demonstrada diferenca
estatistica significante nos grupos irradiados com Arsenieto de Galio e Aluminio
(AsGaAl) com distintas intensidades (Grafico 4). Porém, os filhotes das ratas
submetidas a laserterapia com AsGaAl (Arsenieto de Galio e Aluminio) foram
0S que apresentaram maior incidéncia de danos cromossémicos. No grupo
submetido a 4 J/cm? de AsGaAl, foi observado dentre os 3 animais irradiados,
que apenas 1 (33,3%) apresentou 2 modificacdes cromossOmicas — 2 quebras.
No grupo em que a radiagdo 6 J/cm? de AsGaAl foi utilizada, observou-se que
3 (42,8%) dos 7 individuos exibiram falhas, sendo 5 quebras no primeiro, 1 gap
no segundo e 1 quebra no terceiro. Por fim, no grupo irradiado com 10 J/cm?,
notou-se que 2 (40%) dos 5 filhotes demonstraram 1 quebra cada.

Quando comparado os tratamentos com laser e o0 grupo controle,
também n&o houve diferenca significativa entre eles, demonstrando que os
tratamentos ndo causaram danos cromossOmicos relevantes, o que sugere que
a Laserterapia pode ser utilizada em uteros gravidicos sem potencial

teratogénico.
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5. CONCLUSAO E RECOMENDAGAO

De todo o exposto, ao avaliar estatisticamente o potencial
teratogénico da Laserterapia em filhotes de ratas Wistar (Rattus novergicus
albinus), nao foi observada diferenca entre o grupo controle e os submetidos
aos diversos tratamentos. Este fato indica que apesar das alteracdes
cromossbmicas encontradas na prole de ratas gravidicas, estas nao
demonstraram ter significancia estatistica que comprove a inducdo de defeitos
pela radiacdo nos cromossomos dos filhotes.

Porém, a contraindicacédo do tratamento em mulheres gravidas néo
pode ser refutada, uma vez que, para a confirmacéo da genotoxidade, o estudo
deverd ser reanalisado em amostra significativa de outros mamiferos, incluindo

seres humanos, antes da sua aprovacao.
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