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Phototherapy causes DNA damage in peripheral
mononuclear leukocytes in term infants

Fototerapia causa danos ao DNA de leucdcitos mononucleares
periféricos em recém-nascidos a termo
Ali Aycicek!, Abdurrahim Kocyigit?, Ozcan Erel?, Hakan Senturk3

Resumo
Objetivo: Determinar se a fita de DNA de leucdcitos
mononucleares enddgenos é alvo de fototerapia.

Métodos: O estudo incluiu 65 recém-nascidos a termo com
idades entre 3 e 10 dias que haviam sido expostos a fototerapia
intensiva (n = 23) ou convencional (n = 23) por pelo menos 48 horas
devido aictericia neonatal, além de um grupo controle (n = 19). Dano
ao DNA foi avaliado por eletroforese alcalina em gel de célula Unica
(ensaio cometa). A capacidade antioxidante total plasmatica e os
niveis de estado oxidativo total também foram medidos, e a
correlagdo entre danos ao DNA e estresse oxidativo foi investigada.

Resultados: Os valores médios de escores de danos ao DNA nos
grupos de fototerapia intensiva e convencional foram
significativamente maiores do que os do grupo controle (p < 0,001).
Os valores médios e desvio padrao foram 32 (9), 28 (9), 21 (7)
unidades arbitrarias, respectivamente. Os niveis de estado oxidativo
nos grupos de fototerapia intensiva e convencional foram
significativamente maiores do que os do grupo controle (p < 0,005).
Os valores médios (desvio padréo) foram 18, 1 (4,2), 16.9 (4,4),
13,5 (4,2) umol H,0, equivalente/L, respectivamente. De maneira
semelhante, os niveis de estresse oxidativo nos grupos de fototerapia
intensiva e convencional foram significativamente maiores do que
os do grupo controle (p = 0,041). A capacidade antioxidante total
plasmatica e os niveis de bilirrubina total ndo diferiram entre os
grupos (p > 0,05). Ndo houve correlagGes significativas entre escores
de danos ao DNA e bilirrubina, estado oxidante total e niveis de
estresse oxidativo entre os grupos de fototerapia (p > 0,05).

Conclusdes: Tanto a fototerapia intensiva quanto a convencional
causam danos ao DNA dos leucécitos mononucleares enddégenos em
recém-nascidos a termo com ictericia.

J Pediatr (RioJ). 2008,84(2):141-146: Danos ao DNA, ensaio cometa,
hiperbilirrubinemia, estresse oxidativo, fototerapia.

Abstract
Objective: Our aim was to determine whether endogenous
mononuclear leukocyte DNA strand is a target of phototherapy.

Methods: The study included 65 term infants aged between 3-10
days that had been exposed to intensive (n = 23) or conventional (n
= 23) phototherapy for at least 48 hours due to neonatal jaundice,
and a control group (n = 19). DNA damage was assayed by single-cell
alkaline gel electrophoresis (comet assay). Plasma total antioxidant
capacity and total oxidant status levels were also measured, and
correlation between DNA damage and oxidative stress was
investigated.

Results: Mean values of DNA damage scores in both the
intensive and conventional phototherapy groups were significantly
higher than those in the control group (p < 0.001). Mean values and
standard deviation were 32 (9), 28 (9), 21 (7) arbitrary unit,
respectively. Total oxidant status levels in both the intensive and
conventional phototherapy groups were significantly higher than
those in the control group (p = 0.005). Mean (standard deviation)
values were 18.1 (4.2), 16.9 (4.4), 13.5 (4.2) pmol H,0,
equivalent/L, respectively. Similarly, oxidative stress index levels in
both the intensive and conventional phototherapy groups were
significantly higher than those in the control group (p = 0.041).
Plasma total antioxidant capacity and total bilirubin levels did not
differ between the groups (p > 0.05). There were no significant
correlations between DNA damage scores and bilirubin, total oxidant
status and oxidative stress levels in either phototherapy group (p >
0.05).

Conclusions: Both conventional phototherapy and intensive
phototherapy cause endogenous mononuclear leukocyte DNA
damage in jaundiced term infants.

J Pediatr (Rio J). 2008,;84(2):141-146: DNA damage, comet assay,
hyperbilirubinemia, oxidative stress, phototherapy.
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Introducao

A fototerapia é a forma mais utilizada de terapia para
recém-nascidos (RN) com hiperbilirrubinemia para diminuir
a carga corporal de bilirrubina neurotdxica'™3. Uma vasta
experiéncia clinica sugere que efeitos bioldgicos adversos de
longo prazo resultantes de fototerapia sdo ausentes, mini-
mos ou ndo reconhecidos.

Entretanto, todos que estiverem utilizando fototerapia
devem permanecer alertas a essas possibilidades e evitar
qualquer uso desnecessario, pois efeitos indesejaveis sobre
o DNA j& foram demonstrados in vitro*.

Peroxidases também podem gerar didéxido de nitrogénio
(NO,) cataliticamente usando H,O, e nitrato como substra-
tos®. Quantidades excessivas de espécies reativas de oxigé-
nio e de nitrogénio (ERO e ERN) podem danificar células
hospedeiras e induzir quebras na fita de DNA.

Com o tempo, o acimulo de danos ao DNA pode levar a
modificagdes genéticas nas células, as quais podem ser muta-
génicas ou carcinogénicas®. Até o presente momento, embora
existam alguns estudos sobre estado oxidativo em RN trata-
dos com fototerapia’~1°, ndo ha relato disponivel sobre danos
ao DNA desses pacientes. Previamente, relatamos que a foto-
terapia tem impacto negativo em diversas partes do sistema
de defesa oxidante/antioxidante em RN com hiperbilirrubine-
mia, expondo-os a um potente estresse oxidativo!!. Neste
estudo, medimos quebras na fita de DNA de leucécitos mono-
nucleares enddgenos e investigamos a correlagdo entre o
escore de danos ao DNA e a capacidade antioxidante total
(CAT) plasmatica, estado oxidante total (EOT) e indice de
estresse oxidativo (IEO) em RN com ictericia tratados com
fototerapia convencional e intensiva.

Métodos
Populagao

Este estudo incluiu 65 RN (38-41 semanas) com idades
entre 3 e 10 dias que tiveram parto vaginal e foram admitidos
no Hospital Infantil Sanliurfa devido a hiperbilirrubinemia indi-
reta clinicamente significativa.

Todos os RN estavam sendo amamentados e ndo apresen-
tavam fator etioldgico para hiperbilirrubinemia. Os critérios
de exclusdo foram: RN com malformagdo congénita grave;
prematuridade ou pés-maturidade; diabete materna; asfixia
ao nascimento; sepse ou hiperbilirrubinemia do tipo hemoli-
tico devido a incompatibilidade de grupo sanguineo (Rh ou
ABO); RN que receberam fototerapia convencional ou inten-
siva antes da coleta de sangue; RN nos quais o nivel de bilir-
rubina plasmatica total tinha aumentado em mais de 5 mg/dL
por dia ou era maior que 24 mg/dL nas primeiras 24 horas
apos o nascimento; RN com sinais e sintomas sugestivos de
doencga grave. Hiperbilirrubinemia indireta clinicamente sig-
nificativa foi definida como estando presente em RN com con-
centragdao de bilirrubina plasmatica total de mais de
13 mg/dL2.
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Sistemas de fototerapia convencional consistiam de seis
lampadas fluorescentes brancas (Philips TL 52/20W) posicio-
nadas 40 cm acima do RN. Sistemas de fototerapia intensiva
consistiam de 12 lampadas fluorescentes azuis (Philips TL03)
posicionadas 20 cm acima e abaixo do RN. Os RN foram posi-
cionados nus, com excegao de uma fralda e protegdo para os
olhos, em uma incubadora, bergo ou unidade de fototerapia
intensiva (Bilicrystal, Medestime). A energia de luz das uni-
dades de fototerapia foi medida por um fotémetro padréo
(Light Meter VF, Minolta, Japao); as unidades de fototerapia
convencional foram de 12-16 pW/cm?/nm, e as unidades de
fototerapia intensiva, de 30-34 pW/cm?/nm. Para niveis de
bilirrubina maiores que 22 mg/dL, aplicou-se fototerapia
intensiva; para niveis menores de 22 mg/dL, aplicou-se foto-
terapia convencional ou intensiva aleatoriamente. Os RN
foram expostos a fototerapia convencional e intensiva conti-
nuamente por pelo menos 48 horas (maximo de 72 horas;
média intensiva = 58 horas, convencional = 61 horas), exceto
durante alimentagdo, limpeza e coletas. O grupo controle foi
composto de 19 RN cujas concentragdes de bilirrubina plas-
matica total eram de 12,9-19,1 mg/dL, mas que ndo recebe-
ram fototerapia (antes da fototerapia).

O escore de danos ao DNA e os niveis totais de
antioxidantes/oxidantes plasmaticos foram medidos em
amostras retiradas de RN com hiperbilirrubinemia apos tra-
tamento com fototerapia (grupos convencional ou intensivo)
e antes da fototerapia (controles). Amostras sanguineas de,
no maximo, 2,5 mL foram colhidas por RN para todos os para-
metros. Esse tempo foi escolhido para permitir a amostra-
gem simulténea de testes rotineiros de bilirrubina, evitando
um procedimento de coleta de sangue unicamente para o pro-
pdsito deste estudo. Os controles ndo foram incluidos nos gru-
pos de fototerapia. Todos os RN foram amamentados. O
comité local de ética aprovou este estudo. Os pais fornece-
ram consentimento para a participacdo dos RN neste estudo.

Preparacdo da amostra

Foram coletadas amostras de sangue de uma veia perifé-
rica em tubos heparinizados, armazenados a 10 °C no escuro
para prevenir danos adicionais ao DNA e processados em 2
horas. O isolamento do leucécito mononuclear para o ensaio
cometa foi realizado com Histopaque 1077 (Sigma); 1 mL de
sangue total heparinizado foi cuidadosamente colocado sobre
1 mL de Histopaque e centrifugado por 35 minutosa 500 xge
25 0C, A faixa de interface contendo leucdcitos mononuclea-
res foi lavada com solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) e, a seguir, coletada ap6s 15 minutos de centrifugacdo
a400 x g. Os pellets resultantes foram suspensos novamente
em PBS, e as células foram contadas em uma camara de Neu-
bauer. A integridade da membrana foi avaliada pelo método
de exclusdo com azul de tripano. O sangue restante foi cen-
trifugado a 1.500 x g por 10 minutos para obter o plasma. O
plasma separado foi dividido em duas partes, uma das quais
foi utilizada para medir a bilirrubina total e direta, ao passo
que a outra foi armazenada a -80 °C até analise posterior de
CAT e EOT.
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Figura 1 - Ensaio cometa alcalino. Asimagens foram classificadas de acordo com
intensidade de fluorescéncia na cauda do cometa e receberam um valor
de 0 a 4 (classe 0 = sem danos, classe 4 = dano maximo)

Determinacao de danos ao DNA por ensaio cometa
alcalino

Danos enddgenos ao DNA de leucécitos mononucleares
periféricos foram analisados por ensaio cometa alcalino,
segundo Singh et al.*® com pequenas modificacdes'*. Todos
os passos da analise foram conduzidos sob luz vermelha ou
sem luz direta para prevenir danos adicionais ao DNA.

Asimagens de 100 nlcleos escolhidos aleatoriamente (50
nucleos de cada uma das duas léaminas duplicadas) foram ana-
lisadas visualmente para cada individuo. Cada imagem foi
classificada de acordo com intensidade da fluorescéncia na
cauda do cometa, recebendoumvalordeO, 1, 2, 3, ou4 (sem
danos, classe 0, até dano maximo, classe 4) (Figura 1), para
que o escore total de uma lamina pudesse ser entre 0 e 400
unidades arbitrarias (UA). Fotomicrografias de amostras
representativas estdo mostradas nas Figuras 2 e 3. Amesma
equipe de bioquimica realizou todos os procedimentos, e um
Unico observador, cego quanto ao grupo do individuo, deter-
minou o escore de danos ao DNA.

Niveis de CAT e EOT foram medidos pelos métodos de
Erel*>1®, A porcentagem de nivel de EOT em relacdo a nivel
de CAT foi considerada como sendo IEO!”-18, Para realizar o
calculo, a unidade de resultado de CAT, mmol equivalente de
Trolox/L, foi alterada para pmol equivalente de Trolox/L, e o
valor do IEO foi calculado da seguinte forma: IEO = [(EOT,
pmol/L/(CAT, umol equivalente de Trolox/L)/100].

Figura 2 - Fotomicrografia de amostra representativa induzindo
danos ao DNA em recém-nascido tratado com fototera-
pia intensiva. As células foram processadas por eletro-
forese alcalina em gel de célula Unica. Leucdcitos
mononucleares de sangue periférico expostos a fotote-
rapia exibem caudas de cometa indicando danos ao DNA

Analise estatistica

O teste de normalidade de varidncias foi realizado atra-
vés dos testes estatisticos de Levene. As variancias neste
ensaio foram homogéneas. Os dados foram comparados pela
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Figura 3 - Fotomicrografia de amostra representativa induzindo
danos ao DNA em recém-nascido tratado com fototera-
pia convencional. Caudas do cometa indicando danos
ao DNA

analise de varidancia one-way com o teste de comparagdo mul-
tipla de Tukey honestamente significante. A razao entre sexos
foi comparada através de um teste do qui-quadrado. Associa-
cOes bivariadas entre as variaveis foram avaliadas pelo teste
de correlagdo de Pearson. Os dados foram expressos como
média £ desvio padrdo, e as diferencas foram consideradas
estaticamente significativas se p < 0,05. A analise estatistica
foi conduzida com o auxilio do SPSS para Windows, versdo
11.5 (SPSS, Chicago, EUA).

Resultados

A média de idade do grupo fototerapia intensiva foi de 7+3
dias, altura média de 50+3,2 cm, média de peso corporal de
3,1£1,6 kg, duragdo média de fototerapia de 54%6 horas e
razao entre sexos de 12/11 (M/F). A média de idade do grupo
fototerapia convencional foi de 7+4 dias, altura média de

Fototerapia e danos ao DNA de leucdcitos - Aycicek A et al.

50+3,6 cm, média de peso corporal de 3,2+1,2 kg, duragdo
média de fototerapia de 61+10 horas e razdo sexual de 13/10
(M/F). A média de idade do grupo controle foi de 5+2 dias,
altura média de 50+£2,9 cm, média de peso corporal de 3+1,1
kg e razao entre sexos de 10/9 (M/F). Nao houve diferenca
significativa entre os trés grupos quanto a idade, compri-
mento, peso, duragdo da fototerapia (entre intensiva e con-
vencional), idade gestacional (todos os grupos foram de
39+1) ou distribuigdo masculino/feminino (p > 0,05).

Os escores de danos ao DNA e os niveis de CAT, EOT, IEO e
bilirrubina total estdo mostrados na Tabela 1. Os escores de
danos ao DNA foram de 329 no grupo de fototerapia inten-
siva, 28%9 no grupo de fototerapia convencional e 21+7 no
grupo controle (p < 0,001). Os niveis de EOT e IEO foram sig-
nificativamente maiores nos grupos intensivo e convencional
do que no grupo controle (p < 0,05). Os escores de danos ao
DNA e os niveis de EOT e IEO ndo diferiram significativa-
mente entre os grupos de fototerapia convencional e inten-
siva. A CAT plasmatica e os niveis de bilirrubina total ndo
diferiram entre os grupos (p > 0,05). Nao houve correlagdes
significativas entre escores de danos ao DNA e niveis de bilir-
rubina, EOT e IEO nos grupos de fototerapia convencional ou
intensiva (p > 0,05).

Discussao

Os principais resultados deste estudo sdo que as quebras
da fita de DNA dos leucécitos mononucleares enddgenos, que
sao um tipo bem conhecido de dano ao DNA, estiveram signi-
ficativamente aumentadas nos RN tratados com fototerapia
convencional e intensiva, quando comparados aos controles.
E interessante notar gue ndo houve correlagao significativa
entre escores de danos ao DNA e niveis de EOT nos grupos de
fototerapia convencional ou intensiva. Este é o primeiro relato
demonstrando associacdo entre danos ao DNA de leucdcitos
mononucleares em RN a termo com ictericia tratados com
fototerapia convencional ou intensiva.

Tabela 1 - Comparagdo de danos ao DNA, parametros oxidantes e antioxidantes de recém-nascidos com ictericia tratados com fototerapia e

controles
Fototerapia Fototerapia

intensiva convencional Controle

(n =23) (n = 23) (n=19) p*
Danos ao DNA (unidade arbitraria) 32+9 28+9 21+10 <0,001™
CAT (mmol equiv. Trolox/L) 0,72+0,26 0,75+0,27 0,87+0,39 0,051
EOT (umol H,0, equiv./L) 18,1+4,3 16,9+4,4 13,5+4,2 0,005"*
Bilirrubina total (mg/dL) 12,2+2,2 15,1+4,1 18,2+3,4 <0,001%8
IEO (unidade arbitréria) 2,9+1,5 2,6£1,5 1,9+1,3 0,041%*

CAT = capacidade antioxidante total; EOT = estado oxidante total; IEO = indice de estresse oxidativo.
Os dados sdo apresentados como média + desvio padréo.

* ANOVA one-way com o teste de comparagdo multipla de Tukey honestamente significante.

" A diferenca foi entre os grupos de fototerapia e o grupo controle.

* N&o houve diferenca entre os grupos de fototerapia convencional e intensiva.

8 Houve diferencas significativas entre todos os grupos.
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Leucécitos mononucleares periféricos humanos vém
sendo amplamente utilizados para monitorar danos genéti-
cos induzidos ambientalmente por uma variedade de méto-
dos, como micronucleo, aberragdo cromossémica e ensaios
de trocas entre cromatides irm3as®. Entre os varios ensaios
para medir danos ao DNA, a eletroforese alcalina em gel de
célula Unica (ensaio cometa) é um método sensivel e pode-
roso para determinagdo de quebras na fita do DNA2%2%, Tam-
bém ja houve relatos de que as quebras na fita ocorrem devido
a danos ao DNA gerados por estresse oxidativo'#22, A medi-
cdo do dano ao DNA com o ensaio cometa na epiderme
humana de RN tratados com fototerapia ndo é possivel em
razdo da dificuldade em obter células Unicas vidveis deste
tecido em RN. Portanto, utilizamos este método para medir o
dano ao DNA em leucdcitos mononucleares circulantes. Entre-
tanto, futuras avaliagdes de oxidacdo do DNA na epiderme
podem langar luz sobre o papel do estresse oxidativo em RN
tratados com fototerapia.

Embora tenhamos demonstrado a presenga de danos ao
DNA na forma de quebras diretas na fita, ndo podemos des-
cartar oxidacdo de bases. O reparo da ligagdo das quebras de
fita (meia-vida de aproximadamente 30 minutos) € um pro-
cesso muito mais rapido do que o de lesGes de base oxidada
por reparo de excisao de base (meia-vida de aproximada-
mente 3 horas)?3. Desta forma, os procedimentos de reparo
ja existiam para fototerapia 48 horas mais tarde. De forma
semelhante, a inibigdo parcial de reparo induzido pelo inibi-
dor de DNA polimerase apoés a fototerapia pode representar
interferéncia com a recombinagéo de quebras diretas de fita.
Embora a presenca de cometas apds a fototerapia também
possa indicar que as quebras de fita foram induzidas como
lesGes primarias, as quebras de fita medidas pelo ensaio
cometa imediatamente apds a fototerapia poderiam repre-
sentar fendas entre os estagios de incisdo e recombinacgdo dos
processos de reparo por excisdo iniciados durante a irradia-
¢&o solar??,

As fotorreagdes podem induzir fotoprodutos mutagéni-
cos ou lesdes no DNA entre pirimidinas na forma de regula-
dores de luz?®>. Embora o comprimento de onda de
245-290 nm seja absorvido maximamente pelo DNA?®, con-
forme observado neste estudo, comprimentos de onda de 460
nm causam danos ao DNA. Este resultado pode ser causado
pelo comprimento de onda maior que penetra uma camada
profunda do tecido, principalmente na pele macia e vulnera-
vel do RN?7. Parece que, sob fototerapia, a taxa de danos
excede a capacidade de reparo. Este estudo mostrou que os
danos ao DNA de leucécitos mononucleares sdo maiores em
RN tratados por fototerapia convencional e intensiva do que
em RN a termo com ictericia ndo tratados por fototerapia. No
entanto, neste estudo, a principal limitagcdo é ndo usar os mes-
mos pacientes como seus proprios controles (antes e durante
a fototerapia). O ensaio cometa alcalino é muito complexo, e
as amostras em espera ndo sdo possiveis'®. Além disso, o
laboratorio somente aceitava amostras sangliineas para
estudo do ensaio cometa em hordrios especiais da semana.
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Essas dificuldades causaram perda de casos e a impossibili-
dade de usar os mesmos pacientes como seus proprios con-
troles (antes e durante a fototerapia). Lidamos com essas
dificuldades usando pacientes diferentes tratados com foto-
terapia por, pelo menos, 48 horas e controles (ndo expostos a
fototerapia). Acreditamos que novos estudos sejam necessa-
rios para determinar se hé alteragdes em casos semelhantes.

Radicais livres podem adversamente alterar lipideos, pro-
teinas e DNA28:2°, Reacdes de bilirrubina envolvendo radicais
livres ou produtos de reducdo de oxigénio tdxico ja estdo bem
documentados: bilirrubina ndo conjugada absorve oxigénio
singlete com alta eficiéncia, reage com anions do superdxido
e radicais peroxil, além de servir como substrato redutor para
peroxidases na presenca de perdxido de hidrogénio ou hidro-
perdxidos orgénicos3%-31, Esta deterioragdo é particular-
mente evidente na presenca de estresse oxidativo, como na
fototerapia’. Bohles et al. relataram uma diminuig&o signifi-
cativa em antioxidantes durante a fototerapia®2. Entretanto,
nosso estudo demonstrou que os niveis de CAT ndo foram sig-
nificativamente alterados pela fototerapia. O equilibrio
oxidante/antioxidante pendeu significativamente para o lado
oxidante, pois outros indicadores de nivel de estado oxi-
dante, EOT e IEO tiveram aumento significativo em RN expos-
tos a fototerapia convencional e intensiva. Também
verificamos que ndo houve correlagdes significativas entre
razdes de danos ao DNA e niveis de EOT e IEO (p > 0,05).
Neste estudo, esses resultados indicam que os danos ao DNA
nao foram somente causados por estresse oxidativo, mas
também por outros fatores, como interagdo direta da luz da
fototerapia com o DNA.

E interessante notar que a fototerapia convencional e
intensiva causa niveis semelhantes de danos ao DNA e
estresse oxidativo. Pode haver um efeito limiar da fototera-
pia sobre esses parametros.

Considera-se que a natureza ndo-invasiva da fototerapia,
facil disponibilidade, baixo custo e poucos efeitos colaterais
relatados inicialmente quase levaram a suposigdo de que ela
seja inbcua33.

Entretanto, todos que estiverem utilizando fototerapia
devem permanecer alertas a essas possibilidades e evitar
qualquer uso desnecessario, pois efeitos indesejaveis sobre
o DNA ja foram demonstrados in vitro®>#*1, Nosso estudo
demonstrou que a fototerapia, tanto convencional quanto
intensiva, causa efeitos indesejaveis no DNA in vivo.

Em conclusdo, a fototerapia intensiva e convencional
causa danos ao DNA dos leucdcitos mononucleares enddge-
nos em RN a termo com ictericia.
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