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AVALIACAO IN VITRO DA FRAGILIDADE ERITROCITARIA FRENTE A LUZ
ULTRAVIOLETA(UV) E LIGHT-EMITTING DIODE (LED)

Aparecida Livia Ribeiro Santos®;
José Walber Gongalves Castro®.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as alteragdes que podem surgir em decorréncia
da exposicao a radiacdo UV e LED sobre os globulos vermelhos. As amostras foram colhidas
através de puncdo venosa em tubo de citrato de sodio, apds esclarecimento, consentimento
dos voluntéarios e direcionamento para o laboratdrio, onde os devidos testes foram realizados.
As hemécias foram expostas a uma fonte de radiacdo onde as hemécias foram expostas a
diferentes concentracfes de Luz UV de 20 Watts entre 200 e 400 nm e luz de LED vermelha
de 3 Watts de 650 nm. Apoés centrifugacdo, os sobrenadantes das concentragfes de hemacias
foram analisadas no espectrofotémetro, no filtro de 540 nm, e com o sedimento foi realizado o
esfregaco corado com Leishman. Os resultados foram analisados pelo ANOVA bidirecional
através do modelo de regressdo linear e teste de Tukey por compara¢do multipla no software
GraphPad Prism 7.0® e os resultados em p< 0.01 foram considerados estatisticamente
significativos. Os resultados do presente estudo indicam que houve hemdlise significativa nas
concentragdes de 500 pg/ mL e de 1000 ug/ mL da luz UV, ja na Luz LED, ndo houve
resultados significativos, apesar disso ambas causaram os poiquilocitos. Quando as radiacdes
interagem podem acarretar problemas de saude por terem capacidade de influenciar os corpos
depositando neles energia, bem como de acelerar varias reacdes quimicas em nivel celular.
Portanto, quanto maior a exposi¢cdo maior o dano celular. Por isso, recomenda-se que novos
estudos sejam produzidos para verificar os efeitos causados a longo prazo no organismo.
Palavras-chave: Eritrocitos. Luz LED. Luz UV. Radiac&o.

IN VITRO EVALUATION OF ERYTHROCYTE FRAGILITY TO
ULTRAVIOLET LIGHT (UV) AND LIGHT-EMITTING DIODE(LED)

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the changes that may arise as a result of exposure to UV
and LED radiation on red blood cells. The samples were collected through venipuncture in a
sodium citrate tube, after clarification, consent from the volunteers and direction to the
laboratory, where the appropriate tests were carried out. The exposure of red blood cells was
produced by a radiation source where the red blood cells were exposed to different
concentrations of 20 Watt UV light between 200 and 400 nm and 3 Watt red LED light at 650
nm. After the appropriate tests, the supernatant was analyzed using a spectrophotometer,
using a 540 nm filter, and a Leishman-stained smear was performed with the sediment. The
results were analyzed by two-way ANOVA using the linear regression model and Tukey's test
by multiple comparison in the GraphPad Prism 7.0® software and results at p< 0.01 were
considered statistically significant. The results of the present study indicate that there was
significant hemolysis at concentrations of 500 pg/mL and 1000 pg/mL of UV light, whereas
with LED light, there were no significant results, despite this both giving rise to poikilocytes.
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When radiation interacts with body tissue, it can cause health problems as it has the
ability to influence bodies by depositing energy in them, as well as accelerating various
chemical reactions at the cellular level. Therefore, the greater the exposure, the greater
the cellular damage. Therefore, it is recommended that new studies be carried out to
verify the long-term effects on the body.

Keywords: Erythrocytes. Led light. UV light. Radiation.

1 INTRODUCAO

O sangue é um tecido conjuntivo liquido que tem uma composicao Unica, formado
por uma parte liquida, também chamada de plasma, e elementos figurados, que sao as
células e os fragmentos celulares. E constituido por trés séries diferentes, a série vermelha,
representada pelos glébulos vermelhos (que ocupam cerca de 45% do volume sanguineo),
a série branca, composta pelos leucécitos e a série plaquetéria, fragmentos de células
circulantes que funcionam no sistema de coagulacéo (Labarba et al., 2023).

A hematopoese, ou hematopoiese, € responsavel por originar e formar as células
sanguineas. E uma atividade altamente dindmica que envolve proliferacdo, diferenciacéo e
maturacdo destas células (Azevedo, 2019).A Eritropoese é o mecanismo de producgdo dos
eritrocitos, também chamados de glébulos vermelhos ou hemécias, que tem inicio ainda na
vida uterina, a partir de uma célula pluripotencial de origem mesenquimal, chamada
célula-tronco. A célula- tronco é estimulada a se diferenciar em unidades formadoras de
colbnia eritrocitéaria e repor as hemécias perdidas com o auxilio principal do horménio
eritropoietina (EPO), e a partir dai se diferenciam (Weihang et al., 2020).

A radiacdo possui grande importancia nas ciéncias da area médica, mas essa
energia tem capacidade de ser nociva e potencialmente toxica ao organismo humano.
Podem ser encontradas no cotidiano, por exemplo, em iluminagdo de interiores por
lampadas de LED, em telas de televisdo, computadores, tablets e smartphones. Porém
sejam elas utilizadas em telas, ou ndo, apresentam riscos se seu uso for a curtas distancias
ou por tempo prolongado (Correia, 2022).

As lampadas de LED possuem propriedades quanticas e ondulatorias do diodo
emissor, e comumente sdo utilizadas na estética por suas atividades calmantes,
cicatrizantes, antiinflamatdrias e antioxidantes. Quando usadas de forma incorreta ou
intensidades diferentes, pode haver uma ligacéo vital entre eletronica e fotbnica que pode

trazer danos ainda néo descritos na literatura (Oliveira et al., 2020).



A radiacdo UV é uma das radiacdes que compdem a radiacdo solar, as faixas do
espectro eletromagnético referente aos comprimentos de onda compreendidos sdo de
aproximadamente 100 a 400 nm. De acordo com a intensidade com que essa radiacdo €
absorvida pela camada de 0z6nio e por outros gases na alta camada atmosférica, em virtude dos
efeitos bioldgicos produzidos seu espectro pode ser classificado em UV C de 100 a 280 nm, UV
B de 280 a 315 nm e UV A de 315 a 400 nm (Franco, 2018).

Quando interacdes acontecem no tecido do corpo, essas podem acarretar problemas de
saude por terem capacidade de influéncia com os corpos depositando neles energia e, além
disso, possuem potencial cumulativo, que pode ser nocivo caso ndo sejam observados 0s
critérios de radioprotecdo e a sensibilidade que alguns grupos tém mais que outros
(Buonocore et al., 2019; Guidetti et al., 2016).

A radiacdo € uma fonte de energia amplamente utilizada em pesquisas cientificas e
tecnoldgicas em diversas areas, como medicina, energia nuclear, que pode afetar a saude
humana de varias maneiras. Diversos estudos ja publicados mostram os impactos que a
exposicdo excessiva pode causar aos humanos. Porém, diariamente a populagéo é exposta aos
mais variados tipos de radiacfes, sem a devida conscientizacao necessaria sobre 0s riscos.

Entender os problemas que a radiacdo pode causar é essencial para proteger a satde
humana e a seguranca dos individuos que trabalham em ambientes onde sdo expostos a
radiacdo, bem como, promover pesquisas cientificas seguras e conscientizar o publico sobre a
importancia da seguranca radiologica. Por isso, 0s eritrocitos podem apresentar alteracdes
morfoldgicas que levam a hemolise quando expostos a luz UV e a luz LED. Diante disso, este
trabalho tem por objetivo avaliar as alteragcdes que podem surgir em decorréncia da exposi¢do

a essa energia.

2. METODOLOGIA

Esta pesquisa trata-se de um estudo experimental, que inclui uma pré- tese para testar
uma hipdtese, em que se quantificou, em diferentes concentracdes, presenca de efeitos
citotoxicos. Ademais, escolheu-se um enfoque dedutivo na medida em que se pretende
comparar as divergéncias ou convergéncias de outros estudos ja finalizados. Os experimentos
foram realizados nos laboratérios de Microbiologia e Hematologia do Centro Universitario
Doutor Ledo Sampaio-UNILEAO, Campus Satde (Dodt et al., 2015).



2.1 ASPECTOS ETICOS

A coleta das amostras sanguineas passaram por avaliagdo do Comité de Etica em
pesquisa do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio, e obteve aprovacdo com o
parecer de numero 6.288.103 afim de cumprir as Resolucdes do Conselho Nacional de
Saude: CNS 466/12 e Resolucdo CNS 510/16, passando por submissdo da Plataforma
Brasil.

2.2 AVALIACAO DO EFEITO TOXICOLOGICO EM HEMACIAS

As amostras sanguineas foram obtidas por meio de puncdo venosa em um tubo
com o anticoagulante Citrato de Sédio, que evita a coagulacdo do sangue e mantém sua
integridade para fins de andlise. A coleta foi realizada em voluntérios, apds termos de
pleno consentimento e esclarecimento da sua utilizacdo. Para 0s ensaios as hemacias
passaram por 6 lavagens com salina com centrifugacdo de 3500 rpm por 15 seg. cada. A
coleta das amostras sanguineas passaram por avaliagdo do Comité de Etica em pesquisa do
Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio, e obteve aprovacdo com o parecer de nimero
6.288.103 a fim de cumprir as Resolucbes do Conselho Nacional de Saude: CNS 466/12 e
Resolucdo CNS 510/16, passando por submissao da Plataforma Brasil.

O teste teve como base os estudos de Pereira et al. (2022) com os protocolos de
adaptacdo. Apds as formulagdes das concentracdes das hemaécias em 10, 25, 50, 100, 250,
500 e 1000 pg/ mL, ocorreu a incubagdo das mesmas no Banho Maria a 37 °C de 15 a 30
minutos. As hemacias em suas concentracfes foram expostas a Luz UV de 20 Watts entre
200 e 400 nm e luz de LED vermelha de 3 Watts de 650 nm durante 20 minutos. Foi
avaliada a intensidade e o tempo de exposi¢cdo e também, foi realizado um controle
comparativo dos tubos expostos e ndo expostos a luz.

Apos essa etapa de incubagdo, ainda no banho maria foi adicionada a solugédo
salina a 0,9% por um periodo de 30 minutos a 1 hora. ApoOs isso 0s tubos foram
centrifugados a 3500 rpm por 15 segundos, com isso, foi coletado o sobrenadante e levado
a analise pelo espectrofotdmetro com o filtro de absorbancia em 540 nm, a fim de verificar
se houve hemdlise.

A analise do precipitado foi indispensavel, realizada com a retirada de uma

aliquota deste material para esfregaco sanguineo e posteriormente coloracdo nomeada de



Leishman, apds esse processamento as laminas foram levadas a microscopia com
observéncia na objetiva de 100x. Foi feita a leitura dos campos completos de toda a
lamina, obedecendo um padrdo de deslizamento transversal longitudinal, contemplando o
corpo do esfregaco com base nos estudos de Naoum; Naoum (2008).

2.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DE AMOSTRAS

Como critérios de inclusdo foram utilizadas amostras de pacientes adultos
saudaveis de ambos o0s sexos, masculino e feminino, do mesmo tipo sanguineo, coletados
em um mesmo dia. Critérios de exclusdo: amostras lipémicas e/ou hemolisadas, de

pacientes anémicos, ou que possuissem alteragdes hemoliticas.

2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos ensaios foram avaliados pelo ANOVA bidirecional através do
modelo de regressdo linear e teste de Tukey por comparacdo multipla. A analise estatistica
foi realizada através do software GraphPad Prism 8.0® e os resultados em p < 0.01,

considerados estatisticamente significativos.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar da ampla utilizacdo das radiacBes ionizantes na saude para meios
diagndsticos e até como forma de tratamento para as mais variadas doencas, incluindo
canceres, segundo Rodrigues et al., (2019), esse tipo de radiacdo oferece graves danos a
salide dos expostos. Os principais riscos associados a esse tipo radiacdo estdo relacionados
em sua capacidade de gerar radicais livres e de consequentemente promover acentuadas
alteracdes relevantes nas células, principalmente nas que apresentam maior atividade
mitotica.

Os resultados da leitura dos sobrenadantes das concentragdes feita no
espectrofotdbmetro e a analise das laminas dos sedimentos vistas em microscopio optico
estdo expostos em graficos e imagens, respectivamente, para elucidacdo e exposi¢do do

padrdo de significancia das alteracbes hematolégicas que foram causadas.
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Graéfico 1: Fragilidade osmdtica (citotoxicidade) de amostras expostas a luz UV (ULTRA
VIOLETA).
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As amostras de sangue em diferentes concentracdes foram incubadas e expostas aluz UV (Ultra
Violeta). A porcentagem de hemdlise foi calculada e “curvas de fragilidade” foram tragadas
plotando a porcentagem de hemdlise do sangue exposto em relagdo ao controle negativo
contendo 0,9% NaCl. Os resultados foram analisado por ANOVA de duas vias seguido do Test
Bonferroni. “a” vs controle negativo quando * =p <0,01,* =p < 0,001 e *** =p < 0,0001. sn: N&o
significante. Foi usado o programa GraphPad Prism 9.0.

Fonte: propria da autora (2023).

A radiacdo ultravioleta provém da luz solar que atinge a terra e sdo imprescindiveis
para a vida na biosfera, pois ela permite que ocorra a fotossintese, permitindo assim vida
na terra. Entretanto, apesar de ndo provocar ionizacdo, a radiacdo ultravioleta pode ser
classificada como radiagcdo excitante por possuir a capacidade de acelerar varias reagdes
guimicas em nivel celular por ocasionar saltos de elétrons entre camadas da eletrosfera
(Junior; Abramov, 2021).

De acordo com Yang (2019), a exposicdo a luz UV-C pode ser um processo
estressante e produzir efeito celular danoso uma vez que estimula a producéo de espécies
reativas de oxigénio que podem modificar a estrutura de DNA, que podem causar cancer
ou teratogénese. Consoante, Ferreira (2021), dentro dos danos biol6gicos causados pelas

radiacdes ionizantes, esta as alteracdes hematoldgicas, que sdo causadas por afeccdes do
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Sistema hematopoiético, que é composto de medula 6ssea, sangue e tecido linfatico,
causando leucopenia e linfopenia na circulacédo periférica.

Os resultados do presente estudo indicam que houve hemolise significativa nas
concentragdes de 500 pg/ mL e de 1000 pg/ mL da luz UV como descrito no grafico 1.
Conforme Filho (2019), a alta exposicéo pode acarretar graves danos as células sanguineas
e aumentar o processo de hemdlise precoce causado principalmente pelo estresse
oxidativo que segundo Azevedo (2019), afeta negativamente a integridade e a
funcionalidade do eritrocito.

Em conformidade, os estudos de Toledo (2019) e Cala (2014), descrevem que as
radiacdes ionizantes possuem capacidade de gerar graves problemas no organismo, e nas
células hematologicas em especial, e consequentemente suas quantidades sdo diminuidas
no sangue periférico. Portanto, um maior tempo de exposicéo a radiacdo ou a exposicao a
doses maiores que as recomendadas causam interferéncia na contagem de células do
sistema sanguineo.

Além disso, um estudo realizado por Santos (2018) mostra que a interacdo do
material biol6gico com a radiacao ionizante produz radicais livres e oferece grandes riscos
de danos ao DNA celular. Que pode provocar hemolise e danos irreversiveis nas células,
fazendo se multiplicarem incorretamente aumentando em altos niveis os riscos de
problemas somaticos e genéticos .

Em congruéncia, Martins et al., (2021), mostram que a exposi¢do de longos
periodos causa defeitos nos constituintes da membrana da hemacia, principal célula do
sangue, podendo provocar alteragdes no volume, tamanho e tempo de vida.
Consequentemente, resulta em episodios de ciclo de vida mais curto aos eritrocitos, ou

seja, elas entram em um estado hemolitico.
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Quadro 1. Visualizagdo das hemacias expostos a luz ultravioleta (LUZ UV)
CONCENTRACOES (pg/ mL)
1000 500

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Obs: De todas as concentragdes foram feitos esfregacos sanguineos. Porém algumas ndo se

coraram devido a hemolise, que resultou em falta de células na lamina.

Segundo os escritos de Quadros; Junior (2022) quando as hemacias sdo expostas ao
Teste de Fragilidade Osmética avaliamos a resisténcia ou fragilidade (lise) destes quando
submetidos a variacGes de concentracdes. Esse teste é amplamente utilizado principalmente
quando outros métodos mais modernos, como o de citometria de fluxo ndo estdo disponiveis.
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Apesar desta caracteristica esse teste pode apresentar diversas limitacdes que vao desde
erros operacionais como: incidéncias ambientais, além do tempo de execucdo da técnica
que é exclusivamente manual e exige operagdo dedicada, o que neste estudo pode justificar
os resultados heterogéneos.

Os esferdcitos e esquizocitos foram os principais poiquilécitos encontrados, como
demonstram o quadro 1. Baseado na dissertacdo de Azevedo (2019), quando existe alguma
alteracdo em algum dos componentes de membrana dos globulos vermelhos, seja por
doencas, ou por agentes agressores e toxicos, esses podem sofrer alteracdes no tamanho
(anisocitose), na sua morfologia, e apresentar inclusdes em seu interior e formato,
caracterizando assim, a chamada poiquilocitose.

De acordo com Naoum; Naoum (2008), o termo poiquilocitose ou também
chamado de pecilocitose, trata- se de um termo indicativo da presenca de células
hematoldgicas com formatos anormais decorrentes de diferentes causas. Os mais comuns
poiquildcitos sdo: equindcitos, acantocitos, estomatocitos, esferdcitos, eliptocitos,
leptdcitos (células em alvo), dacridcitos, queratdcitos,esquizdcitos e outros.

Grafico 2: Fragilidade osmotica (citotoxicidade) de amostras expostas a luz
LED (Light Emitting Diode).

-®- Luz LED RED
-#- Controle Negativo (0,9 % NaCl)

16+
2] ns
>
Sl m
sae %
L .
T 144 ne ns
£ g A ]
] N
; 13 ns K A
= A ’ N
£ 12 LA / %
= ¢ . ’ SN
O 41 ,,".. . ns,’ RN
é J N \n s n.s ______ Py »
- al II | B e----"° >
2101 o g .
; 9- gt o "
£

8 T L] T T T T L]

10 25 50 100 250 500 1000
Concentracio (Jig/ mL)

As amostras de sangue em diferentes concentragdes foram incubadas e expostas a luz
LED (Light Emitting Diode). A porcentagem de hemdlise foi calculada e “curvas de
fragilidade” foram tragadas plotando a porcentagem de hemdlise do sangue exposto em
relagéo ao controle negativo contendo 0,9% NaCl. Os resultados foram analisado por
ANOVA de duas vias seguido do Test Bonferroni. “a” vs controle negativo quando * = p
<0,01, ** = p < 0,001 e *** = p < 0,0001. sn: Nao significante. Foi usado o programa

GraphPad Prism 9.0.
Fonte: propria da autora (2023).
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Na exposicdo dos eritrocitos a Luz LED Vermelha, os resultados gerados pelo
grafico 2 indicam sugestividade de hemolise acima da concentragao de 1000 ug/ mL (ndo
testada neste artigo), em decorréncia da sua toxicidade cumulativa.

A luz de LED vermelha tem a funcdo bioestimulante e regeneradora atuando como
anti-inflamatorio, estimuladora de colageno e elastina. Sua atividade bioldgica aumenta a
permeabilidade e tonificacdo cutdnea. Além do combate linhas de expressdo, rugas,
cicatrizes e manchas, conforme Reis et al. (2023), a luz vermelha apresenta excelente
desempenho quando estd em meio aquatico, mesmo aumentando a sua intensidade o
impacto da transmissdo € minino, como representado neste estudo.

Segundo o estudo de Zattar et al., (2022), os defeitos qualitativos e quantitativos
dos elementos que constituem a membrana podem aumentar sua fragilidade, contribuindo
para diminuicdo da vida meédia eritrocitaria. Em uma avaliacdo e meta-anélise de estudos
que avaliaram a fragilidade das hemécias apds exposicdo a radiacdo ionizante terapéutica,
foram encontrados resultados que mostram a relacdo entre a radiacdo com a fragilidade
eritrocitaria, que aumentou significativamente, levando a hemolise.

Consonantemente Kim et al., (2016), com a exposi¢do aumentada da luz LED, as
celulas fotossensiveis potencializam os seus trabalhos para produzir mais energia. Além
disso, é sabido que a emissdo de luz azul atua fortemente na formacdo de radicais de
superdxidos a partir dessas mitocondrias, que podem ser rapidamente transformados em
componentes tdxicos quando em estado mais avancado de exposi¢do, causando danos
oxidativos as células. Quanto maior a intensidade da energia em luz, maiores sdo 0s

efeitos nocivos as células fotorreceptoras, especialmente na inducdo do fendmeno de

apoptose.
Quadro 2. Visualizacio das laminas da LIGHT-EMITTING DIODE RED (LUZ RED)
CONCENTRACOES (pg/ mL)
1000 500 250
- ? s ) °
. s / ..\
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Essa fototerapia pode ser utilizada no processo de cicatrizacdo. Moura et al.,
(2014) cita que o LED provoca o aumento da circulacdo local, proliferacdo celular e
sintese de coldgeno melhorando o metabolismo oxidativo mitocondrial e a producéo de
energia, levando a um estimulo do reparo tecidual. Esse reparo estimula neoangiogénese
que estd associada ao aumento da mitose através da formacdo de novos tecidos ou
alteracdes na multiplicacdo celular, corroborando o que propde este artigo cientifico,
auséncia de hemdlise com alteracdo na morfologia.

Foi observado que o contato da radiacdo LED, causou alteracbes morfologicas
nas hemacias, originando alguns poiquildcitos e achados como a policromasia em
lamina ver quadro 2. Os esferdcitos e equindcitos foram as poiquilocitoses
predominantes. Segundo Rodrigues et al., (2019), quando os eritrocitos sofrem
transformagcdes em sua morfologia, a causa pode estar relacionada a defeitos e
complicagdes que envolvem a membrana celular, como alteragdes de Ph, traumas

mecanicos, hemolise e outros.
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No estudo de Acosta et al., (2017), sobre globulos vermelhos de profissionais médicos
expostos a radiacdo ionizante de baixa dose, foi analisado que a membrana das hemacias
se tornou mais fragil e vulneravel com maior probabilidade de quebra e de formatos
anormais apds a irradiacdo com raios y em amostras de sangue total de voluntarios

saudaveis.

3. CONCLUSAO

O presente estudo relata as alteracdes significativas causadas nos eritrocitos apos a
exposicdo das radiacBes da Luz Ultravioleta e Light-Emitting Diode. As principais
alteracdes encontradas foram a hemolise precoce através da fragilidade osmotica ligada a
concentracdo e o surgimento de poiquilécitos visualizados em lamina.

Além disso, vale salientar, que quanto maior a exposicdo por longos periodos
maior o dano celular. Por isso, recomenda-se gue novos estudos sejam produzidos para
que haja frequéncia em estudar os efeitos causados em longo prazo que a exposicdo a

radiacdo pode causar ao organismo.
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