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Resumo

Lasers séo fontes de radiagdo monocromaética e colimada que, em baixas intensidades, sdo utilizadas
como recurso terapéutico para tratamento de doencas em diferentes tecidos bioldgicos. Entretanto,
poucos estudos avaliaram efeitos destes lasers em sistemas bioldgicos em condicdes de estresse. O
objetivo deste estudo foi avaliar efeitos do laser vermelho (658 nm) de baixa poténcia na
sobrevivéncia de culturas de Escherichia coli incubadas com ampicilina. Culturas de E. coli AB1157
(proficiente em mecanismos de reparo do DNA) foram expostas ao laser vermelho (660nm) em
diferentes fluéncias (1, 4 e 8J/cm?) e incubadas com ampicilina (1 pg/mL, 30 minutos, 37 °C). Como
controles, aliquotas ndo expostas ao laser e ndo incubadas com ampicilina, aliquotas somente
incubadas com ampicilina e aliquotas expostas somente ao laser. Em seguida, aliquotas foram
diluidas em solucdo salina (NaCl 0,9%) e semeadas em placas de Petri, contendo meio nutritivo
solido (agar 1,5%). Apos incubacdo (18 horas, 37 °C), as unidades formadoras de colénias foram
contadas e calculadas as fragdes de sobrevivéncia. Os valores das fragcdes de sobrevivéncia obtidas
foram (médiat+desvio padrdo): 1,0+0,08 (controle); 1,0+0,10 (controle ampicilina); 1,0+0,14 (laser
1J/ecm?); 1,240,15 (laser 4J/ cm?); 1,1+0,18 (laser 8J/cm?); 1,3+0,16 (laser 1J/cm?+ampicilina);
1,5+0,20 (laser 4J/cm?+ampicilina) e 1,7+0,08 (laser 8J/cm?+ampicilina). Os resultados obtidos
neste trabalho sugerem que a exposicdo ao laser vermelho pode induzir mecanismos que aumentam a
resisténcia de culturas de Escherichia coli AB1157 & ampicilina.
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Abstract

Lasers are monochromatic and collimated radiation sources, which at low intensities are used as a
therapeutic tool for the treatment of diseases in different biological tissues. However, there are few
studies evaluating the effects of these lasers on biological systems under stress conditions. The aim
of this study was to evaluate effects of a low-level red laser (658 nm) on survival of Escherichia coli
cultures incubated with ampicillin. Cultures of E. coli AB1157 (proficient on DNA repair
mechanisms) were exposed to low-level red laser (660 nm) at different fluences (1, 4, and 8 J/cm?)
and incubated with ampicillin (1 pg/mL, 30 minutes, 37 °C). As controls, aliquots not exposed to
laser and not incubated with ampicillin, aliquots incubated with ampicillin alone and, aliquots
exposed to laser alone. Then, aliquots were diluted in saline solution (0.9% NaCl) and spread onto
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Petri dishes containing solid nutrient medium (agar 1.5%). After incubation (18 hours, 37 °C), the
colony forming units were counted and calculated the survival fractions. Values obtained for survival
fractions were (meantstandard deviation): 1.0+0.08 (control), 1.0+0.10 (ampicilin control), 1.0+0.14
(laser 1J/cm?), 1.2+0.15 (laser 4J/ cm?), 1.1+0.18 (laser 8J/cm?), 1.3+£0.16 (laser 1J/cm?+ampicilin),
1.5+0.20 (laser 4J/cm?+ampicilin) e 1.7+0.08 (laser 8J/cm?+ampicilin). Results in this study suggest
that exposure to low-level red laser could induce mechanisms that increase the resistance of cultures

Escherichia coli cultures to ampicillin.
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INTRODUCAO

Lasers sdao fontes de radiagdo
monocromatica, coerente, colimada e alta
densidade de energia (NIEMZ, 2007).

Desde as observagbes experimentais
descritas por Mester no final da década de
1960 (Mester et al., 1968), lasers de baixa
poténcia sdo utilizados em baixas fluéncias
para tratamento de diferentes doengas de
tecidos moles e tecido dsseo (DA SILVA et
al., 2010), dentro da chamada janela
terapéutica, que inclui o espectro da radiacdo
vermelha a0  espectro da radiacdo
infravermelha proxima (NIEMZ, 2007). As
aplicacOes terapéuticas destes lasers séo
baseadas no seu efeito bioestimulativo (ou
biomodulador) (GAO & XING, 2009). Para
tal, a energia da radiacdo laser deve ser
absorvida por um croméforo (fotorreceptor ou
fotoaceptor), constituindo a fase fisica, que
sera seguida pela fase quimica, com alteracdes
em ligacdes e reacdes quimicas em moléculas
alvo. A citocromo c oxidase, componente da
cadeia respiratoria, tem sido considerada como
principal cromorofo intracelular responsével
pela absorcdo da radiacdo laser de baixa
poténcia utilizada em protocolos terapéuticos
(DA SILVA et al., 2010). Como consequéncia
destas fases, os efeitos biologicos da radiagédo
laser de baixa poténcia podem ocorrer através
de uma sequéncia de eventos celulares e
moleculares.

Tem sido sugerido que os fatores
determinantes para os efeitos bioldgicos dos
lasers de baixa poténcia incluem o
comprimento de onda, a intensidade e o estado

fisiolégico do sistema bioldgico exposto
(GAO & XING, 2009). Resultados recentes
obtidos em nosso laboratério tém sugerido que
células em condicBes de estresse apresentam
respostas diferentes daquelas apresentadas por
aquelas em condicdes fisioldgicas (SANTOS
etal., 2014; PINHEIRO et al., 2015).

Assim, como poucos estudos avaliaram
efeitos destes lasers em sistemas bioldgicos
em condicOes de estresse, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar efeitos de laser vermelho
(658 nm) de baixa poténcia na sobrevivéncia
de culturas de Escherichia coli incubadas com
ampicilina.

METODOLOGIA

Para tal, suspensdes de Escherichia
coli AB1157, em fase estacionaria de
crescimento (5x10° células/mL, 18 horas, 37
°C), foram centrifugadas (5000 rpm, cl15
minutos, centrifuga clinica) e ressuspensas em
solucdo salina (NaCl 0,9%). Aliquotas destas
suspensdes foram expostas ao laser vermelho
em diferentes fluéncias (1, 4 e 8 J/cm?), com
poténcia de 10 mW em modo continuo de
emissdo, e incubadas com ampicilina (1
ug/mL, 30 minutos, 37 °C). Como controles,
aliquotas das suspensdes bacterianas néo
expostas ao laser e ndo incubadas com
ampicilina, aliquotas somente incubadas com
ampicilina e aliquotas expostas somente ao
laser. Em seguida, aliquotas foram diluidas
em solucéo salina (NaCl 0,9%) e semeadas em
placas de Petri, contendo meio nutritivo sélido
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(agar 1,5%). Apds incubagdo (18 horas, 37
°C), as unidades formadoras de col6nias foram
contadas e calculadas as fragdes de
sobrevivéncia.

Os dados experimentais foram
apresentados na forma de média e desvio
padrdo das fragbes de sobrevivéncia
bacteriana. As comparagdes entre 0S grupos
foram realizadas através de andlise de
variancia de um critério, seguida de pos-teste
de Bonferroni, com p<0,05 sendo considerado
o menor nivel de significancia. A verificacao
da normalidade dos dados experimentais foi
realizada através do teste de Kolmogorov-
Smirnov, com p<0,05 sendo considerado o
menor nivel de significancia. Para as analises
estatisticas foi utilizado o software InStat
Graphpad (GraphPad InStat for Windows,
GraphPad Software, San Diego California,
USA).

RESULTADOS

Na figura 1 estdo apresentadas as
fracOes de sobrevivéncia de culturas de E. coli
AB1157 expostas ao laser vermelho (658 nm)
de baixa poténcia em diferentes fluéncias.

Figura 1: FragOes de sobrevivéncia de
culturas de E. coli AB1157 expostas ao laser
658 nm em diferentes fluéncias. ns: néo
significante (p>0,05) quando comparado com
0 grupo controle (suspensdes bacterianas nédo
expostas ao laser vermelho).
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Os resultados sugerem que a exposi¢ao
ao laser ndo altera a sobrevivéncia destas
culturas em todas as fluéncias utilizadas.

Na figura 2 estdo apresentadas as
fracOes de sobrevivéncia de culturas de E. coli
AB1157 expostas ao laser vermelho (658 nm)
e incubadas com ampicilina.

Figura 2: FragOes de sobrevivéncia de
culturas de E. coli AB1157 expostas ao laser
658 nm em diferentes fluéncias e incubadas
com ampicilina. (*) p<0,05 quando comparado
com o grupo controle (suspensdes bacterianas
ndo expostas ao laser vermelho, mas
incubadas com ampicilina).
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Os resultados mostram que a pré-
exposicdo ao laser vermelho aumenta a
sobrevivéncia destas culturas a ampicilina.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que a exposi¢do ao laser vermelho
pode induzir mecanismos que aumentam a
resisténcia de culturas de Escherichia coli
AB1157 a ampicilina. Estes resultados estdo
de acordo com resultados prévios que
demonstraram um maior efeito dos lasers de
baixa poténcia em células e tecidos bioldgicos
em situacbes de estresse ou condicdes
fisiolégicas desfavoraveis (SANTOS et al.,
2014; PINHEIRO et al., 2015). Também,
nossos resultados sugerem que a utilizagdo de
lasers de baixa poténcia em feridas infectadas
deve ser realizada com cautela, pois a
exposicao de microrganismos a estas radiacoes
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poderia induzir resisténcia a antibioticos
utilizados em protocolos terapéuticos.

Outros estudos estdo em andamento em
nosso laboratério para avaliar se este efeito é
dependente de mecanismos de reparo de lesdes
no DNA, bem como em outras espécies
bacterianas.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos em nossa
pesquisa sugerem que a pré-exposicédo ao laser
vermelho de baixa poténcia, em fluéncias
utilizadas em protocolos terapéuticos, pode
aumentar a sobrevivéncia de culturas de
Escherichia coli a ampicilina.

REFERENCIAS

1. DA SILVA, J. P.; DA SILVA, M. A
ALMEIDA, A. P.; LOMBARDI
JUNIOR, I.; MATOS, A. P. Laser
therapy in the tissue repair process: A
literature review. Photomed Laser
Surg. v.28 p:17-21, 2010.

2. GAO, X.; XING, D. Molecular
mechanisms of cell proliferation
induced by low power laser irradiation.
J Biomed Sci. v.16 p:4, 2009.

3. MESTER, E.; SZENDE, B,
GARTNER, P. The effect of laser
beams on the growth of hair in mice.
Radiobiol Radiother. v. 9 p:621-626,
1968.

4. NIEM, M. H. Laser-tissue interactions:
Fundamentals  and applications.
Springer-Verlag: New York, 2007.

5. PINHEIRO, C. C., BARBOZA,L. L.,
PAOLI, F., FONSECA, A. S. Low-
level lasers affect cultures in
hyperosmotic stress. Laser Phys. v.25
p:085602, 2015.

6. SANTOS, J. N, ROOS, C,
BARBOZA, L. L., PAOLI, F,

FONSECA, A. S. Low intensity red
laser action on Escherichia coli
cultures submitted to stress conditions.
Laser Phys. v.24 p:125603, 2014.

Contato:

Nome: Adenilson de Souza da Fonseca
E-mail: adnfonseca@yahoo.com.br
e-mail: adnfonseca@ig.com.br

42

Paula e Fonseca / Revista da JOPIC, 2016.



