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Resumo

LEDs (light emitting diodes) e lasers (light amplification by stimulated emission of radiation) de baixa poténcia
sdo fontes de radiagdo ndo ionizante utilizadas em protocolos terapéuticos para cicatrizacdo de feridas, fraturas
Osseas, lesdes musculares e reducdo da dor com base na fotobiomodulagdo. Entretanto, ainda ha dividas sobre
seus mecanismos de acdo em nivel molecular e celular, bem como se estas radiagdes causam danos no DNA. O
objetivo deste estudo foi avaliar a sobrevivéncia e a forma de células em culturas de Escherichia coli proficientes
e deficientes no reparo do DNA e o perfil eletroforético de plasmideos expostos ao LED azul e ao /aser vermelho
de baixa poténcia. Para tal, culturas de E. coli proficientes (AB1157), deficientes em endonuclease III (JW1625)
e endonuclease VIII (JW0704) e plasmideos foram expostas ao LED azul (160, 320 e 640 J/cm?) e ao laser
vermelho (3, 6 e 12 J/cm?). Aliquotas destas culturas foram diluidas, espalhadas em placas de Petri contendo meio
nutritivo e as fragdes de sobrevivéncia foram calculadas. Outras aliquotas foram espalhadas em laminas para
microscopio para avaliagdo morfoldgica. Aliquotas de plasmideos pUC19 foram expostas ao LED azul e ao laser
vermelho, submetidas a eletroforese em gel de agarose e as formas plasmidiais foram avaliadas. Os resultados
obtidos sugerem que a sobrevivéncia e a drea das células em culturas de E. coli AB1157, JW1625 e JW0704
expostas ao LED azul de baixa poténcia nao foram alteradas. Entretanto, a exposi¢do simultdnea ao LED azul e
laser vermelho reduziu significativamente a sobrevivéncia e a drea de células em culturas de E. coli JW0704. Nao
foram observadas altera¢des nas formas de plasmideos expostos ao LED azul e ao laser vermelho. Nossa pesquisa
sugere que a exposicdo ao LED azul e ao laser vermelho de baixa poténcia pode diminuir a sobrevivéncia em
culturas de E. coli deficientes no reparo de lesdes oxidativas no DNA.

Palavras-chave: E. coli, fotobiomodula¢do, laser, LED, DNA.

Abstract

Low power LEDs (light emitting diodes) e lasers (light amplification by stimulated emission of radiation) are non-
ionizing radiation sources used in therapeutic protocols for wound healing, bone fractures, muscle injuries and
pain relief based on photobiomodulation. However, there are doubts about their mechanisms of action at molecular
and cellular levels as well as if these radiations cause damages in DNA. The objective of this study was to evaluate
survival and morphology of cells in Escherichia coli cultures proficient and deficient in DNA repair and
electrophoretic profile of plasmids exposed to low power blue LED and red laser. For this, proficient (AB1157),
and deficient in endonuclease III (JW1625) and endonuclease VIII JW0704), E. coli cultures and plasmids were
exposed to low power blue LED (160, 320 e 640 J/cm?) and red laser (3, 6 e 12 J/cm?). Aliquots from these cultures
were diluted, spread onto Petri dishes containing nutritive medium and the survival fractions were calculated.
Other aliquots were spread on slices for microscopy for morphological evaluation. Aliquots of plasmid pUC19
were exposed to blue LED and red laser, submitted to electrophoresis in agarose gels and the plasmid forms were
evaluated. Results obtained suggest that the survival and area of cells in E. coli AB1157, JW1625 e JW0704
cultures exposed to low power blue LED were not altered. However, simultaneous exposure to blue LED and red
laser reduced significantly the survival and the area of cells in E. coli JW0704 cultures. No alterations were
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obtained in plasmids exposed to blue LED and red laser. Our research suggests that exposure to low power blue
LED and red laser decreases the survival in E. coli cultures deficient in repair of oxidative damages in DNA.

Keywords: E. coli, photobiomodulation, laser, LED, DNA.

Introducao

LEDs (acronimo para light emitting
diodes) sdo fontes de radiagdo quase
monocromadtica (geralmente emitem numa faixa
de comprimento de onda de 10 nm), ndo
coerente € ndao colimada. Atualmente, estdo
comercialmente disponiveis LEDs de baixa
poténcia para aplicacdes terapéuticas que
emitem numa ampla faixa do espectro
eletromagnético (do ultravioleta ao
infravermelho). Laser (acr6bnimo para light
amplification by stimulated emission of
radiation)  sdo  fontes de  radiagdo
eletromagnética monocromadtica, coerente, de
alta colimacdo e alta densidade de energia
(SVELTO & HANNA, 1998). Lasers
teraputicos de baixa poténcia, em geral,
emitem radiacdo do vermelho ao infravermelho
(a chamada janela terapéutica), no modo
continuo ou pulsado (NIEMZ, 2007).

Os LEDs e lasers de baixa poténcia t&ém
atraido grande atencdo devido as suas
aplicagdes terapéuticas. Estas aplicacdes se
baseiam na chamada fotobioestimulagdo, cujo
primeiro relato foi feito em 1967 por Endre
Mester (MESTER & MESTER, 2017). De fato,
lasers e LEDs de baixa poténcia vém sendo
utilizados em protocolos terapéuticos para
cicatrizacdo de feridas (VAGHARDOOST et
al., 2018) e de fraturas 6sseas (BAEK et al.,
2017), lesdes na cavidade oral (AHAD et al.,
2017) e musculares (KISSELEV & MOSKVIN,
2019) e para reduzir a sensagdo dlgica
(TARADAIJ et al., 2019). Estas terapias t&ém
sido utilizadas com sucesso por fisioterapeutas,
dentistas, enfermeiros e médicos para
tratamento de diferentes doencas em tecidos
moles e no tecido 6sseo (HAMBLIN et al.,
2016), bem como para tratamentos estéticos por
biomédicos. Entretanto, seus efeitos biolégicos
necessitam ainda de estudos para que sejam
melhor compreendidos e que suas aplicacdes

clinicas possam ser mais eficazes. Na literatura,
sdo encontrados estudos sobre os efeitos
bioldgicos dos LEDs e lasers de baixa poténcia
em culturas de células procaridticas
(FONSECA et al., 2010) e eucaridticas
(TRAJANO et al., 2016), em animais
(TRAJANO et al.,, 2015) e em humanos
(ESLAMIAN et al., 2011), que seriam
consequéncias  dos  efeitos
fotoquimicos e/ou fotobioldgicos destas
radiacdes nao ionizantes (KARU, 2003).

fotofisicos,

Justificativa

Embora resultados importantes sobre os
efeitos bioldgicos destes LEDs e lasers tenham
sido obtidos, para muitos destes efeitos, a
relacdo dose-resposta, poténcia-resposta ou
frequéncia-resposta ndo foi ainda obtida e/ou os
mecanismos  moleculares e  celulares
responsdveis pelos efeitos observados em doses
utilizadas em protocolos terapéuticos ndo sio
completamente compreendidos. Além disso,
atualmente, novos  equipamentos  estdo
comercialmente disponiveis, nos quais sio
propostas novos  protocolos terapéuticos
baseados na irradiacdo simultinea com LEDs e
lasers de baixa poténcia. Em adi¢do, ha uma
grande diversidade de protocolos e as diferentes
condig¢des de irradiac@o utilizadas nos estudos
cientificos e clinicos, bem como aquelas
utilizadas na prética terapéutica dificultam a
comparacdo dos resultados experimentais e
clinicos.

Desta forma, apesar do significativo
nimero de estudos encontrados na literatura, as
informacdes sobre os efeitos da exposicdo as
radiagdes emitidas por LEDs, lasers e, ainda
menos, pela exposi¢cdo simultinea as radiagdes
emitidas por estas fontes em sistemas
biolégicos ndo sdo conclusivas, sendo, em sua
maioria, relatos de casos clinicos ou
observagdes com pouco embasamento
cientifico. A maioria dos protocolos &
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desenvolvida empiricamente, resultando em
doses que variam de poucos a muitos Joules
(DA FONSECA, 2019). Por um lado, a melhor
compreensao do fendmeno fotobioldgico e uma
dosimetria adequada podem aprimorar e
aumentar as aplicacdes clinicas seguras dos
LEDs e lasers de baixa poténcia. Dessa forma,
o objetivo deste estudo foi
sobrevivéncia e a forma de células em culturas

avaliar a

de Escherichia coli proficientes e deficientes no
reparo do DNA e o perfil eletroforético de
plasmideos expostos ao LED azul e ao laser
vermelho de baixa poténcia.

Metodologia

LED e laser de baixa poténcia e
reagentes quimicos

Neste estudo, foi utilizado equipamento
(modelo Fluence, HTM, Brasil) composto de
aplicador com LED com emissao no espectro da
luz azul (470 nm, 5,36/cm?, spot size de 0,28
cm?) e laser com emissdo no espectro da luz
vermelha (658 nm, 0,80 W/cm?, spot size de
0,13 cm?).

Agar bacteriolégico e caldo nutriente
foram obtidos da HiMedia (India). Hidroximetil
(TRIS),
etilenodiaminotetra-acético (EDTA),
glicerol, cianol, azul de
bromofenol e agarose foram da Merck (EUA).
Cloreto de sédio foi obtido da Vetec (Brasil).
GelRed foi da Sigma (EUA) e plasmideos
pUCI19 foi obtido da New England Biolabs
(EUA).

aminometano acido
acido

bérico, xileno

Ensaio de sobrevivéncia bacteriana

Culturas de E. coli AB1157 (selvagem
em relagcdo aos mecanismos de reparo do DNA),
JW1625 (deficiente em endonuclease III) e
JW0704 (deficiente em endonuclease VIII) na
fase estaciondria de crescimento (10
células/mL, 18 horas, 37 °C) foram expostas ao
LED azul e ao laser vermelho de baixa
poténcia. As culturas foram centrifugadas
(700xg, 15 minutos, centrifuga clinica) e
suspensas duas vezes em solucdo salina (NaCl
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0,9%) estéril. Em seguida, aliquotas das
suspensoes bacterianas foram expostas ao LED
azul de baixa poténcia (nas fluéncias de 160,
320 e 640 J/cm?) e, simultaneamente, ao LED
azul e ao laser vermelho (nas fluéncias de 3, 6
e 12 J/cm?). Suspensdes bacterianas ndo
expostas a0 LED e ao laser foram utilizadas
como controles. As fontes LED azul e laser
vermelho foram posicionadas a 6 cm da
superficie das aliquotas de
bacterianas. Imediatamente apds a irradiagdo,

suspensoes

aliquotas das suspensdes bacterianas foram
diluidas em solucao salina (NaCl a 0,9%) estéril
e espalhadas sobre placa de Petri contendo meio
rico s6lido (1,5% de d4gar). As unidades
formadoras de coldnias, formadas durante a
incubagdo de 18 horas a 37°C, foram contadas
e as fracdes de sobrevivéncia foram calculadas
(FONSECA et al., 2010; DA SILVA SERGIO
et al., 2012). Os resultados foram representados
como a média e desvio padrao das fracdes de
ensaios

sobrevivéncia obtidas em cinco

independentes.

Analise da area de células bacterianas
expostas ao LED azul e ao laser
vermelho

Para avaliar a 4rea de células de E. coli
AB1157, JW1625 e JW0704, culturas em fase
estaciondria de crescimento foram expostas ao
LED azul e ao laser vermelho de baixa
intensidade como descrito no ensaio de
sobrevivéncia bacteriana. Suspensdes
bacterianas nio expostas ao LED e ao laser
foram utilizadas como controles. Apds a
exposicdo, aliquotas foram espalhadas em
laminas para microscopia de luz e coradas
segundo método de Gram (CAPPUCCINO &
SHERMAN, 1999). As células bacterianas
foram visualizadas em microscépio e
fotografadas. As dreas das células bacterianas
foram medidas através do software Image J e as
razdes de dreas das células foram calculadas
dividindo-se a érea de cada célula exposta ao
LED azul e laser vermelho de baixa poténcia
pela média das dreas das células ndo expostas

LED azul e laser vermelho de baixa poténcia
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(FONSECA et al., 2011). Os resultados foram
expressos com a média e desvio padrdo da razio
de drea das células expostas ao LED azul e ao
laser vermelho e ndo expostas ao LED azul e ao
laser vermelho (grupo controle). Os resultados
foram obtidos em trés experimentos
independentes.

Perfil eletroforético, em géis de agarose,
de plasmideos expostos ao LED

Os pertfis eletroforéticos de plasmideos
em géis de agarose foram utilizados como
modelo experimental para avaliar lesdes no
DNA (FONSECA et al., 2010). Para tal,
plasmideos pUC19 (100ng, aproximadamente)
foram expostos ao LED azul e ao laser
vermelho de baixa poténcia, nas mesmas
condic¢des descritas no ensaio de sobrevivéncia
bacteriana. Aliquotas

expostas ao LED e ao laser foram utilizadas

de plasmideos ndo

como controles. Em seguida, cada amostra de
plasmideo foi misturada a 2ul. de tampao de
carregamento (azul de bromofenol, xileno
cianol, glicerol 30%), 2uL de corante GelRed e
aplicado em gel de agarose a 0,8% em camara
horizontal de eletroforese com tampdo TRIS-
borato-EDTA (5,4g de tris, 2,75g de é&cido
bérico e 0,4775g de EDTA em 1 litro de dgua
destilada). Apds a eletroforese, as formas dos
plasmideos
fluorescéncia usando um sistema de trans-

foram visualizadas sob
iluminacdo ultravioleta. As imagens dos géis
foram capturadas através da camera digital
(Canon PowerShot S5IS, China) e as formas
dos plasmideos foram semiquantificadas
usando o software Image J para obten¢do das
porcentagens das formas plasmidias
(FONSECA et al., 2010; FONSECA et al.,
2012). Os resultados foram representados como
a média e desvio padrdo das porcentagens das
formas plasmidias obtidas em quatro ensaios
independentes.

Andlise estatistica

Os valores de fragao de sobrevivéncia,
razdo de area das células bacterianas e
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porcentagens das formas plasmidiais foram
apresentados como média e desvio padrdo. A
distribui¢do normal dos dados foi avaliada
através do teste de Kolmogorov-Smirnov e a
comparacdo entre os grupos foi realizada
através de analise de variancia (ANOVA) de um
critério seguida de pds-teste de Bonferroni, com
p<0,05 como menor nivel de significancia. As
andlises estatisticas foram realizadas com o
software InStat Graphpad.

Resultados

Avaliagdo da sobrevivéncia em culturas de
E. coli expostas ao LED azul e ao laser
vermelho de baixa poténcia

Culturas de E. coli AB1157, JW1625 e
JWO0704 foram expostas ao LED azul e ao laser
vermelho em diferentes fluéncias e a
sobrevivéncia nestas culturas foi avaliada. Na
figura 1, estdo apresentadas as fragGes de
sobrevivéncia em culturas de E. coli AB1157
expostas ao LED azul e ao laser vermelho em
diferentes fluéncias.
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Figura 1: Fragdes de sobrevivéncia em culturas de E. coli
AB1157 expostas ao LED azul e ao laser vermelho de
baixa poténcia.

Os resultados apresentados nesta figura
sugerem que as fragdes de sobrevivéncia em
culturas de E. coli AB1157 expostas somente ao
LED azul de baixa poténcia ndo sofreram
alteragdes significativas (p>0,05) quando
comparadas com o grupo controle (culturas
bacterianas nio expostas ao LED azul e ao laser
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vermelho). A exposi¢do simultdnea ao LED
azul e ao laser vermelho também ndo foi capaz
de diminuir significativamente (p>0,05) a
sobrevivéncia nestas culturas.

Na figura 2, estdo apresentadas as fracdes
de sobrevivéncia em culturas de E. coli JW1625
expostas ao LED azul e ao laser vermelho em
diferentes fluéncias.
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Figura 2: Fragdes de sobrevivéncia em culturas de E. coli
JW1625 expostas ao LED azul e ao laser vermelho de
baixa poténcia.

Similar ao obtido com as culturas da cepa
selvagem, os resultados apresentados nesta
figura sugerem que as fragdes de sobrevivéncia
em culturas de E. coli JW1625 expostas
somente ao LED azul, ou expostas
simultaneamente ao LED azul e ao laser
vermelho de baixa poténcia, ndo sofreram
alteracdes significativas (p>0,05) quando
comparadas com o grupo controle (culturas
bacterianas ndo expostas ao LED azul e ao laser
vermelho).

Na figura 3, estdo apresentadas as fragdes
de sobrevivéncia em culturas de E. coli JW0704
expostas ao LED azul e ao laser vermelho em
diferentes fluéncias.
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Figura 3: Fracdes de sobrevivéncia em culturas de E. coli
JWO0704 expostas ao LED azul e ao laser vermelho de
baixa poténcia. (¥) p< 0,05 quando comparado com o

grupo controle.

Os resultados apresentados nesta figura
sugerem que as fragdes de sobrevivéncia em
culturas de E. coli JW0704 expostas ao LED
azul de baixa poténcia ndo sofreram redugdes
significativas (p<0,05) quando comparadas
com o grupo controle (culturas bacterianas nao
expostas ao LED azul e ao laser vermelho).
Entretanto, a exposicao simultinea ao LED azul
e ao laser vermelho foi capaz de diminuir
significativamente (p<0,05) a sobrevivéncia
nestas culturas na maior fluéncia utilizada.

Avaliagdo da drea de células bacterianas
expostas ao LED azul e ao laser vermelho

Aliquotas de
foram expostas ao LED azul e ao laser
vermelho em diferentes fluéncias, espalhadas

suspensdes bacterianas

em laminas para microscopia de luz e coradas
segundo o método de Gram, visualizadas em
microscopio e fotografadas.

A figura 4 sdo fotografias de esfregacos
de culturas de E. coli proficientes expostas ao
LED azul e ao laser vermelho de baixa poténcia.
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Figura 4: Fotografias representativas de esfregagos de culturas de E. coli AB1157: (a) grupo controle; (b) grupo LED
160J/cm?; (c) grupo LED 320J/cm?; (d) grupo LED 640J/cm?; (e) grupo LED 160J/cm? + laser 3]J/cm?; (f) grupo LED
320J/cm? + laser 6]/cm?; (g) grupo LED 640J/cm? + laser 12J/cm?. Fotografias obtidas com objetiva de aumento de 100

VEZESs.

Na figura 5, estdo apresentadas as razdes
de area de E. coli AB1157 expostas ao LED
azul e ao laser vermelho em diferentes
fluéncias.
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Figura 5: Razdes de drea de E. coli AB1157 expostas ao
LED azul e ao laser vermelho de baixa poténcia.

Os resultados apresentados nesta figura
sugerem que as células de E. coli AB1157
expostas somente ao LED de baixa poténcia ndo
sofreram alteracdes significativas (p>0,05) nas
razdes da drea quando comparadas com o grupo
controle (células ndo expostas ao LED azul e ao
laser vermelho). A exposicdo simultinea ao
LED azul e ao laser vermelho também nao foi
capaz de causar alteracdes nas 4dreas destas
células.

A figura 6 sdo fotografias representativas
de esfregacos de culturas de E. coli IW1626
(deficientes em endonuclease III) expostas ao
LED azul e ao laser vermelho de baixa
poténcia.
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Figura 6: Fotografias representati;/as'. de esfregacos de culturas de E. coli JW1625: (a) grupo controle; (b) grupo LED
160J/cm?; (c) grupo LED 320J/cm?; (d) grupo LED 640J/cm?; (e) grupo LED 160J/cm? + laser 3J/cm?; (f) grupo LED
320J/cm? + laser 6]/cm?; (g) grupo LED 640J/cm? + laser 12]J/cm?. Fotografias obtidas com objetiva de aumento de 100

VEZES.

Na figura 7, estdo apresentadas as razdes
de drea de E. coli JW1625 expostas ao LED azul
e ao laser vermelho em diferentes fluéncias.
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Figura 7: Razdes de drea de E. coli JW1625 expostas ao
LED azul e ao laser vermelho de baixa poténcia.

Similar aos resultados obtidos com a cepa
selvagem, os resultados apresentados nesta
figura sugerem que as células de E. coli IW1625
expostas somente ao LED azul, expostas
simultaneamente ao LED azul e ao laser
vermelho de baixa poténcia, ndo sofreram
alteracOes significativas (p>0,05) nas razdes de
area quando comparadas com o grupo controle
(células nio expostas ao LED azul e ao laser
vermelho).

A figura 8 sdo fotografias representativas
de esfregacos de culturas de E. coli JIW(0704
(deficientes em endonuclease VIII) expostas ao
LED azul e ao laser vermelho de baixa
poténcia.
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Figura 10: Fotografias de esfregagos de culturas de E. coli TW0704: (a) grupo controle; (b) grupo LED 160J/cm?; (c) grupo
LED 320J/cm?; (d) grupo LED 640J/cm?; (e) grupo LED 160J/cm? + laser 3)J/cm?; (f) grupo LED 320J/cm? + laser 6J/cm?;
(g) grupo LED 640J/cm? + laser 12J/cm?. Fotografias obtidas com objetiva de aumento de 100 vezes.

Na figura 9, estdo apresentadas as razdes
de drea de E. coli JW0704 expostas ao LED azul
e ao laser vermelho em diferentes fluéncias.
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Figura 9: Razoes de drea de E. coli JW0704 expostas ao
LED azul e ao laser vermelho de baixa poténcia. (*)
p<0,05 quando comparado com o grupo exposto somente
ao LED azul na fluéncia de 160 J/cm?.

Os resultados apresentados nesta figura
sugerem que as células de E. coli JW0704
expostas somente ao LED de baixa poténcia ndo
sofreram alteracdes significativas (p>0,05) na
razdo de drea quando comparadas com o grupo
controle (células ndo expostas ao LED azul e ao
laser vermelho). Entretanto, a exposi¢do
simultanea ao LED azul na fluéncia de 160
J/em? e ao laser vermelho na fluéncia de 3 J/cm?
foi capaz de alterar significativamente (p<0,05)
as razdes de drea quando comparadas as razdes
de area das células expostas somente ao LED
azul na fluéncia de 160 J/cm?.
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M LED+LASER

Avaliagdo do perfil eletroforético de
plasmideos pUC19 expostos ao LED azul e
ao laser vermelho de baixa poténcia

Amostras de plasmideos pUC19 foram
expostas ao LED azul e ao laser vermelho em
diferentes fluéncias e submetidas a eletroforese
em gel de agarose (Figura 10).
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Figura 10: Gréafico das porcentagens de formas
plasmidiais (a) e fotografia de gel de agarose (b) de
plasmideos expostos ao LED e ao laser de baixa
poténcia. (0) controle, (160) LED 160J/cm?, (320) LED
320Jcm/?, (640) LED 640J/cm?, (160+3) LED 160J/cm? +
laser 3J/cm?, (320+6) LED 320J/cm2 + laser 6]J/cm?,
(640+12) LED 640J/cm? + laser 12]/cm?2.

Os resultados apresentados nesta figura
sugerem que o perfil eletroforético dos
plasmideos pUC19 em géis de agarose expostos
ao LED azul e ao laser vermelho de baixa
poténcia ndo sofreram alteragdes significativas
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quando comparadas com o grupo controle
(amostras de plasmideos nio expostas ao LED
azul e ao laser vermelho).

Discussao

Neste estudo, foi avaliado os efeitos da
exposicdo ao LED azul, simultaneamente ou
ndo, ao laser vermelho de baixa poténcia em
de E. coli, proficientes
proficientes em mecanismos de reparos de
lesdes oxidativas no DNA e em plasmideos.

O efeito biomodulador dos LEDs e lasers
tem sido avaliado através de protocolos
experimentais baseados em cepas de E. coli.
Nestes, foi sugerido que o efeito biomodulador
de radiacdes emitidas por lasers de baixa
poténcia apresenta uma relacdo dependente da
fluéncia e da presenca ou ndo dos mecanismos
de reparo de DNA (MARCIANO et al., 2012;
CANUTO et al., 2013; SERGIO et al., 2013).

Os resultados obtidos sugerem que a

culturas e nao

exposi¢do a radiagdo azul emitida pelo LED de
baixa poténcia nao altera a sobrevivéncia em
culturas de células proficientes em todos os
mecanismos de reparo de lesdes oxidativas no
DNA (E. coli AB1157), ou seja, as fragdes de
sobrevivéncia nestas
alteradas de forma significativa (Figura 1).
Estes resultados poderiam ser explicados pela
presenca dos mecanismos de reparo do DNA na
cepa selvagem, conferindo-a maior resisténcia.

culturas nao foram

De forma semelhante, os resultados sugerem
que a exposi¢do a radiagdo azul emitida por este
LED nio altera a sobrevivéncia em culturas de
células deficientes em mecanismos de reparo de
lesdes oxidativas (E. coli JW1625 e JW0704)
(Figuras 2 e 3). Estes resultados sugerem que a
exposicao a radiacdo azul emitida por LED de
baixa poténcia nio causaria lesdes oxidativas no
DNA. Resultados semelhantes foram obtidos
de E. coli deficientes em
(JW1625) expostas
simultaneamente a radia¢do azul e a radiagcdo
vermelha (Figura 2). Estes resultados estdo em

em culturas
endonuclease I

acordo com estudos realizados por Barboza et
al. (2015), no qual foi verificada auséncia de
morte celular em culturas de E. coli JW1625
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expostas ao laser vermelho. Entretanto, a
exposicdo simultdnea a radiacdo azul emitida
pelo LED e a radiagdo vermelha emitida pelo
laser foi capaz de reduzir a sobrevivéncia em
culturas de E. coli deficientes em endonuclease
VIII (JW0704) na maior fluéncia de LED (640
J/cm?) e de laser (12 J/cm?) (Figura 3). Estes
resultados poderiam ser explicados pela maior
sensibilidade desta cepa devido a falhas no
mecanismo de reparo por excisdo de bases.
Como este mecanismo € o principal mecanismo
envolvido no reparo de lesdes oxidativas no
DNA, estes resultados sugerem que a exposicao
as radiacdes emitidas pelo LED azul e o laser
vermelho pode aumenta os niveis intracelulares
de radicais livres. De fato, a sobrevivéncia em
culturas de E. coli proficientes no mecanismo
de reparo por excisio de bases (AB1157)
expostas ao LED azul e ao /aser vermelho nao
foi alterada (Figura 1). Entretanto, nossos
resultados ndo mostraram alteracdo da
sobrevivéncia em culturas de E. coli deficientes
em endonuclease III. Outros estudos realizados
em nosso laboratério (FONSECA et al., 2010;
MARCIANO et al. 2012; MARTINS et al.,
2015) também sugeriram auséncia de efeitos
induzidos por lasers vermelho de baixa
poténcia em culturas de E. coli deficientes no
mecanismo de excisdo de bases.

Os resultados obtidos neste estudo
sugerem que células de E. coli proficientes nos
mecanismos de reparo ndo apresentam
alteracoes morfoldgicas quando expostas a
radiacdo emitida pelo LED azul e a radiacio
emitida pelo laser vermelho de baixa poténcia
(Figuras 4 e 5). Resultados semelhantes foram
obtidos em culturas de E. coli deficientes em
endonuclease III (Figura 6 e 7). Estes resultados
poderiam ser explicados novamente pela
presenca dos mecanismos de reparo por excisao
de bases na cepa selvagem (AB1157) e pela
presenca da endonuclease VIII em células de E.
coli JW1625. Martins et al. (2015) também
reportaram a auséncia de alteracdes na drea de
células proficientes em reparo por excisdo de
bases expostas ao laser vermelho de baixa
poténcia. Entretanto, células de E. coli
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deficientes em endonuclease VIII (JW0704)
apresentaram alteragdes morfolégicas quando
expostas ao LED azul e ao laser vermelho
(Figura 8 e 9). Estes resultados poderiam
reforcar a hipétese de que a exposicdo
simultanea ao LED azul e ao laser vermelho
pode causar danos oxidativos nas células cujo
reparo € dependente da endonuclease VIIIL
Pinheiro et al. (2014) também reportaram
alteracdo morfolégica (filamentacdo
bacteriana) induzida pela exposicao de culturas
de E. coli JW0704 ao laser vermelho.

Para avaliar se a exposi¢ao as radiagdes
emitidas pelo LED azul e pelo laser vermelho
de baixa poténcia pode causar danos diretos ao
DNA, plasmideos pUC19 foram expostos a
estas radiacdes e submetidos a eletroforese em
gel de agarose. Os resultados obtidos sugerem
que a exposicdo ao LED azul ndo altera o perfil
eletroforético dos plasmideos.
semelhantes foram obtidos em amostras de

Resultados

plasmideos expostos simultancamente a
radiagdo azul emitida pelo LED e ao laser
vermelho de baixa poténcia (Figura 10). Estes
resultados sugerem que a exposicdo a estas
radiagdes, nas fluéncias avaliadas no presente
estudo, ndo causaria quebras simples ou
quebras duplas no DNA. Entretanto, outros
resultados experimentais obtidos em nosso
laboratdrio sugeriram que a exposi¢do ao laser
vermelho alteracdes no  perfil
eletroforético de plasmideos bacterianos
(FONSECA et al., 2010). Esta discrepancia
poderia ser explicada pela diferenca de

fluéncias utilizadas nos dois estudos.

induz

Consideracoes Finais

Os resultados obtidos neste estudo
sugerem que a exposicao ao LED azul e ao laser
vermelho de baixa poténcia pode diminuir a
sobrevivéncia e induzir alteracdes morfoldgicas
em células de E. coli
endonuclease VIII. Portanto, nossa pesquisa
sugere que os efeitos induzidos no DNA pela

deficientes em

exposicdo simultinea as radiacdes emitidas
pelo LED azul e pelo laser vermelho de baixa
poténcia sdo dependentes da fluéncia e da
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presenca ou auséncia dos mecanismos de reparo
de lesdes oxidativas no DNA.
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