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RESUMO 

 

 

RIBEIRO, Rickson Souza. Efeitos de LED azul e laser vermelho de baixa potência na 

sobrevivência celular e expressão gênica de fotoliases em culturas de Escherichia coli e 

da viabilidade celular e expressão de genes circadianos em células de câncer de mama. 

2023. 114 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

 

Lasers e LEDs terapêuticos de baixa potência são usados com base na 

fotobiomodulação, mas os efeitos da fotobiomodulação nos mecanismos de reparo do DNA em 

células bacterianas e na expressão dos genes envolvidos no ciclo circadiano de células tumorais 

de mamíferos ainda não foram avaliados. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos 

do laser vermelho (658 nm) e LED azul (470 nm) terapêuticos de baixa potência nos genes da 

família das flavoproteínas utilizando modelos procarióticos e eucarióticos. Alíquotas do 

plasmídeo pUC19 e culturas de E. coli C600, MCF-7 e MDA-MB-231 foram expostos ao LED 

azul (470 nm) e ao laser vermelho (658 nm) em diferentes fluências. Outras culturas de E. coli 

C600 foram expostas a radiação UVC e em seguida ao LED azul e ao laser vermelho de baixa 

potência. Após irradiação, os plasmídeos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 

para avaliar as formas plasmidiais, culturas bacterianas foram semeadas em placas de Petri 

contendo meio nutritivo para avaliar a sobrevivência e proliferação bacteriana, e os níveis de 

mRNA da fotoliase em células bacterianas foram avaliados por reação em cadeia da polimerase 

quantitativa em tempo real. Culturas de MCF-7 e MDA-MB-231, após irradiação, também 

foram cultivadas em meio DMEM e RPMI, respectivamente, suplementado com soro fetal 

bovino. Os níveis de mRNA dos genes circadianos também foram avaliados por reação em 

cadeia da polimerase quantitativa em tempo real. O ensaio de viabilidade celular por WST-1 

foi realizado após 24, 48 e 72 horas após irradiação. Os resultados sugeriram que a exposição 

ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência não causam quebra na fita de DNA em 

plasmídeos bacterianos e não altera a sobrevivência e os níveis de mRNA do gene da fotoliase 

em células de E. coli, mas aumenta a sobrevivência e proliferação em culturas de E. coli 

expostas a radiação ultravioleta C dependendo da fluência do laser. A viabilidade celular, e os 

níveis de mRNA dos genes circadianos em células MCF-7 e MDA-MB231 após exposição ao 

LED azul e ao laser vermelho de baixa potência não foram alterados nas fluências avaliadas. 

 

Palavras-Chaves: Câncer de mama; Escherichia coli; Fotobiomodulação; Genes circadianos; 

Laser. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

 

RIBEIRO, Rickson Souza. Effects of low-power blue LED and red laser on cell survival and 

gene expression of photolyases in Escherichia coli cultures and cell viability and circadian 

genes expression on breast cancer cells. 2023. 114 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) 

– Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro 2023. 
 

Therapeutic low-power LEDs and lasers are used based on photobiomodulation, but 

the photobiomodulation effects on DNA repair mechanisms in bacterial cells and the expression 

of circadian genes in mammalian tumor cells have not yet been explored. Thus, the objective 

of this work was to evaluate the effects of low-power therapeutic blue LED and red laser on 

the genes of the flavoprotein family by prokaryotic and eukaryotic models. Aliquots of plasmid 

pUC19 and cultures of E. coli C600, MCF-7 and MDA-MB-231 were exposed to blue LED 

(470 nm) and red laser (658 nm) at different fluences. Other cultures of E. coli C600 were 

exposed to UVC radiation, followed by low-power blue LEDs and red laser. After irradiation, 

plasmids were subjected to agarose gel electrophoresis to evaluate the plasmidial forms, 

bacterial cultures were spread on petri dishes containing nutritive medium to evaluate the 

bacterial survival and proliferation, and photolyase mRNA levels of bacterial cells were 

assessed by real-time quantitative polymerase chain reaction. Cultures of MCF-7 and MDA-

MB-231, after irradiation, were also cultivated in DMEM and RPMI medium, respectively, 

supplemented with fetal bovine serum. The mRNA levels of circadian genes were also assessed 

by real-time quantitative polymerase chain reaction. The cell viability assay by WST-1 was 

performed at 24, 48 and 72 hours after irradiation. The results suggest that exposure to low-

power blue LED and red laser do not cause DNA strand breaks in bacterial plasmids and do 

not alter survival and the mRNA levels of the photolyase gene in E. coli cells, but increase 

survival and proliferation in E. coli cultures exposed to ultraviolet C radiation depending on the 

laser fluence. The cell viability and the mRNA levels of the circadian genes in MCF-7 and 

MDA-MB-231 cells after exposure to low-power blue LED and red laser did not change in 

evaluated fluences.  

 

Keywords: Breast cancer; Escherichia coli; Photobiomodulation; Circadian genes; laser.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

Equipamentos Lasers são dispositivos que utilizam o fenômeno físico de emissão 

estimulada para emitir um feixe de luz monocromática e coerente com pouca divergência. A 

palavra laser é um acrônimo para “light amplification by stimulated emission of radiation” 

(amplificação da luz por emissão estimulada de radiação). (HEISKANEN, HAMBLIN, 2018). 

O primeiro laser funcional foi desenvolvido por Theodore Maiman, nos anos de 1960, ao incidir 

luz sobre um cristal sintético de rubi, obtendo um feixe com comprimento de onda de 694 nm 

(MAIMAN, 1960). Mas o dispositivo já havia sido hipotetizado por Albert Einstein em 1917 

através de seu trabalho “Zur quantum Theories der Strahlung” (Teoria quântica da radiação) 

(Einstein, 1917).  

O equipamento laser é um dispositivo que emite feixes de radiações com 

características bem definidas quando comparadas com fontes ordinárias. Dentre essas 

características está a monocromaticidade, onde a radiação emitida apresenta um comprimento 

de onda dentro de uma faixa bem definida do espectro eletromagnético, outra característica é a 

sua coerência temporal e espacial, que pode ser entendida radiações com mesma frequência e 

direção que mantém uma relação de fase constante entre si, a colimação é outra característica a 

se destacar na qual os feixes de radiação se tornam paralelos, atingindo um ponto bem definido 

e a por fim, sua alta densidade de energia, que consiste na energia total transmitida pelo laser 

por unidade de área (BIRNGRUBER, 1989).  

 Os lasers também variam de acordo com sua potência. Os lasers de alta potência 

apresentam geram efeitos térmicos, ablação, sendo comumente utilizado na medicina em 

procedimentos cirúrgicos (DANTAS et al, 2021). Os lasers de média potência também geram 

efeitos térmicos, mas não abrasivos, sendo utilizados em procedimentos estéticos como 

fotodepilação (MARTINS, PAULA, SIMÕES, 2017). Os lasers de baixa potência não geram 

efeitos térmicos e são utilizados para terapias de fotobiomodulação, que se baseia na interação 

dos fótons com as células desencadeando eventos celulares, moleculares e sistêmicos (SILVA 

et al, 2023). 

Para avaliar os efeitos dos lasers de baixa potência, são analisados alguns parâmetros 

como a fluência, medida em J/cm², que é a grandeza física que avalia a possibilidade de 

estimulação, inibição ou não manifestação dos efeitos terapêuticos; são avaliadas também a 

irradiância, medida em W/cm², que é o cálculo da potência de saída de luz por unidade de área 

e avalia a possibilidade de danos térmicos (RIBEIRO et al, 2011).  
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Outro fator relevante nos tratamentos com lasers de baixa potência é a escolha do 

dispositivo. Existem diferentes meios emissores capazes de emitir radiações pelo processo laser 

com diferentes comprimentos de onda, como o He-Ne (632,8 nm), rubi (694 nm) e Nd-YAg 

(1064 nm) (OLIVEIRA et al, 2013; YU, LAN, YU, 2019; YANG, et al, 2022). A escolha do 

dispositivo e comprimento de onda é de grande importância para estudar os fenômenos 

celulares, visto que as células apresentam cromóforos que absorvem radiação de comprimentos 

de onda em faixas específicas, desencadeando assim os efeitos envolvidos na fotobiomodulação 

(KARU, PYATIBRAT, KALENDO, 2003). 

Os equipamentos LEDs são dispositivos baseados em materiais semicondutores que 

realizam um fenômeno denominado de eletroluminescência. Esse fenômeno ocorre quando uma 

corrente elétrica passa por materiais semicondutores, liberando energia luminosa (RENK, 

2012). Diferente dos lasers, as radiações emitidas por esses equipamentos não são coerentes, 

são quase monocromáticas e os feixes da radiação emitida apresenta divergência (Figura 1) 

(HEISKANEN, HAMBLIN, 2018). O primeiro LED de luz visível foi desenvolvido por Nick 

Holonyak Jr. Em 1962. Estudos posteriores foram feitos e novos LEDs foram criados, dentre 

esses, LEDs emissores de luz no espectro da luz laranja, amarela e verde entre os anos de 1962 

e 1970 (COURTLAND, 2014). 

Os LEDs apresentam vantagens em relação aos lasers, devido ao seu custo mais 

reduzido, vida útil maior, emissão em diversas faixas de comprimento de onda (380 – 1200 nm) 

e tamanho pequeno. Entretanto, na prática experimental e clínica ainda há estudos comparativos 

sendo realizados para demonstrar a eficácia desses dispositivos em terapias baseadas na 

fotobiomodulação, visto que as características de coerência e colimação são levadas em 

consideração durante a irradiação do tecido para atingir um resultado esperado (ENWEMEKA, 

2006; ANTIPA et al., 1996). 
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Figura 1 - Esquema representativo da radiação emitida por laser e LEDs. 

 

Legenda: (a) radiação emitida por laser com características de monocromaticidade, coerência e colimação. (b) 

radiação emitida por LEDs com radiação quase monocromática, sem colimação e se coerência.  

Fonte: O autor, 2023. 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Efeitos fotobiomoduladores 

 

 

Alguns anos após o desenvolvimento do dispositivo laser, foram realizados os primeiros 

estudos sobre os efeitos biológicos das radiações emitidas por esses dispositivos. O físico Leon 

Goldman foi o primeiro a estudar os efeitos do laser sobre lesões na pele, que publicou os 

resultados da sua pesquisa avaliando os efeitos do laser rubi na destruição de melanomas 

malignos em 1964. No mesmo ano, Endre Master se interessou pelas aplicações clínicas no 

tratamento de melanomas (STRAIGHT, 2016; MCGUFF et al., 1964; MESTER, MESTER, 

2017).  

Endre Master iniciou seus estudos sobre os efeitos da radiação emitida pelo laser rubi 

de baixa potência na pele de camundongos e demonstrou que os pelos da pele dos camundongos 

irradiadas com o laser cresce de forma mais acelerada quando comparada com os pelos da pele 

do grupo não irradiado. Entretanto, quando a dose aplicada era aumentada, os pelos não 

cresciam mais, o oposto do que acontecia com o grupo não irradiado onde os pelos cresciam 

normalmente (MESTER, MESTER, 2017). Este foi o primeiro experimento documentando a 

aplicação da lei biofísica de Arndt-Schulz para lasers, onde o laser pode apresentar efeitos 

estimulatórios ou inibitórios dependendo da dose aplicada (MESTER et al, 1969). 

As contribuições de Tiina Karu também tiveram grande impacto na compreensão dos 

efeitos da fotobiomodulação. Seus estudos explorando os efeitos de lasers em células HeLa 

auxiliou na elucidação da interação da radiação vermelha e infravermelha no aumento da 

atividade mitocondrial e síntese de ATP, DNA e proteínas (KARU, PYATIBRAT, KALENDO, 

2003). Assim como seus estudos sobre os efeitos dessas radiações em procariotos, elucidando 

suas interações e consequências nesses organismos (KARU et al, 1994). 

Embora terapias baseadas na fotobiomodulação sejam utilizadas para diversos 

propósitos terapêuticos, como a cicatrização de feridas, alívio da dor, tratamentos 

odontológicos e de acne, ainda há controvérsias sobre o uso dessa terapia em pacientes 

oncológicos (HAMBLIN, NELSON, STRAHAN, 2018). Essas controvérsias se devem as 

propriedades proliferativas encontradas nas terapias de fotobiomodulação, que poderiam 

resultar em uma piora do quadro clínico de um paciente com o aumento da atividade 

proliferativa das células tumorais (HAMBLIN, NELSON, STRAHAN, 2018). Entretanto, há 
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estudos demonstrando terapias baseadas em fotobiomodulação no tratamento de mucosite oral 

em pacientes submetidos a quimioterapia e radioterapia (CRONSHAW et al, 2020).  

 

 

1.2 Família das flavoproteínas 

 

 

1.2.1 Fotoliases 

 

 

As fotoliases são enzimas pertencentes a família das flavoproteínas. Essas enzimas 

apresentam um cofator enzimático derivado da riboflavina, o dinucleotídeo de flavina e adenina 

(FAD). As flavinas foram descobertas e caracterizadas em 1930, sendo reconhecidas por 

processos biológicos de transferência de um ou dois elétrons para oxidação de substratos 

orgânicos e transferência de elétrons na cadeia respiratória (MASSEY, 2000). 

As enzimas fotoliases estão presentes em quase todos os grupos de seres vivos, com 

algumas exceções como os mamíferos placentários (SANCAR, 2004). Em bactérias, o gene 

responsável por codificar a fotoliase é o gene phr. Essas enzimas desempenham função vital no 

processo de reparo de lesões no DNA induzido por radiação ultravioleta (LIU, WANG, 

ZHONG, 2015).  

As lesões provocadas pela radiação ultravioleta (UV), em especial a radiação 

ultravioleta C (UVC), podem ser causadas por duas vias, direta e indireta. Na via direta, a 

molécula de DNA absorve a energia do fóton de radiação UV nas regiões com bases 

pirimidínicas adjacentes (SINHA, HÄDER, 2002, JIANG et al., 2009). Após a absorção da 

energia, essas bases formam ligações covalentes, gerando uma deformação na fita de DNA que 

impedem a transcrição e replicação (ZHANG, WANG, ZHONG, 2017). Essas lesões são 

chamadas de dímeros de pirimidina e podem ser de dois tipos, os ciclobutanos de pirimidina 

(CPD) e os fotoprodutos 6-4 pirimidina-pirimidona (6-4 PP), cuja diferença está nas ligações 

covalentes formadas entre os carbonos nas bases pirimidínicas adjacentes (Figura 2) (ZHANG, 

WANG, ZHONG, 2017). A via indireta está associada com a geração de espécies reativas de 

oxigênio (ERO), como oxigênio singleto (1O2) que causa danos oxidativos no DNA (JIANG et 

al., 2009). 
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Figura 2 - Representação esquemática das lesões causada pela radiação ultravioleta em bases 

pirimidínicas adjacentes. 

 

Legenda: Fita esquemática de DNA: F – Fosfato, DR – Desoxirribose, A – Adenina, T – Timina, G – Guanina, C 

– Citosina; Ciclobutano de pirimidina: Ligações covalentes (linha vermelha) entre os carbonos C5 e 

C6, UV – Radiação ultravioleta; 6-4 Pirimidina Pirimidona: Ligação covalente cruzada (linha 

vermelha) entre os carbonos C6 e C4. 

Fonte: O autor, 2023. 

 

As enzimas fotoliases apresentam dois cofatores, o dinucleotídeo de flavina e adenina 

(FAD), que é responsável pelo reparo catalítico dos dímeros de pirimidina induzidos por 

radiação UV (LIU, WANG, ZHONG, 2015), funcionando também como cromóforo primário 

e os cromóforos secundários, ou cromóforos antena que absorvem a energia dos fótons 

incidentes dentro de faixas de comprimento de onda que vão da faixa do UVA (315 nm), 

passando pelo espectro visível do violeta (400-425 nm), ao azul (425-500 nm) (SANCAR, 

2008). Existem diversos cromóforos secundários para as fotoliases, dependendo do tipo de 

organismo: metil-tetra-hidro-folato (MTHF); 8-hidroxi-7, 8 dimetil-5 deazariboflavina (8-

HDF) e 6, 7-dimetil-8- ribitilumazina (DMRL) (TERAI et al., 2020). 

As fotoliases reconhecem os dímeros de pirimidina na fita de DNA e se associam a 

estes. O processo de reparo se inicia através da absorção direta da energia dos fótons da radiação 

incidente pelo cromóforo antena, o que leva a transferência de um elétron para o FAD que 

assume uma forma instável e reduzida, atingindo um estado energeticamente excitado (FADH-

*). O elétron é então transferido para as ligações covalentes que formam os dímeros de 

pirimidina na fita de DNA. Como consequência da transferência de elétron, as ligações 

covalentes são desfeitas, reestruturando as bases pirimidínicas adjacentes e as ligações de 
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hidrogênio entre as bases nitrogenadas, resultando na integridade do material genético (Figura 

3) (SANCAR, 1993; SANCAR, 2008; LIU, WANG, ZHONG, 2015; TERAI et al., 2020). 

 

 

Figura 3 - Representação esquemática do reparo de dímeros de pirimidina por fotoliases. 

 

Legenda: incidência da radiação ultravioleta no DNA (a) seguido da formação do dímero de pirimidina que gera 

uma alteração conformacional na fita de DNA (b) com posterior reconhecimento da enzima fotoliase 

(c) que absorve radiações na faixa do Ultravioleta A, violeta e azul pelos cromóforos antenas, gerando 

uma redução do cofator FADH e transferência de um elétron para as ligações covalentes na lesão (d) 

como resultado, a lesão é desfeita e a fita de DNA é restaurada (e).  

Fonte: O autor, 2023. 
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Por outro lado, tem sido sugerido efeitos bactericidas das radiações violeta e azul. De 

fato, a luz azul inativa tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas em altas doses 

(FUKUI et al., 2008; FERRER-ESPADA et al., 2019; DOS-ANJOS et al., 2020). Os efeitos 

bactericidas da luz violeta e azul nas bactérias se deve a absorção dos fótons dessas radiações 

por cromóforos endógenos, como as porfirinas, que leva à produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e ao estresse oxidativo, culminando na morte celular. (ZHANG et al, 2013; 

GOMEZ et al, 2015; YOSHIDA et al, 2017). Entretanto, apesar das radiações violeta-azul 

serem propostas como agentes bactericidas, o uso dessas radiações emitidas por LEDs de baixa 

potência em baixas fluências poderiam aumentar a resistência bacteriana contra a radiação UV 

devido ao aumento da ação das fotoliases. 

 

 

1.2.2 Criptocromos 

 

 

Os criptocromos foram inicialmente identificados em Arabidopsis thaliana e a sua 

função foi associada com o alongamento do hipocótilo, de maneira dependente da luz azul e 

posteriormente outros estudos demonstraram a presença desse gene em diversas plantas 

desempenhando diferentes processos de crescimento e desenvolvimento vegetal. (AHMAD, 

CASHMORE, 1996; CHAVES et al., 2011.). Os criptocromos são ortólogos as fotoliases e 

apresentam em sua estrutura, de forma conservada, o cofator catalítico FAD e o cromóforo 

antena MTHF, entretanto não apresenta função de reparo do DNA (KAVAKLI et al., 2017).  

Em animais, incluindo os seres humanos, os criptocromos atuam como repressor 

transcricional (feedback negativo), regulando o relógio circadiano em nível molecular junto 

com diversas outras proteínas em loops de feedback positivo e negativo ao longo de um período 

aproximado de 24 horas (SANCAR et al., 2010; MASRI, KINOUCHI, SASSONE-CORSI, 

2015; KAVAKLI et al., 2017). Todas as células de um mamífero apresentam um relógio 

circadiano próprio que são sincronizados por um “relógio central” ou “relógio mestre”. As 

células que compõe esse “relógio mestre” estão localizadas no núcleo supraquiasmático, 

estrutura presente na porção anterior do hipotálamo e acima do quiasma óptico, recebendo 

estímulos de claro e escuro (dia e noite) e assim desencadeando sinais humorais e neurais para 

sincronizar os relógios periféricos (SANCAR, 2004). 

Aproximadamente 50% dos genes de uma célula são expressos ritmicamente, 

modulando processos fisiológicos e metabólicos, esses genes são designados como “genes 
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controlados por relógio” (CHAN, LAMIA, 2020). Os genes responsáveis pelo controle 

circadiano são BMAL1, CLOCK, PER1, PER2, PER3, CRY1 e CRY2. Os genes BMAL1 e 

CLOCK, codificam proteínas que formam heterodímeros (BMAL1-CLOCK) que se ligam à 

promotores (CACGTG) no núcleo atuando como fatores de transcrição de diversos genes 

estimulando sua expressão, dentre esses genes, estão aqueles que codificam as proteínas 

período (PER1, PER2 e PER3) e os criptocromos (CRY1 e CRY2). As proteínas período e 

criptocromos se acumulam no citoplasma onde formam heterodímeros (PER-CRY) que migram 

para o núcleo e atuam como repressores transcricionais de BMAL1-CLOCK e assim reduzindo 

a concentração das proteínas controladas por relógio, incluindo as proteínas período e 

criptocromos até reiniciar todo o ciclo (Figura 4) (KAVAKLI et al., 2017; SHAFI, KNUDSEN, 

2019; CHAN, LAMIA, 2020). 

 

 

Figura 4 - Representação esquemática da regulação dos genes circadianos. 

 

Legenda: As proteínas BMAL1 e CLOCK formam heterodímeros (BMAL1-CLOCK) que se associam a 

promotores no DNA estimulando a expressão de PER1, PER2, PER3, CRY1 e CRY2. Essas proteínas 

formam heterodímeros no citoplasma (PER-CRY) que inibem BMAL1-CLOCK reduzindo a 

expressão de outras proteínas. Até reiniciar o processo. 

Fonte: O autor, 2023. 
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As proteínas período e criptocromos também estão envolvidos em outros processos 

além da regulação do ritmo circadiano. Essas proteínas também estão associadas fortemente 

com o reparo de danos no DNA, controle do ciclo celular, em especial em checkpoints (G1/S e 

G2/M), apoptose. Dada a relevância desses genes em diversos processos biológicos, já foi 

relatado que alterações nesses genes circadianos contribuem para a agressividade de diferentes 

tumores, tais como: linfomas, gliomas, próstata, mama, ovário e pâncreas (SANCAR et al., 

2010; MASRI, KINOUCHI, SASSONE-CORSI, 2015; SHAFI, KNUDSEN, 2019). 

Embora já esteja bem descrita a função de CRY1 e CRY2 como reguladores 

circadianos, ainda não foram avaliados os efeitos de radiações emitidas por lasers e LEDs 

de baixa potência na expressão desses genes.  Por apresentar regiões conservadas em sua 

estrutura bioquímica como o cromóforo de luz azul FAD e MTHF, essa proteína apresenta 

a capacidade de absorver fótons na faixa do violeta-azul (400-500 nm) (Figura 5) (LIN, 

TODO, 2005). Entretanto não há estudos demonstrando se há alteração no perfil de 

expressão de proteínas circadianas após exposição ao laser e LED de baixa potência. 

 

Figura 5 - Estrutura cristalográfica do Criptocromo. 

 

Fonte: NCBI, 2023. 
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1.2.3 Criptocromos DASH 

 

 

Os criptocromos DASH (Drosophila, Arabidopsis, Synechocysstis, human (DASH)-

type cryptochrome (CRY)) também pertencem à família das flavoproteínas, encontrada em 

bactérias, algas, plantas e animais (BRUDLER et al., 2003). Essas proteínas apresentam 

semelhanças filogenéticas com as fotoliases, sendo inicialmente classificadas como 

criptocromo pois até então não apresentavam atividade de fotoliases que pudesse ser 

identificada in vitro ou in vivo pelo ensaio de complementação de fotoliases (HITOMI et al., 

2000; WORTHINGTON et al., 2003; ASIMGIL, KAVAKLI, 2012). Entretanto, estudos mais 

recentes demonstram que o CRY-DASH apresenta função de fotoliases através do reparo de 

dímeros de pirimidina em fitas simples de DNA em vez de fita dupla, sendo designados como 

fotoliases de fita simples (SELBY, SANCAR, 2006; TAGUA et al, 2015).  

 

 

1.3 Câncer e os genes circadianos 

 

 

Nos últimos anos, evidências crescentes vêm sugerindo uma associação entre genes 

circadianos e o desenvolvimento e progressão de diversos tipos de tumores (CHEN, et al., 2005; 

OSHIMA et al., 2011; RAHMAN et al., 2019; DONG et al., 2019). Uma das relações dos genes 

circadianos com o câncer é sua participação em processos de reparo do DNA por excisão de 

nucleotídeos, onde a expressão da proteína XPA, XPC, TP53, ERCC6 e RPA3 é controlada por 

genes do relógio circadiano (KANG et al., 2010, KORITALA et al, 2021) e mutações nesses 

genes podem desencadear uma instabilidade genômica.  

Os genes circadianos também controlam a expressão da proteína c-MYC, responsável 

por promover a proliferação celular. Em células com os genes BMAL1 e PER2 mutantes, há 

uma super-expressão dessa proteína contribuindo para uma maior incidência em linfomas 

induzidos por radiação (FU et al., 2002). O gene CDKN1A, que codifica a proteína p21 também 

é regulado por BMAL::CLOCK, sendo esse gene importante para a manutenção do checkpoint 

G1/S durante o ciclo celular. A regulação negativa desses genes pode induzir a parada do ciclo 

celular e apoptose em células tronco de glioblastomas, (GRÉCHEZ-CASSIUAU et al., 2008, 

DONG et al, 2019). Estudos reforçaram a hipótese desse mecanismo e sugeriram o Jetlag como 
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agravante no desenvolvimento de adenocarcinoma de pulmão (PAPAGIANNAKOPOULOS et 

al, 2016).  

Além da regulação no reparo do DNA e ciclo celular, os genes circadianos também 

têm sido relacionados a processos apoptóticos, onde as proteínas CRY1 e CRY2 participam da 

via extrínseca da apoptose regulando a síntese de TNFα envolvida no processo inflamatório. A 

ausência desses genes contribui para uma maior expressão de TNFα (HASHIRAMOTO et al., 

2010, CHAN, HUBER, LAMIA, 2020). 

Em relação ao câncer de mama, estudos demonstraram a relação entre distúrbios nos 

genes circadianos e a progressão deste tipo de tumor (BLAKEMAN et al., 2016). Os genes 

PER1 e PER2 desempenham funções de supressão de tumor. As alterações encontradas para os 

genes PER1 e PER2 foram associados à progressão ciclo celular, aumentando a proliferação e 

redução da apoptose, aumentando a sobrevivência (GERY, KOEFFLER, 2018). Além das 

proteínas PER2 e BMAL1 estarem envolvidas na formação dos ácinos mamários (ROSSETTI 

et al., 2012).  

Ainda não foi verificado se radiações emitidas por LEDs e lasers de baixa potência 

interferem ou influenciam na expressão de genes circadianos e como isso poderia ocorrer em 

células tumorais. Além disso, os criptocromos podem participar como potencial alvo em 

terapias baseadas na fotobiomodulação induzida por estes LEDs e lasers devido a sua 

homologia com as fotoliases que dependem da luz para sua ativação. 

Devido as fotoliases e os criptocromos serem ortólogos, pertencentes à mesma família 

de flavoproteínas e apresentar os fotoaceptores conservados evolutivamente, estas proteínas 

podem ser alvos para terapias baseadas na fotobiomodulação. O estudo da participação das 

fotoliases na fotobiomodulação pode ampliar a compreensão dos mecanismos de resistência à 

radiação ultravioleta em procariotos. Da mesma forma, o estudo da participação dos 

criptocromos na fotobiomodulação pode ampliar a compreensão deste efeito na apoptose, no 

ciclo celular e mecanismos de reparo do DNA em células tumorais. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar os efeitos do laser vermelho (658 nm) e LED azul (470 nm) terapêuticos de 

baixa potência nos genes da família das flavoproteínas através de modelos procarióticos e 

eucarióticos. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

Avaliar os efeitos da radiação emitida por laser vermelho e LED azul na(os): 

a) Indução de lesões no DNA plasmidial; 

b) Viabilidade celular em culturas de Escherichia coli expostas à radiação ultravioleta C; 

c) Área das colônias de Escherichia coli expostas à radiação ultravioleta C; 

d) Níveis de mRNA do gene phr em células de Eshcerichia coli; 

e) Viabilidade celular em culturas de células MCF-7 e MDA-MB-231; 

f) Níveis de mRNA dos genes BMAL1, CLOCK, PER1, PER2, PER3, CRY1 e CRY2 em 

células MCF-7 e MDA-MB-231.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Fontes de radiação 

 

 

Foram utilizados um laser terapêutico vermelho (658 ± 5 nm) e LED azul (470 ± 10 

nm) de baixa potência presentes em um cluster comprado na HTM eletrônica (Fluence, São 

Paulo, Brasil). O laser vermelho se encontra ao centro do cluster e os 3 LEDs ficam 

posicionados pelo cluster formando um triângulo equilátero. O laser foi usado em modo de 

emissão contínuo com potência de 10 mW nas fluências de 3 e 9 J/cm² correspondente aos 

tempos de 30 e 90 segundos, respectivamente. Os LEDs azuis também foram usados em modo 

de emissão contínuo, com potência de 1500 mW nas fluências 160 e 640 J/cm² correspondente 

aos tempos de 30 e 90 segundos, respectivamente. Também foi utilizado uma lâmpada UVC 

(Philips, Holanda), com potência de 500 mW na fluência de 50 mJ/cm². 

 

 

3.2 Eletroforese do plasmídeo pUC19 após exposição ao laser e LEDs de baixa potência 

 

 

3.2.1 Eletroforese em gel de agarose 

 

 

Amostras do plasmídeo pUC19 (New England Biolabs, EUA) (aproximadamente 200 

ng) foram expostos ao laser vermelho (3 e 9 J/cm²), ao LED azul (160 e 640 J/cm²) e 

simultaneamente ao laser vermelho e ao LED azul (3 + 160 J/cm² e 9 + 640 J/cm²). O cluster 

laser-LED foi posicionado a 7 cm acima das amostras de plasmídeo, de forma que a irradiação 

incidisse toda a alíquota. Cada amostra de plasmídeo foi misturada com o tampão de 

carregamento, gelred (Promega, EUA) e água ultrapura, para então ser aplicada no gel de 

agarose 0,8%, pH 7,4 (Kasvi, Espanha). O marcador de peso molecular utilizado foi o ladder 

(100 pares de bases) (Thermoscientific, Lituânia). O procedimento da eletroforese foi realizado 

em cuba horizontal contendo TAE 1x (90V, 400 mA, 120W, 70 min).  
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3.2.2 Fotodocumentação e análise 

 

 

As formas topológicas do plasmídeo obtidas pela eletroforese foram visualizadas 

através de um sistema transiluminador de LED azul (Kasvi, Brasil). Os géis foram fotografados 

(Xiomi redmi note 9, China) e as formas plasmidiais topológicas foram analisadas através da 

densitometria de bandas utilizando o programa de computador ImageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/). 

 

 

3.3 Cultura bacteriana 

 

 

3.3.1 Cepa e cultura bacteriana  

 

 

Foi utilizada a cepa de Escherichia coli C600 (E. coli C600), proficiente em 

mecanismos de reparo do DNA. Os estoques de E. coli C600 eram mantidos em freezer (-20°C). 

Alíquotas de 100 µL foram utilizados para fazer os pernoites em 5 ml de meio nutritivo Luria-

Bertani (Kasvi, Brasil) e encaminhados para estufa bacteriológica (De Leo, Brasil) até atingir a 

fase estacionária de crescimento (37°C, 18 h, 1010 células/ml).  

 

 

3.3.2 Exposição das culturas de E. coli ao laser e ao LED 

 

 

Culturas de E. coli C600 em fase estacionária de crescimento foram divididos em dois 

grupos. O primeiro grupo foi exposto de forma individual ao laser vermelho (3 e 9 J/cm²), ao 

LED azul (160 e 640 J/cm²) e simultaneamente ao laser vermelho e ao LED azul (3 + 160 J/cm² 

e 9 + 640 J/cm²). O segundo grupo foi pré-exposto ao laser vermelho e ao LED azul nas mesmas 

condições do primeiro grupo, seguido de uma exposição única à radiação UVC na fluência de 

50 mJ/cm² (Figura 6). Como controles, suspensões bacterianas não irradiadas, ou irradiadas 

somente com UVC. O tempo de exposição ao laser e ao LED foi controlado automaticamente 
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pelo equipamento de acordo com as fluências utilizadas. A fluência da lâmpada de UVC foi 

mensurada com um radiômetro de ultravioleta (Instrutherm, Brasil), e o tempo de irradiação foi 

de 100 segundos. O cluster laser-LED, assim como a lâmpada de UVC, foi posicionado a 7 cm 

acima das suspensões bacterianas, de forma que a irradiação incidisse toda a superfície das 

alíquotas.  

 

Figura 6 - Representação esquemática das irradiações das culturas de E. coli C600. 

 

Legenda: Grupo 1: Células de E. coli C600 expostas ao laser vermelho de baixa potências nas fluências de 3 e 9 

J/cm², LED azul de baixa potência nas fluências de 160 e 640 J/cm² e laser vermelho e LED azul 

simultâneos nas fluências 3 + 160 J/cm² e 9 + 640 J/cm² (a). Grupo 2: Células de E. coli C600 pré-

expostas ao laser vermelho, LED azul e laser vermelho e LED azul simultâneos nas mesmas fluências 

do grupo 1, seguido pela exposição a uma dose única de 50 mJ/cm² de radiação ultravioleta C (b). 

Todas as amostras foram irradiadas a uma distância de 7 cm da saída de radiação do equipamento 

laser/LED. 

Fonte: O autor, 2023. 

 

 

3.4 Ensaio de viabilidade e proliferação em culturas de E. coli C600 

 

 

3.4.1 Ensaio de viabilidade e proliferação em culturas de E. coli C600 
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Culturas de E. coli C600 em fase estacionária de crescimento (5 ml, n=8) foram 

centrifugadas (3.000 RPM, 15 min) e suspensas duas vezes em solução salina estéril (NaCl 

0,9%). Alíquotas (300 µL) foram divididas de acordo com os grupos de tratamento e então 

irradiadas. Após o tratamento, as suspensões bacterianas foram diluídas em salina estéril, 

alíquotas (10 µL) espalhada em placas de Petri contendo meio nutritivo Luria-Bertani (Kasvi, 

Itália) e ágar bacteriológico (HiMedia, Índia) incubados em estufa bacteriológica (37°C, 18h). 

Após incubação, as placas foram fotografadas (Xiomi redmi note 9, China) para avaliação da 

sobrevivência e proliferação bacteriana. 

 

 

3.4.2 Avaliação da viabilidade e proliferação em culturas de E. coli C600 

 

 

As unidades formadoras de colônias (UFC) geradas após o tratamento e incubação 

foram contadas e a fração de sobrevivência (FS) foi calculada pela razão entre número de 

colônias viáveis após tratamento e o número de colônias viáveis sem tratamento (controle). 

Para avaliação da proliferação bacteriana, a área das colônias (em mm²) foi mensurada 

pelo programa de computador ImageJ e a fração de área foi calculada pela razão entre a área 

das colônias das células tratadas e a área das colônias das células não tratadas (controle). 

 

3.5 Avaliação dos níveis de mRNA do gene phr  

 

 

3.5.1 Procedimento experimental e parâmetros do tratamento 

 

 

Culturas de E. coli C600 em fase estacionária de crescimento (1010 células/ml, 18h, 

37°C) foram centrifugadas (3000 RPM, 15 min) e suspensas duas vezes em solução salina 

estéril (NaCl 0,9%). Alíquotas de suspensões bacterianas (400 µL) foram expostas ao laser 

vermelho (9 J/cm²), LED azul (640 J/cm²) e laser vermelho + LED azul (9 + 640 J/cm²) a uma 

distância de 7 cm entre a fonte e as amostras. Como grupo controle, suspensões bacterianas não 

expostas ao laser vermelho e ao LED azul.  
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3.5.2 Extração de RNA total 

 

 

Após o tratamento, o RNA total das bactérias foi extraído com kit de extração de mRNA 

(TRIzoltm, Invitrogen, EUA) e purificado com kit de purificação (kit de purificação de RNA, 

Invitrogen, EUA). A suspensão bacteriana de cada microtubo foi brevemente incubada com 

solução de lise celular (200 µL, 95°C, 2 min), em seguida adicionado o reagente TRIzol (1 ml), 

homogeneizado e incubado (5 min, temperatura ambiente). Foi adicionado clorofórmio (200 

µL), homogeneizado, incubado (1 min, temperatura ambiente) e as preparações foram então 

centrifugadas (13.000 RPM, 15 min, 4°C) para separar a fase orgânica da fase aquosa. Os 

sobrenadantes foram transferidos para outros tubos e então adicionado isopropanol (500 µL) e 

incubados (15 min, temperatura ambiente), as preparações foram centrifugadas (13.000 RPM, 

30 min, 4°C), o sobrenadante descartado e o precipitado foi lavado com etanol-DEPC (80% 

etanol, DEPC 0,1% em água) e novamente centrifugado (13.000 RPM, 15 min, 4°C). O 

sobrenadante foi removido e o RNA total foi suspenso (15 µL) em solução aquosa de DEPC 

(0,1%) para então ser quantificada. Para determinar a concentração de RNA e pureza, foi usado 

um espectrofotômetro (Avantor, EUA) para calcular a razão de densidade óptica através da 

absorbância das preparações nos comprimentos de onda 230, 260 e 280 nm. 

 

 

3.5.3 Síntese de cDNA e cadeia da polimerase quantitativa em tempo real 

 

 

A síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada com kit de síntese de cDNA 

(Promega, EUA) em duas etapas. A primeira etapa consistiu em tratamento com DNAse e a 

segunda etapa com a transcriptase reversa (GoScript) e outros reagentes (oligoDT, dNTPs e 

MgCl2) seguindo o protocolo do fabricante. O total da reação gerou um volume de 20 µL de 

cDNA das culturas bacterianas. 

A reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foi realizada 

em um termociclador rotor gene (Qiagen, Holanda) usando 2,5 µL de cDNA e 7,5 µL de mix 

contendo água livre de RNAse (2 µL), o primer de interesse (0,5 µL) e sybr green (5,0 µL) 

(Promega, USA), totalizando um volume de 10 µL em cada tubo de reação. Como genes de 

referência foram usados araC, rpoA, gyrA (TEIXEIRA et al., 2016). O gene de interesse foi o 

phr (fotoliase de E. coli) (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Sequências de primers utilizados para a técnica de RT-qPCR com cDNA das 

células de Escherichia coli. 

Gene Sequência Tm (°C) 

araC F: 5’ – CGCTGACAGTACCCAGATTC - 3’ 

R: 5’ – CTCGAAATCGGTGCAGATGA - 3’ 

62.8 

66.7 

rpoA F: 5’ - CTTCCAGTTGTTCAGCCAGA - 3’ 

R: 5’ - GTGGAGCGTATTGCCTACAA - 5’ 

63.5 

63.1 

gyrA F: 5’ – CAGATTTACCTTTCCCGCCA - 3’ 

R: 5’ – CGTCGTACTGAAATCACCG - 3’ 

66.2 

62.3 

phr F: 5’- ACAACCCAGGGCGAGAAATT – 3’  

R: 5’- TCGCTTCTTTGTGCTCGACT – 3’ 

57.2 

56.8 

 

 

3.6 Cultura de células de tumor de mama 

 

 

3.6.1 Linhagens celulares 

 

 

Foram utilizadas as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. A linhagem MCF-7 é um tipo 

de célula epitelial derivada de um adenocarcinoma de mama que apresenta receptores de 

estrógeno, progesterona e glicocorticoides (CAMARILLO et al., 2014; COMSA, CÎMPEAN, 

RAICA, 2015). A linhagem MDA-MB-231 é um tipo de célula epitelial derivada de um 

adenocarcinoma de mama em estado metastático. É uma linhagem dita como “triplo negativa” 

onde ela não apresenta receptores estrógeno, progesterona e HER2 (Receptor do fator de 

crescimento epidérmico humano, tipo 2) sendo altamente agressiva, invasiva e pouco 

diferenciada (HUANG, YU, TANG, 2020). 

 

 

3.6.2 Culturas de MCF-7 e MDA-MB-231 

 

 

As células das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em meio DMEM 

e RPMI, respectivamente, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de 
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antibiótico/antimicótico (Gibco, EUA) em frascos de cultura celular de 75 cm² com filtro 

(Corning, EUA) e incubadas em estufa celular (48h, 37°C, 5% CO2) até atingir uma confluência 

aproximada de 60-70%.  

 

 

3.7 Avaliação da viabilidade celular das culturas de células de tumor de mama 

 

 

3.7.1 Procedimento experimental, parâmetros de irradiação e ensaio de WST-1 

 

 

Culturas de células MCF-7 e MDA-MB-231 cultivadas em frascos de 75 cm² foram 

lavadas 2 vezes com tampão PBS (Phosphate buffered saline), adicionada tripsina (0,25%) e 

então incubadas em estufa de cultivo celular (37°C, 5% CO2, 2 min). Para inativar a tripsina, 

foi adicionado 5 ml de meio DMEM (para MCF-7) e RPMI (para MDA-MB-231) nos frascos 

e então o conteúdo foi transferido para um tubo falcon (15 ml). O conteúdo foi então 

centrifugado (3.000 RPM, 3 min) e lavadas duas vezes com tampão PBS e o sobrenadante foi 

descartado. Em seguida, foi realizada a contagem de células na câmara de Neubauer. As células 

foram então suspendidas em meio DMEM e RPMI em tubo falcon (15 ml) e aliquotadas 1,8 ml 

de solução com células em 4 microtubos (2 ml), em seguida centrifugados (3.000 RPM, 3 min). 

Os 4 microtubos foram referentes aos tratamentos com laser vermelho (9 J/cm²), LED azul (640 

J/cm²), laser vermelho + LED azul (9 + 640 J/cm²) e controle (não irradiado). As fluências 

foram selecionadas de acordo com resultados preliminares encontrados por outros 

pesquisadores do mesmo grupo de pesquisa (Dados não publicados). O cluster laser-LED, foi 

posicionado a 7 cm acima das suspensões de células, de forma que a radiação incidisse sobre 

toda a superfície das alíquotas. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e a 

irradiação realizada. As células foram então suspensas em meio DMEM e RPMI e aliquotadas 

150 µL de suspensão celular em 3 poços para cada tratamento, totalizando 12 poços em uma 

placa de 96 poços. Para cada experimento, foram utilizadas 3 placas referentes aos tempos de 

avaliação da viabilidade celular (24, 48 e 72 horas). Em seguida, as suspensões de células foram 

distribuídas nas placas e incubadas em estufa celular (37°C, 5% CO2). 
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3.7.2 Aferição da absorbância do reagente 

 

 

Após a incubação durante os períodos de 24, 48 e 72 horas, foi adicionado o reagente 

WST-1 aos poços contendo as células e incubadas em estufa de cultivo celular (37°C, 5% CO2) 

durante 1-2 horas. Após esse período a placa foi posta em um leitor de ELISA (Celer, Brasil) 

para aferição da absorbância em 405, 450, 492 e 630 nm e cálculo da viabilidade celular.  

 

 

3.8 Avaliação dos níveis relativos de mRNA dos genes circadianos 

 

 

3.8.1 Escolha dos genes para estudo 

 

 

Para esse estudo foram selecionados os genes BMAL1 (Basic helix-loop-helix ARNT 

like 1), CLOCK (Clock circadian regulator) que estão relacionados com a expressão dos genes 

PER1, PER2, PER3 (Period circadian regulator 1, 2 e 3), bem como, CRY1 e CRY2 

(Cryptochrome circadian regulator 1 e 2). Esses genes fazem parte do relógio circadiano 

central (MOHAWK, GREEN, TAKAHASHI, 2012) sendo responsáveis pelo controle da 

expressão de diversos genes associados ao reparo de DNA, apoptose, ciclo celular e 

metabolismo celular (SHAFI, KNUDSEN, 2019). 

 

 

3.8.2 Procedimento experimental e parâmetros de irradiação 

 

 

Culturas de células de MCF-7 e MDA-MB-231 foram realizadas em frascos de 75 cm², 

foram lavadas 2 vezes com tampão PBS 1x (phosphate buffered saline), adicionada tripsina 

(0,25%) e então incubadas em estufa de cultivo celular (37°C, 5% CO2, 2 min). Para inativar a 

tripsina, foram adicionados 5 ml de meio DMEM (para MCF-7) e RPMI (para MDA-MB-231) 

nos frascos e então o conteúdo foi transferido para um tubo falcon (15 ml). O conteúdo foi então 

centrifugado (3.000 RPM, 3 min) e o sobrenadante foi descartado e os precipitados celulares 
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foram suspensos duas vezes com tampão PBS. As células foram suspensas em 4 ml de meio 

DMEM e RPMI e distribuídas para 4 microtubos (1,5 ml) referentes aos tratamentos com laser 

vermelho (9 J/cm²), LED azul (640 J/cm²), laser vermelho + LED azul (9 + 640 J/cm²) e 

controle (não irradiado). As fluências foram selecionadas de acordo com resultados 

preliminares encontrados por outros pesquisadores do mesmo grupo de pesquisa (Dados não 

publicados). Para a irradiação, o cluster laser-LED foi posicionado a 7 cm acima das suspensões 

de células, de forma que a radiação incidisse sobre toda a superfície das alíquotas. As 

suspensões foram centrifugadas (7.200 RPM, 2 min) e o sobrenadante descartado. As células 

foram irradiadas em seguida adicionado meio DMEM e RPMI (1 ml) e homogeneizado. As 

células irradiadas foram então transferidas para frascos de cultura de células de 25 cm² contendo 

o meio das respectivas células (4 ml) e incubadas em estufa de cultivo celular (37°C, 5% CO2, 

48h). 

 

 

3.8.3 Extração de RNA total 

 

 

Após a irradiação, o RNA total das células tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-231 

foram extraídos com kit de extração de mRNA (TRIzoltm, Invitrogen, EUA). Os meios foram 

descartados e os frascos de cultura celular, lavadas com tampão PBS. O excedente de PBS foi 

removido e então adicionado reagente TRIzol (1 ml) nos frascos de cultura celular de 25 cm², 

homogeneizado e incubado (5 min, temperatura ambiente). Após a lise das células, a solução 

foi adicionada em um microtubo (1,5 ml) e então centrifugada (13.000 RPM, 10 min, 4°C) e 

seu sobrenadante transferido para outro microtubo (1,5 ml). Em seguida, foi adicionado 

clorofórmio (200 µL), homogeneizado e incubado (1 min, temperatura ambiente) e as 

preparações foram então centrifugadas (13.000 RPM, 15 min, 4°C) para separar a fase orgânica 

da fase aquosa. Os sobrenadantes foram transferidos para outros microtubos e adicionados 

isopropanol (500 µL) e incubados (15 min, temperatura ambiente), as preparações foram 

centrifugadas (13.000 RPM, 30 min, 4°C), o sobrenadante descartado e o precipitado foi lavado 

com etanol-DEPC (80% etanol, DEPC 0,1% em água) e novamente centrifugado (13.000 RPM, 

15 min, 4°C). O sobrenadante foi removido e o RNA total foi suspendido (15 µL) em solução 

de água tratada com DEPC (0,1%) para então ser quantificada. Para aferir a concentração de 

RNA e pureza, foi usado um espectrofotômetro (Avantor, EUA) para calcular a razão de 
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densidade óptica através da absorbância das preparações nos comprimentos de onda 230, 260 

e 280. 

 

 

3.8.4 Síntese de cDNA e RT-qPCR a partir do mRNA das culturas de células MCF-7 e MDA-

MB-231 

 

 

A síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada com kit de síntese de cDNA 

(Promega, EUA) em duas etapas. A primeira etapa consistiu em tratamento com DNAse e a 

segunda etapa com a transcriptase reversa (GoScript) e outros reagentes (oligoDT, dNTPs e 

MgCl2) seguindo o protocolo do fabricante. O total da reação gerou um volume de 20 µL de 

cDNA das culturas de células tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-231. 

A reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foi realizada 

em um termociclador rotor gene (Qiagen, Holanda) usando 2,5 µL de cDNA e 7,5 µL de mix 

contendo água livre de RNAse (2 µL), os primers de interesse (0,5 µL de cada) e sybr green 

(5,0 µL) (Promega, USA), totalizando um volume de 10 µL em cada tubo de reação. Como 

gene de referência foi utilizado o ACTB (beta actina) (TEIXEIRA, et al., 2017).  

 

Tabela 2 - Sequências de primers utilizados para a técnica de RT-qPCR com cDNA das 

células MCF-7 e MDA-MB-231. 

Gene Sequência Tm (°C) 

BMAL1 F: 5’ – GGGCTGGATGAAGACAACGA – 3’  

R: 5’ – GCTAGAAGGCGATGACCCTC – 3’ 

57,3 

57,4 

CLOCK F: 5’ – GGGCACAGTCAGCAAACATC – 3’ 

R: 5’ – GTGACTGAGGGAAGGTGCTC – 3’ 

56,8 

57,6 

PER1 F: 5’ – GCATGAGTCTAGAGGCGCAT – 3’ 

R: 5’ – CCCAGCAGTTCCATTGCCTA – 3’ 

57,1 

57,5 

PER2 F: 5’ – TTTCACCTCCCCGTACAAGC – 3’ 

R: 5’ – GCCACGAGAATGAAATCCGC – 3’ 

57,3 

56,8 

PER3 F: 5’ – TCGGAACCTTGCTGTCTCAC – 3’ 

R: 5’ – GAGGAGGAAAAGTGGGAGGC – 3’ 

57,2 

57,7 

CRY1 F: 5’ – TGGGAATGGAGGCTTCATGG – 3’  

R: 5’ – AGTGCCCATGGAGCTTCTTC – 3’  

57,4 

57,5 
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CRY2 F: 5’ – CCCCACTGAAGGACTTGGTC – 3’ 

R: 5’ – CTACACGGCAGCTACCAACA – 3’ 

57,7 

57,2 

 

 

3.9 Análise estatística 

 

 

Dados sobre as formas plasmidiais, fração de sobrevivência, fração de área, expressão 

dos níveis relativos de mRNA dos genes phr, BMAL1, CLOCK, PER1, PER2, PER3, CRY1 e 

CRY2 e viabilidade celular das células MCF-7 e MDA-MB-231 foram analisados pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade. A comparação entre os grupos foi feita pelo 

teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn como pos-hoc teste e p<0,05 como menor 

nível significativo. Os testes estatísticos foram feitos pelo programa InStat GraphPad 

(GraphPad InStat versão 8.0 para Windows 10, GraphPad Prism Software, San Diego, CA, 

EUA). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Perfil eletroforético do plasmídeo pUC19 após exposição ao laser vermelho e ao LED 

azul de baixa potência 

 

 

A figura 7 representa a densitometria de bandas plasmidiais e fotografia representativa 

de géis de agarose após eletroforese do plasmídeo pUC19 exposto ao LED azul e ao laser 

vermelho em diferentes fluências. Dados nesta figura indicam que a exposição ao LED azul 

e/ou ao laser vermelho não é capaz de alterar a mobilidade do plasmídeo bacteriano pUC19, 

indicando que não houve quebras do tipo simples e dupla no DNA plasmidial. Esses achados 

foram confirmados pela quantificação da forma topológica superenrolada do plasmídeo pUC19. 
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Figura 7 – Porcentagem das formas plasmidiais (a) e fotografia representativa do gel de 

agarose após exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência (b). 

 

Legenda: Colunas – (1) pUC19 não irradiado, (2) pUC19 + LED azul 160 J/cm², (3) pUC19 + LED azul 640 

J/cm², (4) pUC19 + laser vermelho 3 J/cm², (5) pUC19 + laser vermelho 9 J/cm², (6) pUC19 + LED 

azul 160 J/cm² + laser vermelho 3 J/cm², (7) pUC19 + LED azul 640 J/cm² + laser vermelho 9 J/cm².  

 

 

4.2 Sobrevivência e proliferação em culturas de E. coli C600 após exposição ao LED azul 

e ao laser vermelho de baixa potência 

 

 

Na figura 8 estão apresentados os valores da fração de sobrevivência das culturas de E. 

coli C600 expostas ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência. Os dados nessa figura 

sugerem que a exposição aos LED azul e ao laser vermelho de baixa potência não alterou 

significativamente (p<0,05) a sobrevivência das culturas de E. coli C600 nas fluências 

avaliadas.  
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Figura 8 – Frações de sobrevivência das culturas de E. coli C600 expostas ao LED azul e ao 

laser vermelho de baixa potência. 
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Legenda:  N=8. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 160 J/cm LED azul 640 J/cm², 

laser vermelho 3 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED azul + laser vermelho 160 + 3 J/cm², LED azul 

+ laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico estão as 

medianas e os quartis.  

 

 

Na figura 9 estão apresentados a razão de área das colônias das culturas de E. coli C600 

expostas ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência. Na figura 10 estão apresentadas 

duas fotos representativas de colônias de E. coli C600. Os dados nessa figura 9 sugerem que a 

exposição ao laser vermelho nas fluências de 3 e 9 J/cm² reduz significativamente (p<0,05) a 

área das colônias de E. coli C600.  
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Figura 9 – Razão das áreas das colônias das culturas de E. coli C600 expostas aos LED azul e 

ao laser vermelho de baixa potência em diferentes fluências 
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Legenda: N=8. Diagrama de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 160 J/cm², LED azul 640 J/cm², 

laser vermelho 3 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED azul + laser vermelho 160 + 3 J/cm², LED azul 

+ laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico estão as 

medianas e os quartis. (****) p<0,0001 quando comparado com a área das colônias do grupo controle 

(não tratado com LED azul e laser vermelho). (**) p<0,001 quando comparado com a área das 

colônias do grupo controle. 
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Figura 10 – Fotos representativas das colônias de E. coli C600 do grupo controle (a)  e grupo 

irradiado com laser na fluência de 3 J/cm² (b). 

 
Legenda: Unidades formadoras de colônias de E. coli C600 do grupo controle, não expostas as radiações 

emitidas por lasers e LEDs de baixa potências (a) e unidades formadoras de colônias de E. coli C600 

expostas ao laser vermelho na fluência de 3 J/cm² (b). 

Fonte: O autor, 2023. 

 

 

 

4.3 Sobrevivência e proliferação em culturas de E. coli C600 após exposição ao LED azul 

e ao laser vermelho de baixa potência seguido pela exposição à radiação UVC 

 

 

Na figura 11 estão representados a fração de sobrevivência das culturas de E. coli C600 

pré-expostas ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência, seguido pela exposição à 

radiação UVC na fluência de 50 mJ/cm². Os dados nessa figura sugerem que a pré-exposição 

ao laser vermelho (9 J/cm²) e ao LED azul + laser vermelho aumenta significativamente 

(p<0,001) a sobrevivência das culturas de E. coli C600 expostas à radiação UVC.  
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Figura 11 – Frações de sobrevivência das culturas de E. coli C600 pré-expostas aos LED azul 

e ao laser vermelho de baixa potência seguido pela exposição à radiação UVC. 
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Legenda: N=8. Diagrama de caixa – grupo controle, irradiado somente com UVC, LED azul 160 J/cm², LED 

azul 640 J/cm², laser vermelho 3 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED azul + laser vermelho 160 + 3 

J/cm², LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no 

gráfico estão as medianas e os quartis. (****) p<0,0001 quando comparado com o grupo controle 

irradiado somente com 50 mJ/cm² de radiação UVC. (***) p=0,001 quando comparado com o grupo 

controle.  

 

 

Na figura 12 estão representados a razão da área das colônias de E. coli C600 pré-

expostas aos LED azul e ao laser vermelho de baixa potência seguido pela exposição à radiação 

UVC na fluência de 50 mJ/cm². Na figura 13 estão apresentadas duas fotos representativas de 

colônias de E. coli C600. Os dados na figura 12 indicam alteração significativa (p<0,05) nas 

frações de área das culturas bacterianas expostas ao laser vermelho na fluência de 9 J/cm² e ao 

LED azul + laser vermelho na fluência de 160 + 3 J/cm². As culturas bacterianas expostas ao 

laser vermelho (9 J/cm²) apresentaram aumento da sua fração de área (p=0,0009), indicando 

uma maior taxa de proliferação. Entretanto, as culturas expostas ao LED azul + laser vermelho 

(160 + 3 J/cm²) apresentaram diminuição da fração de área (p<0,0001), indicando menor taxa 

de proliferação.  
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Figura 12 – Razão das áreas das colônias das culturas de E. coli C600 pré-expostas ao LED 

azul e ao laser vermelho de baixa potência em diferentes fluências, seguido pela 

exposição à radiação UVC 
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Legenda: N=8. Diagrama de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 160 J/cm², LED azul 640 J/cm², 

laser vermelho 3 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED azul + laser vermelho 160 + 3 J/cm², LED azul + 

laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico estão as 

medianas e os quartis. (****) p<0,0001quando comparado com a área das colônias o grupo controle 

irradiado somente com 50 mJ/cm² de radiação UVC. (***) p=0,001quando comparado com a área das 

colônias do grupo controle.  
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Figura 13 - Fotos representativas das colônias de E. coli C600 do grupo controle, irradiado 

somente com UVC (a) e do grupo Laser vermelho + LED azul nas fluências de 3 

+ 160 J/cm² (b).  

 

Legenda: Unidades formadoras de colônias de E. coli C600 do grupo controle, expostas apenas a radiação 

ultravioleta C, na fluência de 50 mJ/cm² (a) e unidades formadoras de colônias de E. coli C600 pré-

expostas ao laser vermelho e LED azul de baixa potência na fluência de 3 + 160 J/cm² (b). 

Fonte: O autor, 2023. 

 

4.4 Efeitos nos níveis de RNA mensageiro do gene phr em culturas de E. coli C600 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 

 

 

Na figura 14 estão representados os valores dos níveis relativos do mRNA do gene phr 

nas células de E. coli C600 após exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência. 

Esses achados indicam que a exposição à essas radiações não alteram significativamente 

(p>0,05) os níveis de mRNA em células de E. coli C600. 
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Figura 14 – N=3. Níveis relativos do mRNA do gene phr em células de E. coli C600 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=3. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², 

LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico 

estão as medianas e os quartis. 
 

 

4.5 Sobrevivência de células de tumor de mama após exposição ao LED azul e ao laser 

vermelho de baixa potência 

 

 

Nas figuras 15 e 16 estão apresentados os valores das frações de sobrevivência das 

células MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente, após 24, 48 e 72 horas de tratamento. Os 

dados sugerem que a exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência não alteram 

significativamente (p>0,05) sua sobrevivência os períodos avaliados.   
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Figura 15 – Sobrevivência das células MCF-7 após 24, 48 e 72 horas de exposição ao LED 

azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=5. Colunas – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED azul 

+ laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras de erro indicam o desvio padrão da média. 
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Figura 16 – Sobrevivência das células MDA-MB-231 após 24, 48 e 72 horas de exposição ao 

LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=5. Colunas – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED azul 

+ laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras de erro indicam o desvio padrão da média. 
 

 

 

4.6 Níveis de RNA mensageiro dos genes circadianos em culturas de células de tumor de 

mama após exposição ao LED azul e laser vermelho de baixa potência 

 

 

Nas figuras 17 e 18 estão apresentados os valores dos níveis relativos do mRNA do gene 

BMAL1 nas células MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente, após exposição ao LED azul e 

ao laser vermelho de baixa potência. Esses achados indicam que a exposição a essas radiações 

não altera significativamente (p>0,05) os níveis de mRNA nas células MCF-7 e MDA-MB-

231. 
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Figura 17 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene BMAL1 nas células MCF-7 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=5. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², 

LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico 

estão as medianas e os quartis. 
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Figura 18 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene BMAL1 nas células MDA-MB-231 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=5. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², 

LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico 

estão as medianas e os quartis. 

 

 

Nas figuras 19 e 20 estão apresentados os valores dos níveis relativos do mRNA do gene 

CLOCK nas células MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente, após exposição ao LED azul e 

ao laser vermelho de baixa potência. Esses achados indicam que a exposição a essas radiações 

não altera significativamente (p>0,05) os níveis de mRNA nas células MCF-7 e MDA-MB-

231. 
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Figura 19 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene CLOCK nas células MCF-7 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=5. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², 

LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico 

estão as medianas e os quartis. 
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Figura 20 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene CLOCK nas células MDA-MB-231 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=5. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², 

LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico 

estão as medianas e os quartis. 

 

 

Nas figuras 21 e 22 estão apresentados os valores dos níveis relativos do mRNA do gene 

PER1 nas células MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente, após exposição ao LED azul e ao 

laser vermelho de baixa potência. Esses achados indicam que a exposição a essas radiações não 

altera significativamente (p>0,05) os níveis de mRNA nas células MCF-7 e MDA-MB-231.  
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Figura 21 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene PER1 nas células MCF-7 após exposição 

ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 

0 640 9 640+9

0

2

4

6

8

10

FLUÊNCIA (J/cm²)

N
ÍV

E
IS

 D
E

 m
R

N
A

Controle LED LED + Laserlaser

 

Legenda: N=5. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², 

LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico 

estão as medianas e os quartis. 
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Figura 22 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene PER1 nas células MDA-MB-231 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=5. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², 

LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico 

estão as medianas e os quartis. 

 

 

Nas figuras 23 e 24 estão apresentados os valores dos níveis relativos do mRNA do gene 

PER2 nas células MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente, após exposição ao LED azul e ao 

laser vermelho de baixa potência. Esses achados indicam que a exposição a essas radiações não 

altera significativamente (p>0,05) os níveis de mRNA nas células MCF-7 e MDA-MB-231. 

 

 

 

 

 

 



57 

Figura 23 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene PER2 nas células MCF-7 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=5. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², 

LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico 

estão as medianas e os quartis. 
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Figura 24 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene PER2 nas células MDA-MB-231 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: N=5. Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², 

LED azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico 

estão as medianas e os quartis. 

 

 

Nas figuras 25 e 26 estão apresentados os valores dos níveis relativos do mRNA do gene 

PER3 nas células MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente, após exposição ao LED azul e ao 

laser vermelho de baixa potência. Esses achados indicam que a exposição a essas radiações não 

altera significativamente (p>0,05) os níveis de mRNA nas células MCF-7 e MDA-MB-231. 
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Figura 25 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene PER3 nas células MCF-7 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED 

azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico estão 

as medianas e os quartis. 
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Figura 26 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene PER3 nas células MDA-MB-231 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED 

azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico estão 

as medianas e os quartis. 

 

 

Nas figuras 27 e 28 estão apresentados os valores dos níveis relativos do mRNA do gene 

CRY1 nas células MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente, após exposição ao LED azul e ao 

laser vermelho de baixa potência. Esses achados indicam que a exposição a essas radiações não 

altera significativamente (p>0,05) os níveis de mRNA nas células MCF-7 e MDA-MB-231. 
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Figura 27 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene CRY1 nas células MCF-7 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED 

azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico estão 

as medianas e os quartis. 
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Figura 28 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene CRY1 nas células MDA-MB-231 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED 

azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico estão 

as medianas e os quartis. 

 

 

Nas figuras 29 e 30 estão apresentados os valores dos níveis relativos do mRNA do gene 

CRY2 nas células MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente, após exposição ao LED azul e ao 

laser vermelho de baixa potência. Esses achados indicam que a exposição a essas radiações não 

altera significativamente (p>0,05) os níveis de mRNA nas células MCF-7 e MDA-MB-231.  
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Figura 29 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene CRY2 nas células MCF-7 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED 

azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico estão 

as medianas e os quartis. 
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Figura 30 – N=5. Níveis relativos do mRNA do gene CRY2 nas células MDA-MB-231 após 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência 
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Legenda: Diagramas de caixa – grupo controle, não irradiado, LED azul 640 J/cm², laser vermelho 9 J/cm², LED 

azul + laser vermelho 640 + 9 J/cm². As barras indicam a amplitude em cada grupo e no gráfico estão 

as medianas e os quartis. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A densitometria de bandas plasmidiais em géis de agarose após eletroforese tem sido 

usada para avaliar quebras de fita simples e dupla em moléculas de DNA induzidas por agentes 

físicos ou químicos (FONSECA et al., 2012). Amostras de plasmídeos pUC19 foram expostas 

as radiações do LED azul e do laser vermelho de baixa potência e foi realizada análise das 

formas topológicas do plasmídeo (figura 7). Os resultados demonstram ausência de indução de 

quebras do tipo simples e dupla após exposição ao LED e ao laser (sozinhos ou simultâneos). 

Esses resultados estão de acordo com os relatados por outros autores, que reportaram uma 

ausência semelhante dos efeitos por laser vermelho (658 nm) e infravermelho próximo (830 

nm) de baixa potência (FONSECA et al., 2010; FONSECA et al., 2012). Entretanto, não há 

dados disponíveis sobre o perfil eletroforético de plasmídeos expostos a radiações emitidas por 

LEDs azuis de baixa potência.  

Ensaios de sobrevivência em células procarióticas têm sido utilizado para avaliar a 

viabilidade celular após tratamentos com agentes físicos e químicos. Diversos estudos utilizam 

essa técnica para avaliar os efeitos de fotobiomodulação em células de E. coli (FONSECA et 

al., 2010; FONSECA et al., 2012; CANUTO et al., 2015; KOHLI, GUPTA, 2003; FONSECA 

2012; THOMÉ et al., 2018). Os resultados encontrados demonstram que o laser vermelho de 

baixa potência na fluência de 9 J/cm² e irradiação simultânea com LED azul na fluência de 160 

J/cm² e laser vermelho na fluência de 3 J/cm², assim como 640 J/cm² e 9 J/cm² protegem as 

células de E. coli C600 dos efeitos bactericidas da radiação UVC (figura 11). Achados similares 

foram demonstrados com culturas de E. coli AB1157 na fase exponencial de crescimento pré-

expostos ao laser vermelho (660 nm) de baixa potência na fluência de 8 J/cm² (CANUTO et 

al., 2015). Outro estudo realizado por Kohli e Gupta (2003) demonstrou efeitos de foto-proteção 

e aumento da sobrevivência bacteriana em culturas de E. coli AB1157 expostas à radiação UVC 

após exposição ao laser vermelho (632,8 nm) de baixa potência na fluência de 7 kJ/m² (KOHLI, 

GUPTA, 2003). Esses resultados sugerem que o laser vermelho, assim como, o laser vermelho 

e LED azul simultâneos de baixa potência em fluências terapêuticas aumentam a sobrevivência 

de culturas de E. coli expostas à radiação UVC.  

Ensaios de área das colônias pode ser usado para avaliação da proliferação celular de 

células procarióticas devido ao estímulo dos efeitos proliferativos ou inibitórios da 

fotobiomodulação (RIBEIRO, et al. 2023). As células de E. coli C600 foram expostas ao LED 

azul e laser vermelho e de baixa potência em diferentes fluências e os resultados indicam 
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alterações na proliferação bacteriana em culturas expostas ao laser vermelho de baixa potência 

(figura 9). Os resultados sugerem que o laser vermelho na fluência de 3 J/cm² diminui a taxa 

proliferação das células de E. coli C600, mas o laser vermelho na fluência de 9 J/cm² aumentou 

a taxa de proliferação. Além disso, a pré-exposição ao LED azul de baixa potência e ao laser 

vermelho alterou a área das colônias bacterianas de células de E. coli C600 expostas à radiação 

UVC (figura 12). Os resultados indicam que a pré-exposição ao laser vermelho na fluência de 

9 J/cm² aumenta a proliferação celular, mas a pré-exposição ao LED azul e laser vermelho 

simultaneamente nas fluências de 160 e 9 J/cm², diminuem a proliferação celular. Karu (1994) 

demonstrou a relação de dose-dependência para estimulação da proliferação de células E. coli 

após da exposição ao laser He-Ne (632,8 nm) e indicou que reações bioquímicas que propiciam 

a estimulação do crescimento ocorrem por duas vias diferentes, sendo um ativado pela dose de 

irradiação e o outro por um valor crítico do tempo de exposição (KARU et al., 1994). Estudos 

relacionados aos efeitos da luz azul emitida por LEDs têm sugerido a inativação de diversos 

procariotos, incluindo E. coli (MACLEAN et al., 2009; DE LUCCA et al., 2012; KIM et al., 

2013). Os resultados demonstraram que a exposição ao LED azul de baixa potência nas 

fluências de 160 J/cm² e 640 J/cm² não alteraram a taxa de sobrevivência e proliferação das 

culturas de E. coli C600 (figura 8).  

As avaliações de RT-qPCR são utilizadas para acessar os níveis relativos de mRNA 

de genes em células procarióticas e eucarióticas (TRAJANO et al., 2014; TEIXEIRA et al., 

2016; FONSECA et al., 2013; FONSECA et al., 2014; FONSECA et al., 2014). Células de E. 

coli C600 foram expostas ao LED azul e ao laser vermelho de baixa potência em diferentes 

fluências e os níveis relativos de mRNA do gene da fotoliase (phr) foi acessado. Os resultados 

sugerem que a exposição ao LED azul e ao laser vermelho não altera os níveis relativos de 

mRNA do gene phr em E. coli C600 (figura 14). Essa é a primeira vez que os efeitos de LED 

azul e laser vermelho de baixa potência são avaliados no mecanismo de fotorreativação e 

expressão do gene phr. Esses achados são relevantes pois demonstram a incapacidade da 

radiação azul emitida por LED terapêutico, na fluência de 640 J/cm², de modular o mecanismo 

de reparo do DNA dependente de luz azul. Entretanto, estudos têm demonstrado que lasers de 

baixa potência modulam a expressão de genes relacionados a mecanismos de reparo do DNA, 

como reparo por excisão de bases e reparo por excisão de nucleotídeos em tecidos biológicos 

(FONSECA et al., 2013; FONSECA et al., 2014; FONSECA et al., 2014). 

Estudos sobre fotobiomodulação em procariotos demonstram a capacidade de as 

radiações desencadearem efeitos em células simples, mas entender como essas radiações geram 

efeitos em células eucarióticas é fundamental para a compreensão desses efeitos em células 
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mais complexas. O ensaio de viabilidade celular por WST-1 tem sido utilizado para avaliar a 

sobrevivência de células eucarióticas após tratamentos com agentes químicos e físicos 

(TEIXEIRA et al., 2018).  

Nesse estudo foi demonstrado que o tratamento com LED azul e laser vermelho de 

baixa potência, em diferentes fluências, nas células MCF-7 e MDA-MB-231 não altera a 

sobrevivência das células mesmo após períodos de 24, 48 e 72 horas (figuras 15 e 16). Estudos 

sobre os efeitos do LED azul e laser vermelho em células da linhagem MCF-7 e MDA-MB 231 

já foram realizados (TEIXEIRA et al., 2018, ANIOGO, GEORGE, ABRAHAMSE, 2023), 

entretanto, há escassez de estudos sobre os efeitos das radiações emitidas por esses 

equipamentos de baixa potência nesses modelos celulares. No estudo de Teixeira e 

colaboradores (2018) é demonstrado que o LED azul (470 nm) não altera a viabilidade das 

culturas de MDA-MB-231 nas fluências 160, 320 e 640 J/cm², mas é capaz de potencializar o 

efeito citotóxico da doxorubicina na fluência de 640 J/cm². Nesse estudo não foi utilizado laser. 

No estudo de Aniogo, George e Abrahamse (2023), foi demonstrado a utilização do laser 

vermelho (681 nm) nas fluências de 20 e 100 J/cm² diminui a viabilidade das células MCF-7 e 

associado com a Ftalocianina de zinco potencializa o efeito tóxico desse agente 

fotossensibilizador. Nesse estudo não foi utilizado LED.  

As avaliações de RT-qPCR também foram utilizadas nas células da linhagem tumoral 

de mama MCF-7 e MDA-MB-231, para acessar os níveis relativos de mRNA dos genes 

circadianos BMAL1, CLOCK, PER1, PER2, PER3, CRY1 e CRY2 após exposição ao LED azul 

e ao laser vermelho de baixa potência em diferentes fluências. Os resultados sugerem que a 

exposição ao LED azul e ao laser vermelho não alteram os níveis relativos de mRNA desses 

genes circadianos em ambas as linhagens celulares estudadas (figuras 17 a 30). Os genes 

BMAL1 e CLOCK são reguladores centrais responsáveis por coordenar a expressão de diversos 

genes entre eles PER1, PER2, PER3, CRY1 e CRY2 e também regular processos de supressão 

de tumor como a parada do ciclo celular através da expressão do gene WEE1 e inibição da 

CDK1 permitindo a passagem de fase do ciclo celular (G2/M) e a apoptose através da repressão 

do regulador anti-apoptótico DEC2. (WU et al., 2011; BHATTACHARYA et al., 2013; 

SHAFI, KNUDSEN, 2019; QU et al., 2023). Não foram encontradas alterações nos níveis de 

expressão dos genes BMAL1 e CLOCK após irradiação com LED azul e laser vermelho de 

baixa potência em ambas as células analisadas (figuras 17 a 20) 

Os genes PER1, PER2 e PER3 também têm sido reportados como genes importantes 

em diversos cânceres em humanos, estando envolvido na tumorigênese e progressão tumoral, 
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devido sua relação no controle do ciclo celular, respostas a danos no DNA e apoptose 

(CLIMENT et al., 2010; WANG et al., 2020; GONG, TANG, YANG, 2021).  

A super-expressão de PER1 está associado a uma supressão de tumor, onde é relatado 

uma redução da proliferação, migração e invasão, controlando a agressividade das células 

(YANG et al., 2020; LIU et al., 2021). O tratamento com LED azul e laser vermelho de baixa 

potência não alteraram o perfil de expressão do gene PER1 das células MCF-7 e MDA-MB-

231 (figuras 21 e 22). Já foi relatado que a expressão desse gene é significativamente reduzida 

em tumores de mama (LIU et al., 2021). Entretanto a relação entre PER1 e a patogênese do 

câncer de mama permanece incerto. O mecanismo está relacionado com uma expressão alterada 

de proteínas envolvidas na progressão do ciclo celular, entre elas ATM e CHK2 permitindo a 

passagem do ciclo celular (G1/S) e aumentando a proliferação (BLAKEMAN et al., 2016; 

SHAFI, KNUDSEN, 2019).  

O gene PER2 também tem sido reportado como gene envolvido no ciclo celular e 

apoptose (MITCHELL, ENGELBRECHT, 2016; BLAKEMAN et al., 2016; SHAFI, 

KNUDSEN, 2019). A expressão normal dessa proteína está associada com a parada do ciclo 

celular e controle da proliferação. Ambas as células analisadas nesse estudo apresentavam 

expressão do PER2 (figuras 23 e 24), mas o tratamento com LED azul e laser vermelho de 

baixa potência não alteraram o perfil de expressão do gene nas células analisadas. A expressão 

deficiente dessa proteína está relacionada com a maior incidência de tumores, devido a sua 

relação com instabilidade genômica e maior sensibilidade à radiação através da ativação do 

mediador pró-apoptótico c-MYC (FU et al., 2002; SHAFI, KNUDSEN, 2019).  

O gene PER3 é um forte candidato à maior risco de surgimento de tumores, entretanto, 

o mecanismo exato de atuação ainda permanece incerto, mas há estudos correlacionando 

deleções ou mutações do PER3 com a recorrência de câncer de mama positivo para receptores 

estrógeno (CHEN et al., 2005; CLIMENT et al., 2010). Nesse estudo, as células MCF-7 e 

MDA-MB-231 apresentaram expressão do gene PER3 (figura 25 e 26). O tratamento com LED 

azul e laser vermelho de baixa potência não alteraram o perfil de expressão do gene PER3 das 

células MCF-7 e MDA-MB-231. 

Os genes CRY1 e CRY2 também estão associados em vias de regulação do ciclo 

celular, onde em camundongos deficientes nessas proteínas apresentavam desregulação na 

expressão de proteínas WEE-1 e Ciclina D1, levando a distúrbios na regulação do ciclo celular 

(MATSUO, 2003). Há também estudos demonstrando a atuação das proteínas CRY1 e CRY2 

na resposta a danos no DNA em fibroblastos “Knockout” onde tornava essas células mais 

sensíveis a radiação ionizante aumentando a mortalidade (GAUGER, SANCAR, 2005; FU et 



69 

al., 2002). Os níveis relativos de mRNA dos genes CRY1 e CRY2 foram avaliados nas células 

MCF-7 e MDA-MB-231 pela técnica de RT-qPCR, (figura 27 a 30). A exposição ao LED azul 

e laser vermelho de baixa potência não alterou os níveis relativos das proteínas CRY1 e CRY2 

apesar destas proteínas possuírem cromóforos para luz azul em sua estrutura, que possui 

homologia com as fotoliases (KAVAKLI et al, 2017; MICHAEL et al. 2017). 
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CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados encontrados no presente trabalho sugerem que a exposição as radiações 

emitidas pelo LED azul e laser vermelho de baixa potência: 

a) Não causam quebras na fita de DNA do plasmídeo bacteriano pUC19 

b) Aumenta a sobrevivência de células de E. coli, quando expostas a radiação ultravioleta C, 

dependendo da fluência do LED e do laser.  

c) Aumenta a proliferação das células de E. coli quando expostos a radiação ultravioleta C, 

dependendo da fluência do LED e do laser.  

d) Não altera os níveis de mRNA do gene da fotoliase (phr) em células de E. coli 

e) Não altera a viabilidade celular nas células MCF-7 e MDA-MB-231. 

f) Não alteram os níveis de mRNA dos genes relacionados com o ciclo circadiano BMAL1, 

CLOCK, PER1, PER2, PER3, CRY1 e CRY2. 
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APÊNDICE A – Low-power blue LED and red laser effects on plasmid DNA, survival, and 

photolyase mRNA levels in Escherichia coli cultures (artigo publicado) 
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APÊNDICE B – Low-power red laser and blue LED on circadian gene mRNA levels in 

human breast cancer cells (artigo publicado) 
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APÊNDICE C – Photobiomodulation at molecular, cellular, and systemic levels (artigo 

publicado) 
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APÊNDICE D – Could violet-blue lights increase the bacteria resistance against ultraviolet 

radiation mediated by photolyases? (artigo publicado) 
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