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RESUMO

THOME, Andrezza Maria Cortes. Avaliacdo do efeito de lasers monocromaticos e
dicromaticos de baixa poténcia em culturas de Pantoea agglomerans. 2017. 73f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2017.

Apesar dos efeitos benéficos dos lasers de baixa poténcia sobre a cicatrizacdo de
feridas, sua aplicacdo para o tratamento de lesdes infectadas é controversa, porque poderiam
estimular o crescimento bacteriano, exacerbando o processo infeccioso. Assim, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos in vitro de lasers de baixa poténcia sobre sobrevivéncia,
morfologia, aglomeracdo celular, resisténcia antimicrobiana, taxa de divisdo e formacdo de
biofilme em culturas de Pantoea agglomerans. As amostras de Pantoea agglomerans foram
isolados de lesGes por pressdo humanas e as culturas foram expostas a radiacdo laser
dicromatica simultdnea e monocromaticas de baixa poténcia. Fluéncia, comprimento de onda
e modo de emissdo foram utilizados de acordo com protocolos terapéuticos para cicatrizagcao
de feridas. Os dados ndo mostram alteragbes nas &reas da colbnia, morfologia e na
aglomeracéo celular, contudo a radiacéo laser dicromatica diminuiu a sobrevida bacteriana e
formagdo de biofilme em fase de crescimento exponencial e os lasers monocromaticos
aumentaram a sobrevivéncia bacteriana na mesma fluéncia, enquanto que o laser
monocromatico vermelho com baixa dose aumentou a formacdo de biofilme e o
infravermelho em alta dose diminuiu a resisténcia a ampicilina. Os Lasers de Baixa Poténcia
modulam a resisténcia antimicrobiana e formacéo de biofilmes da Pantoea agglomerans, mas
estes dependem dos parametros de irradiacdo, uma vez que a radiacdo laser dicromatica induz
efeitos bioldgicos que diferem daqueles induzidos pela radiacdo laser monocromatica. Assim,
o laser dicromético vermelho e infravermelho simultdneo pode ser uma nova opg¢do para 0
tratamento de lesBGes infectadas, reduzindo a sobrevivéncia bacteriana e formacdo de
biofilmes, ndo alterando a resisténcia antimicrobiana e a taxa de divisdo nas culturas de
Pantoea agglomerans.

Palavras-chave: Bioestimulacdo. Laser Dicromatico. Lesdes infectadas. Lesdo por pressao.

Pantoea agglomerans.



ABSTRACT

THOME, Andrezza Maria Cortes. Evaluation of monochromatic and dichrotomic low
power lasers effects on Pantoea agglomerans strains. 2017. 73f. Dissertagcdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, 2017.

Despite the beneficial effects of low power lasers on wound healing, their application
for treatment of infected injuries is controversial because low power lasers could stimulate
bacterial growth exacerbating the infectious process. Thus, the aim of this work was to
evaluate in vitro effects of low power lasers on survival, morphology, cell aggregation,
resistance antibiotic, division rate and biofilm formation of Pantoea agglomerans. P.
agglomerans samples were isolated from human pressure injuries and cultures were exposed
to low power monochromatic and simultaneous dichromatic laser radiation. Fluence,
wavelength and emission mode were those used in therapeutic protocols for wound healing.
Data show no changes in areas of colonies, morphology and cell aggregation, but dichromatic
laser radiation decreased biofilm formation and bacterial survival in exponential growth phase
and monochromatic red and infrared lasers increased bacterial survival at the same fluence.
Monochromatic red laser at low dose increased biofilm formation and infrared at high dose
decreased resistance antibiotic to ampicilin. Low Power Lasers modulate resistance antibiotic
and biofilm formation of Pantoea agglomerans, but these depend on laser irradiation
parameters, since dichromatic laser radiation induces biological effects that differ from those
induced by monochromatic laser radiation. Thus, simultaneous dichromatic low power red
and infrared lasers could be a new option for treatment of infected wounds, reducing biofilm
formation, no altering antibiotic resistance and division rate in Pantoea agglomerans cultures

Keywords: Biostimulation. Dichromatic Laser. Infected Injuries. Pressure injury. Pantoea

agglomerans.
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INTRODUCAO

Do ponto de vista microbiologico, a funcdo primaria da pele normal e intacta é
controlar as populages microbianas que vivem em sua superficie, evitando que o tecido
subjacente se torne colonizado e invadido por patdgenos potenciais (BLUESTEIN et al.,
2008). Uma vez que a pele é lesionada, os microrganismos na superficie da pele obtém acesso
aos tecidos subjacentes, onde competem pelo oxigénio e nutrientes disponiveis e produzem
enzimas, estas destroem fatores de crescimento e estimulam a producdo excessiva de
metaloproteases de matriz (MMPs) (EDSBERG, 2016; SEN et al., 2009). Assim,
microrganismos, como bactérias, podem infectar e danificar os tecidos lesados, atrasando a
cicatrizacdo e podendo ocasionar uma doenca sisttmica (WUWHS, 2008). Em verdade, a
ferida sendo alvo de infecgdes, pode levar a complicagdes, como septicemia, osteomielite e
morte, como a que causou a morte prematura do ator Christopher Reeve (SEN et al., 2009).

As feridas cronicas ndo cicatrizadas sdo normalmente colonizadas por uma flora
polimicrobiana, oriundas do ambiente externo, da flora cutanea local, do trato entérico, da
vagina e da mucosa oral (LATIFA et al., 2016). Nos eventos de infecgdo, as feridas ndo
conseguem cicatrizar, pois a carga microbiana € o principal contribuinte para a cicatrizacéo
retardada em feridas crénicas. Em consequéncia, 0s pacientes sofrem, os custos de tratamento
aumentam e as praticas gerais de tratamento de feridas precisam de mais exigéncia
(AMMONS et al., 2015). As feridas ndo cicatrizadas afetam cerca de 3 a 6 milhdes de pessoas
nos Estados Unidos, principalmente, em pessoas com 65 anos ou mais, sendo responsaveis
por 85% desses eventos e resultando em enormes despesas com cuidados de saude, com custo
total estimado em mais de US$ 3 bilhdes por ano (GUO et al., 2010).

Os lasers de baixa poténcia (LBP) tém sido utilizados com sucesso no reparo de
tecidos biologicos com base em seus efeitos de biostimulagéo e biomodulagdo (LUCAS et al.,
2003). Estes efeitos seriam explicados pelo aumento induzido pelo laser da sintese de ATP,
DNA, RNA e proteinas, levando ao aumento da sintese de colageno e proliferacdo de
fibroblastos, melhorando o processo de cicatrizacdo de feridas. Além disso, h& evidéncias de
que LBP aumenta o fluxo sanguineo local, aumentando a saturacdo de oxigénio e a
epitelizacdo (ORTIZ et al., 2014)

Ao longo da dltima década, foram realizados progressos significativos no tratamento
de lesdes cutaneas (AMMONS et al., 2015). Existem conhecimentos acumulados sobre estas

feridas e tratamentos em desenvolvimento, tais como a laserterapia. A laserterapia € um
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termo amplo, geralmente referido a terapia baseada na utilizacdo de lasers de baixa poténcia
(LBP) (DIXIT et al., 2012). As terapias baseadas em LBP sdo cada vez mais utilizadas no
tratamento de varias doencas, bem como na cicatrizacéo de feridas (ANDRADE et al., 2014).
Além disto, a terapia com laser de baixa poténcia (TLBP) tem acumulado, nas ultimas
décadas, evidéncias cientificas sobre seus efeitos e aplicacbes nas mais diversas areas da
salde. Porém, a falta de formacdo académica na area da laserterapia contribui para que
muitos profissionais adquiram equipamentos laser e os subutilizam por falta de
conhecimento, ou ainda, que acabem se negando a utiliza-los ndo com base em informacdes
cientificas, mas sim em preconceitos (GARCEZ et al., 2012). Apesar de alguns efeitos
bioldgicos induzidos por LBP serem relatados, o tratamento de lesdes infectadas com LBP é
controversa. Alguns estudos mostraram que a LBP pode estimular o crescimento bacteriano,
exacerbando o processo infeccioso, mas esta hipotese ndo estd totalmente elucidada e os
achados na literatura sdo controvérsios (FONSECA et al., 2011; NUSSBAUM et al., 2003).

O controle de microrganismos ¢ um dos campos mais ativos da atual pesquisa em
farmacologia. Esta é uma fronteira do conhecimento cientifico que demanda cuidado. Ao
longo de nossa historia, parte significativa de nossa moderna civilizacdo foi afetada por
doencas causas por microrganismos. Novas ameacas estdo surgindo no dia-a-dia. A industria
da quimioterapia antimicrobiana esta em constante alerta, principalmente devido a rapida
capacidade de evolucéo e variedade de patdgenos encontrados (BAGNATO, 2008a).

O aparecimento de uma grande variedade de patdgenos resistentes aos agentes
qguimicos faz com que haja um grande aumento da morbidade de infeccbes que eram
facilmente tratadas no passado. Apesar de nossa grande capacidade tecnoldgica, certos
microrganismos parecem ser mais capazes, e parece claro que as possibilidades
farmacoldgicas para combater certos microrganismos estdo atingindo um limite. Portanto,
alternativas para controle microbioldgico sdo necessarias. E neste aspecto que modernas
técnicas desenvolvidas em biofotonica (uso da luz e dptica em problemas relacionados com a
matéria viva) podem trazer importantes contribuicdes. Muitas infeccdes locais néo
precisariam ser tratadas com medicacao sistémica se houvessem alternativas viaveis. Agentes
quimicos sistémicos deveriam ser utilizados nos tratamentos de infec¢cBes mais graves,
evitando assim o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana a estes agentes, alem de

minimizar os efeitos colaterais associados a antibioticoterapia sisttmica (BAGNATO, 2008a).
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Neste sentido, a bactéria Pantoea agglomerans (P. agglomerans) é a espécie mais
clinicamente significativa do género altamente diversificado de Pantoea, porém,
constantemente, possui diagnostico tardio pelo baixo nivel de suspeita clinica para este tipo de
infeccdo (CHENG et al., 2013). Entretanto, a P. agglomerans ndo é apenas um contaminante
inocente, pois € resistente a mudancas de temperatura e pH. A lesdo cuténea é considerada um
meio de cultura ideal para esta bactéria, uma vez que, possui temperatura e pH aceitaveis para
seu creescimento com um bom suprimento de fons Na* e CI” dos tecidos e glicose do sangue
(VAIMAN et al., 2013).

Sendo assim, uma vez que as infec¢fes bacterianas sdo causas comuns de cicatrizacdo
tardia da pele e as terapias tradicionais nem sempre sdo bem sucedidas, estudos sdo
necessarios para compreender os efeitos da LBP sobre as bactérias comumente encontradas
em les@es infectadas, visto que, o fato de a lesdo estar infectada ou ndo, na maioria dos casos,

é negligenciado no momento da irradiagéo.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Les&o por pressao

A lesdo por pressao (LP), também chamadas de Ulcera de decubito, escaras ou Ulceras
por pressdo, sdo lesbes na pele e/ou tecidos moles subjacentes, geralmente sobre uma
proeminéncia éssea, como resultado de pressao ou pressao em combinag¢do com cisalhamento
e/ou atrito (BLUESTEIN et al., 2008; EDSBERG, 2016; SEN et al., 2009).

O National Presure Ulcer Advisory Panel (NPUAP - Conselho Consultivo Nacional
sobre Ulceras por Pressdo), uma organizacdo norte-americana independente formada em 1987
e dedicada a prevencdo, manejo, tratamento e pesquisa sobre lesdo por pressdo, a classifica
como (EDSBERG, 2016):

a) Estagio 1, pele integra com eritema que ndo embranquece;

b) Estagio 2, perda da pele em sua espessura parcial com exposi¢éo da derme;

c) Estagio 3, perda da pele em sua espessura total;

d) Estagio 4, perda da pele em sua espessura total e perda tissular;

e) Nao Classificavel, perda da pele em sua espessura total e perda tissular ndo visivel;

f) Tissular Profunda, descoloracdo vermelho escura, marrom ou parpura, persistente

e que ndo embranquece;
g) Relacionada a Dispositivo Médico;
h) Em Membranas Mucosas.

As LPs podem levar a consequéncias significativas para os pacientes. Causam dor,
aumentam as taxas de morbidade e mortalidade, além de elevar o custo financeiro para os
sistemas de saude e diminuirem a qualidade de vida do paciente, desenvolvem-se
rapidamente, com dificuldade no tratamento em alguns pacientes, sendo entdo um problema
de satde doloroso e caro (CANO et al., 2015; THOMAS et al., 2014; LYDER et al., 2008;
LATIFA et al., 2016). Da mesma forma, que a LP prolonga a hospitalizacdo, dificulta a
recuperacdo do doente e aumenta o risco para o desenvolvimento de outras complicagdes

como infeccdo ou osteomielite. Para o paciente, representa um acréscimo no sofrimento fisico
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e emocional, reduzindo a sua independéncia e funcionalidade na realizacdo das atividades da
vida diaria, comprometendo qualquer processo reeducacional. As LPs merecem por parte da
equipe multiprofissional toda a atencdo, no sentido de prevenir o seu aparecimento ou
favorecer o seu tratamento (BLANES et al., 2004).

Estima-se que existem mais de 7,4 milhdes de casos no mundo e a prevaléncia no
Brasil é de 16,9% (SEN et al., 2009; LYDER et al., 2008; BRITO et al., 2013). Nos Estados
Unidos, a LP atinge 2,5 milhdes de pacientes e o custo do tratamento foi estimado em US$ 11
bilhdes por ano, com custo de US$ 70.000 por paciente (SEN et al., 2009; CANO et al.,
2015). Além disto, com uma populacdo estimada de 1,5 milhdes de idosos vivendo em
instituicdes de longa permanéncia nos EUA, as LPs tém ganhado grande importancia, uma
vez que 25% a 33% dos pacientes chegam nas instituicbes com LP e aproximadamente 35%
dos pacientes as desenvolverdo em algum tempo de sua estadia (COSTA et al., 2005). Assim,
a prevaléncia de LP tem aumentado nos dltimos anos, devido ao aumento da expectativa de
vida da populagdo, associada aos avangos da medicina moderna, que tornaram possivel a
sobrevivéncia de pacientes com doengas graves e anteriormente letais, transformadas em
doencgas cronicas e lentamente debilitantes (WADA et al., 2010). A terapia laser de baixa
poténcia (TLBP) foi introduzida ha mais de 50 anos, primeiramente na dermatologia, no
reparo de feridas cutaneas, como LP, devido ao seu efeito bioestimulador na cicatrizacéo de
férias (KUJAWA et al., 2004).

1.2 Lasers

1.2.1 Conceitos Histéricos do Laser

Historiadores reportam que civilizacGes antigas, como a egipcia, a grega e a asteca,
conheciam os beneficios da exposicdo do corpo a luz solar: os egipcios teriam usado para
tratar desordens da pele, Herddoto observou o fortalecimento dos ossos e Apolo ensinou
medicina aos homens e passou a ser chamado de “o Deus da Luz” (GARCEZ et al., 2012). A

partir do século XVIII, relatos esporadicos comegaram a aparecer na literatura médica,
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indicando que a luz solar poderia ser usada para tratar uma grande variedade de doencas. Na
segunda metade do século XIX, a aplicacdo terapéutica da luz solar, conhecida como
helioterapia, gradualmente tornou-se popular (HAMBLIN et al., 2017). Essas seriam as
primeiras observacdes do que hoje é conhecida como fotobiologia (GARCEZ et al., 2012).

Porém, a terapia com luz, a fototerapia moderna, comegou com Niels Ryberg Finsen
(1860-1904), o pai da terapia ultravioleta. Finsen tratou mais de 800 pacientes com lupus
vulgar, no total, 80% dos pacientes foram curados (MOSKVIN, 2017). Por isto, recebeu o
Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1903 (HAMBLIN et al., 2017).

Entretanto, uma nova perspectiva foi apresentada com o0s postulados de Albert
Einstein em 1916, considerando as implicacBes da fisica quantica recém descoberta, previu
que os raios eletromagnéticos poderiam estimular os 4&tomos a emitir mais raios do mesmo
comprimento de onda (HAMBLIN et al., 2017). Baseado nesta nova teoria de Einstein, em
1951, Charles H. Townes prop6s o conceito do maser, um acrémio para microwave
amplification by stimulated emission of radiation (emissdo estimulada de radiacdo por
amplificacdo de microondas). Enquanto isso, Gordon Gould, em 1957, registrou pela primeira
vez o termo laser como um acrémio de: Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation (amplificag&o de luz por emissdo estimulada de radiacdo) (CONVISSAR, 2011).

A partir disto, iniciou-se a busca pela construcdo do laser. Theodore Maiman (1927-
2007) em 1960, ap6s a montagem de um cristal de rubi dentro de um flash em espiral,
observou os primeiros feixes de laser vermelho (HAMBLIN et al., 2017). Em 1961, Ali
Javan, W. R. Bennett e D. R. Herriott anunciaram o funcionamento bem-sucedido de um laser
gasoso, feixe continuo de Hélio-Nebnio (He-Ne), com um comprimento de onda de 1152,3
nm. O laser de He-Ne foi um dos mais estudados para aplicagdes médicas, funcionando
principalmente na faixa do visivel do espectro eletromagnético (633 nm) e fornecendo alguns
miliwatts de poténcia continua (GARCEZ et al., 2012).

Contudo, a primeira evidéncia da acdo da irradiacdo com laser de baixa poténcia veio
das experiéncias do Dr. Endre Mester em 1967 (FREITAS et al., 2016). Mester observou que
camundongos irradiados com laser de rubi de baixa poténcia (694 nm), estimulava o
crescimento de pélo mais rapidamente no dorso do animal, chamando isso de "Bioestimulacao
a Laser" (HUANG et al., 2009). Assim, a Terapia com Laser de Baixa Poténcia (TLBP) foi

descoberta ha quase 50 anos por Mester e recentemente foi tomada uma decisdo de consenso
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para usar a terminologia fotobiomodulagéo, uma vez que o termo "baixa poténcia” era muito
subjetivo (HAMBLIN et al., 2017).

Vérias sociedades profissionais e académicas sdo agora dedicadas a
fotobiomodulacdo: World Association of Laser Therapy (WALT); North American
Association for Photobiomodulation Therapy (NAALT); ou parcialmente dedicado:
International Society for Optics and Photonics (SPIE); American Society of Lasers in
Medicine and Surgery (ASLMS); e Optical Society of America (OSA). Muitas doencas,
condicdes e campos diferentes de tratamento médico estdo agora se tornando passiveis de
efeitos benéficos da fotobiomodulacdo. O Brasil tem um numero notavel de laboratdrios
produtivos que investigam temas relacionados a esta terapia (HAMBLIN et al., 2017).

1.2.2 Conceitos Fisicos do Laser

O laser se enquadra em um tipo de fonte de radiacdo eletromagnética, que apresenta
caracteristicas Unicas por emitir feixes com caracteristicas especiais, assim, um laser difere de
fontes de luz comuns em decorréncia aos seus atomos emitirem radiacdo de maneira
cooperativa, o tornando mais coerente. Além disso, a radiacdo laser é quase monocromatica,
sendo emitida em um feixe fino com pouca expansdo e pode ser focada em uma largura que
quase coincide com o comprimento de onda da luz, isso permite a entrega de grandes
quantidades de energia, o tornado mais colimado (WALKER, 2011).

De maneira geral, a radiacdo eletromagnética, interpretada como ondas
eletromagnéticas sdo criadas pela oscilacdo de campos elétricos e magnéticos (CHUNG et al.,
2012). A amplitude de uma onda é a magnitude do deslocamento maximo dos elementos de
suas posicgdes de equilibrio, quando esta em seu extremo deslocamento descendente, um vale
(ou ponto baixo extremo), ou movendo-se de volta para cima, encontrando seu deslocamento
para cima extremo, um pico (ou ponto alto extremo). Podendo estar apresentadas em uma
série de oscilacBes por unidade tempo, chamado de frequéncia, possuindo uma distancia entre
estas repeti¢des, conhecido como comprimento de onda (WALKER, 2011).

Ha uma grande variedade possivel de comprimentos de onda, por isso, 0 espectro

eletromagnético de luz (BAGNATO, 2008), e nele as radiacdes emitidas pelos lasers de baixa
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poténcia referem-se ao uso de radiagdo na regido vermelha ou infravermelha préxima, com
comprimentos de onda geralmente na faixa de 600 a 700nm e 780 a 1100 nm (FREITAS et
al., 2016).

Com o advento da teoria quantica, a luz foi melhor compreendida e pode ser
interpretada como uma particula complementar & onda, as particulas de luz (fotons)
(HAMBLIN, 2017). Se uma radiacao (fotons) ressonante incide sobre a matéria que contenha
atomos num estado energético menor (estado fundamental), ha possibilidade que estes atomos
mudem para o estado de maior energia (excitado), se a energia do foton for transferida para os
mesmos. Este é o processo de absorcdo da energia eletromagnética. Atomos excitados decaem
para um estado fundamental espontaneamente, ou seja, por si mesmo, ocorrendo processo de
emissdo espontanea de um foton pelo sistema atdmico. Estes fotons sdo emitidos em todas as
direcdes e sem relacdo de fase entre si.

No entanto, hd um terceiro processo que pode ocorrer neste sistema, além da absorcao
e da emissdo espontanea e torna-se fundamental para o entendimento do funcionamento do
laser, a emissdo estimulada. Um foton externo estimula o decaimento do elétron excitado e,
ao passar para o estado de mais baixa energia, o elétron emite um féton que emerge do
sistema juntamente com aquele que causou a transi¢cdo. Desse modo, dois fétons emergem do
sistema juntos com a mesma energia, propagando-se em fase, sendo praticamente
indistinguiveis (BAGNATO, 2008).

1.2.2.1 Constituicdo de um dispositivo laser

Um laser € um dispositivo que emite radiacdo atraves de um processo de amplificacdo
Optica com base na emissdo estimulada de fotons (CHUNG et al., 2013). Para o
funcionamento deste processo, trés condi¢cdes fundamentais deverdo ser atendidas: em
primeiro lugar é necessario um meio ativo, ou seja, composto por atomos, moléculas ou ions
que emitam radiacdo, podendo estar em estado gasoso, liquido ou sélido; em segundo lugar,
deverd ocorrer inversdo de populacdo, que € gerada por um processo de excitacao
denominado bombeamento, transformando o meio ativo em amplificador da radiacéo, através

de uma fonte excitatoria externa de energia, podendo ser um dispositivo de lampada flash ou
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um circuito elétrico; finalmente, a sede de uma oscilacdo laser, desta forma, constituido uma
cavidade Optica do laser, composta por dois espelhos, sendo um semireflexivo, localizados
um em cada extremidade da cavidade Optica, atuando como ressonadores Opticos, que
refletem os fotons emitidos, assim voltam para o sistema, conseguindo a amplificacéo
(GARCEZ et al., 2012).

1.2.2.2 Diferenciagdo de equipamentos

Os lasers podem ser diferenciados pelo comprimento de onda (ou frequéncia), pelo
modo de emissdo (continuo ou pulsado) ou ainda pela sua poténcia, esta variando de baixa
(laser terapéutico), média ou alta (laser cirdrgico) (NIEMZ, 2007).

Uma consideragdo importante deve envolver as propriedades Opticas do tecido. Existe
uma chamada "janela terapéutica™ no tecido, onde a penetracdo efetiva da luz no tecido é
maximizada (HUANG et al., 2009). Como mencionado anteriormente, esta janela ocorre
aproximadamente de 650 nm a 1200 nm (FREITAS et al., 2016).

A poténcia de saida pode variar amplamente de 1 mW até 500 mW (FREITAS et al.,
2016), consistindo em um laser de baixa poténcia (low intensity ou low level, ou ainda low
power lasers), apresentando efeitos biomoduladores e ndo térmicos, enquanto os de alta
poténcia (hight intensity ou high level, ou ainda high power lasers) sdo capazes de cortar,
coagular e vaporizar materiais (NIEMZ, 2007).

Este tipo de irradiacdo pode ser uma onda continua ou uma luz pulsada (FREITAS et
al., 2016). Os lasers de emissdo continua tem poténcia de saida constante durante todo
periodo do tempo. O regime pulsado é dirigido pelo modo de bombeamento e tém poténcia de
saida oscilante, que varia entre um valor maximo (poténcia de pico e zero durante um
determinado periodo de tempo (GARCEZ et al., 2012).

Os parametros de irradiagdo, como o comprimento de onda (hm), a poténcia (mW), a
area do feixe (cm?), a estrutura do pulso, estdo relacionados com as opgdes da fonte de
irradiacdo. Por outro lado, os pardmetros de “dose”, como energia (J), densidade de energia
(J/cm?2), cronologia do tratamento e tempo (s) de irradiacdo, sdo controlados pelo operador.
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Além disso, a dosimetria depende de caracteristicas especificas do paciente e das condi¢Ges
do tecido fisiologico (HAMBLIN et al., 2017).

1.2.3 Interacdo dos lasers de baixa poténcia com tecidos biolégicos

A radiacdo que atravessa o interior do tecido biologico interage, basicamente, de dois
modos, pela absorcéo e pelo espalhamento (HAMBLIN et al., 2017) Incidindo sobre um
tecido bioldgico, parte da radiacdo é refletida, outra parte, que ndo foi refletida, penetrara e
podera ser absorvida por componentes dos tecidos, como a dgua (com alta absorcéo a partir de
1150nm), hemoglobina ou melanina (com alta absor¢do para comprimentos de onda menores
que 600nm), assim, ocorre quando um fdton interage com um atomo ou molécula e toda a
energia do foton é transferida, a energia absorvida da radiacdo por estas moléculas ou partes
de molécula (cromoforos) pode, entdo, ser transformada em energia quimica (GARCEZ et al.,
2008; HAMBLIN et al., 2017).

Parte da radiagdo que penetra no tecido bioldgico diverge devido a mdultiplos
espalhamentos, perdendo assim sua poténcia (GARCEZ et al., 2012). As interacOes de
espalhamento podem mudar a direcdo e a energia dos fétons (espalhamento inelastico), ou
apenas a direcdo (elastica). A irradiacdo do visivel ao infravermelho proximo, que interage
com o tecido bioldgico da origem principalmente ao espalhamento elastico (HAMBLIN et al.,
2017). Por fim, a radiacdo que atravessa toda a espessura do tecido, sem ser absorvida ou
sofrer espalhamentos € transmitida (GARCEZ et al., 2012).

1.2.3.1 Cromoforos

Uma reacdo fotobiologica envolve a absor¢do do comprimento de onda especifico da
radiacdo por um fotoaceptor funcional, ou cromdéforos (KARU, 1999). Foi estabelecido que as
mitocondrias sdo um alvo intracelular principal de radiagdo vermelha a infravermelha

préxima (KARU, 1999; CHEN et al., 2011). Um dos principais fotoaceptores propostos para
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estes lasers é a citocromo ¢ oxidase (CCO) ou complexo IV da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, j& na regido do espectro violeta a azul, as flavoproteinas também estéo
entre os fotoaceptores (KARU, 2014; KARU, 1999). Apesar da universalidade, uniformidade
geral e principio da respiracdo celular, a cadeia respiratdria dos procariontes difere da cadeia
mitocondrial das células eucaridticas. Assim, em bactérias, como Escherichia coli, 0s
fotoaceptores responsaveis pela aborcéo da radiacéo laser de baixa poténcia sao os complexos
de citocromo bd e bo (KARU, 1988; KARU, 1999).

A fotoreatividade da CCO é devido aos seus quatro centros metalicos: duas por¢des heme
(heme a e heme a3) e dois locais de cobre redox ativo (CuA e CuB); CuA aceita elétrons do
citocromo ¢, e a transferéncia de elétrons entre CuA, heme a e heme a3-CuB resulta na
reducdo do oxigénio molecular (HAMBLIN et al., 2017). A irradiacdo acelera a passagem de
heme a para heme a3, fazendo que mais elétrons estejam acessiveis para reducdo da molécula

de oxigénio, intensificando a transferéncia de elétrons (KARU, 2014).

1.2.3.2 Mecanismo de acao

A respiracdo celular ocorre em trés grandes estdgios. No primeiro estagio, as
moléculas dos combustiveis organicos — glicose, acidos graxos e alguns aminoacidos — sao
oxidadas para liberar fragmentos de dois atomos de carbono na forma de um grupo acetil-
coenzima A. No segundo estagio, esses grupos acetil sdo introduzidos no ciclo do acido
citrico, o qual os oxida enzimaticamente até CO,. A energia liberada pela oxidacdo é
conservada nos transportadores de elétrons reduzidos, NADH e FADH,. No terceiro estagio
da respiracio essas coenzimas reduzidos sio oxidados, desfazendo-se de prétons (H') e
elétrons. Os elétrons sdo conduzidos ao longo de uma cadeia de moléculas transportadores de
elétrons, conhecida como cadeia repiratoria, até o0 Oz, o qual eles reduzem para formar HO.
Durante esse processo de transferéncia de elétrons, uma grande quantidade de energia €
liberada e conservada na forma de ATP, por meio do processo chamado de fosforilagdo
oxidativa (NELSON et al., 2002).

Durante a excitacdo leve de estados eletrénicos, uma fracdo da energia é inevitavelmente

convertida em aquecimento. O aumento transitorio local da temperatura dos fotoaceptores
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pode causar alteragOes estruturais e desencadear atividade bioquimica. Em terceiro lugar, o
uso principal de oxigénio na via da cadeia respiratdria envolve a reducdo do dioxigénio,
através de quatro elétrons, em agua. Ao ativar o fluxo de elétrons na cadeia respiratdria,
também pode-se esperar aumento da producdo de anion superéxido, mesmo um pequeno
aumento destes resulta em mdaltiplos mecanismos secundarios (KARU, 1999). Desta forma,
em seguida, o fluxo transmembrana de protons, no sentido do seu gradiente de concentracdo
por meio de canais protéicos especificos, fornece energia livre para a sintese do ATP, que é
catalisada por um complexo protéico ligada a membrana (ATP sintase) e que acopla o fluxo
de protons a fosforilagdo do ADP (NELSON et al., 2002).

Em decorréncia a interacdo da radiacdo com o CCO, ocorre aumento do potencial da
membrana mitocondrial e gradiente de prétons, causando acidificacdo do citoplasma e
alteracdes nas concentracbes de ATP, adenosina monofosfato ciclico (AMPc), espécies
reativas de oxigénio (EROs), Ca** e Oxido Nitrico (NO) (FREITAS et al., 2016).

Karu (1999) propGe que o espectro de acdo laser, baseado na sintese de DNA, ocorre no
nucleo, mas o fotoaceptor, responsavel por esse resultado, esta localizado nas mitocdndrias.
Isso significa que uma via de sinalizacdo celular deve existir entre a cadeia respiratoria
mitocondrial e o nucleo. Essa via de sinalizacdo sdo os mecanismos secundarios (KARU,
2010).

A teoria mais aceita para explicar o processo de absorcdo de fotons pela CCO que pode
levar ao aumento da sua atividade baseia-se na fotodissociacdo de NO inibitorio. Uma vez que
0 NO é covalentemente ligado aos centros heme e Cu e bloqueia competitivamente o
oxigénio, um foton de energia relativamente baixo poderia causar dissociacdo do NO e, com
isso, permitir maior taxa de respiracdo celular, aumentando o potencial de membrana
mitocondrial e os niveis de ATP, AMPc e EROs, que irdo atuar como moléculas sinalizadoras
(KARU, 2014).

Vérias vias regulatorias importantes sdo mediadas por meio do estado redox celular.
Mudangas no estado redox induzem a ativacdo de numerosas vias de sinalizacao intracelular e
regulam a sintese de acido nucleico, sintese de proteinas, ativacdo de enzimas e a progressdo
do ciclo celular (GARCEZ et al., 2012). Muitos genes tém sua transcricdo regulada
(positivamente ou negativamente) apés a irradiacdo com diferentes comprimentos de onda e
fluéncias. Por exemplo, a irradiacdo com laser altera a expressao de 111 genes (68 para cima,
43 para baixo) (ZHANG et al.,, 2003). O fator nuclear kappa B (NF-kB) é um fator de
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transcricdo que rege a expressdo de genes multiplos e demonstrou atuar em varias fungdes
celulares, incluindo respostas inflamatérias e respostas induzidas pelo estresse e pela
sobrevivéncia. Foi demonstrado que a ativacdo do NF-kB apos a irradiacdo com laser é
mediada por geracdo EROs (CHAN et al., 2011). Assim como, a regulacdo positiva da
atividade da citocromo-oxidase, aumentou fosforilagdo da Jun N-terminal quinase, que
posteriormente ativa a proteina ativadora-1 (AP-1), o que, por sua vez, leva ao aumento da
proliferacdo celular (HU et al., 2007).

Como consequéncia do mecanismo secundario, ocorre aumento da secrecdo de fatores
quimiotéticos dos mastocitos, que contribuird para a melhora da cicatrizacdo tecidual,
associada a uma melhora da microcirculacéo, regeneracao do tecido e imunomodulagédo. Estes
efeitos constituem o mecanismo terciario de acdo dos lasers de baixa poténcia (KARU,
2010).

Quanto aos efeitos dos lasers de baixa poténcia, alguns autores os dividem em dois, 0S
primario (ou diretos) e os secundario (ou indiretos). Segundo Genovese (2007), os efeitos
diretos incluem o aumento da producdo de ATP, causando aceleracdo da mitose e
degranulacdo de mastocitos, que favorecem alteracdes circulatorias locais e acao fibrinolitica.

Também, a modulacdo da producdo de substancias liberadas na dor e na inflamacéo,
como as histaminas, serotoninas, bradicinas, prostaciclinas, leucotrienos e prostaglandinas. Os
efeitos diretos também incluiriam alteracGes na condutancia i6nica através da membrana
plasmatica, que poderia explicar os efeitos sobre a dor, aumentando o limiar para a dor e
diminuindo a transmissdo dos estimulos dolorosos para centros superiores do sistema nervoso
central relacionados com a nocicepgé&o.

Para 0 mesmo autor, como efeitos indiretos, tem-se, o estimulo a microcirculacdo
através de mediadores quimicos, como a histamina, que promove o relaxamento de esfincteres
pré-capilares. Outro efeito indireto seria o estimulo ao tropismo celular, devido ao aumento da
sintese de ATP e da velocidade da taxa de mitose, acelerando processos de reparacéo tecidual
e inducdo de neoangiogénese.

1.2.4 TLPB na cicatrizacdo de feridas

O processo de cicatrizacdo das feridas tem atraido a atencdo dos pesquisadores desde o

inicio da sua identificacdo, especialmente no que diz respeito aos fatores que atrasam ou
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previnam (RANJBAR et al., 2016). Normalmente, a cicatrizagdo aguda de feridas € um
processo bem organizado que leva a um reparo previsivel dos tecidos. O processo de reparo
da ferida pode ser dividido em 4 fases de sobreposicdo temporéaria e espacial: coagulacgéo,
inflamacéo, formacéo de tecido de granulacdo (fase proliferativa) e fase de remodelacdo ou
cicatrizagdo.

Lesdes cronicas sdo caracterizadas por serem cronicamente inflamadas e pelo atraso de
cicatrizacdo. As células inflamatdrias acumuladas dentro da ferida crénica produzem varios
EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNS) que danificam os elementos estruturais da
matriz extra celular (MEC) e das membranas celulares, e levam a senescéncia celular
prematura. Além desses efeitos negativos diretos, os EROs juntamente com citocinas pro-
inflamatdrias induzem a producdo de serina proteases e metaloproteinases, que degradam a
MEC e fatores de crescimento necessarios para a funcdo celular normal. A inativacdo de
inibidores de protease por degradacdo proteolitica aumenta esse processo. Assim, embora a
producdo de fatores de crescimento seja frequentemente aumentada em feridas cronicas em
comparacdo com feridas agudas, sua quantidade e bio-disponibilidade sdo significativamente
diminuidas (DEMIDOVA-RICE et al., 2012).

A TLBP ¢é uma técnica ndo-invasiva e segura que tem sido amplamente utilizada para
prevenir e tratar lesGes cronicas (SPERANDIO et al., 2015). A proliferacéo celular é um sinal
fisiologico de importéncia critica para a fotobiomodulacdo, sendo um dos aspectos mais
importantes da cicatrizacdo de feridas (SOLMAZ et al., 2017). A ativacdo de NF-kB por
irradiacdo laser regula respostas imunes e inflamatérias em células endoteliais, células
musculares lisas vasculares e macrdfagos, bem como producdo de citocinas inflamatérias e
fatores de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Assim, o efeito benéfico em cicatrizacdo de feridas
pode ser explicado considerando-se varios mecanismos bioldgicos basicos, incluindo da
expressao de citocinas e fatores de crescimento, que sdo responsaveis por muitas fases da
cicatrizacdo (GARCEZ et al., 2012).

Entretando, a irradiacdo com LBP induz a expressdo da enzima superdxido desmutase,
diminuindo a concentragdo de anion superoxido e como resultado diminui a producdo de
peroxinitrito, assim como, foi observado, em modelo de Ulcera diabética, reducdo de niveis
ERNSs, como nitrito, ap0s exposi¢do ao LBP e estimula mecanismos que protegem contra a
degradacédo de lipidos de membrana (KANDOLF-SEKULOVIC et al., 2003; SILVEIRA et
al., 2009; ROCHA et al., 2016).
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Apesar dos inumeros efeitos biolégicos induzidos pelos lasers de baixa poténcia,
muito ainda se discute se este recurso poderia ser utilizado no tratamento de lesdes cutaneas
infectadas, pois estudos sugerem que o potencial biomodulatorio do laser poderia estimular o
crescimento bacteriano agravando o quadro infeccioso. Entretanto, este efeito

bioestimulatério do laser diante das bactérias ainda nao esta totalmente elucidado.

1.3 Pantoea agglomerans

A bactéria Pantoea agglomerans (P. agglomerans) é um bacilo aerobico gram
negativo da familia Enterobacteriaceae (CRUZ et al., 2007). O género Pantoea, atualmente
inclui sete espécies: P. agglomerans, P. citrea, P. dispersa, P. punctata, P. stewartii e P.
terrea (VOLKSH et al., 2009). A forma Enterobacter agglomerans foi a taxonomia proposta,
inicialmente, por Ewing e Fife (1972) para isolados clinicos, porém as amostras Erwinia
herbicola e Erwinia milletiae foram reclassificadas em P. agglomerans e P. dispersa
(GAVINI et al., 1989).

As espécies do género Pantoea, particularmente os isolados clinicos, sdo tipicamente
caracterizadas com base na morfologia de suas colbnias, que sdo caracteristicamente
amarelas, e por testes fisiologicos e bioquimicos (VOLKSH et al., 2009). O epiteto
"agglomerans™ remonta a descricdo original de Beijerinck (1888) da espécie (como Bacillus
agglomerans) e provavelmente se refere a habilidade das células de P. agglomerans para
formar aglomerados multicelulares conhecidos como simplasmata, também descritos como
zoogloa, formas de salsicha ou de lagarta. Houve relatos de que essas estruturas podem
conferir tolerancia a situacdes de estresse, como a exposi¢cdo a acidos, metais pesados e
radiacdo ultravioleta, tal que em termos gerais, a formacdo de aglomeradospode ser uma
estratégia de sobrevivéncia em ambientes variaveis e imprevisiveis. As células no interior de
cada aglomerado possuem uma forma irregular e contato pontual de célula a célula com
bactérias vizinhas (TECON et al., 2016).

A bactéria P. agglomerans esta atualmente listada como um organismo de
biosseguranca de nivel 2, devido a isolados clinicos relatados como patégenos humanos

oportunistas, principalmente em 2 situagdes: 1) infeccdo da ferida com material vegetal e 2)
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infeccdo adquirida no hospital (VOLKSH et al., 2009; DUTKIEWICZ et al., 2016). Esta
espécie bacteriana foi também relacionada a septicemia (SENGUPTA et al., 2016; NAHA et
al., 2012; LIBERATO et al., 2009), abcesso hepatico (RODRIGUES et al., 2009),
endofitalmite infecciosa (VENINCASA et al., 2015), artrite septica (SHARMA et al., 2012) e
feridas (VAIMAN et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da irradiacdo por lasers de baixa poténcia, vermelho e

infravermelho, utilizando diferentes fluéncias, em culturas de Pantoea agglomerans.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da exposicao aos lasers vermelho (A = 660 nm) e infravermelho (A =
808 nm) na:

a) Sobrevivénvia bacteriana;

b) Inducéo de filamentagio bacteriana;

c) Area superficial de células individuais e de aglomerados;

d) Resisténcia antimicrobiana;

e) Taxa de divisao celular;

f) Formacéo de biofilme de P. agglomerans.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta da amostra

A obtencdo de material bioldgico foi feita a partir de tecido de granulacéo viavel de
lesdo por pressdo infectada de pacientes internados no Hospital Universitario Sul Fluminense,
Vassouras, Rio de Janeiro, Brasil. A coleta foi realizada no periodo de setembro de 2014 a
marco de 2015, utilizando-se swab estéril por técnica asséptica e, entdo, pressionando-o e
girando-o em 1 cm? da éarea ferida por 5 segundos para formacdo de fluido do tecido,
conforme técnica ja descrita (LEVINE et al., 1976). O material coletado foi armazenado
em meio Stuart (Absorve®, Haimen Town, China) e imediatamente transportado para o
Laboratério de Microbiologia da Universidade Severino Sombra, onde o material coletado foi
inoculado em tubos de ensaio estéreis contendo caldo de infusdo de cérebro e coracao bovino
(BHI, Merck®, Kenilworth, USA) e incubado em estufa por 18 horas a 35 + 2° C.
Posteriormente, aliquotas foram semeadas em &gar sangue (Kasvi®, Curitiba, Brasil)
(MARTINS et al., 2010; FERREIRA et al., 2006). Todos os procedimentos foram conduzidos
e aprovados, de acordo com as diretrizes do Comité de Etica e Pesquisa em Humanos da

Universidade Severino Sombra e registrado na Plataforma Brasil com o nimero CEP 745.046.

Figura 1 — Representacdo de técnica de coleta com swab
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3.2 Culturas bacterianas

Apos formacédo das coldnias bacterianas em agar sangue (Kasvi®, Curitiba, Brasil),
Pantoea agglomerans foi isolada e identificada através de testes bioquimicos de rotina:
oxidase, fermentacdo de carboidratos (sacarose, lactose e glicose), producdo de indol,
motilidade em meio sélido, prova de vermelho de metila, utilizacdo de citrato, prova de VVoges
Proskauer e producdo de sulfato de hidrogénio (KONEMAN et al., 2014). A partir de estoque
em fase estaciondria de crescimento, culturas desta espécie foram preparadas para atingir a
fase exponencial de crescimento (4 horas, 35 + 2 °C) e estacionéaria (18 horas, 35 + 2 °C). Em
seguida, as culturas foram centrifugadas duas vezes (3200 rpm, 10 minutos) e suspensas em
solucdo salina (0.9% NaCl) estéril (MARCIANO et al., 2012). No ensaio de sobrevivéncia
bacteriana, ensaio de filamentagdo bacteriana, analise morfoldgica e analise de aglomerados
celulares foram utilizados amostras nas fases exponencial e estacionaria de crescimento. Para
quantificacdo das areas das coldnias bacterianas, quantificacdo da formacdo de biofilme e
teste de resisténcia antimicrobiana foram utilizadas amostras na fase exponencial de

crescimento.

3.3 Laser de Baixa Poténcia
Foi utilizado equipamento laser de baixa poténcia vermelho (660 nm) e infravermelho
(808 nm) (modelo Therapy XT, DMC Equipamentos Ltda®, Sdo Paulo, Brazil). Os

parametros utilizados estdo na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros do laser de baixa poténcia

Parametros Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromatico
Comprimento de onda 660 nm 808 nm 660 e 808 nm
Modo de emissdo Continuo Continuo Continuo
Poténcia (mW) 100 100 100
Fluéncia (J/cm?) 35,70 e 140 35,70 e 140 70 e 140
Energia (J) 1,2e4 1,2e4 2e4

Tempo de irradiacdo (S) 10,20 e 40 10,20 e 40 10e 20
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Spot size (cm?) 0,028 0,028 0,028

No ensaio de sobrevivéncia bacteriana, ensaio de filamentacdo bacteriana, andlise
morfologica e andlise de aglomerados celulares foram utilizadas todas as fluéncias
mencionadas na Tabela 1. Para a quantificacdo das areas das coldnias bacterianas,
quantificacdo da formacdo de biofilme e teste de resisténcia antimicrobiana foram utilizadas
as fluéncias de 35 e 140 J/cm2 para os lasers monocromaticos e de 140 J/cm?, para o

dicromético.

3.4 Irradiacao

Aliquotas (50 L, n = 4, para cada fluéncia) de suspensdes de P. agglomerans foram
expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia, sob temperatura ambiente e
luz branca (lampadas fluorescentes). O tempo de exposicao foi automaticamente ajustado pelo
equipamento laser de acordo com a fluéncia. A fonte laser foi posicionada de tal modo que
toda a superficie da suspensdo bacteriana fosse irradiada pelo feixe do laser. Os controles

foram suspensdes bacterianas ndo expostas aos lasers.

Figura 2 — Representacdo da irradiacdo
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3.5 Ensaio Sobrevivéncia Bacteriana

Imediatamente apos a irradiacdo, as suspensdes bacterianas foram diluidas em solucao
salina (0.9% NaCl) estéril, para a fase estacionéria as diluicdes chegaram a 10° e para
exponencial 10°, e semeadas em placas de Petri contendo meio &gar BHI (Merck®,
Kenilworth, USA). As coldnias bacterianas formadas foram contadas ap0s incubagdo em
estufa bacterioldgica (35 + 2 °C, 18 horas). As fracdes de sobrevivéncia foram calculadas pela
razdo entre o nimero de células vidveis ap6s a exposicdo ao laser (para cada fluéncia) e o

namero de células vidveis sem a exposicédo ao laser (controle) (FONSECA et al., 2010).

3.6 Ensaio de Filamentacao Bacteriana

Apés a irradiacdo, aliquotas (20 pL) foram espalhadas em lamina para microscopia de
luz e corada pelo método de Gram (CAPUCCINO et al., 1999). As células bacterianas foram
visualizadas usando o microscopio (Axio Scope Al, Carl Zeiss®, Jena, Alemanha) equipado
com objetiva A-plan 40/0.65 (aumento de 100x), condensador 0.90 e lampada halogena de
100W. As imagens foram capturas com a camera AxioCam HRc Sony 12 megapix (Carl
Zeiss®, Jena, Alemanha), usando o software AxioVision. Apés, as imagens foram analisadas
através do software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics®, Rockville, USA) para afericdo
das areas e determinacdo da porcentagem de filamentacdo. A filamentacdo bacteriana foi
considerada quando a area da célula bacteriana era maior que 2 vezes a média das areas das
celulas bacterianas (MARCIANO et al., 2012).

3.7 Analise morfologica

Para analise morfoldgica, aliquotas (20 pL) foram espalhadas em laminas para
microscopia de luz, coradas e visualizadas em microscépio de luz (300 células por cada

exposic¢do), como descrito no item 3.6.
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3.8 Analise de aglomerados celulares

A fim de avaliar os aglomerados celulares, culturas de P. agglomerans foram expostas
aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia, espalhadas em laminas para
microscopia de luz, coradas e visualizadas em microscopio de luz como descrito no item 3.6.

Para esta analise foram consideradas as areas e a quantidade de aglomerados bacterianos.

3.9 Teste de resisténcia antimicrobiana

Apo0s irradiacdo com os lasers de baixa poténcia, suspensbes bacterianas foram
inoculadas em caldo BHI (Merck®, Kenilworth, USA) e incubadas por 1 hora (35 + 2° C).
Em seguida, foram realizados testes de disco-difusdo para analise de resisténcia
antimicrobiana. Os antibioticos utilizados foram ampicilina (10 pg) e piperaciclina +
tazobactam (10 pg) (Cefar®, Séo Paulo, Brasil). Para tal, aliquotas de suspensdes bacterianas
(100 pL) foram espalhadas por toda a superficie de placas de Petri contendo meio agar Miiller
Hinton (HiMedia®, Mumbai, India) com o auxilio de alga de Drigalski. Em seguida, os discos
de antibioticos foram depositados sobre a superficie do meio de cultura. As placas de Petri
foram fotografadas ap0s o periodo de incubacdo em estufa bacteriana (35 + 2° C, 18 horas).
As imagens foram capturadas com uma camera digital (Samsung DV100, Séo Paulo, Brasil).
Em seguida, as imagens foram analisadas com o software Image J (Media Cybernetics®,
Rockville, USA) para afericdo dos diametros das zonas de inibicdo, ao redor dos discos de
antibidticos, em centimetros. Os resultados do antibiograma foram avaliados conforme

recomendacéo do Clinical and Laboratory Standards Institute (2016).

3.10 Quantificagédo das areas das coldnias bacterianas

Em outros experimentos, a capacidade de divisdo celular em culturas bacterianas
irradiadas com lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia foi avaliada atraves das

areas das colonias bacterianas formadas em placas de Petri. Para tal, as placas de Petri,



38

contendo as coldnias bacterianas, foram fotografadas apos o periodo de incubagdo em estufa
bacteriana (35 + 2° C, 18 horas). As imagens foram capturadas com uma camera digital
(Samsung DV100, S&do Paulo, Brasil). Em seguida, as imagens foram analisadas com o
software Image J (Media Cybernetics®, Rockville, USA) para afericdo da area de cada

coldnia bacteriana.

3.11 Quantificacdo de biofilme

Para avaliacdo da formacao de biofilme por culturas de P. agglomerans irradiadas com
lasers vermelho e infravermalho de baixa poténcia, suspensdes bacterianas foram inoculados
em caldo soja tripticaseina (TSI) (Merck®, Kenilworth, USA) e incubadas em estufa
bacterioldgica (35 = 2 °C, 18 horas). A quantificacdo da producao de biofilme em cubetas de
plastico foi baseada em métodos descritos anteriormente com microplacas (STEPANOVIC et
al., 2000). Inicialmente, as cubetas foram preenchidas com 3 mL de TSI, 30 pL de cultura
bacteriana em fase estacionaria de crescimento foram adicionados e as cubetas foram
incubadas aerobiamente em estufa bacterioldgica (35 = 2 °C, 18 horas). Ap6s o periodo de
incubacdo, o conteudo das cubetas foram dispensados e as cubetas lavadas trés vezes com 3
mL de agua destilada. As células bacterianas aderidas foram fixadas com 3 mL de metanol
por cubeta e, apds 15 minutos, as cubetas foram esvaziadas. Apo6s secarem, foram coradas
com 3 ml de cristal violeta por 5 minutos e o excesso de corante foi desprezado. O corante
ligado as células aderentes foi solubilizado em 3 mL de solucdo de &cido acético a 33% por
cubeta. A densidade dptica (DO) de cada cubeta foi aferida em espectrofotémetro UV-VIS a
570 nm (Femto® 800XI, Sdo Paulo, Brasil). Cubetas contendo apenas meio de cultura foram

usadas como controle negativo.

3.12 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados na forma de media e desvio padrdo. A normalidade dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para

determinar possiveis diferencas estatisticas, seguido de pds-teste de Dunn, com p<0,05, para o
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ensaio de sobrevivéncia bacteriana, ensaio de filamentacdo bacteriana, anélise morfoldgica,
andlise de aglomerados celulares e quantificacdo da formacao de biofilme. O teste de analise
de variancia (ANOVA) foi utlilizada para determinar possiveis diferencas estatisticas, seguido
de pos-teste de Tukey, com p<0,05, para a quantificacdo das areas das coldnias e teste de
resisténcia antimicrobiana. InStat software 5 (GraphPad Software, San Diego, USA) foi

utilizado para realizar as analises estatisticas.
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4 RESULTADOS

4.1 Sobrevivéncia de culturas de P. agglomerans expostos ao laser vermelho e

infravermelho de baixa poténcia

As fracdes de sobrevivéncia em culturas de P. agglomerans em fase exponencial de
crescimento expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia sdo mostradas na
Tabela 2. Os dados nesta tabela mostram que a exposi¢do ao laser dicroméatico vermelho e
infravermelho a 140 J/cm? reduziu significativamente (p<0,05) a fracdo de sobrevivéncia,
enquanto os lasers monocromaticos vermelhos e infravermelhos a 140 J/cm? aumentaram a

fragcédo de sobrevivéncia.

Tabela 2 - Fracdo de Sobrevivéncia de culturas de P. agglomerans expostas aos lasers

vermelho e infravermelho de baixa poténcia na fase exponencial de crescimento

. Fracdo de Sobrevivéncia
Fluéncia (J/cm?)

Laser Vermelho  Laser Infravermelho Laser Dicromético
0 1,0+0,18 1.0+0.18 1.0+0.18
35 1.1+0.20 0.9+0.17 -
70 0.9+0.15 0.9+0.19 1.2+0.21
140 1.4+0.18* 1.4+0.31* 0.8+0.26*

Os dados foram apresentados como média + desvio padrao. (*) p<0,05

Comparando ao grupo controle (amostras de bactérias ndo expostas aos lasers), as
fracbes de sobrevivéncia na fase estacionaria de P. agglomerans foram avaliados para
verificar se os efeitos dos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia sdo dependentes
das condicdes fisioldgicas das células (Tabela 3). Em contraste aos resultados obtidos na fase
exponencial de P. agglomerans expostas aos lasers monocromatico e dicromatico, a fragdo de

sobrevivéncia nas culturas de fase estacionaria ndo obteve diferenca significativa (p>0,05).
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Tabela 3 - Fracdo de Sobrevivéncia de culturas de P. agglomerans expostas aos lasers

vermelho e infravermelho de baixa poténcia na fase estacionéria de crescimento

Fluéncia (J/cm?)

Fracdo de sobrevivéncia

Laser Vermelho

Laser Infravermelho

Laser Dicromatico

0 1.0+0.22 1.0+0.22 1.0+0.22
35 1.0+0.39 1.3+0.46 -
70 1.1+0.31 1.1+0.42 1.0+0.41
140 1.1+0.38 1.0+0.40 1.1+0.46
Os dados foram apresentados como média + desvio padréo.

4.2 Inducdo de filamentacdo de culturas de P. agglomerans expostas aos lasers vermelho
e infravermelho de baixa poténcia

As porcentagens de filamentagdo bacteriana na fase exponencial de crescimento de
culturas de P. agglomerans estdo apresentadas na Figura 3 e Tabela 4. Os dados na tabela
mostram que os lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia ndo induzem

significativamente (p>0,05) filamentagdo nestas culturas bacterianas.

Figura 3 - Fotografia de células de P. agglomerans na fase exponencial, expostas aos lasers

vermelho e infravermelho de baixa poténcia, indicando filamentos bacterianos
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Legenda: (a) controle, (b) 140 J/cm? laser vermelho, (c) 140 J/cm? laser infravermelho, (d) 140 J/cm? laser
dicromatico. As setas indicam filamentos bacterianos (objetiva de aumento de 40x).

Tabela 4 - Porcentagens de filamentacdo bacteriana em culturas de P. agglomerans expostas
aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia na fase exponencial de

crescimento

Porcentagens de filamentacdo bacteriana

Fluéncia (J/cm?) - —
Laser Vermelho  Laser Infravermelho Laser Dicromatico

0 5.2+0.32 5.2+0.32 5.2+0.32
35 5.3+1.63 4.8 +0.53 -

70 3.4+0.89 6.0+1.21 59+230
140 59+275 41+1.18 6.6 +£2.26

Os dados foram apresentados como média + desvio padréo.

Culturas na fase estacionaria de P. agglomerans foram expostas aos lasers vermelho e
infravermelho de baixa poténcia para avaliar a inducgéo de filamentacéo (Figura 4 e Tabela 5).
Similar aos resultados obtidos nas culturas na fase exponencial, a exposicdo aos lasers
dicromatico e monocromatico ndo induziu significativamente a filamentacdo (p>0,05) em

culturas de P. agglomerans.

Figura 4 - Fotografia de células de P. agglomerans na fase estacionaria, expostas aos lasers
vermelho e infravermelho de baixa poténcia, indicando filamentos celulares

bacterianos
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Legenda: (a) controle, (b) 140 J/cm? laser vermelho, (c) 140 J/cm? laser infravermelho, (d) 140 J/cm? laser
dicromatico. As setas indicam filamentos bacterianos (objetiva de aumento de 40x).

Tabela 5 - Porcentagens de filamentacdo bacteriana em culturas de P. agglomerans expostas
aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia na fase estacionéria de

crescimento

o Porcentagens de filamentagao bacteriana
Fluéncia (J/cm?)

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromético

0 5.8+1.03 5.8+1.03 5.8+1.03
35 45+1.30 5.7+0.50 -

70 46+ 1.64 44 +1.35 6.8 +3.88
140 5.4+ 146 5.70 £ 0.60 49 +1.07

Os dados foram apresentados como media + desvio padréo.

4.3 Efeito dos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia na area superficial de

células de P. agglomerans

As areas superficiais de células individuais de P. agglomerans foram avaliadas depois
da exposicdo aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia, dicroméatico e
monocromaticos. Os dados na Tabela 6 e 7 mostram que as exposi¢cGes aos lasers nao
induzem significativamente (p>0,05) alteracGes nas areas superficiais de células na fase

exponencial e estacionaria.

Tabela 6 - Areas superficiais de células individuais de P. agglomerans expostas aos lasers

vermelho e infravermelho de baixa poténcia na fase exponencial de crescimento

Fluéncia (J/cm?) Areas superficiais de células individuais
Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromético
0 6.2 +0.59 6.2 +0.59 6.2 +0.59
35 59+0.26 55+0.61 -
70 6.0+ 0.44 55+1.00 52 +£1.13
140 6.3+0.47 6.4 +0.81 58 +£0.75

Os dados foram apresentados como média + desvio padréo.
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Tabela 7 - Areas superficiais de células individuais de P. agglomerans expostas aos lasers

vermelho e infravermelho de baixa poténcia na fase estacionaria de crescimento

Fluéncia (J/cm?)

Areas superficiais de células individuais

Laser Vermelho

Laser Infravermelho

Laser Vermelho

0 6.3+0.97 6.3+0.97 6.3+0.97
35 6.1+0.40 6.3+0.15 -

70 6.2+0.78 6.2 +0.49 7.0+ 0.86
140 6.7+0.11 6.3+0.31 6.3 +0.59

Os dados foram apresentados como média + desvio padréo.

4.4 Efeito de lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia na area superficial e

quantidade de aglomerados celulares de P. agglomerans

A quantidade de aglomerados celulares de P. agglomerans foi avaliada depois da
exposicdo aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia, dicroméatico e
monocromaticos, nas fases exponencial e estacionaria (Figuras 5 e 6; Tabelas 8 e 9,
respectivamente). Os dados indicam que ndo houve alteracdo significativa (p>0,05) da
guantidade de aglomerados ap0s a exposi¢do aos lasers na fase exponencial e estacionéria,

guando comparado ao grupo controle.

Figura 5 - Fotografia de células de P. agglomerans na fase exponencial, expostas aos lasers
vermelho e infravermelho de baixa poténcia, indicando aglomerados celulares

bacterianos
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Legenda: (a) controle, (b) 140 J/cm? laser vermelho, (c) 140 J/cm? laser infravermelho, (d) 140 J/cm? laser
dicromatico. As setas indicam aglomerados celulares (objetiva de aumento de 40x).

Tabela 8 - Quantidade de aglomerados celulares de P. agglomerans expostos aos lasers

vermelho e infravermelho na fase exponencial de crescimento

Quantidade de aglomerados celulares

Fluéncia (J/cm?)

Laser Vermelho Laser Infravermelho  Laser Dicromatico
0 8.0+ 1.00 8.0+ 1.00 8.0+ 1.00
35 16.0 + 6.08 10.3+1.53 -
70 10.0 £5.29 10.3+1.15 12.3+9.29
140 14.3+10.12 14.7 +£1.15 14.3+7.02

Os dados foram apresentados como média + desvio padréo.

Figura 6 - Fotografia de células de P. agglomerans na fase estacionaria, expostas aos lasers
vermelho e infravermelho de baixa poténcia, indicando aglomerados celulares

bacterianos
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Legenda: (a) controle, (b) 140 J/cm? laser vermelho, (c) 140 J/cm? laser infravermelho, (d) 140 J/cm? laser
dicromatico. As setas indicam aglomerados celulares (objetiva de aumento de 40x).
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Tabela 9 - Quantidade de aglomerados celulares de P. agglomerans expostos aos lasers

vermelho e infravermelho de baixa poténcia na fase estacionéria de crescimento

Quantidade de aglomerados celulares

Fluéncia (J/cm?) - v
Laser Vermelho Laser Infravermelho  Laser Dicromatico

0 7.00 +4.36 7.00 +4.36 7.00 +4.36
35 7.00+1.73 5.67 +£2.08 -

70 6.00 + 4.63 4.67 +0.58 7.00 £2.65
140 11.33 +6.03 9.67 +1.53 6.33 £1.53

Os dados foram apresentados como média + desvio padréo.

As tabelas 10 e 11 mostram os valores das areas superficiais dos aglomerados
celulares de P. agglomerans ap06s exposicdo aos lasers vermelho e infravermelho de baixa
poténcia, dicromatico e monocromaticos, na fase exponencial e estacionaria, respectivamente.
Os dados mostram que os lasers ndo induzem significativamente (p >0,05) alteracGes na area

de superficie de P. agglomerans em ambas fases de crescimento.

Tabela 10 - Areas superficiais dos aglomerados celulares de P. agglomerans expostas aos
lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia na fase exponencial de

crescimento

o Areas superficiais dos aglomerados celulares
Fluéncia (J/cm?)

Laser Vermelho Laser Infravermelho  Laser Dicromatico
0 18.7 £ 3.63 18.7 £ 3.63 18.7 £ 3.63
35 19.9+1.98 15.6 + 3.83 -
70 16.7 £+ 3.14 18.4+4.94 17.6 £ 7.64
140 24.7+£1.79 23.7+2.27 25.6 £ 4.53

Os dados foram apresentados como média + desvio padréo.

Tabela 11 - Areas superficiais dos aglomerados celulares de P. agglomerans expostas aos
lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia na fase estacionaria de

crescimento

o Areas superficiais dos aglomerados celulares
Fluéncia (J/cm?)

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Vermelho




47

0 23.9+5.12 23.9+5.12 23.9+5.12
35 22.7+3.44 22.2+5.01 -

70 20.9+£5.05 224 +1.64 25.3 +6.93
140 23.7+5.75 25.4 +3.27 231 +1.34

Os dados foram apresentados como média + desvio padréo.

45 Resisténcia antimicrobiana em culturas na fase exponencial de P.

agglomerans expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia

Os diametros das zonas de inibicdo formados ao redor dos discos de antibioticos estdo
apresentados nas figuras 7 e 8. Os dados na Figura 7 mostram que a exposicdo ao laser
infravermelho de baixa poténcia na fluéncia de 140 J/cm? aumenta significativamente
(p<0,05) os diametros das zonas de inibicdo dos discos de ampicilina, enquanto nao existe
alteracdo significativa (p>0,05) nos diametros das zonas de inibicao dos discos de piperacilina

+ tazobactam (Figura 8).

Figura 7 - Diametros das zonas de inibicdo formados ao redor dos discos de ampicilina de P.
agglomerans na fase exponencial, expostas aos lasers vermelho e infravermelho

de baixa poténcia
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Legenda: C: controle, V1: 35 J/cm? laser vermelho, 1V1: 35 J/cm? laser infravermelho, VV4: 140 J/cm? laser
vermelho, 1V4: 140 J/cm? laser infravermelho e D: 140 J/cm? laser dicromatico. (*) p<0,05 quando

comparado ao grupo controle.

Figura 8 - Diametros das zonas de inibi¢cdo formados ao redor dos discos de piperacilina +

tazobactam de P. agglomerans na fase exponencial, expostas aos lasers vermelho e

infravermelho de baixa poténcia
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Legenda: C: controle, V1: 35 J/cm? laser vermelho, 1V1: 35 J/cm? laser infravermelho, V4. 140 J/cm? laser

vermelho, 1VV4: 140 J/cm? laser infravermelho e D: 140 J/cm? laser dicromatico.

4.6 Quantificacdo das areas das coldnias de culturas na fase exponencial de P.

agglomerans expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia

As areas das colbnias bacterianas da P. agglomerans estdo apresentadas na Figura 9.

Os dados na figura mostram que os lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia,

dicromatico e monocromaticos, ndo induzem alteracdo significativa (p>0,05) nas areas das

colbnias bacteriana.
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Figura 9 - Areas das colbnias bacterianas de P. agglomerans na fase exponencial, expostas

aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia
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Legenda: C: controle, V1: 35 J/cm? laser vermelho, 1V1: 35 J/cm? laser infravermelho, VV4: 140 J/cm? laser
vermelho, 1V4: 140 J/cm? laser infravermelho e D: 140 J/cm? laser dicromatico.

4.7 Quantificacdo da formacdo de biofilme de culturas na fase exponencial de P.

agglomerans expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia

A quantificacdo da formacdo de biofilme foi avaliada ap0s a exposicdo aos lasers
vermelho e infravermelho de baixa poténcia (Figura 10). Os dados nesta figura mostram que a
exposicdo ao laser dicromatico na fluéncia de 140 J/cm? reduz significativamente (p<0,01) a
formacdo de biofilme, enquanto o laser monocromético vermelho na fluéncia de 35 J/cm?

aumenta significativamente (p<0,001) a formacé&o de biofilme.
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Figura 10 - Quantificacdo de formacdo de biofilme de culturas de P. agglomerans na fase

exponencial, expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia
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Legenda: C: controle, V1: 35 J/cm? laser vermelho, 1V1: 35 J/cm? laser infravermelho, VV4: 140 J/cm? laser
vermelho, 1VV4: 140 J/cm? laser infravermelho e D: 140 J/cm? laser dicromatico. (**) p<0,01 e (***)
p<0,01, quando comparado ao grupo controle.
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5 DISCUSSAO

Vaérios estudos tém sido conduzidos para compreender o processo de reparo dos
tecidos e os efeitos do laser de baixa poténcia na cicatrizagdo de feridas (COSTA et al, 2012,
NUSSBAUM et al, 2014). Porém, sabe-se que a descontinuidade da pele permite que
microrganismos patogénicos acessem os tecidos internos, pois as rupturas na pele expdem o
tecido subcutdneo. Essas rupturas proporcionam umidade adequada, condi¢Bes nutritivas e
temperatura para coloniza¢do microbiana, e a colonizacéo de bactérias patogénicas no local da
ferida esta associada a cronicidade da mesma, em decorréncia, por exemplo, da producédo de
toxinas bacterianas, que causam degradacdo do colageno, estresse e desnutricdo, impedindo a
cicatrizacao normal de feridas (RAHIM et al., 2017).

No entanto, ndo h& consenso em relacdo aos efeitos induzidos pelo laser de baixa
poténcia sobre o crescimento bacteriano e se estas bactérias, expostas aos lasers, poderiam
afetar o processo de cicatrizacdo de feridas (COSTA et al, 2012; NUSSBAUM et al, 2014).

5.1 Sobrevivénvia Bacteriana

Nossos resultados mostram que a sobrevivéncia bacteriana em fase exponencial de
crescimento é diminuida pela exposi¢do ao laser de baixa poténcia dicromatico simultaneo e
aumentada pela exposicdo ao laser monocromatico na mesma fluéncia (Tabela 2). Estes
resultados podem ser explicados pelo fato da bactéria P. agglomerans possuir um
metabolismo aerdbico e os cromoforos primarios mais provaveis para estas respostas pela
expossicdo a irradiacdo em bactérias serem alguns dos componentes da cadeia respiratoria
(como desidrogenases e citocromo). Logo, o estresse oxidativo poderia estar envolvido neste
efeito, pois a absor¢cdo da luz laser induz a producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio envolvidas em subsequentes reacdes de radicais livres com modificacGes de
biomoléculas e fungdes celulares (DUTKIEWICZ et al., 2015; KARU et al., 1994).

Com base em estudos anteriores com irradiagdo com laser dicromatico, € possivel
sugerir que ha uma conexdo intima entre os cromoforos para irradiacbes vermelha e
infravermelha, com os componentes de cadeia respiratéria desempenhando um papel

fundamental para a absorcdo de ambas as irradiacdes e transducdo fotossensorial. Entdo, os
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efeitos das irradiacbes com laser infravermelho e vermelho podem ser aditivos, causando
inativacdo bacteriana. Por outro lado, a radiagdo monocromatica aumenta a sobrevivéncia
bacteriana na maior fluéncia (140 J/cm?). E possivel que, em ambos 0s casos, as mesmas
moléculas possam servir como cromoforos, mas a pré-exposicdo ao laser pode diminuir a
acdo letal do perdxido de hidrogénio, este efeito € dose dependente (FONSECA et al., 2010),
porém como foi visto neste modelo experimental, além da fluéncia, sugerimos que o0 modo de
exposicdo, dicromatico ou monocromatico e 0 tempo de exposicdo possa determinar a
resposta também, sendo esta letal ou adaptiva (KARU et al., 1994; KARU, 1989;
TIPHLOVA et al., 1987).

Outros autores realizaram estudos sobre os efeitos do laser dicromético consecutivo
(laser infravermelho imediatamente apds laser vermelho), mas com parametros e tipos de
bactérias diferentes. Martins et al. (2015) mostraram que a irradiacdo com laser dicromatico
consecutivo de baixa poténcia, com fluéncias usadas na pratica clinica, reduz a viabilidade
celular em culturas de E. coli selvagem, em fase de crescimento exponencial, mas a
viabilidade celular € maior em culturas expostas a irradiacdo dicromatica do que naquelas
expostos ao laser infravermelho monocromatico. Apesar desta discrepancia, ambos resultados
demonstram que a radiacdo de laser de baixa poténcia induz efeitos biolégicos que diferem
daqueles induzidos pela irradiacdo de laser monocromatico, sugerindo que outros efeitos
terapéuticos poderiam ser obtidos usando a irradiacéo dicromatica (NUSSBAUM et al., 2002;
MARTINS et al., 2015). A sobrevivéncia bacteriana em fase estacionaria de crescimento foi
avaliada para verificar se esse fenbmeno é dependente da fase de crescimento bacteriano
(Tabela 3). Curiosamente, tanto o laser vermelho, como o infravermelho, ndo altera a
sobrevivéncia celular em culturas estacionérias de P. agglomerans. Estes resultados reforcam
que os efeitos dos lasers vermelho e infravermelho de baixa poténcia na sobrevivéncia
bacteriana sdo dependentes das condicdes fisiologicas ou metabolicas das células (CANUTO
etal., 2013; MARTINS et al., 2015; FONSECA et al., 2012).

5.2 AlteracGes morfoldgicas

Células bacterianas apresentam algumas respostas morfolégicas como estratégias para
a sobrevivéncia a agentes estressantes, fisicos e quimicos, no ambiente (SANTOS et al.,
2014; PINHEIRO et al., 2015). A filamentacdo ocorre quando o crescimento celular continua
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na auséncia de divisdo celular, resultando em células alongadas que tém madltiplas cépias
cromossdmicas (CANUTO et al., 2013). Embora o laser dicromatico diminua a sobrevivéncia
celular em culturas de P. agglomerans (Tabela 2) na fase exponencial, o fendtipo de
filamentacdo (Tabela 4) ndo € induzido e as areas celulares (Tabela 6) ndo sdo aumentadas
nestas culturas.

Resultados similares foram obtidos em culturas estacionarias (Tabelas 5 e 7). Esses
resultados discordam daqueles obtidos em estudos com culturas de E. coli expostas ao laser
infravermelho de baixa poténcia e laser dicromatico com fluéncias semelhantes, sugerindo
que a filamentacdo induzida pela exposicdo aos lasers de baixa poténcia é dependente da
espécie bacteriana (CANUTO et al., 2013; MARTINS et al., 2015). Por outro lado, a
exposicdo ao laser monocromatico aumenta a sobrevivéncia celular em culturas exponenciais
de P. agglomerans (Tabela 2), fato também relatado para culturas de E. coli expostas ao laser
infravermelho, mas o fenétipo de filamentacdo e as areas celulares ndo sdo aumentadas
(Tabela 4 e 6, respectivamente) (CANUTO et al., 2013).

5.3 Aglomerados celulares

Outra possivel estratégia de sobrevivéncia de bactérias é a formacdo de aglomerados
celulares, ndo somente quando estas estdo na forma suspensa livre (KLEBENSBERGER et
al., 2009). Apesar dos fatores que promovem a aglomeracdo ndo sdo completamente
compreendidos, sabe-se que a aglomeragdo celular é uma resposta de estresse induzido por
produtos quimicos tdxicos, sendo, assim, uma estratégia de sobrevivéncia. Em uma parte
destes aglomerados, as bactérias podem persistir em decorréncia ao potencial aumento da
resisténcia a antibioticos e agentes desinfetantes, quando comparados a bactérias livres
(KLEBENSBERGER et al., 2006). N&o foram encontrados outros dados sobre a formagéo de
aglomerados celulares induzidos pela exposi¢do ao laser de baixa poténcia. Entretanto, nossos
dados mostram que o laser de baixa poténcia ndo aumenta a formagdo de aglomerados
celulares em culturas exponenciais e estacionarias de P. agglomerans (Tabela 8 e 9,

respectivamente).
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5.4 Resisténcia antimicrobiana

Como a filamentacdo e aglomerados celulares sdo estratégias de sobrevivéncia usadas
pelas bactérias para se proteger e intensificar a resisténcia a agentes estressantes, a
cicatrizacdo de feridas pode ser afetada, uma vez que a infeccdo prolongada € um problema
comum em feridas crénicas, resultando frequentemente em atraso na cicatrizacdo e
significativa morbidade/mortalidade do paciente, caso ndo seja tratada de forma correta
(PEREIRA et al., 2014). Porém, o tratamento de infecgBes bacterianas é cada vez mais
complicado, pois 0s microrganismos podem desenvolver resisténcia aos agentes
antimicrobianos (MARTINEZ et al., 2007).

Os resultados de nossa pesquisa indicam que a exposi¢do aos lasers monocromaticos e
dicromaticos de baixa poténcia em diferentes fluéncias ndo aumenta a resisténcia aos
antibidticos em culturas de P. agglomerans para ampicilina (Figura 5) e piperacilina +
tazobactam (Figura 6). Entre os B-lactdmicos, a ampicilina € amplamente prescrita, mas sua
eficacia é cada vez mais reduzida pela resisténcia das bactéricas. Existem mecanismos
primarios pelos quais as bactérias podem resistir aos antibidticos B-lactamicos como a
inativacdo enzimatica através da clivagem do anel B-lactamico pelas PB-lactamases em
bactérias gram-negativas (DRAWZ et al., 2010).

Muitas diferentes B-lactamases e genes de resisténcia B-lactamicos (bla) foram
descritos (BRINAS et al., 2002). Alguns autores relataram que a exposicéo a irradiacdes nao-
ionizantes, como a ultravioleta, causam ruptura do gene blargy € alteram a resisténcia das
bactérias (PANG et al., 2016). Nosso estudo sugere que a exposicdo ao laser infravermelho de
baixa poténcia na maior fluéncia avaliada (140 J/cm?2) diminui a resisténcia a ampicilina em
culturas de P. agglomerans (Figura 4). Esta € uma descoberta importante, pois a disseminacédo
da resisténcia aos antibidticos entre as bactérias patogénicas € um desafio global na saide
publica, sendo, portanto, necessario o desenvolvimento de estratégias contra a resisténcia aos
antibiéticos (FRIERI et al., 2016). Além disso, resultados anteriores demonstraram que a
exposicao ao laser vermelho de baixa poténcia diminui a sobrevivéncia de E. coli e as células
deficientes em proteina fpg/mutM, mas aumenta a sobrevivéncia de celulas de E. coli com
deficiéncia de xthA, que possuem resisténcia a ampicilina (SERGIO et al., 2013). Por outro

lado, a exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia em baixas fluéncias aumenta a
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sobrevivéncia dessas células bacterianas mutantes em meio de cultura contendo ampicilina
(FONSECA et al., 2012).

Porém nossos resultados em relacdo a sobrevivéncia bacteriana de P. agglomerans ao
laser infravermelho com a maior fluéncia avaliada (140 J/cm?), demonstra que existe uma
diminuigdo da resisténcia com aumento da sobrevivénvia bacteriana, em contra partida
sugere-se que estas bactérias estdo se adaptando a custo de mutagdes, visto que estudos
anteriores também sugerem este efeito protetor de forma dose-depende relacionado com a
exposicdo ao laser vermelho (FONSECA et al., 2010), enquanto o laser dicromatico na
mesma fluéncia diminui a sobrevivénvia sem alterar a resisténcia antimicrobiana na fase
exponencial de crescimento. No entanto, os efeitos dos lasers de baixa poténcia sobre a
resisténcia antimicrobiana ndo foi claramente avaliada e nossa hipdtese é que o laser de baixa

poténcia poderia ter mecanismos semelhantes ao UV para diminuir a resisténcia a ampicilina.

5.5 Taxa de divisdo celular

Para verificar se a diminuigdo da resisténcia a ampicilina induzida pelo laser estaria
relacionada & alteracdo da taxa de divisdo celular, foram mensuradas as &reas de col6nias de
culturas de P. agglomerans expostas a estes lasers. Nossos achados mostram que os lasers
dicromaticos e monocromaticos ndo induzem alteracBes nas areas de coldnias de P.
agglomerans, indicando que esses lasers ndo afetam a taxa de divisdo celular em culturas de
P. agglomerans e que a diminuigdo da resisténcia a ampicilina induzida pelo laser ndo esta
relacionada a divisdo celular. As taxas de crescimento celular foram medidas com base no
aumento das areas de coldnias formadas por células em crescimento (YAMADA et al., 2010).

Alguns autores relataram que em culturas bacterianas, tais como as de E. coli, as
células se dividem mais rapidamente ap0s a exposicdo aos lasers de baixa poténcia. Esse
fendmeno é o chamado efeito de biostimulagdo (ou biomodulagéo), que resulta de alteracbes
dos processos intracelulares, principalmente pelo aumento do metabolismo (TIPHLOVA et
al., 1988; BARBOZA et al., 2015). No entanto, nosso estudo ndo obteve esse efeito nas
culturas de P. agglomerans, o que poderia reforcar que o efeito de biostimulacdo induzido

pelo laser € dependente da espécie bacteriana.
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5.6 Formacao de biofilme

Existe uma relacdo entre a formacéo de biofilme e a resisténcia antimicrobiana, pois 0s
biofilmes maduros produzem microambientes de protecdo para bactérias, fazendo com que as
bactérias fiquem com tolerdncia maxima (resisténcia) aos antibiéticos (GUO et al., 2010;
HOBY et al., 2010). Células em biofilmes sdo consideradas de 100 a 1.000 vezes mais
resistentes a antibioticos e desinfetantes do que as células planctdnicas (livres) (FENG et al.,
2015). Bactérias em biofilmes crescem mais lentamente, o que diminui a absor¢éo de drogas e
outras alteracfes fisioldgicas, prejudicando a eficacia dos antibiéticos (GUO et al., 2010;
DONLAN et al., 2002). Em nosso estudo, a formacéo de biofilme foi avaliada em culturas de
P. agglomerans expostas aos lasers monocromaticos e dicromaticos de baixa poténcia.

Curiosamente, o laser infravermelho monocromatico ndo alterou a formacdo de
biofilmes em culturas de P. Agglomerans na maior fluéncia (140 J/cm?), mas o laser vermelho
aumentou a formacdo de biofilme na fluéncia mais baixa (35 J/cm2) (Figura 8). Estes
resultados sugerem que a diminuicdo da resisténcia a antibioticos induzida por lasers de baixa
poténcia ndo estd relacionada com a formacdo de biofilme. As feridas crbnicas apresentam
populacdes bacterianas persistentes tipicamente organizadas em biofilmes altamente
organizados. Estas comunidades complexas de bactérias sdo incorporadas em uma matriz de
polissacarideos extracelulares e que, por sua vez, tornam-se um impedimento primario para
cicatrizacao de feridas (GUO et al., 2010; LATIFA et al., 2016).

Alguns autores relataram que o laser de baixa poténcia tem efeitos inibitorios no
biofilme microbiano oral, como em culturas de Streptococcus mutans e Candida albicans
(BASSO et al., 2011). Apesar do laser vermelho em baixa fluéncia aumentar a formacéao de
biofilmes, o laser de baixa poténcia dicromatico simultdneo diminui a formacdo de biofilme
em culturas de P. agglomerans na maior fluéncia (Figura 8), sugerindo que o laser
dicromatico de baixa poténcia poderia auxiliar na reducdo dos fatores associados a
cronicidade da ferida.

Nossos resultados sugerem ainda que o laser dicromatico, em alta fluéncia, tem efeito
bactericida relevante sobre P. agglomerans e ndo induz respostas ao estresse, como a
filamentacdo e aglomerado celular. Além disso, a exposi¢cdo aos lasers vermelho e

infravermelho monocromaticos e dicromaticos ndo alteram a sobrevivéncia, a filamentagéo e
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aglomeracao celular bacteriana em culturas estacionérias de P. agglomerans, pelo menos nas

fluéncias avaliadas.



CONCLUSAO

Figura 11 — Esquema ilustrativo com o resumo dos dados
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Legenda: O laser monocromatico vermelho aumentou a sobrevivéncia bacteriana e formacdo de biofilme sem
alterar significativamente os demais resultados; o laser monocromatico infravermelho aumentou a
sobrevivéncia bacteriana e diminuiu a resisténcia antimicrobriana sem alterar significativamente os
demais resultados; o laser dicromtico diminuiu a sobrevivéncia bacteriana e formagdo de biofilme
sem alterar significativamente os demais resultados.

Em conclusdo, nosso trabalho sugere que a inibicdo e a estimulacdo do crescimento

bacteriano depende de parametros de irradiacdo a laser, uma vez que a radiacdo laser

dicroméatica induz efeitos biolégicos que diferem da induzida pela radiacdo laser

monocromatica. Porém, o laser dicromético de baixa poténcia pode ser uma nova opgao para

o tratamento de feridas infectadas, pois induz a

reducdo da sobrevivéncia bacteriana e

formacdo de biofilmes, ndo alterando a resisténcia aos antibidticos e a taxa de divisdo nas

culturas de Pantoea agglomerans.
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Creaiilark
Abstroct
Despits the Bensficial effaces of low-leved laszes on wousd healing, their application foe
trestment of infecied injures is controversial becawse low-level hasers could stimulate bacierial
prowth exacerbating B infectious prooess. Thus, the mim of this work was o evaluale in
vitre effects of low-level lesers oa survival . morphology and ool aggresation of Poatoea
appiomerans. P applemerans samples were isnlaled fom eman peessare injunes oad oalmees
were exposed o low-level monochmmaetc md simultancous dschromatic laser redmation
1o study e sorvival, cell sggregation, filamentstion and morphclogy of becterial cells in
exponential and stationery growth phases. Fluence, wavelength and emission mode were those
nsed in therapoutic pronooks for womsd healing Data show no changes in morphology and
cell aggregation, but dichromasc laser radiation decreased bacierial mervival in exposential
gmwth phose and mosoctsnmatic red and infrared |esers iscresssd bacterial servival ot e
same fluznce. Simulimeoss dichromals: leser ndiation indeces biologscal =flects that dffer
from those induced by mosoctromatic laser radistion and ssmuitanecus dichromalic laser
could he the option for treatment of inferted presoee imjuries by Ponioeg agplomemas

Erywmds: low-level laser, presssare injury, fasiosg apgiomemaas, dichromasc mdisSon
(Some figures may appear in oodour caly in the calise josmal)

1. Intre-ducson besides widespresd, painful and expessive health core prob-

kem [4-G B is estimated thal thers w= over 7.4 million =

Pressure injuries (L), <alled slso decubitus ulcer, bedsore,
pressure soee of pressure ukorr, we lkesions on skin ssdior
underying =ofi Geese wsually over a boay prominence. relaed
Iu:mnd:n::.ld:murﬂ.l.turpm, perssune i onmbina-
tion with shewr andior friction [1-3].

Pl could lead o devasioting consequences for patients, sig-
nificantly reducing ther quality of life and mcreasing momality,

EAt PR L TR G D] el

the world and the prevalesce in Brazil is 16.9% (3, 6, 7). I
Urpiled Siates of America, Pl affect 2.5 million pafents and
the cost for reatmenl has been estimated al 511 billion per
year, with cost of USST0000 per patiest |3, 5.

Lovw-level lesers (111} Bave been success full y wsed for tis-
s repair based om their bingimulaSos ssd biomodolstion
effecis |8 These «fects would be explomsed by laser-asduced

B SH T Amirn Lid Frombed in e LS
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incezame of ATT, [00A, BMA mad prodsin syniliesis, which ked
o incezese of oollagen synbesis md Nbneblext prolifemslion
imprving e womd healing peoces. Also, there are evl-
denoes [hat 1] inoesse kocal Bood fow, iheseby inooess-
ing ooypen saimemlion and cpithelbstion |9). 111, have also
binsEmulalica =lacl on Bacierial czls, inoressing, their cell
Jvision cale and inducieg some responses o seessinl apenls,
35 Blsmenlalion phenotype [10, 1]

Micmoryanisms, = mainly Barieria, could dalect and
dumege he Ejued senes, deleying healing and oooska-
ally cemsing wysiemic lmes [12). Ia o, P cen be S
Tor Ealecisons and bead b oomplications, such a5 sepiicamda,
aalemmpelilis md dealh, = one Gl cuwes] e miimely S=alh
of e sonr Cheisopher Reme | 3]

Demplie =ome biological efecs adeosd By 111 e
reporiad, Bimenl of alecisd Bjunes based on LLL I5 ooa-
irowersial. Some sindies have showed Siel 111 coold simg-
laiz bacizrial growih, exacerbating e infeiSows proozss, bot
Lhis hypodaesis 15 mod Mily Sockisied md be D i e
Hizraimne m dipoied | 1D, 13 Ths, simlizs Gre nacessary o
mdersiand Be effacis of 111 on Bacieria lmnd
in Efecizd injuries. Also, the [aci of e l2sion is infecied or
ol in mosl of 02 cases, |5 negleres] e me of irmdis-
Lion. In [his sisdy were svalusied effscls of 111 on sorvival,
induason of Nlemensson and cell spprepalioa of Rotioes

2P MY,

2. Material and mathods
Z1 Bacroria cuers

F apgiomersns wis obisied fmam F1 by seab sienlle fmm
petisais of Bospilsd Uaiversitinio Severioo Sombm, Vissomas,
Ty e Dresions, Eirawil, By smdard peocadure | 14]. Colleced
malerials were sond in ShEel’s @odum md mmedanely

trenspaied ko e micobioingy lehoralory, where Siess mal-
erials were inoculaled inio A Hear Infision R Mesch,

USA ) e incubalesd Tor 136 a8 3% £+ 2170

L1 Low-ewed laser

Thamgeulic lowr-lreel e (Selam) ond Safmned (S0EEn)

Lasam mmmnmw Lida (el
| sser parmmeders e showed i lable [

2.3 P aggomerans coll surial

F sppiomerans collures wene enposed oo low-level ed mnd
infrered lnsers @nd S srvivel was svelmiel. Fom Sncs
in slalioasry prowil phese, culienes of these sioins wese po2-
e o aiEain e exponential growth phass (10F cells mI ©,
4h, 37 °C). (Eher experiments were camisd ool wilk P

mevans ouliwes @ salionary growih phase (10'%oels mr ",
18k, 37 ). Hacierisl cells wiere caniilugsd twkoz (3200 pim,
10min} end suspended in saline soliion (0.9% =TT [15]
Abkguois {30 ul, A = 4, for each Moence) of baciznisl mspen-
SNE WaE eapossd, 4l oo empersie snd mder while

Tabk 1. Lorw-levdl o paramsiors.

[hohmnic
Pt R I lafrered Lo lwcr
Werdmpth Gl o BAll wrad R
[pem]
s e T e
Power W) 100 aa 1m
Huma I WWand 140 33 Wond 183 T weed 140
- -t
Esergy (I} 1, Zarcdd I, Zusdd Tusd d
Irraa i 10 20mnd 40 B0, A ord 40 10 nmd 1
sz (n)
Spol mine iLar: arsE iLar:

e ™)

lighl (Muor=scent kemps), ko low-level red and infeeed ke,
The expomre lme of Be cells was aicmalally aijusisd
by the leser device 5= o fuaction of he Suence. sy device
was posiioned such et dmost all e sarfaoe of Se baciznial
aliguol suspemsion wes ooversd by Lhe lessyr beam. Conbmls
were Bacierial ;muspesasions nol 2xpoesd o lasers. Immediaialy
Al axprenre o Liser, ihe barisial sspension were Sluisd
In saliee solulica mad speead oolo Peirl dishes conlainsg
solldifiad rich mestiom {1.5% sgar). Racerisl colmies wene
ommiad afler scubelion (37 *C, 18k end lhe sorvival foc-
licas were celoulaied [15) Expevimenis were amried ool in
auaitruplicate sod Be reslls cepresenl Be meaen of four inde-
pendent BEEys

£.4. Bacioral sTEIrcn assy

Tix evelimie DIEMENENEON (nNdUCKon, sapoaenial md shEeny
P g ppiowmeraa s Collires Were i ined md aposed b0 lowelevel
el anl il lasess o describes] in (e Bacienial =evival
sy Hacierisl sepensions nol exposyd 0 e weee nsd
as ooatmk. inmedigiely aller exposmre, aligools (20 ul) wen
wilhdream, spresd maln microsooeic slides md smaned by he
Cimem method [ 16]. Bacienial cells were vismalined msing o Carl
P Axio Soope Al microsoope (Cermany ) equipped wilh an
A -plan J0WRES oisjaciive, & 090 ondanser s o 100 W halopen
lamp. The Enages were pmed with o AxioCsn HEC Sory
120 oolod mirrmescoey camerm {Card Felex, usiag AxkoVision
soffwmee. Theraller, B images were malyred By Imags-Peo
Pl 6.0 softwene for Windows NP (Media Cybemetics, Inc.,
LIS o masere: ihe ool meas mndd delenmene e hecesial ls-
malabion pereniERes. A barienial Mamenl was oonsidersd o
bz 2 S the mean oo of hackerisl ozl [15]

25 Aarsaral mamhologic s moEsmmaTs

Eacienal suspeasions of snponeniial mad setionary B agple-
mergAT ulinres were exposed o low-level red and infmesd
lasers, aliguoix wee spezad oo mecmscopic shides imme-
dately alsr beoyr euposmee, ssined end tocenal cells wee
wisnal el By Haht microsoogy (200 colls for each ey oo
sore ), o desrrihesd i e barterial Blsneniulion ey method.
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Tabde 3. Sarvival Fracton of P opplomerony calisro
brb!:ldl.du.ﬁ'l?‘d

-i-:hlmn.h: momchranate ks-iovel rod esd izfrarcd loe iz d.r_h':n.l.b:l.dum-:bmi.l:

Serrval fraction Survivald fracton
Pl [hehromaiic Flaenec [Rchmmate
Mo ¥ R Lo lafrarcd o [ Do U R | Ihfrwred boer Lasicr
o 1L0+018 (W1 == E 10+0.18 0 10+02 10 =33 10+ 0
15 11 +03 09+ @lT — ] 1L0+03 13 = 046 —
1] 0%+ 015 09z Qs 1.Z2+0321 b (] 1L1=03l 11 =041 1.0+ 041
L&n L4018 L4 z23p OB+ 02 140 L1033 10 = 040 LI+ 046

1p-c L cxmpared i conimd groeg (hacierial mmple mi o jpod o
Tl

e gy aps ey = d siemSerd C )

ZE. Bacnasn! Dol s g oG e SR SuETIS

T evelusie bacievisl cell agpgregalion, expoaeniial and =i

of P appinmeraer coNmes WeTE expomed i how-
level ned mnd infroresd lesers a5 described (o the bacieris
sarvival and vismlied by lgal microsoopy, o in Slamenis-
lon ey, For Bacierial coll ageeepalions were evelusied
el areas md quanky. Experiments were camisd oul in
iriglicale and (he resplis nepeeseal the meen of thres inde-
pendenl esmys.

2T Emuscos ansysis

Dals ore eporiad 25 mesns ol sandssd Jevialion of ecis-
sl survivel aciions, hacierial flement percenlagss, wes of
Ihe2 hacierial cells, ares s quanlity of cell spgrpalion Dals
marmality was verified by Shapieo— Wik lesi, Knskel- Wl
lzsl was pedormed o deisrmine poasible sialisiicel differ-
emces, [ollowad by posl hoc Duma's lesis, with @ 000 &
he leox sigrabcond el [aShl soflwese or Windows XP
iGmpaPu Soffeenz, USA) was mesd o perform the salisi-
@l enalyss

3. Results

11 Surval of P Bpqicmienans cUnes oo sed 1o - iovel
el and intnod eSS

Survival iociions inaapmenlilly green P ogginnesns ol-
tores exposed i lowslevel red and infrered Lesers ene shirwed
inlabde 2. Duds in [his lable show hal expomre o dicketanalic
el el dnsfrescd 101 af 140 1 om 7 sipnafcantty ip - QU5
decresrd e svival Imection, whils EomoChienstic ed
el infrored lasers o Ghe same oence incpeesed Dhe sarvivel
Iraciimn.

Survivel [Eciiom in oulres of B appiomeroer
wee evalualed ko verily wheiher allecis of low-level nsd wnd
Infrened lassr pre dependeal on physiclopical oondilins ol he
oells {lnble 3). In ooained o obisned inexpomalisl P gk
mevans culinres, servivel [aclions: in shilimery ulines were
ol :i.g-i.l:h:nlr:r (o= DDS) modihed by exposmer i bolh
dchmamalic and monochmalic low-level md md infred
lasars.

Fearlagar e s mesr and mashbial dovaier

1.2 Alamemnyon fdvction it P sgglomenns nalwros o
posed io dichomasc and monochmmasls w-iovel red and
Mtarod foses

Eacierial Nlamenix and bacienial Nlemen! peroemlages o

expotenlially pnren P aggiomessn ulimees oo showed in
figane | and e 4, pspocively. Dels i ks lehie show hat
dichmimalic sl mepochmmac ed wnd infreed e did

ol signatoandy (p - (U0 induce Slementatio phenotype in
the=se Baclerial ol

Smiionary F apglomerar mlimres were also exposad ko
red mad infrased lssers o eveluale Samenlalion Educton
Mg 2 mid mhie 5}, Simdar b the results ohiained in expo-
“Mmﬂpﬂlﬂmw-jm
red and dalmared lasers did nol imduce sigaificeal (p - 0L05)

Mlamenistion i sationary F agginmerzs allures.

23 Efect o dhchromatc and monos inmans fow-ievel ed
& infared iesers oo the suriaoe oreda of P agglomansns
el

Sorface areas of ndividim] ® applomenmr cells were evaln-
ale sfler axprmwe §0 dichmmalic e moaochromatic low-
leved o= ol infrared lesers. Dt @ Lshlas & sl 7 show fhat
=z esers i ol iduce signilicant i > U5} allamsions

o suriace areas of exponealial and Sationary F apgiomenms
cells.

2.4 oo o gdiohromatc and monoc immans fow-kevel
o and NG Msors on qUETITY AN sWiscs asa

of P aggiomemes oo’ tol-Bpgregancn

haniey F agglemerner bacieisl oofl-agprepalia was eval-
aledl mflar aapomye 0 Schomalic and moaochromalic ow-
kvl red e infmeed Lsars i exponenlis] and sislioosny

i pheses (Bpures 3 and 4; hies 3 md 9, esperavelyl.
Daiz indicie Bl hee wes ao significnl (F -~ 0.05) skea-
lioa on quanlity of hoceral coll-agemepabon Mier SIpEeE
Io lhe=se lesers o expoaenilal md salonesy P apgiomeros
culmres, when oompassd Will foaind group.

Taisdes 10 @ 11 show velues of suface wems ol P agpie-
mergar bacienial cell-spprepalion dlier exposmee o Sdin

M“lhﬂhmdﬂmhﬁmdﬂ.ﬂunltpbﬂ.tﬁ]
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i remeckrradic and dehroradic lhsers. Bacioral
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Tabda & Excicrial Blarsenl perembgs n F agpizmeas adioes
ﬂﬁlﬂmdmh el wrsd
bowr 1z cposmbel growik phase.

Eacirtd Barses| poanigps

Flumas Dhchromaec

Dem ™ B b Izfrared boer [

o 5Iz032 j3x031 32+£032

) 33=148 43 =053 —

T 34 =03 0= 121 55 +23

141 i9=11 41=118% A&+ 10

Swn dmaars s el o mear s el drvasor

allzmiions on sedeoe aness of Foaggiomenons bacienisd call-
apgresalion in bol growil phases.

4. Discussion

Sevemal smdies beve boen condodied o underdsad Sie lis-
e prpair prooess and e elfecis of L1LL on womd healing
Heorwereer, [here is o consesases @ the lieraime wigh respec
o hese cohereal mdstion-induced eflisols al low Noences
on haciznal growih and wheiher bactieria in P can aflect e
woadsdl-enking process |17, 18] Monsover, low and highly
coherent mdations sFol SilTerentdy ke sisie of hosi-pamsils
dependiing o ozl sire, which is considend ke disorimsslion
ibreshiold of ihe mdiafion cohareoe propesty [17)

Crmar resemech shows sl heciens] survival in exponeaiisl
Frowih phase s deoressed By dichsomalic kow-level laser
enpoee wd Bcressed by monochimmalic ey exposore al

Lhe samee fluence [lahie ). These sxsplix ooald he explained by
F sppiomenaas i aembic Bacterial ozl and Bie mos protabie
Eimay phvioacoepiors [or lighi-growih responses inbacizna
ame =ume of e espimiory cain oomponeis (e ey
Feneers and ierminel oxidases, a5 cyincheome o and O nd
onidalive siess could be imeoleed [300, 21]. Based on previous
shxties with dichrmatic leey ireadistion, it is posible o =E-
= [hal Siere i o Elimale conmeclion Between he pholnac-
cepiors For el and infreed radislions, wih espimiony chain
COmpoaenis playing 8 key mis o absorplion of bolh mdia-
licas mad phiokosigasl imasduciica. Thea, effecds of nfmsed
and eed redialioes could be sddilie caming bacterial insci-
valion Cn e olher hand, monochmmaiic redaiion reases
bacizrial oervivel of the Dighes Mooz {140 J cm hEis
[possisie Sial, in bolh cases, BiE SENE MOIECDES a0 SETVE 55
pRoioeccapiorns, bul ihe ke Noence delesmines e pesponm:
121-23]. Soime suibors have repocied dafa aboul ool
dichromalic leser (alrensd leses mmedisiely aflior nod e
malislion with ol paremziers @i beciensl specie. Marnins
and co-workers show hal low-level coasscuiie dichmmatc
lazzr madislion 3l Seenoes used in bow-level leser Lhemgy
refuces cell visbility in welld bype Ercterichis coll collures in
eaponenilal growih phase, bot cell vishilily k& bigher @ cil-
lmres axposnd o dichemmalic radiotion b in hose expoesd
I o hromialic infresed leses [24). Despile of s discrep-
ancy, bolh sxporied thal low-lzvel dichmimetc ser mdEstion
induces Biokogkal efaxcis, which &fer rom bose induced
by monncteren slic Laser madiatiog, supEesiing el olher e~
jpeutic affects coold be obisiesd using dichmmatic mdEstion

|11, 24]. Hecivisl smwvival in sialicesy preeih phose was
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Tk 5. Bacicial Alarscnl percmisgss in F ap pizewram ooiores
In dichrorstic prd momchremabic kose-level ned wnd mi-

Tabde 7. Sarface sncm of indbvihed P oppdorssrross oolis cxposed
i dichrometc nd mosochmmsis bew-lowel red asd nbrered. boen

mmery i mimiorory prowth phose. iz aimarwnry prowih phooe.

Hacierial flerent perco e SorSerr ey of isdividual cxlle
Pl Dachromaiac Huenac chmmaic
[PE ] Hid bnwer Infrared [mar oo M7 Hed | Ifrood boer Lascr
o pE Wil L EWic] 33+ 103 o 63+ 07 63 = Q9T 63+ 097
£ ] 43 .30 3705 — k] 61+ 0.4 3z Al —
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Sy (lNa AP rored | mear 2 meva devason

Taksda B Euﬁnminﬁnd.dl’ﬁum
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n cymsesind prowik pla

Serfact s of mdivideal celb
Pl Dhchrommsiae
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avalmaied io verily wheiher this elfed i depandeni on bacie-
nial growih phese (@ibe 3 Inisesiingly. both @laed wnd
el My o ool sl cell murvival in salicnesy P agpplomer-
@ny culiores. These resulis refafone thal effzcs on baciznisl

s BN ArT PR Ao e and mashial dovmer

sorvival By bow-level md and infeeed laser e Sependenl on
paysickogical or membolic condisions of the cails [Z5)
Heciensl cells presenl sHEe MINphologiol respoasss s
siralegies omeryival bo physical md diemicel sesslul spenls
and enviecamenl [35, IT] Flassaislion oo when ool
Eerewih conbnues in shernoe of oell division resuliag @ chkoa-
Eaied cells, which have moltple chrmosomal copies |2E]
Although dichmimatc ey deceeses o2l survived in expo-
mlisd P apglome roar culianes (el 20, Nlameaisiion phe-
motype (bie 4 is ool Bdeced and coll oo {ISE 6) ane sl
incressed in these coliures. Similety, @ siallonary culimes
(ieikes 5 and 7). These resolis do ool aiese with resulis from
K. ool enpoecsd o low-level infrened laser and Schmamalic md
and infresed e ol Smiler Aoenres, Lhal Nllemea-
Lalimn induced by evposme (0 LLL is dependend on baciensl
spech |24, T5] O the odber hand, oo 0 o isn st
laszr incresses (ke coll suvival i apoaeniil Fapgiomeroas
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culures (e T), swooeding o repis] e Eosll ooliunes
expoersd o falimned leser, bol flsmenision phenofype md oell
e moe ool Enceasad (luble 43 [25].

Erdiwidioal cells wihin hacieril popoliions cn oW &
[reaty saspendad sia gl colls of incell apgEnesales [T, Fadors
bl proamioie B Erefalion ez nod com plsizly udersiood, bl &
Is kncewn thal = o response o sieessinl ooa-
Ao, &= ok chemials, end 3 swvival siraiegy. oo part
of 3 Eygregale, mwmunﬂmuﬂm
of resisisnce to miiolics md dicialeaants when compannd
io individual hacieria [30). Dals were ool fomd sSoul czll-

afgregalion induced by expomre 0 L1L o thempeusc -
epois. However, our dels shiv thal 111 does aol inoresse oell

apgressies [wmalion i expoaeniial md salionesy F o pion-
evans culiuees (lebies 3 and 9, meapeciiely.

Ax Mlsnentalio wnd coll sppregalion e survival sial-
agies usad by becleria bo proled Semsshves and o Sale-
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alfecied, sipoe profonged afedim i o mEmoa problem o
dhetaic wounds, eqoeily resalling & oocobeskiog and si-
] paliznl morbidity end monality [31, 32]. On the other
lbad, resalis demoasinded hat 111 ane effeciive iomodulile
lizne repede Signaficenty coalribulieg bo o [Eeer Sod mone
gz hemling proces, Bul infeciks condiions we omm-
monly idenliled o coalmindicetions kv L11 bemuse sme
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11133, 33-3%). However, oo eesnlis show sl Sicheomalic
laser ol bégh Mumce box selevend bacherckdsl ffed o B
agplomeraer and diE ool Bdece e esponses, Hlanen-
lalioa and cell aggrepaion. n addilion, sypomine o menRc-
cheometic md dicheomatic red and infroced keeys does ol
aller the survhval, Hlamenistion sd haciedal ol - gresalion
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5. Cionclusion

In concledon, our resessch spppesi hat inhilvlion md slim-
lation of Bacterial prowih depend on laser mdialicon paren-
elers, sioce dicheomalic leser radiafion induces biclogical
effizcls thal Sifer feoen hnse iaduced by monncetmalic leser
madistion and simulisneons dickeomalic laser could be he
oplion For reaimenl of infecied pressues Ejoniss by Posioes
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