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RESUMO 

 

 

THOMÉ, Andrezza Maria Côrtes. Avaliação do efeito de lasers monocromáticos e 

dicromáticos de baixa potência em culturas de Pantoea agglomerans. 2017. 73f. 

Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2017. 

 

Apesar dos efeitos benéficos dos lasers de baixa potência sobre a cicatrização de 

feridas, sua aplicação para o tratamento de lesões infectadas é controversa, porque poderiam 

estimular o crescimento bacteriano, exacerbando o processo infeccioso. Assim, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar os efeitos in vitro de lasers de baixa potência sobre sobrevivência, 

morfologia, aglomeração celular, resistência antimicrobiana, taxa de divisão e formação de 

biofilme em culturas de Pantoea agglomerans. As amostras de Pantoea agglomerans foram 

isolados de lesões por pressão humanas e as culturas foram expostas a radiação laser 

dicromática simultânea e monocromáticas de baixa potência. Fluência, comprimento de onda 

e modo de emissão foram utilizados de acordo com protocolos terapêuticos para cicatrização 

de feridas. Os dados não mostram alterações nas áreas da colônia, morfologia e na 

aglomeração celular, contudo a radiação laser dicromática diminuiu a sobrevida bacteriana e 

formação de biofilme em fase de crescimento exponencial e os lasers monocromáticos 

aumentaram a sobrevivência bacteriana na mesma fluência, enquanto que o laser 

monocromático vermelho com baixa dose aumentou a formação de biofilme e o 

infravermelho em alta dose diminuiu a resistência à ampicilina. Os Lasers de Baixa Potência 

modulam a resistência antimicrobiana e formação de biofilmes da Pantoea agglomerans, mas 

estes dependem dos parâmetros de irradiação, uma vez que a radiação laser dicromática induz 

efeitos biológicos que diferem daqueles induzidos pela radiação laser monocromática. Assim, 

o laser dicromático vermelho e infravermelho simultâneo pode ser uma nova opção para o 

tratamento de lesões infectadas, reduzindo a sobrevivência bacteriana e formação de 

biofilmes, não alterando a resistência antimicrobiana e a taxa de divisão nas culturas de 

Pantoea agglomerans. 

 

Palavras-chave: Bioestimulação. Laser Dicromático. Lesões infectadas. Lesão por pressão. 

Pantoea agglomerans. 

 



 

ABSTRACT 

 

 

THOMÉ, Andrezza Maria Côrtes. Evaluation of monochromatic and dichrotomic low 

power lasers effects on Pantoea agglomerans strains. 2017. 73f. Dissertação (Mestrado em 

Biociências) – 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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INTRODUÇÃO 

 

 

Do ponto de vista microbiológico, a função primária da pele normal e intacta é 

controlar as populações microbianas que vivem em sua superfície, evitando que o tecido 

subjacente se torne colonizado e invadido por patógenos potenciais (BLUESTEIN et al., 

2008). Uma vez que a pele é lesionada, os microrganismos na superfície da pele obtêm acesso 

aos tecidos subjacentes, onde competem pelo oxigênio e nutrientes disponíveis e produzem 

enzimas, estas destroem fatores de crescimento e estimulam a produção 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 

cicatrização e podendo ocasionar uma doença sistêmica (WUWHS, 2008). Em verdade, a 

ferida sendo alvo de infecções, pode levar a complicações, como septicemia, osteomielite e 

morte, como a que causou a morte prematura do ator Christopher Reeve (SEN et al., 2009).  

As feridas crônicas não cicatrizadas são normalmente colonizadas por uma flora 

polimicrobiana, oriundas do ambiente externo, da flora cutânea local, do trato entérico, da 

vagina e da mucosa oral (LATIFA et al., 2016). Nos eventos de infecção, as feridas não 

conseguem cicatrizar, pois a carga microbiana é o principal contribuinte para a cicatrização 

retardada em feridas crônicas. Em consequência, os pacientes sofrem, os custos de tratamento 

aumentam e as práticas gerais de tratamento de feridas precisam de mais exigência 

(AMMONS et al., 2015). As feridas não cicatrizadas afetam cerca de 3 a 6 milhões de pessoas 

nos Estados Unidos, principalmente, em pessoas com 65 anos ou mais, sendo responsáveis 

por 85% desses eventos e resultando em enormes despesas com cuidados de saúde, com custo 

total estimado em mais de US$ 3 bilhões por ano (GUO et al., 2010). 

Os lasers de baixa potência (LBP) têm sido utilizados com sucesso no reparo de 

tecidos biológicos com base em seus efeitos de biostimulação e biomodulação (LUCAS et al., 

2003). Estes efeitos seriam explicados pelo aumento induzido pelo laser da síntese de ATP, 

DNA, RNA e proteínas, levando ao aumento da síntese de colágeno e proliferação de 

fibroblastos, melhorando o processo de cicatrização de feridas. Além disso, há evidências de 

que LBP aumenta o fluxo sanguíneo local, aumentando a saturação de oxigênio e a 

epitelização (ORTÍZ et al., 2014)  

Ao longo da última década, foram realizados progressos significativos no tratamento 

de lesões cutâneas (AMMONS et al., 2015). Existem conhecimentos acumulados sobre estas 

feridas e tratamentos em desenvolvimento, tais como a laserterapia. A laserterapia é um 
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termo amplo, geralmente referido à terapia baseada na utilização de lasers de baixa potência 

(LBP) (DIXIT et al., 2012). As terapias baseadas em LBP são cada vez mais utilizadas no 

tratamento de várias doenças, bem como na cicatrização de feridas (ANDRADE et al., 2014). 

Além disto, a terapia com laser de baixa potência (TLBP) tem acumulado, nas últimas 

décadas, evidências científicas sobre seus efeitos e aplicações nas mais diversas áreas da 

saúde. Porém, a falta de formação acadêmica na área da laserterapia contribui para que 

muitos profissionais adquiram equipamentos laser e os subutilizam por falta de 

conhecimento, ou ainda, que acabem se negando a utilizá-los não com base em informações 

científicas, mas sim em preconceitos (GARCEZ et al., 2012). Apesar de alguns efeitos 

biológicos induzidos por LBP serem relatados, o tratamento de lesões infectadas com LBP é 

controversa. Alguns estudos mostraram que a LBP pode estimular o crescimento bacteriano, 

exacerbando o processo infeccioso, mas esta hipótese não está totalmente elucidada e os 

achados na literatura são controvérsios (FONSECA et al., 2011; NUSSBAUM et al., 2003).  

O controle de microrganismos é um dos campos mais ativos da atual pesquisa em 

farmacologia. Esta é uma fronteira do conhecimento científico que demanda cuidado. Ao 

longo de nossa história, parte significativa de nossa moderna civilização foi afetada por 

doenças causas por microrganismos. Novas ameaças estão surgindo no dia-a-dia. A indústria 

da quimioterapia antimicrobiana está em constante alerta, principalmente devido à rápida 

capacidade de evolução e variedade de patógenos encontrados (BAGNATO, 2008a). 

O aparecimento de uma grande variedade de patógenos resistentes aos agentes 

químicos faz com que haja um grande aumento da morbidade de infecções que eram 

facilmente tratadas no passado. Apesar de nossa grande capacidade tecnológica, certos 

microrganismos parecem ser mais capazes, e parece claro que as possibilidades 

farmacológicas para combater certos microrganismos estão atingindo um limite. Portanto, 

alternativas para controle microbiológico são necessárias. É neste aspecto que modernas 

técnicas desenvolvidas em biofotônica (uso da luz e óptica em problemas relacionados com a 

matéria viva) podem trazer importantes contribuições. Muitas infecções locais não 

precisariam ser tratadas com medicação sistêmica se houvessem alternativas viáveis. Agentes 

químicos sistêmicos deveriam ser utilizados nos tratamentos de infecções mais graves, 

evitando assim o desenvolvimento da resistência antimicrobiana a estes agentes, além de 

minimizar os efeitos colaterais associados à antibioticoterapia sistêmica (BAGNATO, 2008a). 
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Neste sentido, a bactéria Pantoea agglomerans (P. agglomerans) é a espécie mais 

clinicamente significativa do gênero altamente diversificado de Pantoea, porém, 

constantemente, possui diagnóstico tardio pelo baixo nível de suspeita clínica para este tipo de 

infecção (CHENG et al., 2013). Entretanto, a P. agglomerans não é apenas um contaminante 

inocente, pois é resistente a mudanças de temperatura e pH. A lesão cutânea é considerada um 

meio de cultura ideal para esta bactéria, uma vez que, possui temperatura e pH aceitáveis para 

seu creescimento com um bom suprimento de íons Na
+
 e Cl

-
 dos tecidos e glicose do sangue 

(VAIMAN et al., 2013). 

Sendo assim, uma vez que as infecções bacterianas são causas comuns de cicatrização 

tardia da pele e as terapias tradicionais nem sempre são bem sucedidas, estudos são 

necessários para compreender os efeitos da LBP sobre as bactérias comumente encontradas 

em lesões infectadas, visto que, o fato de a lesão estar infectada ou não, na maioria dos casos, 

é negligenciado no momento da irradiação.  
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 Lesão por pressão 

 

 

A lesão por pressão (LP), também chamadas de úlcera de decúbito, escaras ou úlceras 

por pressão, são lesões na pele e/ou tecidos moles subjacentes, geralmente sobre uma 

proeminência óssea, como resultado de pressão ou pressão em combinação 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 Úlceras por Pressão), uma organização norte-americana independente formada em 1987 

e dedicada à prevenção, manejo, tratamento e pesquisa sobre lesão por pressão, a classifica 

como (EDSBERG, 2016):  

a) Estágio 1, pele íntegra com eritema que não embranquece;  

b) Estágio 2, perda da pele em sua espessura parcial com exposição da derme;  

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

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

e) Não Classificável, perda da pele em sua espessura total e perda tissular não visível; 

f) Tissular Profunda, descoloração vermelho escura, marrom ou púrpura, persistente 

e que não embranquece;  

g) Relacionada a Dispositivo Médico;  

h) Em Membranas Mucosas.  

 

As LPs podem levar a consequências significativas para os pacientes. Causam dor, 

aumentam as taxas de morbidade e mortalidade, além de elevar o custo financeiro para os 

sistemas de saúde e diminuirem a qualidade de vida do paciente, desenvolvem-se 

rapidamente, com dificuldade no tratamento em alguns pacientes, sendo então um problema 

de saúde 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 hospitalização, dificulta a 

recuperação do doente e aumenta o risco para o desenvolvimento de outras complicações 

como infecção ou osteomielite. Para o paciente, representa um acréscimo no sofrimento físico 
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e emocional, reduzindo a sua independência e funcionalidade na realização das atividades da 

vida diária, comprometendo qualquer processo reeducacional. As LPs merecem por parte da 

equipe multiprofissional toda a atenção, no sentido de prevenir o seu aparecimento ou 

favorecer o seu tratamento (BLANES et al., 2004). 

Estima-se que existem mais de 7,4 milhões de casos no mundo e a prevalência 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 milhões de pacientes e o custo do tratamento foi estimado em US$ 11 

bilhões por ano, com custo de US$ 70.000 por paciente (SEN et al., 2009; CANO et al., 

2015). Além disto, com uma população estimada de 1,5 milhões de idosos vivendo em 

instituições de longa permanência nos EUA, as LPs têm ganhado grande importância, uma 

vez que 25% a 33% dos pacientes chegam nas instituições com LP e aproximadamente 35% 

dos pacientes as desenvolverão em algum tempo de sua estadia (COSTA et al., 2005). Assim, 

a prevalência de LP tem aumentado nos últimos anos, devido ao aumento da expectativa de 

vida da população, associada aos avanços da medicina moderna, que tornaram possível a 

sobrevivência de pacientes com doenças graves e anteriormente letais, transformadas em 

doenças crônicas e lentamente debilitantes (WADA et al., 2010). A terapia laser de baixa 

potência (TLBP) foi introduzida há mais de 50 anos, primeiramente na dermatologia, no 

reparo de feridas cutâneas, como LP, devido ao seu efeito bioestimulador na cicatrização de 

férias (KUJAWA et al., 2004). 

 

 

1.2 Lasers 

 

 

1.2.1 Conceitos Históricos do Laser 

 

  

Historiadores reportam que civilizações antigas, como a egípcia, a grega e a asteca, 

conheciam os benefícios da exposição do corpo à luz solar: os egípcios teriam usado para 

tratar desordens da pele, Heródoto 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 esporádicos começaram a aparecer na literatura médica, 
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indicando que a luz solar poderia ser usada para tratar uma grande variedade de doenças. Na 

segunda metade do século XIX, a aplicação terapêutica da luz solar, conhecida como 

helioterapia, gradualmente tornou-se popular (HAMBLIN et al., 2017). Essas seriam as 

primeiras observações do que hoje é conhecida como fotobiologia (GARCEZ et al., 2012).  

Porém, a terapia com luz, a fototerapia moderna, começou com Niels Ryberg Finsen 

(1860-1904), o pai da terapia ultravioleta. Finsen tratou mais de 800 pacientes com lúpus 

vulgar, no total, 80% dos pacientes foram curados (MOSKVIN, 2017). Por isto, recebeu o 

Prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1903 (HAMBLIN et al., 2017).  

Entretanto, uma nova perspectiva foi apresentada com os postulados de Albert 

Einstein em 1916, considerando as implicações da física quântica recém descoberta, previu 

que os raios eletromagnéticos poderiam estimular os átomos a emitir mais raios do mesmo 

comprimento de onda (HAMBLIN et al., 2017). Baseado nesta nova teoria de Einstein, em 

1951, Charles H. Townes propôs o conceito do maser, um acrômio para microwave 

amplification by stimulated emission of radiation (emissão estimulada de radiação por 

amplificação de microondas). Enquanto isso, Gordon Gould, em 1957, registrou pela primeira 

vez o termo laser como um acrômio de: Light Amplification by Stimulated Emission of 

Radiation (amplificação de luz por emissão estimulada de radiação) (CONVISSAR, 2011). 

A partir disto, iniciou-se a busca pela construção do laser. Theodore Maiman (1927-

2007) em 1960, após 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 contínuo de Hélio-Neônio (He-Ne), com um comprimento de onda de 1152,3 

nm. O laser de He-Ne foi um dos mais estudados para aplicações médicas, funcionando 

principalmente na faixa do visível do espectro eletromagnético (633 nm) e fornecendo alguns 

miliwatts de potência contínua (GARCEZ et al., 2012).  

Contudo, a primeira evidência da ação da irradiação com laser de baixa potência veio 

das experiências do Dr. Endre Mester em 1967 (FREITAS et al., 2016). Mester observou que 

camundongos irradiados com laser de rubi de baixa potência (694 nm), estimulava o 

crescimento de pêlo mais rapidamente no dorso do animal, chamando isso de "Bioestimulação 

a Laser" (HUANG et al., 2009). Assim, a Terapia com Laser de Baixa Potência (TLBP) foi 

descoberta há quase 50 anos por Mester e recentemente foi tomada uma decisão de consenso 
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para usar a terminologia fotobiomodulação, uma vez que o termo "baixa potência" era muito 

subjetivo (HAMBLIN et al., 2017). 

Várias sociedades profissionais e acadêmicas são agora dedicadas à 

fotobiomodulação: 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 doenças, 

condições e campos diferentes de tratamento médico estão agora se tornando passíveis de 

efeitos benéficos da fotobiomodulação. O Brasil tem um número notável de laboratórios 

produtivos que investigam temas relacionados à esta terapia (HAMBLIN et al., 2017). 

 

 

1.2.2 Conceitos Físicos do Laser  

 

 

 O laser se enquadra em um tipo de fonte de radiação eletromagnética, que apresenta 

características únicas por emitir feixes com caracteristicas especiais, assim, um laser difere de 

fontes de luz comuns em decorrência aos seus átomos emitirem radiação de maneira 

cooperativa, o tornando mais coerente. Além disso, a radiação laser é quase monocromática, 

sendo emitida em um feixe fino com pouca expansão 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 radiação eletromagnética, interpretada como ondas 

eletromagnéticas são criadas pela oscilação de campos elétricos e magnéticos (CHUNG et al., 

2012). A amplitude de uma onda é a magnitude do deslocamento máximo dos elementos de 

suas posições de equilíbrio, quando está 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 oscilações por unidade tempo, chamado de frequência, possuindo uma distância entre 

estas repetições, conhecido como comprimento de onda (WALKER, 2011).  

 Há uma grande variedade possível de comprimentos de onda, por isso, o espectro 

eletromagnético de luz (BAGNATO, 2008), e nele as radiações emitidas pelos lasers de baixa 
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potência referem-se ao uso de radiação na região vermelha ou infravermelha próxima, 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 quântica, a luz foi melhor compreendida e pode ser 

interpretada como uma partícula complementar à onda, as partículas de luz (fótons) 

(HAMBLIN, 2017). Se uma radiação (fótons) ressonante incide sobre a matéria que contenha 

átomos num estado energético menor (estado fundamental), há possibilidade que estes átomos 

mudem para o estado de maior energia (excitado), se a energia do fóton for transferida para os 

mesmos. Este é o processo de absorção da energia eletromagnética. Átomos excitados decaem 

para um estado fundamental espontaneamente, ou seja, por si mesmo, ocorrendo processo de 

emissão espontânea de um fóton pelo sistema atômico. Estes fótons são emitidos em todas as 

direções e sem relação de fase entre si.   

 No entanto, há um terceiro processo que pode ocorrer neste sistema, além da absorção 

e da emissão espontânea e torna-se fundamental para o entendimento do funcionamento do 

laser, a emissão estimulada. Um fóton externo estimula o decaimento do elétron excitado e, 

ao passar para o estado de mais baixa energia, o elétron emite um fóton que emerge do 

sistema juntamente com aquele que causou a transição. Desse modo, dois fótons emergem do 

sistema juntos com a mesma energia, propagando-se em fase, sendo praticamente 

indistinguíveis (BAGNATO, 2008).  

 

 

1.2.2.1 Constituição de um dispositivo laser 

 

 

Um laser é um dispositivo que emite radiação através de um processo de amplificação 

óptica com base na emissão estimulada de fótons (CHUNG et al., 2013). Para o 

funcionamento deste processo, três condições fundamentais deverão ser atendidas: em 

primeiro lugar é necessário um meio ativo, ou seja, composto por átomos, moléculas ou íons 

que emitam radiação, podendo estar em estado gasoso, liquido ou sólido; em segundo lugar, 

deverá ocorrer inversão de população, que é gerada por um processo de excitação 

denominado bombeamento, transformando o meio ativo em amplificador da radiação, através 

de uma fonte excitatória externa de energia, podendo ser um dispositivo de lâmpada flash ou 
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um circuito elétrico; finalmente, a sede de uma oscilação laser, desta forma, constituído uma 

cavidade óptica do laser, composta por dois espelhos, sendo um semireflexivo, localizados 

um em cada extremidade da cavidade óptica, atuando como ressonadores ópticos, que 

refletem os fótons emitidos, assim voltam para o sistema, conseguindo a amplificação 

(GARCEZ et al., 2012). 

 

 

1.2.2.2 Diferenciação de equipamentos 

  

 

 Os lasers podem ser diferenciados pelo comprimento de onda (ou frequência), pelo 

modo de emissão (contínuo ou pulsado) ou ainda pela sua potência, esta variando de baixa 

(laser terapêutico), média ou alta (laser cirúrgico) (NIEMZ, 2007).  

 Uma consideração importante deve envolver as propriedades ópticas do tecido. Existe 

uma chamada "janela terapêutica" no tecido, onde a penetração 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 potência de saída pode variar amplamente de 1 mW até 500 mW (FREITAS et al., 

2016), consistindo em um laser de baixa potência (low intensity ou low level, ou ainda low 

power lasers), apresentando efeitos biomoduladores e não térmicos, enquanto os de alta 

potência (hight intensity ou high level, ou ainda high power lasers) são capazes de cortar, 

coagular e vaporizar materiais (NIEMZ, 2007).  

 Este tipo de irradiação pode ser uma onda contínua ou uma luz pulsada (FREITAS et 

al., 2016). Os lasers de emissão contínua tem potência de saída constante durante todo 

período do tempo. O regime pulsado é dirigido pelo modo de bombeamento e têm potência de 

saída oscilante, que varia entre um valor máximo (potência de pico e zero durante um 

determinado período de tempo  (GARCEZ et al., 2012). 

 Os parâmetros de irradiação, como o comprimento de onda (nm), a potência (mW), a 

área do feixe (cm²), a estrutura do pulso, estão relacionados com as opções da fonte de 

irradiação. Por outro lado, os parâmetros de "dose", como energia (J), densidade de energia 

(J/cm²), cronologia do tratamento e tempo (s) de irradiação, são controlados pelo operador. 
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Além disso, a dosimetria depende de características específicas do paciente e das condições 

do tecido fisiológico (HAMBLIN et al., 2017).   

 

 

1.2.3 Interação dos lasers de baixa potência com tecidos biológicos  

 

 

A radiação que atravessa o interior do tecido biológico interage, basicamente, de dois 

modos, pela absorção e pelo espalhamento (HAMBLIN et al., 2017) Incidindo sobre um 

tecido biológico, parte da radiação é refletida, outra parte, que não foi refletida, penetrará e 

poderá ser absorvida por componentes dos tecidos, como a água (com alta absorção a partir de 

1150nm), hemoglobina ou melanina (com alta absorção para comprimentos de onda menores 

que 600nm), assim, ocorre quando um fóton interage com um átomo ou molécula e toda a 

energia do fóton é transferida, a energia absorvida da radiação por estas moléculas ou partes 

de molécula (cromóforos) pode, então, ser transformada em energia química (GARCEZ et al., 

2008; HAMBLIN et al., 2017).  

Parte da radiação que penetra no tecido biológico diverge devido a múltiplos 

espalhamentos, perdendo assim sua potência (GARCEZ et al., 2012). As interações de 

espalhamento podem mudar a direção e a energia dos fótons (espalhamento inelástico), ou 

apenas a direção (elástica). A irradiação do visível ao infravermelho próximo, que interage 

com o tecido biológico dá origem principalmente ao espalhamento elástico (HAMBLIN et al., 

2017). Por fim, a radiação que atravessa toda a espessura do tecido, sem ser absorvida ou 

sofrer espalhamentos é transmitida (GARCEZ et al., 2012). 

 

 

1.2.3.1 Cromóforos  

 

 

Uma reação fotobiológica envolve a absorção do comprimento de onda específico da 

radiação por um fotoaceptor funcional, ou cromóforos (KARU, 1999). Foi estabelecido que as 

mitocôndrias são um alvo intracelular principal de radiação vermelha à infravermelha 

próxima (KARU, 1999; CHEN et al., 2011). Um dos principais fotoaceptores propostos para 
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estes lasers é a citocromo c oxidase (CCO) ou complexo IV da cadeia transportadora de 

elétrons mitocondrial, já na região do espectro violeta à azul, as flavoproteínas também estão 

entre os fotoaceptores (KARU, 2014; KARU, 1999). Apesar da universalidade, uniformidade 

geral e princípio da respiração celular, a cadeia respiratória dos procariontes difere da cadeia 

mitocondrial das células eucarióticas. Assim, em bactérias, como Escherichia coli, os 

fotoaceptores responsáveis pela aborção da radiação laser de baixa potência são os complexos 

de citocromo bd e bo (KARU, 1988; KARU, 1999).  

A fotoreatividade da CCO é devido aos seus quatro centros metálicos: duas porções heme 

(heme a e heme a3) e dois locais de cobre redox ativo (CuA e CuB); CuA aceita elétrons do 

citocromo c, e a transferência de elétrons entre CuA, heme a e heme a3-CuB resulta na 

redução do oxigênio molecular (HAMBLIN et al., 2017). A irradiação acelera a passagem de 

heme a para heme a3, fazendo que mais elétrons estejam acessíveis para redução da molécula 

de oxigênio, intensificando a transferência de elétrons (KARU, 2014).  

 

 

1.2.3.2 Mecanismo de ação 

 

 

A respiração celular ocorre em três grandes estágios. No primeiro estágio, as 

moléculas dos combustíveis orgânicos – glicose, ácidos graxos e alguns aminoácidos – são 

oxidadas para liberar fragmentos de dois átomos de carbono na forma de um grupo acetil-

coenzima A. No segundo estágio, esses grupos acetil são introduzidos no ciclo do ácido 

citrico, o qual os oxida enzimaticamente até CO2. A energia liberada pela oxidação é 

conservada nos transportadores de elétrons reduzidos, NADH e FADH2. No terceiro estágio 

da respiração essas coenzimas reduzidos são oxidados, desfazendo-se de prótons (H
+
) e 

elétrons. Os elétrons são conduzidos ao longo de uma cadeia de moléculas transportadores de 

elétrons, conhecida como cadeia repiratória, até o O2, o qual eles reduzem para formar H2O. 

Durante esse processo de transferência de elétrons, uma grande quantidade de energia é 

liberada e conservada na forma de ATP, por meio do processo chamado de fosforilação 

oxidativa (NELSON et al., 2002). 

Durante a excitação leve de estados eletrônicos, uma fração da energia é inevitavelmente 

convertida em aquecimento. O aumento transitório local da temperatura dos fotoaceptores 
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pode causar alterações estruturais e desencadear atividade bioquímica. Em terceiro lugar, o 

uso principal de oxigênio na via da cadeia respiratória envolve a redução do dioxigênio, 

através de quatro elétrons, em água. Ao ativar o fluxo de elétrons na cadeia respiratória, 

também pode-se esperar aumento da produção de ânion superóxido, mesmo um pequeno 

aumento destes resulta em múltiplos mecanismos secundários (KARU, 1999). Desta forma, 

em seguida, o fluxo transmembrana de protóns, no sentido do seu gradiente de concentração 

por meio de canais protéicos específicos, fornece energia livre para a síntese do ATP, que é 

catalisada por um complexo protéico ligada à membrana (ATP sintase) e que acopla o fluxo 

de prótons à fosforilação do ADP (NELSON et al., 2002). 

 Em decorrência à interação da radiação com o CCO, ocorre aumento do potencial da 

membrana mitocondrial e gradiente de prótons, causando acidificação do citoplasma e 

alterações nas concentrações de ATP, adenosina monofosfato cíclico (AMPc),  espécies 

reativas de oxigênio (EROs), Ca
2+

 e Óxido Nítrico (NO) (FREITAS et al., 2016).  

Karu (1999) propõe que o espectro de ação laser, baseado na síntese de DNA, ocorre no 

núcleo, mas o fotoaceptor, responsável por esse resultado, está localizado nas mitocôndrias. 

Isso significa que uma via de sinalização celular deve existir entre a cadeia respiratória 

mitocondrial e o núcleo. Essa via de sinalização são os mecanismos secundários (KARU, 

2010).  

A teoria mais aceita para explicar o processo de absorção de fótons pela CCO que pode 

levar ao aumento da sua atividade baseia-se na fotodissociação de NO inibitório. Uma vez que 

o NO é covalentemente ligado aos centros heme e Cu e bloqueia competitivamente o 

oxigênio, um fóton de energia relativamente baixo poderia causar dissociação do NO e, com 

isso, permitir maior taxa de respiração celular, aumentando o potencial de membrana 

mitocondrial e os níveis de ATP, AMPc e EROs, que irão atuar como moléculas sinalizadoras 

(KARU, 2014). 

Várias vias regulatórias importantes são mediadas por meio do estado redox celular. 

Mudanças no estado redox induzem a ativação de numerosas vias de sinalização intracelular e 

regulam a síntese de ácido nucleico, síntese de proteínas, ativação de enzimas e a progressão 

do ciclo celular (GARCEZ et al., 2012). Muitos genes têm sua transcrição regulada 

(positivamente ou negativamente) após a irradiação com diferentes comprimentos de onda e 

fluências. Por exemplo, a irradiação com laser altera a expressão 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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transcrição que rege a expressão de genes múltiplos e demonstrou atuar em várias funções 

celulares, incluindo respostas inflamatórias e respostas induzidas pelo estresse e pela  

sobrevivência. Foi demonstrado que a ativação do NF-kB após a irradiação com laser é 

mediada por geração EROs (CHAN et al., 2011). Assim como, a regulação positiva da 

atividade da citocromo-oxidase, aumentou fosforilação da Jun N-terminal quinase, que 

posteriormente ativa a proteína ativadora-1 (AP-1), o que, por sua vez, leva ao aumento da 

proliferação celular (HU et al., 2007).  

 Como consequência do mecanismo secundário, ocorre aumento da secreção de fatores 

quimiotáticos dos mastócitos, que contribuirá para a melhora da cicatrização tecidual, 

associada a uma melhora da microcirculação, regeneração do tecido e imunomodulação. Estes 

efeitos constituem o mecanismo terciário de ação dos lasers de baixa potência (KARU, 

2010). 

 Quanto aos efeitos dos lasers de baixa potência, alguns autores os dividem em dois, os 

primário (ou diretos) e os secundário (ou indiretos). Segundo Genovese (2007), os efeitos 

diretos incluem o aumento da produção de ATP, causando aceleração da mitose e 

degranulação de mastócitos, que favorecem alterações circulatórias locais e ação fibrinolítica. 

 Também, a modulação da produção de substâncias liberadas na dor e na inflamação, 

como as histaminas, serotoninas, bradicinas, prostaciclinas, leucotrienos e prostaglandinas. Os 

efeitos diretos também incluiriam alterações na condutância iônica através da membrana 

plasmática, que poderia explicar os efeitos sobre a dor, aumentando o limiar para a dor e 

diminuindo a transmissão dos estímulos dolorosos para centros superiores do sistema nervoso 

central relacionados com a nocicepção.  

 Para o mesmo autor, como efeitos indiretos, tem-se, o estímulo à microcirculação 

através de mediadores químicos, como a histamina, que promove o relaxamento de esfíncteres 

pré-capilares. Outro efeito indireto seria o estímulo ao tropismo celular, devido ao aumento da 

síntese de ATP e da velocidade da taxa de mitose, acelerando processos de reparação tecidual 

e indução de neoangiogênese. 

 

 

1.2.4 TLPB na cicatrização de feridas 

 

 

O processo de cicatrização das feridas tem atraído a atenção dos pesquisadores desde o 

início da sua identificação, especialmente no que diz respeito aos fatores que atrasam ou 
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previnam (RANJBAR et al., 2016). Normalmente, a cicatrização aguda de feridas é um 

processo bem organizado que leva a um reparo previsível dos tecidos. O processo de reparo 

da ferida pode ser dividido em 4 fases de sobreposição temporária e espacial: coagulação, 

inflamação, formação de tecido de granulação (fase proliferativa) e fase de remodelação ou 

cicatrização. 

Lesões crônicas são caracterizadas por serem cronicamente inflamadas e pelo atraso de 

cicatrização. As células inflamatórias acumuladas dentro da ferida crônica produzem vários 

EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) que danificam os elementos estruturais da 

matriz extra celular (MEC) e das membranas celulares, e levam à senescência celular 

prematura. Além desses efeitos negativos diretos, os EROs juntamente com citocinas pró-

inflamatórias induzem a produção de serina proteases e metaloproteinases, que degradam a 

MEC  e fatores de crescimento necessários para a função celular normal. A inativação de 

inibidores de protease por degradação proteolítica aumenta esse processo. Assim, embora a 

produção de fatores de crescimento seja freqüentemente aumentada em feridas crônicas em 

comparação com feridas agudas, sua quantidade e bio-disponibilidade são significativamente 

diminuídas (DEMIDOVA-RICE et al., 2012). 

A TLBP é uma técnica não-invasiva e segura que tem sido amplamente utilizada para 

prevenir e tratar lesões crônicas (SPERANDIO et al., 2015). A proliferação celular é um sinal 

fisiológico de importância crítica para a fotobiomodulação, sendo um dos aspectos mais 

importantes da cicatrização de feridas (SOLMAZ et al., 2017). A ativação de NF-kB por 

irradiação laser regula respostas imunes e inflamatórias em células endoteliais, células 

musculares lisas vasculares e macrófagos, bem como produção de citocinas inflamatórias e 

fatores de necrose tumoral-alfa (TNF-α). Assim, o efeito benéfico em cicatrização de feridas 

pode ser explicado considerando-se vários mecanismos biológicos básicos, incluindo da 

expressão de citocinas e fatores de crescimento, que são responsáveis por muitas fases da 

cicatrização (GARCEZ et al., 2012).  

Entretando, a irradiação com LBP induz a expressão da enzima superóxido desmutase, 

diminuindo a concentração de ânion superóxido e como resultado diminui a produção de 

peroxinitrito, assim como, foi observado, em modelo de úlcera diabética, redução de níveis 

ERNs, como nitrito, após exposição ao LBP e estimula mecanismos que protegem contra a 

degradação de lipidos de membrana (KANDOLF-SEKULOVIC et al., 2003; SILVEIRA et 

al., 2009; ROCHA et al., 2016). 
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Apesar dos inúmeros efeitos biológicos induzidos pelos lasers de baixa potência, 

muito ainda se discute se este recurso poderia ser utilizado no tratamento de lesões cutâneas 

infectadas, pois estudos sugerem que o potencial biomodulatório do laser poderia estimular o 

crescimento bacteriano agravando o quadro infeccioso. Entretanto, este efeito 

bioestimulatório do laser diante das bactérias ainda não está totalmente elucidado.  

 

 

1.3 Pantoea agglomerans 

 

  

A bactéria Pantoea agglomerans (P. agglomerans) é um bacilo aeróbico gram 

negativo da família Enterobacteriaceae (CRUZ et al., 2007). O gênero Pantoea, atualmente 

inclui sete espécies: P. agglomerans, P. cítrea, 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 clínicos, porém as amostras Erwinia 

herbícola e Erwinia milletiae foram reclassificadas em P. agglomerans e P. dispersa 

(GAVINI et al., 1989).  

As espécies do gênero Pantoea, particularmente os isolados clínicos, são tipicamente 

caracterizadas com base na morfologia de suas colônias, que são caracteristicamente 

amarelas, e por testes fisiológicos e bioquímicos (VOLKSH et al., 2009). O epíteto 

"agglomerans" remonta à descrição original de Beijerinck (1888) da espécie (como Bacillus 

agglomerans) e provavelmente se refere à 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 tolerância a situações de estresse, como a exposição a ácidos, metais pesados e 

radiação ultravioleta, tal que em termos gerais, a formação de aglomeradospode ser uma 

estratégia de sobrevivência em ambientes variáveis e imprevisíveis. 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 está atualmente listada como um organismo de 

biossegurança de nível 2, devido a isolados clínicos relatados como patógenos humanos 

oportunistas, principalmente em 2 situações: 1) infecção da ferida com material vegetal e 2) 
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infecção adquirida no hospital (VOLKSH et al., 2009; DUTKIEWICZ et al., 2016). Esta 

espécie bacteriana foi também relacionada à septicemia (SENGUPTA et al., 2016; NAHA et 

al., 2012; LIBERATO et al., 2009), abcesso hepático (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 irradiação por lasers de baixa potência, vermelho e 

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

 

 

2.2 Objetivos especificos 

 

  

Avaliar os efeitos da exposição aos lasers vermelho (λ = 660 nm) e infravermelho (λ = 

808 nm) na: 

 a) Sobrevivênvia bacteriana; 

 b) Indução de filamentação bacteriana; 

 c) Área superficial de células individuais e de aglomerados; 

 d) Resistência antimicrobiana; 

 e) Taxa de divisão celular; 

 f) Formação de biofilme de P. agglomerans. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.1 Coleta da amostra 

 

 

A obtenção de material biológico foi feita a partir de tecido de granulação viável de 

lesão por pressão infectada de pacientes internados no Hospital Universitário Sul Fluminense, 

Vassouras, Rio de Janeiro, Brasil. A coleta foi realizada no período de setembro de 2014 a 

março de 2015, utilizando-se swab estéril por técnica asséptica e, então, pressionando-o e 

girando-o em 1 cm² da área ferida por 5 segundos para formação de fluido do tecido, 

conforme técnica já descrita (LEVINE et al., 1976). O material coletado foi armazenado 

em meio Stuart (Absorve®, Haimen Town, China) e imediatamente transportado para o 

Laboratório de Microbiologia da Universidade Severino Sombra, onde o material coletado foi 

inoculado em tubos de ensaio estéreis contendo caldo de infusão de cérebro e coração bovino 

(BHI, Merck®, Kenilworth, USA) e incubado em estufa por 18 horas a 35 ± 2º C. 

Posteriormente, alíquotas foram semeadas em ágar 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 Comitê de Ética e Pesquisa em Humanos da 

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

 

Figura 1 – Representação de técnica de coleta com swab 
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3.2 Culturas bacterianas 

 

 

Após formação das colônias bacterianas em ágar sangue (Kasvi®, Curitiba, Brasil), 

Pantoea agglomerans foi isolada e identificada através de testes bioquímicos de rotina: 

oxidase, fermentação de carboidratos (sacarose, lactose e glicose), produção de indol, 

motilidade em meio sólido, prova de vermelho de metila, utilização de citrato, prova de Voges 

Proskauer e produção de sulfato de hidrogênio (KONEMAN et al., 2014).  A partir de estoque 

em fase estacionária de crescimento, culturas desta espécie foram preparadas para atingir a 

fase exponencial de crescimento (4 horas, 35 ± 2 °C) e estacionária (18 horas, 35 ± 2 °C). Em 

seguida, as culturas foram centrifugadas duas vezes (3200 rpm, 10 minutos) e suspensas em 

solução salina (0.9% NaCl) estéril (MARCIANO et al., 2012). No ensaio de sobrevivência 

bacteriana, ensaio de filamentação bacteriana, análise morfológica e análise de aglomerados 

celulares foram utilizados amostras nas fases exponencial e estacionária de crescimento. Para 

quantificação das áreas das colônias bacterianas, quantificação da formação de biofilme e 

teste de resistência antimicrobiana foram utilizadas amostras na fase exponencial de 

crescimento. 

 

 

3.3 Laser de Baixa Potência 

 

 

 Foi utilizado equipamento laser de baixa potência vermelho (660 nm) e infravermelho 

(808 nm) (modelo Therapy XT, DMC Equipamentos Ltda®, São Paulo, Brazil). Os 

parâmetros utilizados estão na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Parâmetros do laser de baixa potência 

Parâmetros Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromático 

Comprimento de onda  660 nm 808 nm 660 e 808 nm 

Modo de emissão Contínuo Contínuo Contínuo 

Potência (mW) 100 100 100 

Fluência (J/cm²) 35, 70 e 140 35, 70 e 140 70 e 140 

Energia (J) 1, 2 e 4 1, 2 e 4 2 e 4 

Tempo de irradiação (s) 10, 20 e 40 10, 20 e 40 10 e 20 
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Spot size (cm²) 0,028 0,028 0,028 

 

No ensaio de sobrevivência bacteriana, ensaio de filamentação bacteriana, análise 

morfológica e análise de aglomerados celulares foram utilizadas todas as fluências 

mencionadas na Tabela 1. Para a quantificação das áreas das colônias bacterianas, 

quantificação da formação de biofilme e teste de resistência antimicrobiana foram utilizadas 

as fluências de 35 e 140 J/cm² para os lasers monocromáticos e de 140 J/cm², para o 

dicromático. 

 

3.4 Irradiação 

  

 

Alíquotas (50 µL, n = 4, para cada fluência) de suspensões de P. agglomerans foram 

expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência, sob temperatura ambiente e 

luz branca (lâmpadas fluorescentes). O tempo de exposição foi automaticamente ajustado pelo 

equipamento laser de acordo com a fluência. A fonte laser foi posicionada de tal modo que 

toda a superfície da suspensão bacteriana fosse irradiada pelo feixe do laser. Os controles 

foram suspensões bacterianas não expostas aos lasers. 

 

Figura 2 – Representação da irradiação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE LASER  
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3.5 Ensaio Sobrevivência Bacteriana 

  

 

Imediatamente após à irradiação, as suspensões bacterianas foram diluídas em solução 

salina (0.9% NaCl) estéril, para a fase estacionária as diluições chegaram a 10
-6

 e para 

exponencial 10
-5

, e semeadas em placas de Petri contendo meio ágar BHI (Merck®, 

Kenilworth, USA). As colônias bacterianas formadas foram contadas após incubação em 

estufa bacteriológica (35 ± 2 °C, 18 horas). As frações de sobrevivência foram calculadas pela 

razão entre o número de células viáveis após a exposição ao laser (para cada fluência) e o 

número de células viáveis sem a exposição ao laser (controle) (FONSECA et al., 2010). 

 

 

3.6 Ensaio de Filamentação Bacteriana 

  

Após a irradiação, alíquotas (20 µL) foram espalhadas em lâmina para microscopia de 

luz e corada pelo método de Gram (CAPUCCINO et al., 1999). As células bacterianas foram 

visualizadas usando o microscópio (Axio Scope A1, Carl Zeiss®, Jena, Alemanha) equipado 

com objetiva A-plan 40/0.65 (aumento de 100x), condensador 0.90 e lâmpada halogena de 

100W. As imagens foram capturas com a câmera AxioCam HRc Sony 12 megapix (Carl 

Zeiss®, Jena, Alemanha), usando o software AxioVision. Após, as imagens foram analisadas 

através do software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics®, Rockville, USA) para aferição 

das áreas e determinação da porcentagem de filamentação. A filamentação bacteriana foi 

considerada quando a área da célula bacteriana era maior que 2 vezes a média das áreas das 

células bacterianas (MARCIANO et al., 2012).  

 

 

3.7 Análise morfológica  

 

  

Para análise morfológica, alíquotas (20 µL) foram espalhadas em lâminas para 

microscopia de luz, coradas e visualizadas em microscópio de luz (300 células por cada 

exposição), como descrito no item 3.6.  
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3.8 Análise de aglomerados celulares 

  

 

A fim de avaliar os aglomerados celulares, culturas de P. agglomerans foram expostas 

aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência, espalhadas em lâminas para 

microscopia de luz, coradas e visualizadas em microscópio de luz como descrito no item 3.6. 

Para esta análise foram consideradas as áreas e a quantidade de aglomerados bacterianos. 

 

 

3.9 Teste de resistência antimicrobiana 

  

 

Após irradiação com os lasers de baixa potência, suspensões bacterianas foram 

inoculadas em caldo BHI (Merck®, Kenilworth, USA) e incubadas por 1 hora (35 ± 2º C). 

Em seguida, foram realizados testes de disco-difusão para análise de resistência 

antimicrobiana. Os antibióticos utilizados foram ampicilina (10 µg) e piperaciclina + 

tazobactam (10 µg) (Cefar®, São Paulo, Brasil). Para tal, alíquotas de suspensões bacterianas 

(100 µL) foram espalhadas por toda a superfície de placas de Petri contendo meio ágar Müller 

Hinton (HiMedia®, Mumbai, India) com o auxílio de alça de Drigalski. Em seguida, os discos 

de antibióticos foram depositados sobre a superfície do meio de cultura. As placas de Petri 

foram fotografadas após o período de incubação em estufa bacteriana (35 ± 2º C, 18 horas). 

As imagens foram capturadas com uma câmera digital (Samsung DV100, São Paulo, Brasil). 

Em seguida, as imagens foram analisadas com o software Image J (Media Cybernetics®, 

Rockville, USA) para aferição dos diâmetros das zonas de inibição, ao redor dos discos de 

antibióticos, em centímetros. Os resultados do antibiograma foram avaliados conforme 

recomendação do Clinical and Laboratory Standards Institute (2016). 

 

 

3.10 Quantificação das áreas das colônias bacterianas 

  

 

Em outros experimentos, a capacidade de divisão celular em culturas bacterianas 

irradiadas com lasers vermelho e infravermelho de baixa potência foi avaliada através das 

áreas das colônias bacterianas formadas em placas de Petri. Para tal, as placas de Petri, 
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contendo as colônias bacterianas, foram fotografadas após o período de incubação em estufa 

bacteriana (35 ± 2º C, 18 horas). As imagens foram capturadas com uma câmera digital 

(Samsung DV100, São Paulo, Brasil). Em seguida, as imagens foram analisadas com o 

software Image J (Media Cybernetics®, Rockville, USA) para aferição da área de cada 

colônia bacteriana.  

 

 

3.11 Quantificação de biofilme 

 

 

 Para avaliação da formação de biofilme por culturas de P. agglomerans irradiadas com 

lasers vermelho e infravermalho de baixa potência, suspensões bacterianas foram inoculados 

em caldo soja tripticaseína (TSI) (Merck®, Kenilworth, USA) e incubadas em estufa 

bacteriológica (35 ± 2 °C, 18 horas). A quantificação da produção de biofilme em cubetas de 

plástico foi baseada em métodos descritos anteriormente com microplacas (STEPANOVIC et 

al., 2000). Inicialmente, as cubetas foram preenchidas com 3 mL de TSI, 30 µL de cultura 

bacteriana em fase estacionária de crescimento foram adicionados e as cubetas foram 

incubadas aerobiamente em estufa bacteriológica (35 ± 2 °C, 18 horas). Após o período de 

incubação, o conteúdo das cubetas foram dispensados e as cubetas lavadas três vezes com 3 

mL de água destilada. As células bacterianas aderidas foram fixadas com 3 mL de metanol 

por cubeta e, após 15 minutos, as cubetas foram esvaziadas. Após secarem, foram coradas 

com 3 ml de cristal violeta por 5 minutos e o excesso de corante foi desprezado. O corante 

ligado às células aderentes foi solubilizado em 3 mL de solução de ácido acético a 33% por 

cubeta. A densidade óptica (DO) de cada cubeta foi aferida em espectrofotômetro UV-VIS a 

570 nm (Femto® 800XI, São Paulo, Brasil). Cubetas contendo apenas meio de cultura foram 

usadas como controle negativo. 

 

 

3.12 Análise estatística 

 

  

Os dados foram apresentados na forma de media e desvio padrão. A normalidade dos 

dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para 

determinar possíveis diferenças estatísticas, seguido de pós-teste de Dunn, com p<0,05, para o 



39 

 

 

 

ensaio de sobrevivência bacteriana, ensaio de filamentação bacteriana, análise morfológica, 

análise de aglomerados celulares e quantificação da formação de biofilme. O teste de análise 

de variância (ANOVA) foi utlilizada para determinar possíveis diferenças estatísticas, seguido 

de pós-teste de Tukey, com p<0,05, para a quantificação das áreas das colônias e teste de 

resistência antimicrobiana. InStat software 5 (GraphPad Software, San Diego, USA) foi 

utilizado para realizar as análises estatísticas. 
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4 RESULTADOS 

 

 

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

infravermelho de baixa potência  

  

 

As frações de sobrevivência em culturas de P. agglomerans em fase exponencial de 

crescimento expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência são mostradas na 

Tabela 2. Os dados nesta tabela mostram que a exposição ao laser dicromático vermelho e 

infravermelho a 140 J/cm² reduziu significativamente (p<0,05) a fração de sobrevivência, 

enquanto os lasers monocromáticos vermelhos e infravermelhos a 140 J/cm
2
 aumentaram a 

fração de sobrevivência. 

 

Tabela 2 - Fração de Sobrevivência de culturas de P. agglomerans expostas aos lasers 

vermelho e infravermelho de baixa potência na fase exponencial de crescimento 

Fluência (J/cm²) 
Fração de Sobrevivência 

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromático 

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 padrão. (*) p<0,05 

 

Comparando ao grupo controle (amostras de bactérias não expostas aos lasers), as 

frações de sobrevivência na fase estacionária de P. agglomerans foram avaliados para 

verificar se os efeitos dos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência são dependentes 

das condições fisiológicas das células (Tabela 3). Em contraste aos resultados obtidos na fase 

exponencial de P. agglomerans expostas aos lasers monocromático e dicromático, a fração de 

sobrevivência nas culturas de fase estacionária não obteve diferença significativa (p>0,05). 

  



41 

 

 

 

Tabela 3 - Fração de Sobrevivência de culturas de P. agglomerans expostas aos lasers 

vermelho e infravermelho de baixa potência na fase estacionária de crescimento 

Fluência (J/cm²) 
Fração de sobrevivência 

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromático 

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 padrão. 

 

 

4.2 Indução de filamentação de culturas de P. agglomerans expostas aos lasers vermelho 

e infravermelho de baixa potência 

 

 

As porcentagens de filamentação bacteriana na fase exponencial de crescimento de 

culturas de P. agglomerans estão apresentadas na Figura 3 e Tabela 4. Os dados na tabela 

mostram que os lasers vermelho e infravermelho de baixa potência não induzem 

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

 

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

vermelho e infravermelho de baixa potência, indicando filamentos bacterianos 
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Legenda: (a) controle, (b) 140 J/cm² laser vermelho, (c) 140 J/cm² laser infravermelho, (d) 140 J/cm² laser 

dicromático. As setas indicam filamentos bacterianos (objetiva de aumento de 40×).  

 

Tabela 4 - Porcentagens de filamentação bacteriana em culturas de P. agglomerans expostas 

aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência na fase exponencial de 

crescimento 

Fluência (J/cm²) 
Porcentagens de filamentação bacteriana 

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromático 

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 5.9 ± 2.30 

140 5.9 ± 2.75 4.1 ± 1.18 6.6 ± 2.26 

Os dados foram apresentados como média ± desvio padrão. 

 

Culturas na fase estacionária de P. agglomerans foram expostas aos lasers vermelho e 

infravermelho de baixa potência para avaliar a indução de filamentação (Figura 4 e Tabela 5). 

Similar aos resultados obtidos nas culturas na fase exponencial, a exposição aos lasers 

dicromático e monocromático não induziu significativamente a filamentação (p>0,05) em 

culturas de P. agglomerans. 

 

Figura 4 - Fotografia de células de P. agglomerans na fase estacionária, expostas aos lasers 

vermelho e infravermelho de baixa potência, indicando filamentos celulares 

bacterianos 
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Legenda: (a) controle, (b) 140 J/cm² laser vermelho, (c) 140 J/cm² laser infravermelho, (d) 140 J/cm² laser 

dicromático. As setas indicam filamentos bacterianos (objetiva de aumento de 40×). 

 

Tabela 5 - Porcentagens de filamentação bacteriana em culturas de P. agglomerans expostas 

aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência na fase estacionária de 

crescimento 

Fluência (J/cm²) 
Porcentagens de filamentação bacteriana 

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromático 

0 5.8 ± 1.03 5.8 ± 1.03 5.8 ± 1.03 

35 4.5 ± 1.30 5.7 ± 0.50 - 

70 4.6 ± 1.64 4.4 ± 1.35 6.8 ± 3.88 

140 5.4 ± 1.46 5.70 ± 0.60 4.9 ± 1.07 

Os dados foram apresentados como média ± desvio padrão. 

 

4.3 Efeito dos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência na área superficial de 

células de P. agglomerans  

 

As áreas superficiais de células individuais de P. agglomerans foram avaliadas depois 

da exposição aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência, dicromático e 

monocromáticos. Os dados na Tabela 6 e 7 mostram que as exposições aos lasers não 

induzem significativamente (p>0,05) alterações nas áreas superficiais de células na fase 

exponencial e estacionária. 

 

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

vermelho e infravermelho de baixa potência na fase exponencial de crescimento 

Fluência (J/cm²) Áreas superficiais de células individuais 

 Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromático 

0 6.2 ± 0.59 6.2 ± 0.59 6.2 ± 0.59 

35 5.9 ± 0.26 5.5 ± 0.61 - 

70 6.0 ± 0.44 5.5 ± 1.00 5.2  ± 1.13 

140 6.3 ± 0.47 6.4 ± 0.81 5.8  ± 0.75 

Os dados foram apresentados como média ± desvio padrão. 
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Tabela 7 - Áreas superficiais de células individuais de P. agglomerans expostas aos lasers 

vermelho e infravermelho de baixa potência na fase estacionária de crescimento 

Fluência (J/cm²) Áreas 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 padrão. 

 

4.4 Efeito de lasers vermelho e infravermelho de baixa potência na área superficial e 

quantidade de aglomerados celulares de P. agglomerans  

 

A quantidade de aglomerados celulares de P. agglomerans foi avaliada depois da 

exposição aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência, dicromático e 

monocromáticos, nas fases exponencial e estacionária (Figuras 5 e 6; Tabelas 8 e 9, 

respectivamente). Os dados indicam que não houve alteração significativa (p>0,05) da 

quantidade de aglomerados após a exposição aos lasers na fase exponencial e estacionária, 

quando comparado ao grupo controle.  

 

Figura 5 - Fotografia de células de P. agglomerans na fase exponencial, expostas aos lasers 

vermelho e infravermelho de baixa potência, indicando aglomerados celulares 

bacterianos 
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Legenda: (a) controle, (b) 140 J/cm² laser vermelho, (c) 140 J/cm² laser infravermelho, (d) 140 J/cm² laser 

dicromático. As setas indicam aglomerados celulares (objetiva de aumento de 40×). 

 

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

vermelho e infravermelho na fase exponencial de crescimento 

Fluência (J/cm²) 
Quantidade de aglomerados celulares 

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromático 

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 padrão. 

 

Figura 6 - Fotografia de células de P. agglomerans na fase estacionária, expostas aos lasers 

vermelho e infravermelho de baixa potência, indicando aglomerados celulares 

bacterianos 

 

Legenda: (a) controle, (b) 140 J/cm² laser vermelho, (c) 140 J/cm² laser infravermelho, (d) 140 J/cm² laser 

dicromático. As setas indicam aglomerados celulares (objetiva de aumento de 40×). 
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Tabela 9 - Quantidade de aglomerados celulares de P. agglomerans expostos aos lasers 

vermelho e infravermelho de baixa potência na fase estacionária de crescimento 

Fluência (J/cm²) 
Quantidade de aglomerados celulares 

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromático 

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 padrão. 

 

As tabelas 10 e 11 mostram os valores das áreas superficiais dos aglomerados 

celulares de P. agglomerans após exposição aos lasers vermelho e infravermelho de baixa 

potência, dicromático e monocromáticos, na fase exponencial e estacionária, respectivamente. 

Os dados mostram que os lasers não induzem significativamente (p >0,05) alterações na área 

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

 

Tabela 10 - Áreas superficiais dos aglomerados celulares de P. agglomerans expostas aos 

lasers vermelho e infravermelho de baixa potência na fase exponencial de 

crescimento 

Fluência (J/cm²) 
Áreas superficiais dos aglomerados celulares 

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Dicromático 

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 padrão. 

 

Tabela 11 - Áreas superficiais dos aglomerados celulares de P. agglomerans expostas aos 

lasers vermelho e infravermelho de baixa potência na fase estacionária de 

crescimento 

Fluência (J/cm²) 
Áreas superficiais dos aglomerados celulares 

Laser Vermelho Laser Infravermelho Laser Vermelho 
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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 22.4  ± 1.64 25.3  ± 6.93 

140 23.7 ± 5.75 25.4 ± 3.27 23.1  ± 1.34 

Os dados foram apresentados como média ± desvio padrão. 

 

 

4.5 Resistência antimicrobiana em culturas na fase exponencial de P. 

agglomerans expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência 

 

 

Os diâmetros das zonas de inibição formados ao redor dos discos de antibióticos estão 

apresentados nas figuras 7 e 8. Os dados na Figura 7 mostram que a exposição ao laser 

infravermelho de baixa potência na fluência de 140 J/cm² aumenta significativamente 

(p<0,05) os diâmetros das zonas de inibição dos discos de ampicilina, enquanto não existe 

alteração significativa (p>0,05) nos diâmetros das zonas de inibição dos discos de piperacilina 

+ tazobactam (Figura 8). 

 

Figura 7 - Diâmetros das zonas de inibição formados ao redor dos discos de ampicilina de P. 

agglomerans na fase exponencial, expostas aos lasers vermelho e infravermelho 

de baixa potência 
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Legenda: C: controle, V1: 35 J/cm² laser vermelho, IV1: 35 J/cm² laser infravermelho, V4: 140 J/cm² laser 

vermelho, IV4: 140 J/cm² laser infravermelho e D: 140 J/cm² laser dicromático. (*) p<0,05 quando 

comparado ao grupo controle. 

 

Figura 8 - Diâmetros das zonas de inibição formados ao redor dos discos de piperacilina + 

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

infravermelho de baixa potência 

 

Legenda: C: controle, V1: 35 J/cm² laser vermelho, IV1: 35 J/cm² laser infravermelho, V4: 140 J/cm² laser 

vermelho, IV4: 140 J/cm² laser infravermelho e D: 140 J/cm² laser dicromático. 

 

 

4.6 Quantificação das áreas das colônias de culturas na fase exponencial de P. 

agglomerans expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência 

 

 

As áreas das colônias bacterianas da P. agglomerans estão apresentadas na Figura 9. 

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

dicromático e monocromáticos, não induzem alteração significativa (p>0,05) nas áreas das 

colônias bacteriana.  
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Figura 9 - Áreas das colônias bacterianas de P. agglomerans na fase exponencial, expostas 

aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência 

 

Legenda: C: controle, V1: 35 J/cm² laser vermelho, IV1: 35 J/cm² laser infravermelho, V4: 140 J/cm² laser 

vermelho, IV4: 140 J/cm² laser infravermelho e D: 140 J/cm² laser dicromático.  

 

 

4.7 Quantificação da formação de biofilme de culturas na fase exponencial de P. 

agglomerans expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência 

 

 

A quantificação da formação de biofilme foi avaliada após a exposição aos lasers 

vermelho e infravermelho de baixa potência (Figura 10). Os dados nesta figura mostram que a 

exposição ao laser dicromático na fluência de 140 J/cm² reduz significativamente (p<0,01) a 

formação de biofilme, enquanto o laser monocromático vermelho na fluência de 35 J/cm² 

aumenta significativamente (p<0,001) a formação de biofilme. 
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Figura 10 - Quantificação de formação de biofilme de culturas de P. agglomerans na fase 

exponencial, expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência 

 

Legenda: C: controle, V1: 35 J/cm² laser vermelho, IV1: 35 J/cm² laser infravermelho, V4: 140 J/cm² laser 

vermelho, IV4: 140 J/cm² laser infravermelho e D: 140 J/cm² laser dicromático. (**) p<0,01 e (***) 

p<0,01, quando comparado ao grupo controle. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Vários estudos têm sido conduzidos para compreender o processo de reparo dos 

tecidos e os efeitos do laser de baixa potência na cicatrização de feridas (COSTA et al, 2012; 

NUSSBAUM et al, 2014). Porém, sabe-se que a descontinuidade da pele permite que 

microrganismos patogênicos acessem os tecidos internos, pois as rupturas na pele expõem o 

tecido subcutâneo. Essas rupturas proporcionam umidade adequada, condições nutritivas e 

temperatura para colonização microbiana, e a colonização de bactérias patogênicas no local da 

ferida está associada à cronicidade da mesma, em decorrência, por exemplo, da produção de 

toxinas bacterianas, que causam degradação do colágeno, estresse e desnutrição, impedindo a 

cicatrização normal de feridas (RAHIM et al., 2017).  

No entanto, não há consenso em relação aos efeitos induzidos pelo laser de baixa 

potência sobre o crescimento bacteriano e se estas bactérias, expostas aos lasers, poderiam 

afetar o processo de cicatrização de feridas (COSTA et al, 2012; NUSSBAUM et al, 2014). 

 

 

5.1 Sobrevivênvia Bacteriana 

 

 

Nossos resultados mostram que a sobrevivência bacteriana em fase exponencial de 

crescimento é diminuída pela exposição ao laser de baixa potência dicromático simultâneo e 

aumentada pela exposição ao laser monocromático na mesma fluência (Tabela 2). Estes 

resultados podem ser explicados pelo fato da bactéria P. agglomerans possuir um 

metabolismo aeróbico e os cromóforos primários mais prováveis para estas respostas pela 

expossição a irradiação em bactérias serem alguns dos componentes da cadeia respiratória 

(como desidrogenases e citocromo). Logo, o estresse oxidativo poderia estar envolvido neste 

efeito, pois a absorção da luz laser induz a produção de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio envolvidas em subsequentes reações de radicais livres com modificações de 

biomoléculas e funções celulares (DUTKIEWICZ et al., 2015; KARU et al., 1994).  

Com base em estudos anteriores com irradiação com laser dicromático, é possível 

sugerir que há uma conexão íntima entre os cromóforos para irradiações vermelha e 

infravermelha, com os componentes de cadeia respiratória desempenhando um papel 

fundamental para a absorção de ambas as irradiações e transdução fotossensorial. Então, os 
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efeitos das irradiações com laser infravermelho e vermelho podem ser aditivos, causando 

inativação bacteriana. Por outro lado, a radiação monocromática aumenta a sobrevivência 

bacteriana na maior fluência (140 J/cm²). É possível que, em ambos os casos, as mesmas 

moléculas possam servir como cromóforos, mas a pré-exposição ao laser pode diminuir a 

ação letal do peróxido de hidrogênio, este efeito é dose dependente (FONSECA et al., 2010), 

porém como foi visto neste modelo experimental, além da fluência, sugerimos que o modo de 

exposição, dicromático ou monocromático e o tempo de exposição 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 dicromático consecutivo 

(laser infravermelho imediatamente após laser vermelho), mas com parâmetros e tipos de 

bactérias diferentes. Martins et al. (2015) mostraram que a irradiação com laser dicromático 

consecutivo de baixa potência, com fluências usadas na prática clínica, reduz a viabilidade 

celular em culturas de E. coli selvagem, em fase de crescimento exponencial, mas a 

viabilidade celular é maior em culturas expostas à irradiação dicromática do que naquelas 

expostos ao laser infravermelho monocromático. Apesar desta discrepância, ambos resultados 

demonstram que a radiação de laser de baixa potência induz efeitos biológicos que diferem 

daqueles induzidos pela irradiação de laser monocromático, sugerindo que outros efeitos 

terapêuticos poderiam ser obtidos usando a irradiação dicromatica (NUSSBAUM et al., 2002; 

MARTINS et al., 2015). A sobrevivência bacteriana em fase estacionária de crescimento foi 

avaliada para verificar se esse fenômeno é dependente da fase de crescimento bacteriano 

(Tabela 3). Curiosamente, tanto o laser vermelho, como o infravermelho, não altera a 

sobrevivência celular em culturas estacionárias de P. agglomerans. Estes resultados reforçam 

que os efeitos dos lasers vermelho e infravermelho de baixa potência na sobrevivência 

bacteriana são dependentes das condições fisiológicas ou metabólicas das células (CANUTO 

et al., 2013; MARTINS et al., 2015; FONSECA et al., 2012). 

 

 

5.2 Alterações morfológicas 

 

 

Células bacterianas apresentam algumas respostas morfológicas como estratégias para 

a sobrevivência a agentes estressantes, físicos e químicos, no ambiente (SANTOS et al., 

2014; PINHEIRO et al., 2015). A filamentação ocorre quando o crescimento celular continua 
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na ausência de divisão celular, resultando em células alongadas que têm múltiplas cópias 

cromossômicas (CANUTO et al., 2013). Embora o laser dicromático diminua a sobrevivência 

celular em culturas de P. agglomerans (Tabela 2) na fase exponencial, o fenótipo de 

filamentação (Tabela 4) não é induzido e as áreas celulares (Tabela 6) não são aumentadas 

nestas culturas.  

Resultados similares foram obtidos em culturas estacionárias (Tabelas 5 e 7). Esses 

resultados discordam daqueles obtidos em estudos com culturas de E. coli expostas ao laser 

infravermelho de baixa potência e laser dicromático com fluências semelhantes, sugerindo 

que a filamentação induzida pela exposição aos lasers de baixa potência é dependente da 

espécie bacteriana (CANUTO et al., 2013;  MARTINS et al., 2015). Por outro lado, a 

exposição ao laser monocromático aumenta a sobrevivência celular em culturas exponenciais 

de P. agglomerans (Tabela 2), fato também relatado para culturas de E. coli expostas ao laser 

infravermelho, mas o fenótipo de filamentação e as áreas celulares não são aumentadas 

(Tabela 4 e 6, respectivamente) (CANUTO et al., 2013). 

 

 

5.3 Aglomerados celulares 

 

 

Outra possível estratégia de sobrevivência de bactérias é a formação de aglomerados 

celulares, não somente quando estas estão na forma suspensa livre (KLEBENSBERGER et 

al., 2009). Apesar dos fatores que promovem a aglomeração não são completamente 

compreendidos, sabe-se que a aglomeração celular é uma resposta de estresse induzido por 

produtos químicos tóxicos, sendo, assim, uma estratégia de sobrevivência. Em uma parte 

destes aglomerados, as bactérias podem persistir em decorrência ao potencial aumento da 

resistência a antibióticos e agentes desinfetantes, quando comparados a bactérias livres 

(KLEBENSBERGER et al., 2006). Não foram encontrados outros dados sobre a formação de 

aglomerados celulares induzidos pela exposição ao laser de baixa potência. Entretanto, nossos 

dados mostram que o laser de baixa potência não aumenta a formação de aglomerados 

celulares em culturas exponenciais e estacionárias de P. agglomerans (Tabela 8 e 9, 

respectivamente). 

 



54 

 

 

 

5.4 Resistência antimicrobiana 

 

 

Como a filamentação e aglomerados celulares são estratégias de sobrevivência usadas 

pelas bactérias para se proteger e intensificar a resistência a agentes estressantes, a 

cicatrização de feridas pode ser afetada, uma vez que a infecção prolongada é um problema 

comum em feridas crônicas, resultando frequentemente em atraso na cicatrização e 

significativa morbidade/mortalidade do paciente, caso não seja tratada de forma correta 

(PEREIRA et al., 2014). Porém, o tratamento de infecções bacterianas é cada vez mais 

complicado, pois os microrganismos podem desenvolver resistência aos agentes 

antimicrobianos (MARTÍNEZ et al., 2007).  

Os resultados de nossa pesquisa indicam que a exposição aos lasers monocromáticos e 

dicromáticos de baixa potência em diferentes fluências não aumenta a resistência aos 

antibióticos em culturas de P. agglomerans para ampicilina (Figura 5) e piperacilina + 

tazobactam (Figura 6). Entre os β-lactâmicos, a ampicilina é amplamente prescrita, mas sua 

eficácia é cada vez mais reduzida pela resistência das bactéricas. Existem mecanismos 

primários pelos quais as bactérias podem resistir aos antibióticos β-lactâmicos como a 

inativação enzimática através da clivagem do anel β-lactâmico pelas β-lactamases em 

bactérias gram-negativas (DRAWZ et al., 2010).  

Muitas diferentes β-lactamases e genes de resistência β-lactâmicos (bla) foram 

descritos (BRIÑAS et al., 2002). Alguns autores relataram que a exposição a irradiações não-

ionizantes, como a ultravioleta, causam ruptura do gene blaTEM e alteram a resistência das 

bactérias (PANG et al., 2016). Nosso estudo sugere que a exposição ao laser infravermelho de 

baixa potência na maior fluência avaliada (140 J/cm²) diminui a resistência à ampicilina em 

culturas de P. agglomerans (Figura 4). Esta é uma descoberta importante, pois a disseminação 

da resistência aos antibióticos entre as bactérias patogênicas é um desafio global na saúde 

pública, sendo, portanto, necessário o desenvolvimento de estratégias contra a resistência aos 

antibióticos (FRIERI et al., 2016). Além disso, resultados anteriores demonstraram que a 

exposição ao laser vermelho de baixa potência diminui a sobrevivência de E. coli e as células 

deficientes em proteína fpg/mutM, mas aumenta a sobrevivência de células de E. coli com 

deficiência de xthA, que possuem resistência à ampicilina (SERGIO et al., 2013). Por outro 

lado, a exposição ao laser infravermelho de baixa potência em baixas fluências aumenta a 
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sobrevivência dessas células bacterianas mutantes em meio de cultura contendo ampicilina 

(FONSECA et al., 2012).  

Porém nossos resultados em relação a sobrevivência bacteriana de P. agglomerans ao 

laser infravermelho com a maior fluência avaliada (140 J/cm²), demonstra que existe uma 

diminuição da resistência com aumento da sobrevivênvia bacteriana, em contra partida 

sugere-se que estas bactérias estão se adaptando a custo de mutações, visto que estudos 

anteriores também sugerem este efeito protetor de forma dose-depende relacionado com a 

exposição ao laser vermelho (FONSECA et al., 2010), enquanto o laser dicromático na 

mesma fluência diminui a sobrevivênvia sem alterar a resistência antimicrobiana na fase 

exponencial de crescimento. No entanto, os efeitos dos lasers de baixa potência sobre a 

resistência antimicrobiana não foi claramente avaliada e nossa hipótese é que o laser de baixa 

potência poderia ter mecanismos semelhantes ao UV para diminuir a resistência à ampicilina. 

 

 

5.5 Taxa de divisão celular 

 

 

Para verificar se a diminuição da resistência à ampicilina induzida pelo laser estaria 

relacionada à alteração da taxa de divisão celular, foram mensuradas as áreas de colônias de 

culturas de P. agglomerans expostas a estes lasers. Nossos achados mostram que os lasers 

dicromáticos e monocromáticos não induzem alterações nas áreas de colônias de P. 

agglomerans, indicando que esses lasers não afetam a taxa de divisão celular em culturas de 

P. agglomerans e que a diminuição da resistência à ampicilina induzida pelo laser não está 

relacionada à divisão celular. As taxas de crescimento celular foram medidas com base no 

aumento das áreas de colônias 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 após a exposição aos lasers de baixa potência. Esse 

fenômeno é o chamado efeito de biostimulação (ou biomodulação), que resulta de alterações 

dos processos intracelulares, principalmente pelo aumento do metabolismo (TIPHLOVA et 

al., 1988; BARBOZA et al., 2015). No entanto, nosso estudo não obteve esse efeito nas 

culturas de P. agglomerans, o que poderia reforçar que o efeito de biostimulação induzido 

pelo laser é dependente da espécie bacteriana. 
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5.6 Formação de biofilme 

 

 

Existe uma relação entre a formação de biofilme e a resistência antimicrobiana, pois os 

biofilmes maduros produzem microambientes de proteção para bactérias, fazendo com que as 

bactérias fiquem com tolerância máxima (resistência) aos antibióticos (GUO et al., 2010; 

HOBY et al., 2010). Células em biofilmes são consideradas de 100 a 1.000 vezes mais 

resistentes a antibióticos e desinfetantes do que as células planctônicas (livres) (FENG et al., 

2015). Bactérias em biofilmes crescem mais lentamente, o que diminui a absorção de drogas e 

outras alterações fisiológicas, prejudicando a eficácia dos antibióticos (GUO et al., 2010; 

DONLAN et al., 2002). Em nosso estudo, a formação de biofilme foi avaliada em culturas de 

P. agglomerans expostas aos lasers monocromáticos e dicromáticos de baixa potência.  

Curiosamente, o laser infravermelho monocromático não alterou a formação de 

biofilmes em culturas de P. Agglomerans na maior fluência (140 J/cm²), mas o laser vermelho 

aumentou a formação de biofilme na fluência mais baixa (35 J/cm²) (Figura 8). Estes 

resultados sugerem que a diminuição da resistência a antibióticos induzida por lasers de baixa 

potência não está relacionada com a formação de biofilme. As feridas crônicas apresentam 

populações bacterianas persistentes tipicamente organizadas em biofilmes altamente 

organizados. Estas comunidades complexas de bactérias são incorporadas em uma matriz de 

polissacarídeos extracelulares e que, por sua vez, tornam-se um impedimento primário para 

cicatrização de feridas (GUO et al., 2010; LATIFA et al., 2016).  

Alguns autores relataram que o laser de baixa potência tem efeitos inibitórios no 

biofilme microbiano oral, como em culturas de Streptococcus mutans e Candida albicans 

(BASSO et al., 2011). Apesar do laser vermelho em baixa fluência aumentar a formação de 

biofilmes, o laser de baixa potência dicromático simultâneo diminui a formação de biofilme 

em culturas de P. agglomerans na maior fluência (Figura 8), sugerindo que o laser 

dicromático de baixa potência poderia auxiliar na redução dos fatores associados à 

cronicidade da ferida.  

Nossos resultados sugerem ainda que o laser dicromático, em alta fluência, tem efeito 

bactericida relevante sobre P. agglomerans e não induz respostas ao estresse, como a 

filamentação e aglomerado celular. Além disso, a exposição aos lasers vermelho e 

infravermelho monocromáticos e dicromáticos não alteram a sobrevivência, a filamentação e 
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aglomeração celular bacteriana em culturas estacionárias de P. agglomerans, pelo menos nas 

fluências avaliadas. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Figura 11 – Esquema ilustrativo com o resumo dos dados 

 

Legenda: O laser monocromático vermelho aumentou a sobrevivência bacteriana e formação de biofilme sem 

alterar significativamente os demais resultados; o laser monocromático infravermelho aumentou a 

sobrevivência bacteriana e diminuiu a resistência antimicrobriana sem alterar significativamente os 

demais resultados; o laser dicromático diminuiu a sobrevivência bacteriana e formação de biofilme 

sem alterar significativamente os demais resultados. 

 

 Em conclusão, nosso trabalho sugere que a inibição e a estimulação do crescimento 

bacteriano depende de parâmetros de irradiação a laser, uma vez que a radiação laser 

dicromática induz efeitos biológicos que diferem da induzida pela radiação laser 

monocromática. Porém, o laser dicromático de baixa potência pode ser uma nova opção para 

o tratamento de feridas infectadas, pois induz a  redução da sobrevivência bacteriana e 

formação de biofilmes, não alterando a resistência aos antibióticos e a taxa de divisão nas 

culturas de Pantoea agglomerans. 
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