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RESUMO

A osteomielite € um processo inflamatério de origem infecciosa que afeta o tecido
0sseo, impactando aspectos fisicos, emocionais, sociais e econémicos da vida di
paciente. A terapia por fotobiomodulagédo (PBM) representa uma abordagem de
tratamento ndo invasiva aplicada em doencas osteoarticulares, proporcionando
efeitos anti-inflamatoérios, analgésicos e moduladores da atividade celular.
Biomateriais de carbono possuem caracteristicas importantes para crescimento
celular, Ja nanoparticulas de prata sdo conhecidas pelo seu efeito antimicrobiano.
Objetivo: Avaliar o efeito da PBM no crescimento celular de osteoblastos ou
bacteriano de Staphylococcus aureus (S. aureus) cultivados em material compadsito
carbono/grafeno impregnado com nanoparticulas de prata (CAGONP). Metodologia:
A capacidade de adsorg¢ao do material de carbono em solugéo de nanoprata (81 ppm)
foi analisada. Posteriormente, o0 CAGONP foi utilizado em estudos microbioldgicos
com S aureus e celulares com Osteoblastos. No estudo microbioldgico, S. aureus foi
cultivado no CAGONP e irradiado com LED azul (400 nm; 106 J/cm2; 353 mW/cm?2),
sendo avaliado o crescimento bacteriano em agar e solucao de meio BHI. No estudo
celular, osteoblastos foram cultivados sobre o CAGONP e irradiados com LED azul,
utilizando os mesmos parametros anteriores. Resultados: O material compdésito de
carbono e Oxido de grafeno apresentou significativa capacidade de adsorcdo na
solucéo de nanoprata. O CAGONP demonstrou redugao no crescimento de S. aureus
guando irradiado com LED azul. Os osteoblastos mantiveram sua viabilidade celular
guando cultivados em meio contendo CAGONP irradiado. Conclusdo: O material
CAGONP irradiado com LED azul (400 nm; 106 J/cm2; 353 mW/cm2) exerce controle

sobre o crescimento de S. aureus, sem comprometer a viabilidade das células 6sseas.

Palavras-chave: Fotobiomodulacdo, Osteomielite, Material de carbono, Oxido de

Grafeno Nanoparticulas de prata, Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Osteomyelitis is an inflammatory process of infectious origin that affects bone tissue,
impacting the physical, emotional, social, and economic aspects of a patient’s life.
Photobiomodulation therapy (PBM) is a non-invasive treatment approach applied to
osteoarticular diseases, providing anti-inflammatory, analgesic, and cellular activity-
modulating effects. Carbon-based biomaterials possess important characteristics for
cellular growth, while silver nanoparticles are known for their antimicrobial effect.
Objective: To evaluate the effect of PBM on the cellular growth of osteoblasts or the
bacterial growth of Staphylococcus aureus (S. aureus) cultured on a carbon/graphene
composite material impregnated with silver nanoparticles (CAGONP). Methods: The
adsorption capacity of the carbon material in a silver nanoparticle solution (81 ppm)
was analyzed. Subsequently, the CAGONP was used in microbiological studies with
S. aureus and cellular studies with osteoblasts. In the microbiological study, S. aureus
was cultured on the CAGONP and irradiated with blue LED (400 nm; 106 J/cm?; 353
mW/cm?2), and bacterial growth was evaluated on agar plates and in BHI medium
solution. In the cellular study, osteoblasts were cultured on the CAGONP and
irradiated with blue LED under the same parameters as above. Results: The carbon
and graphene oxide composite material exhibited significant adsorption capacity in the
silver nanopatrticle solution. The CAGONP demonstrated reduced S. aureus growth
when irradiated with blue LED. Osteoblasts maintained their cellular viability when
cultured on irradiated CAGONP. Conclusion: CAGONP irradiated with blue LED (400
nm; 106 J/cm?; 353 mW/cm?2) controls S. aureus growth without compromising the
viability of bone cells.

Keywords: Photobiomodulation, Osteomyelitis, Carbon material, Graphene oxide,
Silver nanoparticles, Staphylococcus aureus.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A fotobiomodulacdo é uma forma de terapia acessivel e ndo invasiva, sendo
extensivamente empregada para gerenciar diversas condicdes, incluindo aquelas
relacionadas ao sistema osteoarticular. Entre os beneficios terapéuticos estdo suas
propriedades anti-inflamatorias, analgésicas e sua capacidade de modular a atividade
celular. Adicionalmente, observa-se a promocdo de neoangiogénese na area
estimulada. *

Gracas as suas propriedades reparadoras, a fotobiomodulagdo esta sob
investigagdo em diversas condigbes, como feridas na pele, lesdes musculares,
osteoartrite, entre outras. No contexto de osteomielites, seu principal valor reside em
auxiliar na modulacao da resposta inflamatéria, diminuindo a liberacdo de mediadores
inflamatérios e favorecendo um ambiente propicio para o processo de cicatrizac&o. @

A osteomielite € delineada como uma inflamacéo infecciosa que afeta o tecido
0sseo. Essa situacao séria pode exercer uma influéncia consideravel na qualidade de
vida dos individuos, acarretando dor intensa, restricdes funcionais, incapacidade para
realizar tarefas cotidianas e, em casos extremos, até mesmo ameacar a vida. O
impacto da osteomielite abrange diversas esferas da vida do paciente, englobando
aspectos fisicos, emocionais, sociais e econémicos.

Os efeitos da osteomielite se manifestam em diversas dimensdes da vida do
paciente, abrangendo aspectos fisicos, emocionais, sociais e econémicos.

Em termos fisicos, a osteomielite pode desencadear uma dor cronica
persistente, com potencial incapacitante que impacta diretamente na qualidade de
vida. A mobilidade e a funcdo dos membros afetados podem ser comprometidas,
resultando em limitacbes nas atividades cotidianas e dependéncia de cuidadores.
Adicionalmente, a persisténcia da infeccdo éssea pode acarretar complicacfes
sérias, incluindo a formacdo de abscessos, fraturas patolégicas e, em casos
extremos, a disseminagéo da infeccéo para outros 6rgaos.

Sob uma perspectiva emocional, o0s individuos com osteomielite
frequentemente confrontam-se com elevados niveis de estresse, ansiedade e
depressao, resultantes da dor cronica e das limita¢des fisicas associadas a condi¢ao.
A extensdo prolongada do tratamento, a exigéncia de procedimentos cirlrgicos

BN

repetidos e a incerteza em relacdo a recuperacdo completa podem exercer um
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impacto adverso no estado emocional dos pacientes, propiciando o surgimento de
problemas psicoldgicos adicionais.

No ambito social, a osteomielite pode ocasionar um distanciamento e limitacéo
nas interacdes sociais. Os pacientes podem experimentar sentimentos de vergonha
ou constrangimento devido as deformidades fisicas decorrentes da infeccdo éssea ou
ao uso de dispositivos de apoio, como muletas ou cadeiras de rodas. Essa situagao
pode resultar em uma reducdo na participagdo em eventos sociais, impactando
negativamente a qualidade de vida e o bem-estar global.

No aspecto econémico, o impacto da osteomielite pode ser consideravel. O
tratamento prolongado, frequentemente composto por antibiéticos intravenosos,
intervencdes cirdrgicas e consultas meédicas frequentes, pode acarretar despesas
elevadas relacionadas a area médica e hospitalar. Adicionalmente, a incapacidade
de desempenhar atividades laborais devido a dor e as limitagdes fisicas pode resultar
na perda de renda e no enfrentamento de desafios financeiros.

O tratamento da osteomielite comumente adota uma abordagem multimodal
gue incorpora terapia antimicrobiana, intervencao cirurgica e cuidados de suporte. As
opcOes terapéuticas podem variar conforme a gravidade da infecgéo, a localizacéo
afetada e a presenca de fatores de risco subjacentes. Dentre os principais métodos
utilizados, destaca-se a importancia do uso de antibioticos. A selecdo dos antibiéticos
€ baseada nos resultados de culturas e testes de sensibilidade aos agentes
infecciosos identificados. Em situacdes graves ou cronicas, a terapia antimicrobiana
pode ser administrada via intravenosa por um periodo estendido, frequentemente
abrangendo varias semanas a meses.

A intervencao cirdrgica € comumente requerida no tratamento da osteomielite.
Os procedimentos cirlrgicos podem abranger o debridamento, que consiste na
remocdo de tecido infectado ou necroético, a descompressdo de abscessos, a
drenagem de colecBes purulentas e a extracdo de corpos estranhos. Em situacdes
de osteomielite crénica ou recorrente, pode ser necessario realizar uma cirurgia

reconstrutiva para restaurar a integridade da estrutura 6ssea comprometida.
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A terapia de pressdo negativa, conhecida também como terapia de véacuo,
pode ser empregada para facilitar a cicatrizagéo de feridas e favorecer a eliminagéo
do tecido infectado. Neste método, um curativo especial é aplicado sobre a ferida e
conectado a um sistema de succ¢ao que facilita a remocéo de fluidos, ao mesmo
tempo em que estimula a formagé&o de tecido saudavel.

No decorrer do tratamento da osteomielite, é fundamental fornecer cuidados
de suporte apropriados, o que engloba a administracdo de analgésicos.

E crucial enfatizar que o tratamento da osteomielite deve ser personalizado,
considerando variaveis como a extensdo da infec¢ao, a condicdo geral de salde do
paciente e a presenc¢a de comorbidades. A realizacdo de consultas médicas regulares
e a adesao rigorosa ao plano de tratamento sao elementos essenciais para alcancar
uma recuperacéo eficaz e prevenir complicacdes. 3

O carvao ativado € um material carbonaceo altamente poroso, com a
capacidade de seletivamente coletar e reter gases, liquidos e outras impurezas em
seus poros. Apresenta uma extensa area de superficie e uma porosidade significativa.
Observa-se que células vivas aderem a superficie do carvao ativado por meio de
adsorcao, o que levanta a possibilidade de que esse material possa desempenhar um
papel benéfico no suporte ao crescimento de células-tronco. 4

A prata é reconhecida por suas propriedades antimicrobianas e tem a
capacidade de eliminar cerca de 650 organismos patogénicos. Desde a antiguidade,
gregos e romanos utilizavam a prata como bactericida e antibiético. Os ions de prata
demonstram atividade antimicrobiana, apresentando efeitos bactericidas e
bacteriostaticos. Acredita-se que as particulas de prata possuam a habilidade de se
ligar as bactérias, interferindo em suas fung¢@es, inibindo o crescimento bacteriano,
afetando as membranas celulares bacterianas e o transporte intracelular de
moléculas essenciais, além de integrarem-se aos grupos tiol das enzimas e proteinas
cruciais para a sobrevivéncia bacteriana.®

Adicionalmente, observa-se que a prata possui propriedades anti-
inflamatorias, o que pode contribuir para a reducdo da resposta inflamatéria

associada a osteomielite. ©
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A combinacéo de luz (fotobiomodulag&o), material carbonoso e prata pode
representar uma abordagem terapéutica promissora no tratamento de condicdes
especificas, como feridas crénicas ou infectadas. Essa fusao visa tirar proveito dos
beneficios da fotobiomodulac&do, das propriedades do material carbonoso e das
propriedades antimicrobianas da prata, visando promover a cicatrizacédo e o reparo
tecidual. ’

Conforme mencionado anteriormente, a fotobiomodulacdo emprega luz de
baixa intensidade para estimular processos biolégicos e facilitar a cicatrizacdo. Essa
abordagem pode auxiliar no aumento da atividade metabdlica celular, aprimorar a
microcirculacdo sanguinea, diminuir a inflamacgéo e estimular a producéo de fatores
de crescimento cruciais para a regeneracao tecidual.

O material carbonoso, por sua vez, pode ser empregado como um tipo de
curativo ou revestimento para a ferida. Esse material possui propriedades
adsorventes, sendo capaz de absorver exsudatos da ferida, remover detritos e criar
um ambiente mais propicio para a cicatrizacdo. Além disso, o material carbonoso
também pode desempenhar o papel de suporte para a prata, facilitando a liberacao
controlada dos ions de prata na ferida.

Dentro da categoria de nanomateriais de carbono, que se situa na escala
nanométrica de 1 a 100 nm, as formas mais amplamente estudadas incluem os
fulerenos (também conhecidos como gaiolas), os nanotubos e o grafeno (em forma
de folhas) (Tahriri et al.,, 2019). O grafeno € um al6tropo do carbono com uma
estrutura de folha plana, composta por atomos de carbono densamente ligados,
organizados em um padréo bidimensional hexagonal e cristalino. Sua obtenc&o pode
ocorrer através da extracdo de camadas superficiais de grafite, sendo passivel de
modificacdo quimica por meio de processos como oxidacdo e reducao térmica
(Schniepp et al., 2006; Pastrana-Martinez et al., 2013;).

A prata é reconhecida por suas propriedades antimicrobianas, sendo capaz de
combater infecgcBes bacterianas, fungicas e outros microrganismos que possam estar
presentes na ferida. A liberacdo controlada dos ions de prata a partir do material
carbonoso pode desempenhar um papel crucial ao manter um ambiente livre de

microrganismos, contribuindo assim para a promocéo da cicatrizacéo.’
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- InfeccBes Osteoarticulares (Osteomielites)

2.1.1- Historico

Infeccdes osteoarticulares sdo condi¢ges clinicas que abrangem a infeccao
dos ossos, articulacdes e tecidos circunvizinhos. A resolucéo clinica e a eficacia do
tratamento nessas situacfes continuam a ser desafios tanto para médicos quanto
para pacientes.

Desde a antiguidade, especificamente em 1600 a.C., registros médicos da
antiga civilizacao egipcia fazem mencao a presenca de infeccfes 6sseas em mumias
sumeérias, indicando um conhecimento inicial das osteomielites(8). Por volta de 460
a.C., Hipocrates descreveu casos de infecgbes Osseas, contribuindo com algumas
das primeiras observacdes clinicas sobre essa condicéo. 8

Em 1844, Nelaton foi o pioneiro ao introduzir o termo médico "osteomielite”,
definindo-o como um processo inflamatério de origem infecciosa que afeta o osso.
Naquela época, o tratamento preconizado por Nelaton consistia em manter a ferida
aberta para permitir a saida do exsudato purulento.®

Na década de 1940, a introducéo dos antibioticos, como a penicilina, promoveu
uma revolucdo no tratamento das osteomielites, possibilitando uma resolucdo mais
rapida e eficaz das infeccdes 6sseas 1°. Na década de 1970, o progresso continuou
com o desenvolvimento de técnicas de imagem, como a tomografia computadorizada,
trazendo avancos significativos no diagnoéstico das osteomielites, permitindo a
visualizacdo direta das lesdes 6sseas. 11

Nos anos 90, a popularizacdo da ressonancia magnética nuclear contribuiu
significativamente para uma maior precisdo no diagndéstico e no acompanhamento
das osteomielites. Essa técnica possibilitou uma avaliacdo detalhada das estruturas

0sseas e dos tecidos adjacentes, representando um avanco importante nesse campo.

11,9
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No século XXI, observamos uma significativa evolu¢cdo no desenvolvimento de
biomateriais e técnicas de regeneracdo 6ssea. Esses avancos tém como objetivo
promover a cicatrizacdo 6ssea e reduzir a morbidade associada a perda éssea
decorrente da osteomielite. A utilizacdo de enxertos 0sseos, substitutos 6sseos
sintéticos, fatores de crescimento e técnicas de engenharia de tecidos tem
apresentado resultados promissores na regeneracdo 0ssea e na restauracdo da

funcéo do aparelho locomotor. ©

2.1.2- Epidemiologia

Entre 2012 e 2016, o Brasil registrou 78.967 pacientes internados por
osteomielite. Dentre esses, 21,19% pertenciam a faixa etaria acima de 60 anos.
Conforme o padréo nacional, a Regido Sudeste apresentou o maior nimero de casos,
totalizando 7.163 internacgdes, 0 que representa 42,79% do total. Em segundo lugar,
a Regido Nordeste contabilizou 5.165 casos (30,86%), seguida pela Regidao Sul, com
2.462 casos (14,71%). A Regido Centro-Oeste ficou em quarto lugar, com 1.162

casos (6,9%), e a Regido Norte registrou 784 casos, correspondendo a 4,6% do total.
13

2.1.3- Classificacdes

Em relacdo as classificacfes das osteomielites, a mais comum refere-se ao
tempo de duracao da doenca, dividindo-as em Aguda, caracterizada por uma infec¢ao
recente e de curta duragéo, geralmente tratada com antibioticos, podendo necessitar
de drenagem cirargica do local afetado em alguns casos. E Crbnica, que ocorre
guando a infeccao persiste por um longo periodo, frequentemente meses ou anos.
Esse tipo pode ser mais desafiador de tratar devido a formacao de abscessos, areas
de necrose 6ssea e a presenca de bactérias resistentes. O tratamento pode requerer
terapia antibidtica prolongada e, em algumas situacdes, a remocao cirurgica do tecido

infectado pode ser necessaria. !
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Com base no local da infec¢ao, temos a Osteomielite hematogénica, que
ocorre quando a infeccdo se espalha para o 0sso através da corrente sanguinea,
geralmente originaria de outra fonte de infeccdo no corpo. E frequentemente
observada em criancas e pode afetar diversos 0ssos. A Osteomielite contigua, por
outro lado, ocorre quando a infeccdo se propaga para 0 0Sso a partir de uma area
adjacente, como uma ferida aberta, uma articulagéo infectada ou uma fratura exposta.
11

Quanto a causa da infeccéo, temos a Osteomielite bacteriana, que é a forma
mais comum e ocorre quando as bactérias invadem o 0sso, causando a infeccdo. A
Osteomielite fungica, por sua vez, acontece quando fungos, como Candida ou
Aspergillus, infectam o o0sso, sendo mais comum em individuos
imunocomprometidos. Por fim, a Osteomielite tuberculosa é causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis, representando uma forma rara de osteomielite. 1*

A classificacdo de Cierny-Mader, amplamente adotada por cirurgides
ortopedistas na atualidade, baseia-se em trés critérios principais: o estado do 0sso
afetado, o estado do tecido mole circundante e o estado sistémico do paciente. Essa
classificacao divide a osteomielite em quatro tipos:

- Tipo I: osteomielite medular sem comprometimento significativo dos tecidos moles
ou sistema vascular.

- Tipo II: osteomielite superficial com comprometimento moderado dos tecidos moles.
- Tipo lll: osteomielite localmente avangcada com extenso envolvimento dos tecidos
moles, abrangendo musculos, pele e/ou sistema vascular; também conhecida como
osteomielite cavitaria.

- Tipo IV: osteomielite difusa com infeccdo disseminada além dos limites do 0sso,

associada a instabilidade Gssea. 214
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Heitzmann LG et al., 2019; Rev.Bras.Ortopedia 54(6):627-35.

Figura 1 - Classificagéo de Cierny e Mader, com destaque para o tipo IlI

2.2- O Staphylococcus aureus nainfeccédo 6ssea

O patégeno mais comumente associado a osteomielite € o Staphylococcus
aureus, um micro-organismo gram-positivo que apresenta uma ampla variedade de
mecanismos de patogenicidade. 11

O Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva que faz parte da
microbiota normal da pele e das mucosas em seres humanos. No entanto, em certas
condicdes, essa bactéria pode se tornar patogénica e causar uma variedade de
infeccdes, que vao desde infecgbes cutaneas até infeccdes mais graves, como
pneumonia, endocardite, osteomielite e sepse.*®

Estudos epidemiolégicos tém consistentemente demonstrado que o
Staphylococcus aureus € o patégeno mais frequentemente isolado em casos de

osteomielite. 16
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Essa bactéria apresenta caracteristicas microbiol6gicas Unicas que contribuem
para sua viruléncia e habilidade em causar doencas graves. Ela produz toxinas e
enzimas que desempenham um papel crucial em sua patogenicidade. Exemplos
notaveis incluem as toxinas hemolisinas, leucocidinas, enterotoxinas e a toxina da
sindrome do choque toxico. Essas substancias tém a capacidade de destruir células
hospedeiras, promover a invaséo tecidual e modular a resposta imune do hospedeiro.
Além disso, enzimas como a coagulase e a catalase auxiliam na evasao da resposta
imunoldgica do hospedeiro e facilitam a disseminacéo bacteriana.>1’

O Staphylococcus aureus é um excelente formador de biofilme, contribuindo
para sua persisténcia e resisténcia a tratamentos antimicrobianos. Os biofilmes
bacterianos sdo comunidades microbianas estruturadas, envolvidas por uma matriz
polimérica, que aderem a superficies bidticas ou abidticas. Essa capacidade permite
ao S. aureus colonizar e persistir em implantes médicos, proteses articulares e tecidos
6sseos, tornando mais desafiadora a erradicacdo completa da infeccdo.!’ O
Staphylococcus aureus também € conhecido por sua capacidade de desenvolver
resisténcia a multiplas classes de antibiéticos. Essa resisténcia é mediada por genes
codificadores de resisténcia, bem como pela habilidade da bactéria de se adaptar
rapidamente a diferentes ambientes e de empregar mecanismos para evadir o
sistema imunolégico do hospedeiro. A disseminacdo de cepas resistentes de S.
aureus, como a meticilina-resistente Staphylococcus aureus (MRSA), representa um
desafio significativo no tratamento das infeccdes osteoarticulares. 17:18

Todos esses aspectos destacam a importancia do Staphylococcus aureus nas
osteomielites. Compreender esses elementos € fundamental para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas eficazes e para o controle adequado das infeccfes 6sseas

causadas por esse patdgeno bacteriano significativo.1®

2.3- Avaliacédo de crescimento bacteriano

O crescimento bacteriano € um processo fundamental para a sobrevivéncia e
proliferacdo das bactérias. Envolve o aumento do numero de células bacterianas ao
longo do tempo, resultando em uma populacdo maior. As bactérias possuem uma
capacidade intrinseca de se multiplicar e se reproduzir. Elas podem se reproduzir
assexuadamente por meio de um processo chamado de diviséo celular, no qual uma

célula bacteriana se divide em duas células filhas geneticamente idénticas.
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7

O crescimento bacteriano é influenciado por diversos fatores, incluindo
condi¢Bes ambientais, disponibilidade de nutrientes, temperatura, pH e presenca de
oxigénio. Cada espécie bacteriana possui requisitos especificos para seu crescimento
ideal. 20

O ciclo de crescimento bacteriano € composto por diferentes fases. A fase "lag"
€ o0 periodo inicial de adaptacéo das bactérias ao ambiente, durante o qual aumentam
sua atividade metabdlica, sintetizam enzimas e se preparam para a divisao celular.
Em seguida, ocorre a fase exponencial de crescimento ou fase logaritmica, na qual
as bactérias se dividem ativamente, e o nimero de células aumenta de maneira
exponencial, representando o periodo de maior crescimento populacional.

A medida que os nutrientes se esgotam e os subprodutos do metabolismo
bacteriano se acumulam, as bactérias entram na fase estacionaria. Nesse estagio, o
crescimento bacteriano se estabiliza, e a taxa de reproducédo se iguala a taxa de morte
celular. As bactérias podem se adaptar a condi¢cdes adversas para sobreviver nessa
fase por um periodo prolongado.

Finalmente, se as condi¢cdes continuarem a piorar, as bactérias entrardo na
fase de declinio ou morte. Nessa fase, a taxa de morte celular excede a taxa de
reproducao, resultando em um declinio na populacao bacteriana.

O estudo do crescimento bacteriano é de grande importancia em areas como
microbiologia, medicina, biotecnologia e controle de infec¢cdes. Compreender os
mecanismos subjacentes ao crescimento bacteriano possibilita 0 desenvolvimento de
estratégias para controlar o crescimento excessivo de bactérias patogénicas,
aprimorar a producdo de bactérias benéficas em aplicacbes industriais e criar
tratamentos antimicrobianos mais eficazes. 2°

E crucial destacar que o crescimento bacteriano pode variar entre diferentes
espécies bacterianas e esta sujeito a influéncias ambientais especificas. Portanto, os
meétodos de cultivo e estudo do crescimento bacteriano devem ser adaptados para
cada contexto de pesquisa.

No controle da osteomielite, a terapia antimicrobiana desempenha um papel
fundamental. A escolha dos antibioticos deve ser fundamentada na susceptibilidade
bacteriana, a qual é determinada pelos resultados da cultura bacteriana. E essencial
selecionar agentes antimicrobianos eficazes contra as bactérias identificadas,

considerando fatores como a penetracdo 6ssea e a biodisponibilidade.
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A duracdo da terapia antimicrobiana € um ponto crucial a ser considerado.
Geralmente, o tratamento com antibiéticos € administrado por um periodo prolongado
para assegurar a erradicacdo completa da infeccdo. Em certos casos, a terapia
intravenosa pode ser necessaria inicialmente, sendo seguida pela transicdo para a
terapia oral, dependendo da gravidade da osteomielite e da resposta ao tratamento.
21

As bactérias podem adquirir ou desenvolver mecanismos de resisténcia aos
antibidticos, seja por meio de mutacdes genéticas espontaneas ou pela transferéncia
de genes de resisténcia entre bactérias. A resisténcia aos antibiéticos compromete a
eficacia dos medicamentos, tornando o tratamento mais desafiador e acarretando
implicacbes clinicas significativas, como falhas no tratamento, cronificacdo da
infeccédo e dificuldades no manejo clinico.

A persisténcia bacteriana pode resultar em falhas no tratamento, com a
recorréncia da infeccdo apds o término do curso de antibiéticos. Isso pode levar a
complica¢gBes adicionais, como a formacdo de abscessos ou a necessidade de
intervencdes cirdrgicas mais invasivas.

A cronificacdo da infeccao, associada a resisténcia bacteriana, pode contribuir
para episodios recorrentes ou persistentes de osteomielite. Isso esta relacionado a
uma maior morbidade, tempo de recuperacao prolongado e aumento dos custos de
tratamento.

A presenca de bactérias resistentes nas osteomielites apresenta um desafio
significativo no tratamento. Tornam-se necessarias estratégias terapéuticas
combinadas, como a utilizacao de diferentes classes de antibiéticos em combinacao,
a implementacao de terapias prolongadas e, em alguns casos, a remocao cirirgica

do tecido infectado. 2%

2.4- Métodos de avaliacdo do crescimento bacteriano

Dentre esses métodos, destaca-se a "Contagem de células viaveis", uma
técnica classica que envolve a diluicdo seriada de uma cultura bacteriana, seguida
pela semeadura em meio de cultura apropriado. As colonias resultantes sdo contadas
e utilizadas para determinar a densidade celular. Esse método é fundamental para a
avaliacdo da concentracdo e viabilidade das células em uma amostra, fornecendo

informacdes importantes sobre o crescimento e a salde celular. %2
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Existem varias abordagens para a contagem de células viaveis, e a escolha
depende da precisdo desejada, do tipo de células e da disponibilidade de
equipamentos. Algumas técnicas comuns incluem:

1. Contagem manual em camara de Neubauer: As células sdo diluidas em um
corante que permite a diferenciacdo entre células vivas e mortas. A contagem é
realizada em uma grade na cAmara de Neubauer usando um microscoépio.

2. Citometria de fluxo:Permite a contagem e a analise de células individuais
com base em suas caracteristicas fisicas e marcadores de superficie. A viabilidade
celular pode ser avaliada usando corantes fluorescentes especificos para células
vivas e mortas.

3. Reacdes enziméaticas ou metabdlicas:Esses ensaios medem a atividade de
enzimas ou processos metabdlicos nas células vivas, como a atividade mitocondrial,
a sintese de DNA ou a producéo de ATP. A quantidade de sinal gerado € proporcional
ao numero de células viaveis presentes. 23

Existem instrumentos disponiveis que realizam a contagem automatizada de
células viaveis utilizando tecnologia de imagem e analise computacional. Esses
sistemas proporcionam maior precisdo e eficiéncia em comparagdo com a contagem
manual. Um exemplo € a Turbidimetria e Nefelometria, que se baseiam na medicdo
da turbidez ou dispersédo da luz causada pela presenca de células bacterianas em
suspensdo. A absorbancia ou intensidade da dispersdo da luz € medida e

correlacionada com a densidade celular. 24

2.5- Células do Tecido Osseo

Os osteoblastos sé@o células de tamanho consideravel e formato cubico,
possuindo um nucleo Gnico e bem definido. Desempenham um papel crucial na
formacdo e manutencdo do o0sso. Essas células sdo responsaveis por sintetizar e
secretar a matriz 6ssea, composta principalmente por colageno tipo I, o principal
componente fibrilar que confere resisténcia e flexibilidade ao tecido ésseo. Além do
colageno, a matriz éssea inclui outros componentes organicos e inorganicos, como
glicoproteinas adesivas, por exemplo, a osteopontina e a osteonectina, que
desempenham papel na adeséo e interacdo das células osteoblasticas com a matriz
extracelular. A medida que os osteoblastos realizam a secrecdo da matriz, eles se
incorporam a ela e, nesse estagio, sdo chamados de osteocitos, representando as

células maduras do 0sso. 2°
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Além disso, essas células respondem a uma variedade de sinais e fatores de
crescimento, tais como o hormoénio paratireoideano (PTH), fatores de crescimento
derivados de plaquetas (PDGF) e fatores de crescimento transformadores (TGF-().
Esses elementos regulam a proliferacéo, diferenciacéo e atividade dos osteoblastos,
exercendo influéncia direta na formacéo 6ssea. 2526

Desempenham um papel crucial na regulacao do equilibrio entre a formacéo e
a reabsorcdo Ossea, conhecido como turnover 0sseo. Isso ocorre por meio de
interacbes com 0s osteoclastos, células responsaveis pela reabsorcdo o6ssea,
utilizando moléculas sinalizadoras como o ligante RANK (receptor ativador do fator
nuclear kappa-B) e seu ligante RANKL. Essa comunicag&o entre os osteoblastos e
0s osteoclastos é essencial para manter a homeostase 0ssea e garantir um turnover
0sseo adequado, preservando a estrutura e a integridade do osso ao longo do

tempo.26

2.6- Testes de viabilidade celular

Essenciais na pesquisa em biologia celular e molecular, os ensaios de
viabilidade celular desempenham um papel crucial. Eles sdo fundamentais para a
investigacdo de processos bioldgicos e para o desenvolvimento de novos tratamentos
e terapias. A viabilidade celular refere-se a capacidade das células de manterem
funcdes vitais, como replicacdo do DNA, sintese proteica e metabolismo, além de sua
habilidade de sobreviverem e proliferarem em condi¢es apropriadas. 27

Diversos métodos e testes estao disponiveis para avaliar a viabilidade celular,

sendo exemplos o ensaio MTT.

2.6.1- Teste MTT

O ensaio com MTT é empregado para avaliar a atividade metabdlica das
células. Neste teste, o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)
€ um composto inicialmente amarelo que, ao ser metabolizado por células
metabolicamente ativas, passa por uma conversao, tornando-se formazan, que é
insoluvel e apresenta uma coloracado roxa. Essa transformacéo ocorre principalmente
nas mitocondrias das células viaveis, mediada por enzimas oxidoredutases. A
presenca de um precipitado colorido indica a viabilidade celular, e a densidade Optica
medida oferece uma avaliacdo quantitativa da viabilidade. Células n&o viaveis ou

danificadas demonstram uma reducao na capacidade de converter o MTT, resultando
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em uma formacdo menor de formazan.?® A determinacdo da viabilidade celular é
efetuada pela medicdo da absorbancia do formazan a um comprimento de onda
especifico. Maior absorbancia esta diretamente relacionada a uma maior viabilidade
celular. Os resultados sé@o apresentados como a porcentagem de viabilidade em
comparacdo com o controle néo tratado. %°

Na execucdo do teste MTT com osteoblastos, as células geralmente s&o
cultivadas em placas de cultura e tratadas conforme o protocolo experimental. Apés
um periodo definido de incubacdo, o reagente MTT é introduzido nas células e
incubado. Posteriormente, o formazan é solubilizado utilizando um agente litico, como
o DMSO (dimetilsulféxido), e a absorbancia é quantificada através de um

espectrofotometro.3°

2.7- Tratamento das lesGes 6sseas

O processo de reparo 6sseo recapitula elementos do desenvolvimento e
crescimento do esqueleto, envolvendo uma interagcdo complexa de componentes
extracelulares, celulares e fatores de crescimento. Esse reparo pode ser subdividido
em quatro fases distintas: inflamacao, condrogénese, ossificacdo e remodelamento.
Cada fase é caracterizada por eventos celulares e moleculares especificos,
ocorrendo de maneira coordenada. As fraturas 6sseas podem ser causadas por
diversos fatores, como traumas diretos (resultantes de acidentes, quedas, tor¢des ou
ferimentos por arma de fogo). Ja os defeitos 6sseos podem ser decorrentes de
malformacdes congénitas, traumas néo tratados, lesdes extensas ou intervencdes
cirdrgicas, como a remocao de tumores. Para corrigir esses defeitos, sdo empregadas
técnicas como enxertia 0ssea, colocacdo de proteses biocompativeis e 0 uso de
substancias indutoras de formacgédo dssea. 32

A fase inflamatéria do reparo ésseo é caracterizada pelo aumento de citocinas,
incluindo TNF-a e IL-6, juntamente com a presenca de células inflamatérias e células
de origem mesenquimal. E importante notar que a presenca dessas citocinas n&o
esta restrita apenas a fase inflamatdria, podendo ocorrer também em outras fases do
processo de reparo, como no periodo de remodelacéo. Isso destaca a complexidade
e a sobreposicdo de eventos moleculares ao longo das diferentes etapas do reparo

0sseo. 33
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A presenca de células inflamatérias recruta osteoprogenitoras para a area
afetada, iniciando o processo de ossificagdo endocondral. Isso resulta na formagao
de uma matriz cartilaginosa composta por osteoblastos e fibroblastos, os quais
proliferam e sintetizam tecido fibrocartilaginoso para unir a lacuna d&ssea.
Posteriormente, ocorre a formag¢do do calo 6ésseo semirrigido, promovendo maior
atividade osteogénica através de aposicao e reabsorcdo 0ssea. Para a formacgéo da
matriz celular 6ssea, é essencial a combinacdo de componentes proteinaceos e
matriz extracelular mineralizada. No estagio final do reparo, caracterizado pelo
remodelamento, osteoclastos e interleucinas atuam para restabelecer a forma original
do osso, proporcionando uma intensa formacéo 6ssea regular. °

Terapias auxiliares, como laser de baixa intensidade, ultrassom e biomateriais,
tém sido empregadas para aprimorar o processo de reparo 6sseo. Essas abordagens
incluem o uso de materiais como hidroxiapatita, polimeros biodegradaveis,
ceramicas, biovidros e, mais recentemente, materiais carbonosos. Bossini et al,
(2011)3* Realizaram um estudo utilizando ratas osteopénicas para investigar os
efeitos da combinacdo de uma vitroceramica com o laser de baixa intensidade. Os
resultados indicaram um aumento na quantidade de osso neoformado. Outras
pesquisas também destacam que a associacdo do laser com biomateriais pode
induzir a osteogénese e mineralizacdo, resultando no aumento da deposicdo de
massa 6ssea e na melhoria das propriedades mecanicas do tecido 6sseo. 3536

E amplamente reconhecido que os marcadores bioquimicos do metabolismo
0sseo podem ser categorizados em dois grupos principais: aqueles relacionados a
formacdo 6ssea, como ALP (fosfatase alcalina), OCC (colageno tipo I) e COL1
(proteina do colageno tipo I); e aqueles relacionados a reabsorcao 6ssea, como ALP.
A relacdo e o equilibrio desses marcadores desempenham um papel crucial na
determinacéo da qualidade do osso formado. 37

2.8- Biomateriais

Os compostos bioativos podem ser definidos como materiais sintéticos,
organicos ou uma combinacdo destes que tém a capacidade de desencadear uma
resposta bioldgica especifica, estabelecer conexfes e interagir com o tecido,
promovendo beneficios ambientais sem causar toxicidade ou resposta imunolégica.
Os padrbes-ouro da engenharia de tecidos indicam que um substituto 6sseo ideal

deve ter uma estrutura osteoindutiva tridimensional muito porosa que permita a
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circulagdo de nutrientes e fatores de crescimento. Além disso, deve ter caracteristicas
de superficie que promovam a migracéo, proliferacéo e diferenciacdo de varios tipos
celulares de interesse local; ser biocompativel e de biodegradacao controlada; conter
células ou moléculas biologicamente ativas que induzem osteogénese e
osteocondutividade; e ter propriedades mecéanicas condizentes com a regido do
implante, cada uma dessas caracteristicas com o objetivo de promover a reparacéo
e/ou restauracao tecidual 83°

Diversas linhas de pesquisa foram criadas e os beneficios foram acumulados
ao longo do processo de consolidacdo. 4°, 0 aumento da angiogénese e estimulo da
neoformacéo éssea 4! até o desenvolvimento de uma matriz 6ssea e uma melhoria
da diferenciacdo celular 42. Nos Uultimos anos, a Engenharia de Tecidos tem
testemunhado significativos avancos no desenvolvimento de materiais bioativos.
Esses avancos envolvem a combinacao estratégica de células, arcaboucos e fatores
bioativos para criar biomateriais de diversas composi¢cdes, como vidros,
vitroceramicas, polimeros de variadas composicées e nacre (madrepérola). Esses
materiais sdo destinados ao uso em enxertos 0sseos, proporcionando uma variedade

Y

de opc¢bes para aprimorar os procedimentos relacionados a regeneracdo Ossea.
39,42,43

2.9- Material Carbonoso como substituto 6sseo.

O carvao ativado € um material carbonoso sélido e poroso que apresenta sitios
acessiveis para a ocorréncia do fenbmeno de adsorcdo, bem como para reacdes
guimicas. A denominacdo "ativado" refere-se a materiais de carbono que sao
produzidos por meio de pirélise em temperaturas superiores a 1000°C, seguida de
um processo de ativagdo que visa criar a estrutura porosa final desejada. 44

Essencialmente, qualquer material de baixo custo que contenha um alto teor
de carbono, juntamente com uma quantidade moderada de substancias inorgéanicas,
pode ser utilizado como matéria-prima para a producao de carvao ativado. Em termos
gerais, 0s processos industriais empregam precursores como derivados de biomassa
degradada ou féssil (como turfa, lignito, antracito e hulha), biomassa fresca (aparas
de madeira, cascas de coco, cascas de varias nozes, casca e palha de arroz, etc.) ou
ainda residuos de biomassa ap0s seu processamento (como lignina, bagaco de cana,
etc.). Estas matérias-primas apresentam baixo custo de aquisicdo e alto teor de

carbono, ou combinam ambas essas propriedades. 44
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No contexto de aplicacbes médicas, o carvdo ativado exibe muitas das
condicdes ideais necessarias para esse tipo de utilizacdo. Sua principal caracteristica
esta associada a elevada porosidade do material. A presenca de uma abundancia de
poros com diferentes diametros e uma ampla superficie interna sugere que esse
biomaterial seja altamente propenso a interagir eficientemente com compostos
externos, como na adsor¢cdo de poluentes e farmacos. Além disso, ha a possibilidade
de que atue como um catalisador fisico para a proliferacéo celular. 3°44

Considerando as caracteristicas do carvéo ativado e a diversidade de suas
aplicagOes, surge a hipbétese de que esse material pode desempenhar um papel
significativo nos processos de estimulo e reparo quando empregado como substituto
0sseo0.

Varios autores destacaram as vantagens do uso de grafeno e seus derivados,
incluindo baixos niveis de impurezas e propriedades eletroquimicas (Dumitrescu et
al., 2008), maior resisténcia a degradacéo (Bourke et al., 2007), resisténcia mecanica
superior a tracao e ruptura (Perkins & Naderi, 2016; Matos et al., 2017), melhor
biocondutividade favorecendo a adsorcdo de moléculas do fluido circundante na
superficie do biomaterial (Lee et al., 2016), e funcéo catalisadora para os indutores
osteogénicos, contribuindo para a proliferacao e diferenciacao celular (Tonelli et al.,
2012; Menaa & Menaa, 2015; Gao et al., 2017; Shang et al., 2019).

O interesse no biomaterial de carbono (C) e no biomaterial compdsito de
carbono/éxido de grafeno (CG) empregados no presente estudo reside no baixo custo
de producdo e na facilidade de obtencdo da matéria-prima. Qualquer material
contendo um elevado teor de carbono e um moderado teor de substancia inorganica
pode ser utilizado, como biomassa fresca (aparas de madeira, cascas de coco,
cascas de diversos tipos de nozes, casca e palha de arroz) e residuos da biomassa
(lignina, bagaco de cana) (Couto et al., 2004).

As industrias de papel e celulose utilizam o eucalipto como matéria-prima,
constituido principalmente de celulose (fibras) e lignina, conferindo rigidez,
impermeabilidade e resisténcia aos tecidos vegetais (Laurichesse & Avérous, 2014).
Durante o processo de polpacéo kraft, a madeira passa por cozimento, e reagentes
quimicos a base de sulfetos sé@o adicionados para dissolver a lignina (rica em ligagdes
de carbono) e liberar as fibras celuldsicas (polpa) (Singh et al., 2005).

A capacidade do Oxido de grafeno de interagir com células e de promover a

regeneracdo de tecidos Osseos tem sido amplamente estudada, mostrando
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resultados promissores para o tratamento de fraturas Osseas e defeitos 0sseos
causados por doencgas ou trauma.

O oOxido de grafeno € uma forma modificada do grafeno, na qual grupos
funcionais contendo oxigénio, como epoxidos, hidroxilas e carboxilas, estdo
presentes na superficie das folhas de grafeno. Essas modifica¢cdes conferem ao GO
caracteristicas hidrofilicas e melhoram a biocompatibilidade, além de permitir a
funcionalizacdo com diferentes moléculas bioativas, como proteinas e fatores de
crescimento, que podem estimular o processo de regeneracdo Ossea. Essas
funcionalidades tornam o Oxido de grafeno uma plataforma ideal para o
desenvolvimento de materiais de engenharia 6ssea.

Uma das principais vantagens do oxido de grafeno no reparo 6sseo € sua
capacidade de promover a adesao celular e a diferenciacdo de osteoblastos —
células responsaveis pela formacdo do osso. Estudos mostram que o GO tem a
capacidade de se integrar aos osteoblastos e, por meio de suas interacdes fisicas e
guimicas, estimula a formacao de uma matriz extracelular que favorece o crescimento
0sseo. Além disso, o GO pode servir como um "scaffold" (estrutural de suporte) para
células-tronco mesenquimatosas, promovendo a regeneracao 6ssea em defeitos
0sseos criticos, onde a cicatrizagcdo natural pode ser insuficiente.

Além de suas propriedades estruturais, o 6xido de grafeno também pode ser
modificado para incluir fatores de crescimento especificos, como o fator de
crescimento 0sseo derivado de plaguetas (PDGF) ou o fator de crescimento
transformador beta (TGF-B). Essas modificagdes podem intensificar o processo de
cicatrizacdo 6ssea e promover a osteogénese, 0 processo no qual as células formam
tecido 6sseo novo. Ao ser incorporado em hidrogéis ou compdsitos com outros
biomateriais, como ceramicas e polimeros, o GO também tem o potencial de melhorar
as propriedades mecanicas do material de reparo 6sseo, conferindo-lhe maior
resisténcia e estabilidade.

Além da promocéo da regeneracdo 6ssea, o 0xido de grafeno pode oferecer
propriedades adicionais que sdo vantajosas para a medicina regenerativa. A sua
capacidade para a liberacédo controlada de medicamentos ou agentes terapéuticos
também tem sido explorada. Isso poderia permitir a entrega localizada de farmacos
anti-inflamatoérios ou antibidticos diretamente no local da fratura ou defeito 0sseo,

acelerando o processo de cicatrizacdo e prevenindo infecgdes.
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Entretanto, apesar das promessas, ainda existem desafios a serem superados
para garantir a aplicacéo clinica segura e eficaz do 6xido de grafeno no reparo 4sseo.
A toxicidade a longo prazo, a biocompatibilidade e a estabilidade do GO no ambiente
biolégico sdo areas de investigacdo continua. E crucial desenvolver estratégias para
minimizar possiveis efeitos adversos e garantir que os materiais a base de 6xido de

grafeno sejam totalmente compativeis com os tecidos humanos.

2.10- Uso de nanoparticulas de prata no controle de infeccdes 0sseas

Devido as suas propriedades, as nanoparticulas metélicas tém recebido
consideravel atencdo da comunidade académica. As propostas para sua utilizagdo
abrangem diversas aplicacdes, incluindo sensores Opticos, agentes bactericidas e
fungicidas. Ao longo da histéria, as propriedades antimicrobianas da prata tém sido
reconhecidas.®

Com a descoberta dos antibiéticos, o uso da prata foi em grande parte
descartado. No entanto, o crescente aumento da resisténcia bacteriana e o
surgimento de novas cepas resistentes aos antibiéticos mais potentes constituem
fatores que reavivaram o interesse da comunidade cientifica na prata como agente
contra microrganismos.

As particulas de prata em escala nanométrica apresentam propriedades
antimicrobianas excepcionais devido a sua morfologia com faces altamente ativas.
Destaca-se o fato de que a reatividade é favorecida por facetas de alta densidade
atébmica. %6 O efeito antimicrobiano da prata é amplamente reconhecido; no entanto,
0 mecanismo de ac¢ao ainda é apenas parcialmente compreendido.

Estudos in vitro demonstraram que a prata emite ions biologicamente ativos
em sua superficie. Esses ions liberados tém a capacidade de se ligar a varias
estruturas celulares bacterianas, incluindo a parede celular de peptidoglicano, a
membrana plasmatica, o DNA bacteriano e as proteinas bacterianas.Segundo Li et
al. (2008) 47 a interacdo dos ions de prata com grupos tiol em proteinas e enzimas
bacterianas leva a inativacdo das enzimas respiratérias. 4>4748 Causando prejuizo a
funcdes celulares vitais, tais como a respiracao celular.

Simultaneamente, observa-se um incremento na permeabilidade celular, uma
vez que a interacdo dos ions com a parede celular compromete sua camada externa.
Esse processo resulta na perda de conteddo celular e na formacdo de anomalias

estruturais. 2. Devido a maior espessura das paredes celulares em bactérias Gram-
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7

positivas, € requerida uma concentragdo mais elevada de prata para inibir o
crescimento bacteriano, em comparacgdo com as bactérias Gram-negativas. .

Um adicional mecanismo de toxicidade implica na geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) pelos ions de prata, podendo agir sinergicamente com o
mecanismo de interacdo do grupo SH. Isso é respaldado pela evidéncia de um
aumento na atividade antimicrobiana em condi¢c6es aerdbicas quando comparadas
as condicdes anaerébias. 1°. O fon Ag® inibe a replicacdo do DNA ao se ligar aos
acidos nucleicos, impedindo assim a multiplicacéo celular. 3

Alguns estudos empregam particulas de nanoprata em materiais porosos com
0 intuito de regular sua liberacdo. Entretanto, essas pesquisas sao consideradas
preliminares, indicando a necessidade de investigacdes mais abrangentes para

compreender a acao da prata no controle de infec¢des bacterianas em lesfes dsseas.
7

2.11- Terapia por Fotobiomodulag&o no Reparo 6sseo

Ao irradiar tecidos vivos com luz laser de baixa intensidade, esta é absorvida
por croméforos fotoreceptores localizados nas células, desencadeando modulacdes
bioguimicas significativas, estimulando a respiracdo mitocondrial por meio da
producdo de oxigénio molecular e a sintese de ATP. A palavra "laser" origina-se do
acrénimo "Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation", ou Amplificacédo
da Luz por Emisséo Estimulada de Radiacdo. A coeréncia € uma das propriedades
da luz laser, na qual as ondas sucessivas de radiacdo estdo em fase e tempo
coerentes, e 0s trens de onda estdo todos na mesma direcdo e com 0 mesmo
comprimento de onda 4°°°, contudo, ao penetrar nos tecidos, essa propriedade se
dispersa nos primeiros extratos de 0sso, devido a diversidade de estruturas celulares
gue compdem o 0sso °%. Segundo esses autores, apesar da perda da coeréncia da
radiacdo do laser de baixa intensidade no interior dos tecidos, esta ainda é absorvida
pelas células, promovendo alteragbes em seu metabolismo, tanto em tecidos
superficiais quanto profundos. 5253

Os resultados apontam para a influéncia do laser em estagios iniciais da
neoformacgéo 0ssea, agindo no estimulo e inducdo do processo de reparo. ISso cria
uma série de condi¢cbes ambientais propicias para a melhora do reparo 6sseo.
Estudos sugerem a modulagéo de varios fatores de crescimento, incluindo IGF, PDGF

e TGF-B, assim como fatores osteogénicos como RANKL e OPG, juntamente com
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diversas citocinas, como IL-13, COX2 e TNF-a, durante as fases iniciais da reparagao
Ossea. Além disso, foi observado um aumento significativo na deposicao de colageno
tipo | e Il nos tecidos.>+°

Rennd e cols. (2007) % observou-se que a irradiacdo de culturas de células
com laser de baixa intensidade promoveu um aumento na proliferacdo de
osteoblastos e acelerou o processo de reparo. Um estudo recente do mesmo grupo
aponta para efeitos regulatérios no ciclo celular, indicando que o laser atua
modulando a resposta bioquimica da célula em relacdo as atividades mitocondrial e
génica, assim como na sintese de proteinas regulatérias. Essa regulacdo melhora a
proliferacéo celular e o processo de consolidacéo da fratura. Pesquisas anteriores ja
evidenciavam as diversas capacidades modulatérias do laser, com resultados que
vao desde uma maior formacao de tecido osteoide trabecular até a promocdo da
rapida formacao de matriz 6ssea, aumento na deposi¢cdo 0ssea e favorecimento da
diferenciacdo de osteoblastos. 5758

Apesar dos resultados positivos obtidos com o uso isolado da laserterapia e de
biomateriais no reparo 6sseo, € notavel a escassez de publicacdes que exploram os
beneficios da combinacéo de biomateriais com a irradiacéo laser nesse contexto 59,
este € um objeto de estudo relevante, uma vez que podem ocorrer modulacées
distintas no processo de reparo 6sseo quando ambas as condi¢cdes de tratamento,
laserterapia e biomateriais, sdo combinadas.

Considerando as caracteristicas apresentadas pelo Carvao Ativado, torna-se
crucial investigar seu papel nos processos de reparo 6sseo, considerando a relagédo
custo-beneficio, a facilidade de obtencdo e manufatura, bem como o baixo custo
associado a sua origem a partir da queima de outros compostos. Todas essas
consideracdes destacam o carvdo ativado, e sua associacdo ao laser de baixa
intensidade, como um objeto de estudo promissor no ambito de compostos auxiliares

no reparo 6sseo.
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2.12- Terapia por Fotobiomodulag&o no controle de infeccao

A luz tem se mostrado uma ferramenta poderosa no controle de infeccoes,
principalmente quando associada a moléculas fotosensibilizadoras. Essas
substancias, que tém a capacidade de absorver luz em determinadas faixas de
comprimento de onda e transferir essa energia para moléculas de oxigénio, gerando
espécies reativas de oxigénio (ROS), tém sido amplamente exploradas em terapias
fotodinamicas (TFD) para o tratamento de diversas infec¢des bacterianas e fungicas.

Quando uma molécula fotosensibilizadora é exposta a luz, ela é excitada para
um estado energético elevado. Esse processo permite que ela interaja com o oxigénio
presente no ambiente, gerando radicais livres e outros tipos de ROS, como o peréxido
de hidrogénio. Essas espécies reativas tém a capacidade de danificar estruturas
celulares, como lipidios, proteinas e material genético dos patdgenos, resultando em
sua morte ou inativacao. A vantagem dessa abordagem é que a producdo de ROS é
altamente seletiva, atingindo preferencialmente as células infectadas ou éareas
especificas, sem afetar gravemente os tecidos saudaveis.

A terapia fotodinamica tem se mostrado eficaz contra uma ampla gama de
patégenos, incluindo Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans e
outros microrganismos resistentes a antibiéticos convencionais. A luz, ao ser utilizada
como um “catalisador', promove uma ativacdo controlada das moléculas
fotosensibilizadoras, permitindo o controle preciso da quantidade de ROS gerada e,
consequentemente, a eficicia do tratamento.

Além disso, uma das grandes vantagens desse tipo de terapia € sua baixa
toxicidade para os tecidos humanos normais, uma vez que as moléculas
fotosensibilizadoras se acumulam preferencialmente nas células patoldgicas e sao
ativadas apenas na presenca de luz. Isso torna o tratamento menos invasivo e com
menos efeitos colaterais, em comparagdo com terapias tradicionais baseadas em
antibiéticos ou antifungicos.

Estudos recentes também tém explorado o uso de diferentes fontes de luz,
como lasers de baixa intensidade, LEDs e até luz solar filtrada, para otimizar a eficacia
da terapia fotodindmica. Além disso, o desenvolvimento de novas moléculas
fotosensibilizadoras, mais eficientes e com maior seletividade por patdégenos

especificos, tem sido um foco de pesquisa, visando superar limitacdes como a baixa
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penetragdo da luz em tecidos mais profundos e a resisténcia de certos
microrganismos a acéo das ROS.

O uso da luz como catalisador de moléculas fotosensibilizadoras representa
uma abordagem inovadora e promissora no combate a infeccdes, especialmente em
um cenario de crescente resisténcia a antibioticos. A combinacdo de preciséo,
efichcia e seguranca dessa terapia coloca a fototerapia como uma alternativa
importante no arsenal terapéutico contra infecgcdes bacterianas e fangicas, com

potencial para transformar a forma como tratamos doencas infecciosas no futuro.
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3- HIPOTESE

- O material de carbono com oxido de grafeno impregnado com nanoparticulas de
prata (CGONP) controla o crescimento bacteriano sem interferir na viabilidade de
osteoblastos.

- A irradiacdo com LED azul no CGONP pode interferir no crescimento bacteriano e

na viabilidade de osteoblastos.
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4- JUSTIFICATIVA:

A osteomielite cavitéria, uma condicao inflamatéria e infecciosa que resulta na
formacdo de cavidades e destruicdo tecidual, € convencionalmente tratada com
antibidticos e remocao cirargica do tecido infectado. No entanto, estas abordagens
frequentemente apresentam limitagdes, levando a complicagdes persistentes. Assim,
surge a necessidade urgente de estratégias terapéuticas inovadoras capazes de
controlar eficazmente a infec¢cdo e promover a regeneracao do tecido 6ésseo afetado.

A relevancia académica e cientifica deste trabalho reside na exploracdo da
associacdo de compostos carbonosos, reconhecidos por sua propriedade
osteocondutora, com nanoprata, conhecida por suas propriedades bactericidas e
bacteriostaticas, em conjunto com a fotobiomodulac&o. A sinergia potencial dessas
abordagens é evidente. Os compostos carbonosos demonstram propriedades
osteocondutoras, estimulando o crescimento e a diferenciacdo das células dsseas
para promover a regeneragdo do tecido danificado. Por sua vez, a nanoprata
apresenta atividade antimicrobiana comprovada, capaz de eliminar e inibir o
crescimento bacteriano, reduzindo a carga infecciosa.

Além disso, a combinac¢éo desses compostos com a fotobiomodulacao, técnica
gue utiliza luz de baixa intensidade para modular processos celulares, pode
potencializar os efeitos terapéuticos. A fotobiomodulacdo demonstra propriedades
anti-inflamatérias, analgésicas e regenerativas, estimulando a proliferacéo celular e a
producdo de fatores de crescimento. Ao integrar essa técnica com 0S compostos
carbonosos e a nanoprata, € possivel criar um ambiente propicio a regeneracéo
0ssea, a0 mesmo tempo em que controla a infec¢éo bacteriana.

A originalidade e contribuicdo deste trabalho residem na abordagem
combinada desses trés componentes, ainda pouco explorada na literatura cientifica.
A integracdo de compostos carbonosos, nanoprata e fotobiomodulacdo busca obter
um efeito sinérgico que maximize a eficacia do tratamento, favorecendo tanto a
regeneracao 0ssea quanto o controle da infeccao.

Os beneficios futuros desta pesquisa sdo notaveis. A estratégia terapéutica
proposta pode oferecer uma abordagem inovadora para o tratamento da osteomielite
cavitéria, potencialmente melhorando os resultados clinicos e a qualidade de vida dos
pacientes. Além disso, os resultados obtidos podem proporcionar insights valiosos
para o desenvolvimento de terapias combinadas destinadas a outras condi¢cdes

o0sseas infecciosas ou inflamatorias.
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O carbono é um subproduto gerado pelas industrias de papel e celulose
durante seus processos produtivos. Esse subproduto € frequentemente obtido a partir
da queima de biomassa, como madeira e residuos vegetais, utilizados no processo
de fabricacédo do papel. Devido a ser um residuo da producéo, o carbono possui um
custo muito baixo em comparacéo a outros materiais ou insumos. A disponibilidade
abundante do carbono nas fabricas de papel e celulose, juntamente com sua natureza
de subproduto, torna-o uma opc¢éo economicamente viavel para diversas aplicacées,

tornando-o atrativo tanto do ponto de vista ambiental quanto financeiro.
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5- OBJETIVO

Estudar o impacto da terapia por fotobiomodulacdo com laser em baixa
intensidade de poténcia sobre o material de carbono com oxido de grafeno
impregnado com nanoparticulas de prata (CAGONP), avaliando o crescimento de

Staphylococcus aureus e a viabilidade de osteoblastos.

5.1- Objetivos Especificos

- Avaliar a adsorg&o da nanoprata no material de carbono;
- Avaliar o efeito do material CAGONP (81ppm), irradiado ou ndo com LED azul
(400nm; 106J/cm?; 353mW/cm?) no crescimento bacteriano e viabilidade de

osteoblastos.
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6- MATERIAL E METODOS

6.1- ETAPA |I: PREPARACAO DA NANOPRATA E DO MATERIAL DE
CARBONO

6.1.1- Preparacao da Nanoprata

As solucdes de nanoprata nas concentracfes de 27, 54 e 81 ppm foram
preparadas e generosamente cedidas pelo Professor Dr. Guilherme Lenz, do
Departamento de Engenharia Metallrgica e de Materiais da Escola Politécnica da
Universidade de S&o Paulo.

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas utilizando uma solucéo de 1,0
mmol/L de nitrato de prata (AgNOs3), adicionada gota a gota a 30 mL de boro-hidreto
de sédio (NaBH4), em uma solucdo com concentracdo de 2,0 mmol/L. Posteriormente,
o0 AgNOs foi adicionado lentamente, a uma frequéncia de 1 gota por segundo, sob
agitacdo magnética e em um banho de gelo. Apés a mudanca de coloracado, a
agitacdo foi interrompida e a solucdo contendo as nanoparticulas de prata foi
armazenada sob refrigeracdo em um recipiente de vidro ambar com tampa escura,
protegida da luz.5*

Para a quantificacdo relativa da nanoprata, adotou-se uma placa de 96 pocos,
onde 100 pl da solucdo de nanoprata foram transferidos para trés pocos distintos.
Este procedimento foi repetido para as trés solugcdes de nanoprata (27, 54 e 81 ppm),

seguindo o esquema ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 — Representagdo esquematica da quantificagdo relativa da solucdo de
nanoprata em 3 concentragdes (27; 54 e 81ppm).

As solucdes de nanoprata foram submetidas a leitura espectral na faixa de 200
a 700 nm utilizando um leitor de ELISA EPOCH, Bio-TEK. Os dados resultantes foram
recuperados e utilizados para gerar um grafico comparativo quantitativo da nanoprata
nas trés concentracoes. Este grafico oferecera uma representacdo visual das

diferencas espectrais entre as concentracdes de 27, 54 e 81 ppm.

6.1.2- Preparacédo do Material de Carbono com 6xido de grafeno

O material foi produzido e generosamente cedido pelo Professor Dr. Guilherme
Lenz, do Departamento de Engenharia Metalirgica e de Materiais da Escola
Politécnica da Universidade de Sao Paulo.

Para a elaboragcdo da amostra, o licor negro, um subproduto liquido escuro do
processo de producao de celulose, foi utilizado sem qualquer tratamento prévio. Com
0 objetivo de obter um tamanho de poro controlado, o PMMA (Polimetilmetacrilato) foi
peneirado para manter a maioria das particulas na faixa de granulometria de 420um
< ® < 500um. Na formulagao dos materiais carbonosos, foram adicionados 100g de
licor negro bruto, 15g de resorcinol e 45g de PMMA para a formacéo de poros de
tamanho micro. Por ultimo, 44g de formaldeido foram inseridos como agente
reticulante durante a polimerizacdo do material. Todo esse processo ocorreu sob
agitacdo, utilizando uma placa de agitagdo e uma barra magnética.

Em um forno tubular horizontal, com uma taxa de aquecimento de 5°C/min até
atingir a temperatura de 900°C amostra foi submetida até a carbonizacédo. O tempo
de permanéncia foi de 2 horas sob atmosfera inerte de argbnio. Logo apos, as
amostras foram esfriaram em uma atmosfera inerte até atingir a temperatura
ambiente para evitar a queima do material. Por fim, foi lavada a amostra a fim de
remover o excesso de sais de sodio, potassio e enxofre provenientes do processo de
deslignificacdo. 62

Utilizando vidros estéreis com tampa, em temperatura ambiente o maretial de

carbono foi armazenado até a utilizacdo nos experimentos seguintes.
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Figura 3 - Imagem do material de carbono e suas porosidades (MEV)

6.1.3- Testes de Adsorcao da Nanoprata

6.1.3.1- Adsorcao da nanoprata

Este teste foi conduzido com o propésito de confirmar se o carvao ativado
realiza a adsorcédo da nanoprata em uma concentracao de 81 ppm. Inicialmente, 5 ml
da solucdo de nanoprata a 81 ppm foram adicionados a um tubo Falcon, e
imediatamente 100 pl foram retirados e transferidos para um tubo Eppendorf de 1,5
ml. Em seguida, 5 mg de material de carbono foram adicionados ao tubo Falcon
contendo a solucdo de nanoprata, e novamente 100 pl da solucao foram retirados e
armazenados em outro tubo Eppendorf. Este procedimento foi repetido a sombra, nos
seguintes intervalos de tempo: 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 6 horas, 12
horas, 24 horas e 48 horas.

Ao final do experimento, os volumes de nanoprata nos tubos Eppendorf foram
transferidos separadamente para uma placa de 96 poc¢os, e a absorbéancia foi
analisada em um leitor de ELISA utilizando um comprimento de onda de 400 nm. Os
resultados foram registrados e um grafico foi elaborado para avaliar a concentracéo
de nanoprata em cada solucéo, visando verificar a adsor¢cdo das nanoparticulas de

prata pelo material de carbono.
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200yl da solucdo
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Figura 4 — Representacdo esquematica do teste de ador¢do da solucdo de nanoprata

no material de carbono em diferentes tempos.
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6.2- ETAPA Il = ANALISE MICROBIOLOGICA

6.2.1- Critérios de Controle

6.2.1.1- Quantificacéo relativa de Staphylococcus aureus

Foi empregada uma placa de 96 pocos para o experimento. Apds a preparacao
da placa com 100 ul de PBS em cada poco, um inéculo foi preparado com uma
concentracdo de aproximadamente 1,5 X 102 (equivalente a 0,5 na escala de
MacFarland) de S. aureus. Foram realizadas diluicdes sucessivas até atingir a razao
de 1:11.

Utilizando uma pipeta multicanal de 100 pl, foi realizada uma diluicdo seriada
até a 112 coluna da placa. A 122 coluna foi designada como "controle", contendo
apenas meio de cultura. A determinacdo do pico de absorbancia da solucao foi
realizada no comprimento de onda de 600 nm utilizando o espectrofotdmetro de

microplacas EPOCH® juntamente com o software Biotek Gen 5 Data Analysis®.

6.2.1.2- Anélise do Crescimento do S. aureus

Foram realizadas 2 formas de crescimento de S. aureus para a avaliacéo.

1 Experimento: O cultivo bacteriano foi realizado em placa de Petri com meio
de cultura, e o controle de crescimento foi observado pela formacdo de "unidades
formadoras de colonia" (UFC).

2 Experimento: O cultivo foi realizado com diferentes grupos em solucéo

aquosa em uma placa de 96 pocos.

6.2.2- Desenho do Estudo / Tamanho da Amostra

6.2.2.1- Protocolo Experimental para cultura de S. aureus em placa de petri:

Para efetuar a avaliagdo quantitativa, foi preparada uma amostra com a
concentracao equivalente a do teste anterior.

Ao conduzir a medicdo de turbidez pela Escala de McFarland em um tubo
Falcon contendo 7 a 9 ml de PBS, utilizando uma alga bacteriologica, foi obtida pelo
menos uma colénia. Apds 30 segundos de agitacdo no vértex, procedeu-se a
categorizacdo da amostra, considerando o intervalo ideal de 0,5 (equivalente a

1,5x108 bactérias) a 1 (equivalente a 3x10® bactérias).
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Com o proposito de conduzir a comparacao do crescimento bacteriano com e sem
irradiagcédo a laser, foi preparada uma amostra inicial com a concentragcao de 3x1082
(escala 1 de McFarland).

Cada conjunto experimental foi preparado em tubos Eppendorf, sem a realizacao
inicial da irradiacdo. Posteriormente, foram semeados em duplicata em placas
contendo meio Agar BHI (Infuséo de Cérebro e Coragéo) utilizando uma pipeta
simples de 10ul, empregando a técnica de gotejamento. Os grupos experimentais
foram gotejados trés vezes em cada placa. Por fim, cada um dos conjuntos foi
submetido a irradiacdo com laser azul (400nm; 106J/cm2; 353mW/cm2) por 5
minutos, seguido pelo plagueteamento utilizando a técnica de gotejamento conforme
descrito na Tabela 1.

As placas foram devidamente envolvidas com filme plastico e colocadas para

incubacdo em estufa. Apés um periodo de 24 horas, procedeu-se a contagem
qualitativa de bactérias, expressa em Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

6.2.2.2- Protocolo Experimental para cultura de S. aureus em placa com 96
pocos:

Com o objetivo de mensurar a quantidade de bactérias nos grupos
experimentais, S. aureus foi cultivado no meio de Caldo BHI (Infusdo de Cérebro e
Coracao).

Ambos os conjuntos foram acondicionados em tubos Eppendorf, sendo o
primeiro grupo experimental submetido a irradiagcdo com luz azul (400nm; 106J/cm2;
353mW/cm?) por 5 minutos, enquanto o segundo grupo permaneceu nao irradiado
(Figura 6).

Posteriormente, as solu¢des foram transferidas para duas placas de 96 pocos,
cada uma contendo duas concentragdes diferentes dos grupos experimentais (A-D:
1/2 e E-H: 1/1) (Figura 6).

As placas de 96 pocos foram subsequentemente colocadas na estufa e
mantidas por 24 horas para permitir o crescimento bacteriano. ApGs esse intervalo,
as placas foram submetidas a leitura utilizando um espectrofotometro EPOCH®.

Nao foi implementado o cegamento do experimento em ambas as etapas de
plaguetamento e irradiacdo. Todas as manipulagbes microbiolégicas foram
conduzidas simultaneamente por dois pesquisadores.

Para ambos os ensaios, foram contemplados os seguintes conjuntos:
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A) Né&o Irradiados — Neste grupo néo foi realizada irradiagao

- Grupo CTL: Cultura de Staphylococcus aureus;

- Grupo NP: Cultura de S aureus + Solucdo de nanoprata (81 ppm);

- Grupo CA + GO: Cultura de S aureus e adicdo de material de Carbono

- Grupo CA+ GO +NP: Cultura de S aureus e adi¢cao de material de Carbono com

oxido de grafeno impregnado com nanoparticulas de prata.

B) Irradiados — Neste experimento, todos 0s grupos foram irradiados com LED
— (400nm; 106J/cm?; 353mW/cm?)

- Grupo CTL: Cultura de Staphylococcus aureus;

- Grupo NP: Cultura de S aureus + Solug&o de nanoprata (81 ppm);

- Grupo CA + GO: Cultura de S aureus e adicao de material de Carbono

- Grupo CA+ GO +NP: Cultura de S aureus e adicdo de material de Carbono com

oxido de grafeno impregnado com nanoparticulas de prata.

cf cA T cal 1 ¢

T p + GO p + GO T
+ +

L GO GO p L

X O m m O O O >

N3o irradiados ) Irradiados

Figura 6: Esquema da placa de petri com 0s grupos experimentais.



6.2.2.3- Parametros Dosimétricos para Irradiagdo Bacteriana:

Parametro Valor
Comprimento de onda central (nm) 400
Largura espectral (FWHM) (nm) 20
Modo de operacéo Continuo
Poténcia radiante média (mW) 600
Polarizacao Aleatoria
Area na saida (cm?) 1,7000
Irradiancia na abertura (mW/cm?) 353
Perfil do feixe Multimodo
Tamanho do feixe no alvo (cm?) 1,7000
Irradiancia no alvo (mW/cm?) 353
Tempo de exposicéao (S) 300
Exposicéo radiante no alvo (J/cm?) 106
Energia radiante por ponto (J) 180
Numero de pontos irradiados 1
Area irradiada por sessdo (cm?) 1,70
Energia radiante por sessao (J) 108,0
Técnica de aplicacéo Em contato
Frequéncia das sessoes 1
Numero de sessdes 1
Energia radiante total (J) 108,0

Tabela 1: Parametros de Irradiacéo utilizado na cultura de S. aureus.



52

6.3- ETAPA lll - ANALISE CELULAR

6.3.1- Critérios de Controle

6.3.1.1- Cultivo dos Osteoblastos de Ratos

Osteoblastos obtidos a partir de calota craniana de Ratos Wistar (Osteol)
foram descongelados e cultivados em frascos contendo meio de cultura RPMI. O
cultivo no frasco foi interrompido quando a monocamada de células estava prestes a
atingir a fase de subconfluéncia. Nesse ponto, o sobrenadante foi retirado, e as
células foram lavadas com solucdo tampédo PBS (NaCl 140mM; KCI 2,5mM; NaHPO4
8mM; KH2PO 1,4mM; pH 7,4) e tratadas com solucao de tripsina 0,25% por 3 minutos
a 37°C para a descolagem dos osteoblastos. O fundo dos frascos foi lavado com meio
de cultura RPMI. Em seguida, toda a solucdo foi coletada em tubos Falcon e
centrifugada a 1200 rpm a 20°C por 5 minutos (Centrifuga Excelsa 4-280R, Fanem,
Sao Paulo, SP, Brasil).

A contagem das células foi conduzida em uma camara de Neubauer, utilizando
coloragcédo com azul de Trypan (0,4%). Os ensaios de cultura que apresentaram uma
viabilidade superior a 95% foram selecionados para o experimento.

As células viaveis foram diluidas em placas de 96 pocos, com uma densidade
de 1x104 células por poco. As placas foram incubadas em estufa por 24 horas, em
atmosfera Umida com 5% de CO2 a 37°C, para permitir a adesao ao meio.
Marcadores foram aplicados nas placas para distinguir os diferentes grupos. Apos
essa fase, as células foram submetidas a irradiacdo com Laser de Baixa Intensidade,

conforme especificado na Tabela 2.

6.3.2- Desenho do Estudo

6.3.2.1- Grupos Experimentais

As células (1X10%) foram inseridas em placas de 96 pocos. Foram

considerados os seguintes grupos experimentais (Fig 7).
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- Grupo |: Osteoblastos saudaveis

- Grupo lI: Osteoblastos + Nanoprata
- Grupo lll: Osteoblastos + PBM

- Grupo IV: Osteoblastos + Nanoprata + PBM
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Figura 7: Esquema da placa com a distribuicdo dos grupos experimentais.
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6.3.2.2- Parametros Dosimétricos para Irradiagcdo dos Osteoblastos:

Parametro Valor
Comprimento de onda central (nm) 400
Largura espectral (FWHM) (nm) 20
Modo de operacéo Continuo
Poténcia radiante média (mW) 600
Polarizacéo Aleatoria
Area na saida (cm?) 1,7000
Irradiancia na abertura (mW/cm?) 353
Perfil do feixe Multimodo
Tamanho do feixe no alvo (cm?) 1,7000
Irradiancia no alvo (mW/cm?) 353
Tempo de exposicéao (s) 300
Exposicao radiante no alvo (J/cm?) 106
Energia radiante por ponto (J) 180
NUmero de pontos irradiados 1
Area irradiada por sess&o (cm?) 1,70
Energia radiante por sessao (J) 108,0
Técnica de aplicacéo Em contato
Frequéncia das sessoes 1
NUmero de sessodes 1
Energia radiante total (J) 108,0

Tabela 2: Parametros de Irradiacéo utilizado na cultura de Osteoblastos.

6.3.3 - Desfechos do Estudo

6.3.3.1- Ensaio de Viabilidade Celular por MTT

Para a avaliacéo de viabilidade, as células cultivadas em bandejas de 96 pocos
foram submetidas a procedimentos especificos. O liquido dos pocos foi retirado e as
células foram lavadas com PBS para eliminar as células que ndo estavam mais
viaveis.

Posteriormente, a cada poco foi adicionado 100ul de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il) 2,5,-difeniltetrazélio brometo) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As placas
foram imediatamente colocadas para incubagdo em um ambiente tmido com 5% de

CO2 a 37°C por 3 horas. Apos esse periodo, 100 pl de isopropanol foram introduzidos
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em cada pocgo para dissolver os cristais formazan. A absorbancia foi entéo registrada
a 620 nm usando um leitor de microplacas de absorvancia Epoch — BIOTEK.

As informacdes de densidade Optica (DO), expressas como absorbancia e
correlacionadas a viabilidade celular, foram adquiridas através da leitura de
absorbancia em oito pocos. Esses valores foram apresentados na forma de médias e
desvios padrao (DV).

6.4- ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das andlises de crescimento bacteriano e da viabilidade de
osteoblastos foram apresentados por meio da média e do desvio padréo.
Subsequentemente, esses resultados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) com pés-teste de Bonferroni. Os graficos foram elaborados utilizando o

software GraphPad Prism 5. O nivel de significAncia estatistica adotado foi de p<0,05.
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/- RESULTADOS

7.1- Caracteristicas da solucdo de Nanoprata e do Material de Carbono.

7.1.1- Determinagédo da curva espectral da nanoprata.

A figura 9 apresenta a curva espectral das nanoparticulas de prata na
concentracdo de 81ppm. A escolha pela utilizacdo da nanoprada de 81 ppm foi
motivada pela sua caracteristica de apresentar a maior concentracdo com a menor
precipitacdo. Esse fator & crucial para otimizar o desempenho do processo,
garantindo maior eficiéncia, ao mesmo tempo que minimiza os efeitos adversos
associados ao acumulo de particulas indesejadas. Nesta figura, é possivel observar

a curva formada em 400nm referente ao pico da indicada pela seta preta

Absorbancia (Ul)

g & & s a a8 &
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©
©
=

Wavedength (nm)

Figura 9 - Curva espectral das nanoparticulas de prata. Em (A) com 27ppm (partes
por milhdo), Em (B) com 54ppm e em (C) com 81lppm. Seta preta para pico da

nanoprata.

7.1.2- Irradiacdo com LED Azul pode alterar a concentracdo relativa de
nanoprata.

O gréfico da Figura 10 exibe a absorbancia da solugéo de nanoprata em uma
concentragdo de 81ppm em trés momentos distintos. Na condi¢do (A), imediatamente
apos a irradiagdo com LED azul; na condi¢do (B), ap0s 7 dias de irradiacdo; e na
condicao (C), apos 30 dias da irradiacdo. Observa-se que ndo ha uma alteracao

significativa na absorbancia da nanoprata ao comparar a primeira e a segunda leitura.
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Entretanto, a absorbancia da solugédo de nanoprata irradiada diminui de maneira
significativa apds 30 dias da irradiagdo, indicando a instabilidade do composto ao

longo do tempo.
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Figura 10 - Curva espectral da solucdo de nanoprata na concentracao de 81ppm. Em
(A) imediatamente apds a irradiacdo; Em (B) leitura apos 7 dias da irradiacdo e em

(C) com leitura apds 30 dias da irradiacdo com LED azul.
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7.1.3- Porosidade do material de carbono por Microscopia Eletrénica de
Varredura

A andlise tomografica representada na Figura 10 foi conduzida nas amostras
apos a fabricacdo do material de carbono. E evidente a presenca de uma consideravel
guantidade de poros, destacando-se também a conectividade desses poros na
superficie do material. A analise revela que o tamanho final dos poros esti

compreendido entre 250um e 420um.

(A)

HV det magc WD —300pm ——MM88—
15.00 kV ETD 500 x 9.4 mm

(B)

. |det| HV [spot|mag O] WD
ETD [15.00 kV| 4.0 |25 000 x| 9.9 mm

Figura 10- Caracterizacdo tomografica do material de carbono. Em (A), a Seta
amarela indicando o diametro dos poros e a seta branca indicando as conectividades.
Em (B) Seta azul: grafeno fundo cinza: base do carbono seta amarela: nano prata
outros pedacinhos: particulas de carbono que quebram na maceracéao
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7.1.4- Avaliacdo da Adsorcdo do material de carbono impregnado com

nanoparticula de prata.

No gréafico da figura 11, a linha em vermelho representa a reducdo de

nanoprata, observada principalmente nos primeiros 15 minutos. Da concentracéo de

1.889, no tempo 0 (imediato), para a concentracdo de 0.336, ap6s 15 minutos.

2.54

2,0

1.5

1.0

0.54

Concentragio de Nanoprata (Ul)

0.0 T c T
0.5 1.0 1.5

: o T
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Tempo (horas)

-0.5-

-=- Adsorcdo

T
48 72 96

Figura 11 - Grafico da Adsorcdo da solucdo de nanoprata em material de carbono

ativado. Concentracao inicial da nanoprata de 81ppm.
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7.2- Avaliagdo Microbiologica — Concentracdo de Staphylococcus aureus.
7.2.1- Concentracdo relativa de Staphylococcus aureus.

A Figura 12 ilustra a concentracdo relativa de S. aureus com base na
absorbancia da solucdo contendo a bactéria, medida em 600 nm, em diversas
diluicdes. E perceptivel uma diminuicdo proporcional na absorbancia de
Staphylococcus aureus, especialmente até a diluicdo de 1:16. A partir das diluices

de 1:32, o aparelho ndo é capaz de registrar variagdes na absorbancia na solucéo
contendo a bactéria.

0.071
0.064
0.054

0.04 I § 1 I I I I

003 L] L] L] L] L] L] T T T T
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Diluicbes

Concentracdo - Staphylococcus aureus (Ul)

Figura 12 - Concentracao relativa de Staphylococcus aureus em diferentes dilui¢cées.

Leitura em 600nm.
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7.2.2- Crescimento de Staphylococcus aureus em placa de petri com meio de
cultura.

A Figura 13 exibe o crescimento de S. aureus em uma placa de Petri, 24 horas
apos o cultivo em duas condi¢cdes: sem irradiacdo (grupo nao irradiado) e com
irradiacao utilizando LED azul (400 nm; 106 J/cm2; 353 mW/cm2) por 5 minutos. Na
imagem, é evidente que o grupo CTL, cultivado apenas com S. aureus, apresentou
crescimento bacteriano em todos os circulos. Nos grupos NP (S. aureus + solucdo de
Nanoprata) e C (S. aureus + material de carbono com éxido de grafeno), observou-
se crescimento bacteriano semelhante ao grupo CTL. Os grupos CTL, CAGO, NP e
CAGO+NP nao mostraram alteracdes quando foram irradiados, sendo também

observado crescimento bacteriano.

NAO IRRADIADO IRRADIADO

CTL NP CAGO CAGO+NP  CTL NP CAGO CAGO+NP

Figura 13 - Crescimento bacteriano (Staphylococcus aureus) em placa de petri.
Grupos experimentais: CTL (S aureus); NP (S aureus +Nanoprata 81ppm); C (S
aureus + Material de carbono) e C+NP (S aureus + material de carbono impregnado
com Prata). Grupos néo irradiados ou Irradiados com LED azul (400nm; 106J/cm?;

353mW/cm?) por 5 minutos.
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7.2.3- Crescimento de Staphylococcus aureus em meio de cultura — placa de 96
pocos

O gréfico da figura 14 apresenta o crescimento de Staphylococcus aureus em
solucéo de meio de cultura, distribuido em placa com 96 pocos e incubada por 24
horas em diferentes situagdes. N&o houve diferengas no crescimento bacteriano nos
grupos CTL e NP, quando comparamos antes e apos a irradiagéo.

Quando comparamos os diferentes tratamentos, o grupo com material de
carbono apresentou expressivo aumento no crescimento bacteriano, comparado a

todos os demais grupos, porém quando irradiado o crescimento de bactérias é
reduzido.
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Figura 14 - Crescimento de Staphylococcus aureus em meio de cultura. Grupos Nao
irradiados ou Irradiados (i) com LED (400nm; 10J; 50mW; 5 minutos). CTL: S aureus;
NP (S aureus + Solucdo de nanoprata 81lppm); CAGO (S aureus + material de
carbono com oxido de grafeno) e CA+GO + NP (S aureus + material de carbono com

oxido de grafeno+ Solucdo de nanoprata 81ppm). *** p<0,001 VS CTL. # p<0,05 Vs
CAGO(]).
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7.3- Viabilidade de Osteoblastos

7.3.1- Viabilidade de osteoblastos — Técnica MTT.

O gréfico da Figura 15 apresenta os resultados de viabilidade celular, obtidos
por meio da técnica de MTT, que correlaciona a formacgéo de cristais de formazan
com a atividade celular. As leituras de absorbancia realizadas na cultura de
osteoblastos em uma placa de 96 pocos indicam que ndo houve diferencas na
viabilidade dos osteoblastos ao comparar os periodos "antes" e "ap06s" a irradiacao
nos grupos CTL, NP e CAGO+NP. Somente no grupo CAGO (osteoblastos cultivados
com material de carbono), tanto nédo irradiados quanto irradiados, foi observado um

aumento na viabilidade celular.
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Figura 15 - Grafico da viabilidade celular na cultura de osteoblastos em placa de 96
pocos, 24 horas apOs a irradiacdo com LED azul. Grupos experimentais: CTL
(osteoblastos em meio RPMI); NP (osteoblastos em solugéo de Nanoprata); CAGO
(Osteoblastos em material de carbono e oxido de grafeno com PRMI) e CAGO+NP:
(Osteoblastos em material de carbono e oxido de grafeno impregnado com Prata e
com RPMI). * p<0,05 VS CTL.
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8-  DISCUSSAO

InfecgBes Osseas, como a osteomielite, apresentam desafios significativos no
tratamento, especialmente quando a terapia, predominantemente baseada em
agentes farmacologicos como antimicrobianos, ndo € eficaz, resultando em quadros
infecciosos recorrentes.®¢3, O propoésito deste estudo foi explorar a eficacia do
material de carbono impregnado com nanoparticulas de prata, irradiado com luz LED
azul, para controlar o crescimento bacteriano sem prejudicar as ceélulas Osseas.
Nossos resultados indicam que o material de carbono impregnado com
nanoparticulas de prata reduziu o crescimento de Staphylococcus aureus quando
exposto a irradiacdo de LED (400nm; 106J/cm2; 353mW/cm2) por 5 minutos. Além
disso, o material demonstrou preservar a viabilidade celular em culturas de
osteoblastos, enquanto facilitava a adesao celular ao substrato de carbono.

A solucdo de nanoprata empregada neste estudo foi produzida e
generosamente fornecida pelo Prof. Dr. Guilherme Frederico Lenz e Silva, do
Laboratério de Materiais de Carbono e Compdsitos da Escola Politécnica da USP. O
método de sintese quimica adotado para a producdo da nanoprata permitiu a
preparacao de solu¢des em trés concentragdes distintas (27 ppm, 54 ppm e 81 ppm).
Essas concentracdes foram posteriormente analisadas por meio de leitura espectral,
sendo registrado um pico de concentracdo em 400 nm.

A quantificacdo da nanoprata na solucédo foi também realizada utilizando o
método de absorbancia em um leitor de ELISA, sendo esta analise empregada em
uma fase subsequente do trabalho, especificamente na avaliagdo dos processos de
adsorcao e dessorcdo de nanoprata pelo material de carbono.

Também foi avaliado o impacto da irradiacdo na solucdo de nanoprata,
utilizando um LED azul (400nm; 106J/cm2; 353mW/cm2) em trés momentos distintos:
l) Imediatamente apds a irradiacdo, Il) Sete dias apods a irradiacdo e Ill) Trinta dias
apos a irradiacdo. Nos dois primeiros periodos (imediatamente apés a irradiacao e
sete dias apos a irradiacdo), ndo foi observada nenhuma reducdo na concentragédo
de nanoprata. No entanto, uma diminuigcao significativa na concentracdo de nanoprata
foi registrada apos 30 dias.

A reducdo na concentracdo de nanoparticulas de prata na solucdo, 30 dias
apos a irradiacdo com LED, pode implicar em uma alteragéo no efeito antimicrobiano
dessa solucéo a longo prazo. Nesse contexto, seria crucial realizar estudos de

estabilidade da solucdo de nanoprata, bem como determinar a concentracdo minima
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necessaria para reduzir o crescimento bacteriano sem comprometer a viabilidade dos
osteoblastos. Essas investigagbes sdo essenciais para aprimorar a aplicacdo dessa
abordagem em modelos experimentais in vitro.

E conhecida a sensibilidade da prata a luz, e alguns estudos indicaram que
solugdes contendo prata, como o Citrato de Prata, podem reagir com luz LED (470
nm, 5 mW por 5 minutos), resultando na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs).54 Certamente, o efeito da nanoprata irradiada e a possibilidade de formacéo
de radicais livres representam fatores importantes para o controle microbiano. A
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode desempenhar um papel
significativo na capacidade antimicrobiana, contribuindo para a eficacia no controle
de microrganismos. Essa acdo oxidativa pode afetar a integridade da membrana
celular bacteriana e influenciar processos metabdlicos essenciais, contribuindo para
a reducdo do crescimento bacteriano. No entanto, é importante considerar tanto os
efeitos antimicrobianos quanto os potenciais impactos em sistemas celulares e
tecidos, especialmente em aplicacfes médicas ou terapéuticas.

O material de carbono utilizado como substituto 0sseo neste estudo foi
produzido e gentilmente cedido pelos professores Profa Dra Gisele Amaral Labat, do
Instituto de Pesquisas Espaciais — INPE, e pelo Prof Dr Guilherme Frederico Lenz e
Silva, da Escola Politécnica da USP. Este material de carbono exibe caracteristicas
notaveis, como alta porosidade e conectividade entre 0s poros, propriedades essas
gue sao de extrema importancia para seu emprego como biomaterial e que sao
cuidadosamente controladas durante sua fabricacdo (65). Trabalhos pré-clinicos
utilizando esse material de carbono como substituto 6sseo ja foram conduzidos,
evidenciando importantes caracteristicas osteoproliferativas. A elevada porosidade
desse material de carbono também favorece os processos de adsorcdo e dessorcao
de substancias.®®

Neste estudo, realizou-se a impregnacao de prata no material por meio da
técnica de adsorcdo em uma solugdo de nanoprata, permitindo a penetracdo das
nanoparticulas no interior do material de carbono. Durante a avaliagdo das
propriedades de adsorcdo do material de carbono, observou-se uma reducao
significativa na concentracdo de nanoprata nos primeiros 15 minutos apds o contato
do material com a solucdo, estabilizando-se a partir desse ponto. Conforme

mencionado anteriormente, a capacidade de adsorcdo do material de carbono é
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reconhecida e decorre da alta porosidade, aliada a conectividade entre os poros. %2
65

Outra fase realizada neste estudo foi a microbiologica, utilizando culturas de S.
aureus tanto em meio sélido (Agar de BHI) em placas de Petri quanto em meio aquoso
(Solucdo de BHI) em placas de 96 pocgos. O primeiro modelo experimental, com
crescimento bacteriano em Agar de BHI, € comumente empregado para avaliar as
unidades formadoras de colbnias, enquanto que no segundo modelo, com bactérias
suspensas em meio aquoso de BHI, é possivel observar o crescimento bacteriano
pelo nivel de turbidez da solugdo em cada poco da placa.

Neste estudo, ndo foram observados efeitos antimicrobianos significativos da
solucédo de nanoprata (NP) quando utilizada como tratamento isolado. Da mesma
forma, a irradiacdo com LED azul sobre a solucdo de nanoprata néo interferiu na
guantidade de unidades formadoras de colonia. Apenas no grupo em que as S.
aureus foram tratadas com o material de carbono impregnado com a solugcéo de
nanoprata e posteriormente irradiadas, foi observada uma reducdo expressiva nas
unidades formadoras de coldnia.

No segundo modelo experimental, utilizando solugéo de BHI na cultura de S.
aureus em placa de 96 pocos, os resultados foram semelhantes. Houve aumento do
crescimento bacteriano em todos 0s grupos, exceto no grupo com material de carbono
impregnado com prata e irradiado com LED azul. Observou-se também um aumento
expressivo na proliferagdo bacteriana no grupo com material de carbono sem a
nanoprata. O crescimento de S. aureus no material de carbono é esperado, uma vez
gue este apresenta grande porosidade®5%6, Contudo, a reducdo expressiva de
bactérias nos grupos com material de carbono impregnado por prata € um resultado
significativo e demonstra seu potencial no controle do crescimento de S. aureus. Além
disso, a diminuicdo bacteriana observada no grupo com material impregnado com
prata e irradiado com LED azul traz uma nova perspectiva no controle bacteriano,
utilizando a irradiacdo combinada com o uso de nanoparticulas de prata.

O uso isolado da prata para efeito antimicrobiano € bem conhecido, e
recentemente o mecanismo de agao foi descrito. Além do aumento da toxicidade pela
formacdo de EROs, a prata também pode agir liberando ions que desestabilizam as
ligacdes das moléculas de peptideoglicana na parede da bactéria. Observou-se ainda

gue as bactérias Gram-positivas, por possuirem uma parede celular mais espessa,
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podem necessitar de concentragbes maiores de nanoprata para causar essa
desestabilizacéo. 6% 70 7172

A irradiacdo da nanoprata com LED azul possui outro mecanismo proposto.
Neste caso, ha uma interacao entre as nanoparticulas de prata com a luz, resultando
no fendbmeno conhecido como "ressonéancia plasménica de superficie local" ou
(LSPR), conferindo a essas moléculas propriedades fisicas Unicas com um
consequente aumento da temperatura local. Esse fendmeno é também conhecido
como fototermdlise, estimulando novamente a formacdo de EROs. Esse processo
danifica ndo apenas a parede e a membrana celular, mas também intensifica os
processos metabdlicos da bactéria, levando a sua morte.”3 7475

Neste trabalho, ndo foi especificamente demonstrado quais dos mecanismos
foram ativados para a reducéo do crescimento bacteriano no grupo de S. aureus em
material de carbono impregnado com nanoprata e irradiado com LED azul. No
entanto, € possivel que seja uma combinacdo desses mecanismos que tenha
contribuido para o comprometimento do crescimento bacteriano nesse grupo.

Na ultima etapa deste trabalho, foi realizada a avaliacéo da viabilidade celular
em cultura de osteoblastos, a avaliacdo da viabilidade pela técnica MTT. Nao foi
observada mudancga na viabilidade celular nos osteoblastos tratados apenas com a
nanoprata em 81 ppm. Como explicado anteriormente, concentracdes mais elevadas
de prata podem prejudicar a homeostasia celular. No entanto, em concentracfes
baixas, como as utilizadas neste trabalho, a viabilidade celular foi mantida em ambos
os grupos (NP ou CAGO+NP), independentemente de terem sido irradiados ou nao
com LED azul..

Os reagentes empregados nesse procedimento marcam as células vivas em
verde e as células com baixa viabilidade em vermelho. A comparacéo é realizada com
base em imagens obtidas por fluorescéncia através de dois filtros, conforme descrito
previamente no método. Os resultados deste estudo indicaram um aumento na
proporcdo de osteoblastos ndo viadveis quando expostos a luz do LED azul. Alguns
estudos anteriores ja evidenciaram o impacto da luz azul (470 nm — 480 nm) na
reducédo da viabilidade celular em células da pele, embora tenham utilizado periodos
de exposicdo mais longos, como 15 e 30 minutos. Contudo, 0 mecanismo exato pelo
gual a viabilidade celular é afetada ainda nao foi esclarecido, como também indicado

pelo mesmo estudo.%
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Ao examinar os resultados celulares, notou-se um aumento na viabilidade dos
osteoblastos cultivados em material de carbono ap6s a irradiacdo. E crucial salientar
mais uma vez que, apesar de o material de carbono ser inerte, ele apresenta uma
consideravel quantidade de poros interconectados, facilitando assim o crescimento
celular. Além disso, a capacidade de adsor¢cao desse material pode possibilitar uma
maior absor¢cdo de nutrientes do proprio meio de cultura, o que, por sua vez,
promoveria ainda mais o crescimento e a viabilidade celular nesse ambiente.% 67
Neste estudo, também foi evidenciada a adeséo de osteoblastos saudaveis ao
material de carbono, tanto de forma isolada quanto quando impregnado com
nanoparticulas de prata. Esse achado fortalece a perspectiva de empregar esse
material como substituto 0sseo.

Para ampliar a compreensdo sobre o crescimento e a viabilidade celular em
relacdo ao uso de nanomateriais, sugere-se a realizacdo de novas analises que
considerem diferentes métodos de avaliagdo celular. Embora as abordagens
convencionais tenham fornecido informacGes de qualidade, a implementacédo de
técnicas adicionais, pode oferecer uma visdo mais detalhada sobre a interacdo das
células com os nanomateriais, permitindo a obtencao de mais dados.

Ainda, um foco promissor para futuros estudos seria a utilizacdo de culturas
celulares em 3D. Esse modelo tem o potencial de simular de maneira mais fiel o
comportamento celular in vivo, permitindo a analise de aspectos como a interagao
celular em um microambiente tridimensional, a formacdo de estruturas mais
complexas e a resposta celular a estimulos externos, o que poderia trazer uma nova
perspectiva sobre a viabilidade e o crescimento celular em presenca de
nanomateriais.

Outro ponto relevante é a investigacdo dos processos de dessor¢do, ou seja,
a liberacdo de ions de prata da superficie das nanoparticulas. Estudos sobre a
dindmica de dessorcdo podem esclarecer melhor os mecanismos de liberacdo e o
impacto disso sobre a toxicidade e a eficacia das nanoparticulas, além de contribuir
para o desenvolvimento de nanomateriais mais controlados e eficazes.

Por fim, destaca-se a importancia de investigar maneiras de melhorar a
estabilidade da nanoprata. Esse aspecto € crucial para garantir que as nanoparticulas
mantenham suas propriedades ao longo do tempo, minimizando degradagdes que
possam comprometer sua performance e seguranca em aplicacbes bioldgicas e

biomédicas. O desenvolvimento de estratégias para aumentar a resisténcia a
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aglomeracao e a dissolugédo prematura das nanoparticulas pode ser um ponto chave
para otimizar seus beneficios.

S&ao0 necessarios estudos adicionais para consolidar a eficacia do material de
carbono associado a nanoparticulas de prata na regulacéo do crescimento bacteriano
sem comprometer o desenvolvimento e a viabilidade das células 6sseas. Seria crucial
avaliar se esses efeitos antimicrobianos sado replicaveis em bactérias Gram-
negativas, além de determinar se 0 mecanismo de agao para esse efeito é singular
ou se envolve uma combinacdo de mecanismos para o controle bacteriano ou
resisténcia ao uso continuo. Outra abordagem relevante seria avaliar a concentragao
segura que potencializa o efeito negativo sobre as bactérias sem prejudicar a
viabilidade dos osteoblastos. Além disso, seria importante testar se diferentes
comprimentos de onda, como o vermelho e o infravermelho, amplamente utilizados
nas terapias por fotobiomodulagéo, exercem algum efeito sobre as nanoparticulas de
prata em solucéo ou aderidas ao material de carbono.

A realizacdo de testes com culturas em 3D seria crucial, especialmente
considerando que o0 material de carbono empregado possui uma estrutura
tridimensional. Isso poderia aprimorar a observacdo das células aderidas a esse
material. Alguns estudos com biomateriais optam por utilizar culturas de macréfagos
para avaliar a compatibilidade celular ou verificar se o material permanece
verdadeiramente inerte, representando outra abordagem valiosa para compreender
melhor a interagdo do material de carbono com a atividade celular. No que diz respeito
a porosidade, seria pertinente investigar a possibilidade de certa seletividade no
material de carbono quanto ao potencial de adsorcdo e dessorcdo de outras
moléculas relacionadas ao crescimento 0sseo, como nutrientes e fatores de
crescimento.

Seria importante a utilizacdo de outros métodos de avaliacdo de crescimento
bacteriano, a fim de obter uma analise mais abrangente e precisa do efeito do material
em estudo. Além disso, uma comparacdo com o uso de antibiéticos, como a
tetraciclina, pode proporcionar uma melhor compreenséo da eficacia antimicrobiana
do material, considerando seu desempenho em relagdo aos tratamentos
convencionais. Com relacdo as caracteristicas do material, a avaliagcdo da dessor¢ao
seria um fator importante para ser avaliado, a fim de compreender o comportamento
do material em diferentes condicbes e como ele interage com o ambiente. Por fim, a

avaliacdo do acondicionamento do material € fundamental para garantir sua
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estabilidade e viabilidade durante o uso, assegurando que suas propriedades nao
sejam comprometidas ao longo do tempo.

Por altimo, vale ressaltar que o material de carbono empregado neste estudo
possui uma vertente sustentavel, uma vez que € derivado de materiais reciclados.
Além de apresentar baixo custo, essa caracteristica confere valor ao material e
contribui para a redugéo do volume de residuos industriais no ambiente, reforcando,
assim, seu apelo sustentavel.®® Adicionalmente, os resultados preliminares indicaram
gue os materiais de carbono impregnados com nanoparticulas de prata também
exercem controle sobre o crescimento de S. aureus, sem provocar alteracbes na

viabilidade das células 6sseas.
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- CONCLUSAO

Neste estudo, podemos concluir que o material compaosito de carbono / grafeno
impregnado com nanoparticulas de prata, quando exposto a irradiacdo de LED azul
(400nm; 106J/cm2; 353mW/cm2) por 5 minutos, demonstrou a capacidade de reduzir
0 crescimento bacteriano em culturas de S. aureus, sem afetar a viabilidade celular
em culturas de osteoblastos.

Além disso, observou-se que:

- A nanoprata € eficiente na adsorcdo de grande parte das nanoparticulas de prata
nos primeiros 30 minutos, em uma solu¢cdo com concentragéo de 81ppm;

- A concentracdo de nanoprata pode ser modificada apos 30 dias da irradiacdo com
LED azul, mantendo os parametros (400nm; 106J/cm2; 353mW/cm2);

- A nanoprata, na concentracdo de 81ppm, ndo demonstrou capacidade de reduzir o
crescimento bacteriano ou afetar o desenvolvimento de osteoblastos, mesmo quando

submetida a irradiacdo com LED azul;
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