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RESUMO

Infeccdo Ossea € uma condi¢cdo grave e de dificil tratamento, com impacto
significativo na vida dos pacientes, incluindo aspectos fisicos, emocionais,
sociais e econdmicos. O tratamento depende da gravidade e envolve uma
abordagem multimodal que combina terapia antimicrobiana, intervencéo
cirargica, e cuidados de suporte. Contudo, o tratamento farmacolégico nem
sempre se mostra eficaz. Nesse contexto, o uso de materiais compdsitos de
carbono com nanoprata, usados como substitutos ésseos surge como alternativa
na promocao do reparo 0sseo. De forma complementar, a terapia por
fotobiomodulacdo (PBM) tem sido amplamente utilizada para otimizar a
qualidade do reparo tecidual, modulando o processo inflamatério e reduzindo a
dor. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de um compdsito de carbono
impregnado com nanoparticulas de prata (ACNS), isoladamente ou em
combinagdo com PBM, na organizagcao tecidual e resisténcia Ossea,
considerando parametros biomecéanicos e morfologicos. Metodologia: Ratos
Wistar foram anestesiados e foi realizada a confeccao do defeito 6sseo em
ambas as tibias. Os animais foram distribuidos em grupos: controle sem leséo
(CTL) ou com lesao, sem tratamento (NT); ou tratados com fotobiomodulagéo
(PBM); com material compaosito (ACNS) ou tratados com as terapias associadas
(PBM+ACNS). Apos 30 dias, os animais foram eutanasiados e as tibias
coletadas para analises morfoldgicas e funcionais. Resultados: A lesdo Ossea
induzida promoveu alteragdes tanto nas propriedades mecanicas quanto na
organizagéao tecidual e na proporgao de colageno. Os tratamentos isolados com
PBM ou ACNS nao modificaram significativamente as propriedades mecanicas,
mas favoreceram a organizagdo tecidual. Ja a associagdo PBM+ACNS
promoveu melhora nas propriedades biomecénicas e morfoldgicas, direcionando
para um tecido mais organizado com propor¢ao de colageno semelhante a do
grupo controle. Conclusdo: A fotobiomodulagado associada ao uso de material
composito de carbono impregnado com nanoparticulas de prata promoveu o
reparo 0sseo com manutencdo tanto da organizagao tecidual como das
propriedades mecanicas, em modelo experimental de lesdo éssea.

Palavras-chave: Carbono ativado; Fotobiomodulagédo; Nanoprata; propriedades

mecanicas; colageno.



ABSTRACT

Bone infection is a serious and difficult-to-treat condition, significantly impacting
patients' lives, including physical, emotional, social, and economic aspects.
Treatment depends on the severity of the condition and involves a multimodal
approach that combines antimicrobial therapy, surgical intervention, and
supportive care. However, pharmacological treatment is not always effective. In
this context, the use of carbon-based composite materials as bone substitutes
emerges as a promising alternative that promotes recovery and accelerates
healing. Additionally, photobiomodulation therapy (PBM) has been widely used
to optimize the quality of tissue repair by modulating the inflammatory process
and reducing pain. The objective of this study was to evaluate the efficacy of a
carbon composite associated with silver nanoparticles (ACNS), either alone or in
combination with PBM, in the bone repair of an experimental injury model,
considering biomechanical and morphological parameters. Methodology: Wistar
rats were anesthetized and subjected to induction of bone injury in both tibias.
The animals were distributed into groups: control without injury (CTL); with injury
without treatment (NT); treated only with PBM (PBM); treated with composite
material (ACNS); or treated with the combined therapies (PBM+ACNS). After 30
days, the animals were euthanized, and the tibias were collected for
morphological and functional analyses. Results: The induced bone injury
promoted changes in, both mechanical properties and tissue organization, as well
as collagen proportion. Isolated treatments with PBM or ACNS did not
significantly modify mechanical properties but favored tissue organization. In
contrast, the PBM+ACNS combination showed significant improvement in
biomechanical and morphological properties, leading to more organized tissue
with a collagen proportion similar to that of the control group (CTL).
Conclusion: Photobiomodulation associated with the use of a carbon composite
material impregnated with silver nanoparticles promoted bone repair while
maintaining tissue organization and mechanical properties in an experimental
model of bone injury.

Keywords: Activated carbon; Photobiomodulation; Silver nanoparticles;

Mechanical properties; Collagen.



DESTAQUES

- Relevancia clinica: O estudo aborda um problema grave e de dificil tratamento,
relacionado as infecgdes 0sseas e ao seu processo de reparo, como foco na

resisténcia mecanica.

- Inovagéo: Propde a utilizagdo de um novo biomaterial compdsito de carbono
associado a nanoparticulas de prata, irradiadas com laser em baixa intensidade,

representando uma estratégia promissora e de baixo custo para o reparo 0sseo.

- Potencial futuro: Os resultados abrem perspectivas para aplicagdes clinicas em
humanos, com potencial para reduzir complicagdes, acelerar a cicatrizacao e

melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

- Alternativas terapéuticas: Compdésitos de carbono com nanoprata despontam
como substitutos 6sseos promissores, enquanto a fotobiomodulagédo (PBM)
mostra eficacia na otimizagdo do reparo tecidual, configurando alternativas

viaveis aos tratamentos convencionais.



HIGHLIGHTS

- Clinical Relevance: Addresses a serious and challenging problem (bone

infection and repair).

- Innovation: Employs a novel carbon-based composite biomaterial combined
with silver nanoparticles, representing a promising and cost-effective strategy for

bone regeneration.

- Reduction of Side Effects: Unlike drugs that may cause long-term adverse
effects, the application of laser therapy combined with biomaterials in bone

lesions showed no evidence of side effects.

- Future Potential: The findings pave the way for future applications in humans,
with the potential to reduce complications, accelerate healing, and improve

patients’ quality of life.

- Therapeutic Alternatives: The use of carbon composites with silver
nanoparticles emerges as a promising bone substitute, while photobiomodulation
(PBM) has been applied to optimize tissue repair, representing an alternative to

current treatments.



RESUMO PARA LEIGOS

A infecgcdo 6ssea € uma condigao grave e de dificil tratamento, que pode afetar
de forma significativa a qualidade de vida das pessoas. O tratamento tradicional
geralmente envolve o uso de medicamentos, cirurgias e outros cuidados, mas
nem sempre apresenta os resultados esperados. Por esse motivo, novas
alternativas vém sendo estudadas. Entre elas, destaca-se o uso de um material
de carbono combinado a nanoparticulas de prata, que pode auxiliar na
recuperagcao do osso. Outra possibilidade é a fotobiomodulagédo (PBM), uma
terapia a laser que ajuda a controlar a inflamagao, acelerar a cicatrizacéo e
reduzir a dor. Neste estudo, utilizamos um modelo de lesdo 6ssea em animais
para avaliar o reparo do 0osso com a associagcao entre laser e o material de
carbono com prata. Apds um més, os grupos tratados apresentaram ossos mais
resistentes, semelhantes aos de animais saudaveis. Esses resultados indicam
que o uso do laser, na dose adequada, associado ao material de carbono com
prata, pode representar uma alternativa promissora para melhorar a qualidade

ossea.
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1 CONTEXTUALIZAGAO

As lesdes Osseas provocam modificagdes estruturais que comprometem
a organizacao tecidual e sua resisténcia mecanica. O processo de reparo ocorre
de forma gradual, com o objetivo de formar um novo tecido. Entretanto,
alteracbes em suas fases de reparo podem impactar a qualidade Ossea,
resultando em caracteristicas morfolégicas e funcionais distintas do tecido
original (OVSIANIKQV et al., 2018; SILVA et al., 2022).

Quando né&o tratadas, essas lesbes podem evoluir para quadros
infecciosos, como a osteomielite, geralmente originados por fraturas ou por
comprometimento de tecidos adjacentes, representando um risco significativo ao
paciente (LEW, WALDVOGEL, 2004). O principal patdogeno associado a
osteomielite € o Staphylococcus aureus, um micro-organismo gram-positivo
dotado de multiplos mecanismos de patogenicidade (KREMERS et al., 2015).
Essa bactéria é reconhecida pela elevada capacidade de formacéo de biofilme,
0 que contribui para sua persisténcia e resisténcia a antimicrobianos. Nessas
condigdes, formam-se comunidades microbianas organizadas, envoltas por uma
matriz polimérica, aderindo a superficies bibticas e abidticas, como implantes
meédicos, préteses articulares e tecidos 6sseos apds o trauma, dificultando
consideravelmente o tratamento da infec¢ao (LEW, WALDVOGEL, 2004).

As lesbes Osseas também alteram a morfologia do tecido, promovendo
interrupcdes na funcdo vascular e modificagbes estruturais. O processo de
reparo ocorre em fases distintas. A fase inflamatéria é caracterizada pela
ativacdo de células de defesa responsaveis pela remog¢ado de fragmentos
celulares. Na sequéncia, estabelece-se a fase proliferativa, marcada pela
formacgao de tecido de granulacao (LIN et al., 2011; MARSELL, EINHORN, 2011;
ABDEL-MAGGED et al., 2024). A etapa final, o remodelamento ésseo, tem como
objetivo restaurar a morfologia original por meio da formagédo do calo ésseo
secundario. Nessa fase, a matriz irregular € gradualmente convertida em o0sso
maduro, em um processo no qual osteoclastos participam da reabsorcéo e
remodelacao da matriz extracelular (HADJIARGYROU et al., 2002).

O colageno, componente essencial da matriz extracelular, desempenha
papel determinante na organizacdo e resisténcia 0ssea. A proporgcao entre
colageno tipo | e tipo Il influencia diretamente a qualidade do reparo, sendo o
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equilibrio dessas fibras um fator critico para o desempenho mecanico do 0sso
(MURATA, 2012; OLIVEIRA et al., 2013). Essas propriedades sdo fundamentais
para sua fungéo de suporte, conferindo resisténcia, rigidez e tenacidade. Além
disso, a remodelagdo continua do tecido désseo garante o equilibrio entre
resisténcia e flexibilidade, permitindo a sustentacdo de cargas variadas sem
ocorréncia de fraturas (ANTIPOV et al., 2022).

Diversas terapias vém sendo investigadas para favorecer o reparo 6sseo
ou controlar processos infecciosos. Entre elas, destacam-se os biomateriais,
como hidroxiapatita, polimeros biodegradaveis, ceramicas e biovidros,
empregados como substitutos 6sseos com resultados positivos no reparo
tecidual (BOSSINI et al., 2011). Mais recentemente, materiais de carbono tém
sido utilizados como substitutos &ésseos em estudos experimentais,
apresentando resultados promissores na organizagao tecidual e resisténcia
mecanica (PUBLIO et al.,, 2025). Esses materiais estimulam a atividade de
osteoblastos e modulam enzimas relacionadas a formacao 6ssea (QIAO et al.,
2022; MAHER et al., 2025).

Uma caracteristica relevante dos materiais de carbono € sua elevada
porosidade, que favorece tanto a adesao celular quanto a incorporacao de
moléculas, como farmacos, possibilitando ainda a adsor¢cdo de nanoparticulas
de prata (39 e 44 do Ayres). As nanoparticulas de prata exibem reconhecidas
propriedades antimicrobianas (46 do Ayres). Embora o efeito antimicrobiano da
prata seja bem documentado, seu mecanismo de agao ainda ndo esta totalmente
esclarecido. Estudos in vitro demonstraram que ions liberados da superficie das
particulas de prata ligam-se a estruturas bacterianas, como a parede de
peptidoglicano e a membrana celular, promovendo inativagdo e morte celular
(BERNI et al., 2008; LI et al., 2008; KOGA, KITAOKA, 2010).

No contexto terapéutico, a PBM tem se mostrado uma abordagem
promissora para o reparo 0Osseo. Evidéncias experimentais e clinicas
demonstram que a PBM pode modular mediadores inflamatérios, estimular a
atividade osteoblastica, aumentar a producdo de colageno e favorecer a
neoformagédo 6ssea (BOSSINI et al., 2011; RODRIGUES, 2015; OLIVEIRA,
2017; MAGRI et al., 2019; ROSSI et al., 2024).

Diante disso, considerando que a lesdao oOssea promove alteracdes

estruturais e morfolégicas que representam fator de risco para infecgao, e
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levando em conta estudos anteriores que evidenciam o potencial dos
biomateriais de carbono, da fotobiomodulacdo e da acido antimicrobiana da
prata, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da fotobiomodulagéo (808
nm; 6 J; 100 mW), sobre defeitos 6sseos preenchidos com biomaterial de
carbono impregnado com nanoparticulas de prata, avaliando a organizagao
tecidual a partir da propor¢cédo de colageno e sua relagdo com a resisténcia

mecanica 6ssea, em modelo experimental de lesdo em tibia de ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Morfologia do Tecido Osseo

O tecido 6sseo é um tipo especial de tecido conjuntivo que se destaca por
sua mineralizagido, conferindo-lhe uma consisténcia dura e a capacidade de
oferecer suporte e protecdo. Sua matriz extracelular, composta por células
especializadas, responde a uma variedade de estimulos metabdlicos, fisicos e
enddcrinos. Tanto as composi¢gdes organicas quanto inorganicas da matriz
influenciam nas propriedades fisicas do osso, como rigidez, elasticidade e
flexibilidade. Funcionalmente, os ossos desempenham diversas funcdes vitais
nos vertebrados, incluindo sustentar a movimentacao corporal, proteger érgaos
importantes, promover a formagado de células sanguineas e manter a
homeostase mineral (Figura 1) (GUERREIRO, 2019).
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] " Linha epifisaria
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) 550 @3ponjoso
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— i) ] ;
Metéfise ) A :
/ N a Osso esponjoso Osso compacto Canais de Volkmann
Epifise - o Wy

distal N4
W‘ Cartilagem articular sobre a

superficie articular

Figura 1: Estrutura tridimensional de um osso. Fonte: Adaptado de Ross e
Pawilna (2016)

A morfologia do tecido &sseo caracteriza-se por uma estrutura
especializada composta por células e matriz extracelular mineralizada. Esse
tecido é altamente dindmico, responsavel por fornecer sustentacdo mecanica,
protegao a orgaos vitais e atuar como reservatério de minerais, especialmente
calcio e fosforo. A matriz extracelular 6ssea divide-se em fase organica,
composta principalmente por colageno tipo |, e fase inorganica, formada por

cristais de hidroxiapatita, que conferem dureza ao osso (JUNQUEIRA,
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CARNEIRO, 2013; GUERREIRO, 2019).

Do ponto de vista celular, o tecido 6sseo possui quatro principais tipos de
células: osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e células osteoprogenitoras. Os
osteoblastos sao responsaveis pela sintese da matriz orgénica, enquanto os
osteocitos, localizados em lacunas dentro da matriz mineralizada, mantém a
homeostase oOssea. Ja os osteoclastos sado células multinucleadas
especializadas na reabsor¢cdo Ossea, fundamentais para o remodelamento,
enquanto as células osteoprogenitoras atuam como precursoras dos
osteoblastos (GUERREIRO, 2019; ROSS, PAWILNA, 2020; CRUZ et al., 2022).

A organizacgao estrutural do tecido 6sseo pode se apresentar sob duas
formas principais: osso compacto e 0sso esponjoso. O osso compacto é
caracterizado por sistemas de Havers ou osteons, que consistem em lamelas
concéntricas ao redor de canais centrais contendo vasos sanguineos e nervos.
Ja o0 0sso esponjoso apresenta trabéculas 6sseas interconectadas, adaptadas
para suportar pressbes multidirecionais e geralmente associadas a medula
ossea (MESCHER, 2018).

As forgas aplicadas no tecido 6sseo em varios angulos produzem padroes
de tensao complexos. O osso tem caracteristicas anisotrépicas e viscoelasticas
e mais adaptabilidade a esforcos funcionais, tornando dificil estabelecer

constantes que caracterizam suas propriedades fisicas (EINHORN et al., 1996).

2.2 Propriedades Mecanicas do Tecido Osseo

As propriedades mecanicas sao informagbes importantes no
desenvolvimento de produtos, artigos, construgdes, pesquisa, inovagdes e estao
em crescimento em areas de estudos da saude. Em se tratando no campo de
tecido 6sseo a importancia do estudo de propriedades mecanicas se encontra
em saber caracteristicas préprias do tecido 6sseo. E de conhecimento que o
corpo humano assim como de qualquer ser vivo possui ossos de diferentes
formas, cada qual com diferentes caracteristicas, alguns mais rigidos outros
mais flexiveis, outros com mais poros e outros sem poros algum. Os 0ssos
possuem caracteristicas mecanicas como resisténcia e rigidez, respectivamente,
capacidade de suportar uma carga sem falhar e suportar uma carga com certa
deformagdo. Essas caracteristicas variam de acordo com a localizagdo e



23

geometria (espessura cortical e didmetro da secgao transversal), também deve
se levar em consideragao a idade do individuo e o tipo histologico predominante
(lamelar ou reticular) (GAGLIARDI, 2020).

O osso € uma estrutura rigida e forte que compde o esqueleto dos
vertebrados. Os ossos sdo formados por um tecido conjuntivo especializado, o
tecido 6sseo, que € composto por proteinas e minerais, como o calcio. O
esqueleto humano adulto é formado por 206 ossos, que podem ser divididos em
duas partes funcionais: o esqueleto axial e o esqueleto apendicular. O esqueleto
axial é formado pelos ossos da cabecga, vértebras, costelas, osso hioide e osso
esterno. O esqueleto apendicular é formado pelos ossos dos membros
superiores e inferiores. Os ossos tém diversas fungdes, entre as quais: dar forma
ao corpo; proteger 6rgaos internos, como o cérebro, que é protegido pelo cranio;
abrigar a medula 6ssea, onde sao produzidas as células sanguineas; manter o
reservatorio de calcio do corpo; permitir a locomocao; permitir a respiracao
(VILLA-FORTE, 2022).

Como ja mencionado, o tecido 6sseo possui as seguintes células:
osteocitos, células que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz;
osteoblastos, que sintetizam a parte organica da matriz e localizam-se na
periferia: e osteoclastos. Além das células, o tecido ésseo também possui uma
matriz 6ssea que ¢é dividida em organica e inorganica. A parte organica contém
95% de fibras colagenas e aproximadamente 5% de substéncia fundamental
amorfa contendo agregados de proteoglicanas e glicoproteinas, determinando a
resisténcia do tecido e fatores sinalizadores soluveis (fatores de crescimento). A
parte inorganica € responsavel pela dureza do osso, sendo composta
principalmente por fosfato de calcio (58% do peso do 0sso), carbonato de calcio
(7% do peso), fluoreto de calcio e fosfato de magnésio (1 a 2%) e cloreto de
sédio (menos de 1% do peso) (ROSS, 1989; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008;
BITTNER-FRANK et al., 2024), sendo responsavel pelas propriedades de rigidez
e resisténcia a compresséao (FIELD, 2000).

Quanto as propriedades mecanicas do tecido 0sseo, estdo diretamente
relacionadas a sua composi¢ao e organizagao estrutural. O osso apresenta uma
matriz extracelular formada por fase organica, composta principalmente por
fibras de colageno tipo |, responsavel pela resisténcia a tracdo, e por fase
inorganica, constituida predominantemente por cristais de hidroxiapatita, que
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conferem rigidez e resisténcia a compressdao. Essa combinagdo uUnica de
componentes organicos e minerais garante ao 0sso a capacidade de suportar
diferentes tipos de cargas e pressdes fisiolégicas (CURREY, 2002; MA et al.,
2022).

Outro aspecto importante é a capacidade de remodelamento do osso, que
permite ajustar continuamente suas propriedades mecanicas em resposta a
estimulos externos, como o exercicio fisico ou a sobrecarga. Esse processo,
mediado pela agdo coordenada de osteoblastos e osteoclastos, garante a
manutengao da integridade estrutural e previne fraturas. Assim, o tecido 6sseo
nao € apenas um material rigido, mas um tecido dinamico que combina

resisténcia, elasticidade e capacidade adaptativa (COWIN, 2001).

2.3 Mecanismo do reparo e remodelamento 6sseo

O reparo 6sseo inicia-se apos uma lesao ou fratura e envolve trés fases
principais: inflamatoria, reparativa e de remodelamento. Na fase inflamatéria,
ocorre formagao do hematoma, recrutamento de células inflamatérias e liberagao
de citocinas e fatores de crescimento, preparando o local para a regeneracéo.
Em seguida, na fase reparativa, ha a formag¢ao de um calo cartilaginoso ou matriz
osteoide que posteriormente mineraliza, com atuacdo de osteoblastos e
condroblastos, além da neoangiogénese. Por fim, na fase de remodelamento,
osteoclastos reabsorvem o osso imaturo, enquanto osteoblastos depositam novo
0sso, refinando a estrutura e restabelecendo a resisténcia mecéanica (EINHORN,
GERSTENFELD, 2015; BOLAMPERTI et al., 2022). Um tecido pode se
diferenciar e quando isso ocorre sob a influéncia de outro, é entdo denominado
de autoinducédo. A osteoinducdo tem sido usada para descrever o processo de
diferenciacao das células osteoprogenitoras em condrocitos e OB, dando assim
a regeneragao oOssea. Estudos recentes sugerem que o reparo 0sseo €
diretamente dependente de uma resposta celular local ao estimulo dos Fatores
de Crescimento e Diferenciacdo Osseo—FCDO, s&o polipeptideos de baixo peso
molecular, produzidos fisiologicamente por osteoblastos em pequenas
concentracdes e armazenados na matriz 6ssea em forma de pro-peptideos ou
simplificando FDCO.

Células osteoprogenitoras em contato com substancias osteoindutoras
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promovem a proliferagao e diferenciagao celular que pode ser ortotropica ou
heterotopica formado respectivamente um tecido 6sseo ou cartilaginoso. As
células osteoprogenitoras diferenciadas em osteoblastos sdo fundamentais para
a regeneragao 0ssea, no entanto ndo se sabe a origem destas células, a teoria
mais aceita € de que os OB se originem de células primitivas mesenquimais
indiferenciadas. O esqueleto é derivado do mesénquima, devido a muitos
estudos acredita-se que o reparo 6sseo recapitule parcialmente ou totalmente o
processo de formagao do osso fetal (VINCENZO et al., 2000). Quando o reparo
0sseo é realizado, forma-se um calo 6sseo primario com uma matriz 6ssea muito
irregular, no entanto essa irregularidade pode ser benéfica em questao de
resisténcia ao osso.

A Ultima etapa é o remodelamento 6sseo, quando o 0sso volta ao seu
formato original. Isso acontece com o suprimento sanguineo adequado e gradual
estabilidade mecanica, que segundo a Lei de Wolf, depende do estimulo
mecanico (carga axial) proporcionado pelo proprio peso corporal do individuo,
também com atividade de andar, fazer atividades fisicas, ocasionando uma
mudanga dinamica da estrutura 6ssea, assim onde tem mais tensdo ocorre
formagao 6ssea e onde diminui a tensdo tem-se reabsorcao (VINCENZO et al.,
2000). As células responsaveis pelo reparo 6sseo sao os OC, OB (MORRISON
et al., 2006).

Os ossos sdao materiais viscoelasticos, ou seja, eles se distendem, porém
voltam ao seu formato. No entanto ndo podem ultrapassar certo limite de carga,
pois acabam fraturando. O osso € um material de estrutura e sendo assim tem
suas caracteristicas estruturais, portanto ele também vai ter deformacao elastica
e deformacao plastica, também vai ter sua ruptura quando aplicado uma carga
superior ao que pode suportar (DINIZ et al., 2014).

Como visto anteriormente, quando nos ocorre um acidente e temos lesdes
como fraturas, esmagamento e outros tipos de acometimentos, o tecido ésseo
vai se recuperar através de etapas e uma delas é o remodelamento 6sseo. Este
processo de reparo 0sseo envolve uma serie de mecanismos e hormdnios para
que ocorra. Um dos hormonios envolvido na remodelacédo éssea e no controle
do nivel de calcio plasmatico € a Calcitonina — CALC, ele é secretado na
Glandula Tireoide e sua secrecéo € controlada pelo nivel de célcio no sangue.

Caso falte calcio no sangue a atividade dos OC diminui, sem reduzir a morte
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delas, o numero de apoptose permanece resultando no fim uma deficiéncia
destas células no organismo (KUO et al., 2012). Por suas propriedades anti-
osteoclasticas a CALC ¢é utilizada no tratamento de doencgas caracterizadas por
excessiva remodelagcdo 6ssea como a osteoporose, favorecendo a formacao
ossea (ARISAWA et al., 2010). O PTH é secretado nas Glandulas Paratireoides
a sua acao é oposta a da CALC, quando no sangue tem pouco calcio sua
secrecdo € aumentada. Age ativando os OC e por consequéncia ocorre a
reabsorgéo éssea, liberando Calcio no sangue (ROBBINS, COTRAN, 1994).

O remodelamento ésseo ocorre na nossa vida de forma continua,
garantindo a renovagao do tecido 6sseo, acontece também na fase final do
reparo 6sseo apos uma lesédo, que pode ser uma fratura ou uma cirurgia,
permitindo que este osso fique o mais préximo possivel de sua forma inicial e
recuperando sua resisténcia mecanica. As células envolvidas no processo de
remodelamento sdo os OB que se originam a partir de células osteoprogenitoras
presentes no peridsteo e enddsteo e quando sao solicitadas se diferenciam em
condroblastos e OB (VIEIRA, 1999). Durante a fase de remodelamento, ocorre
uma etapa de reversdo em que o microambiente é preparado para a deposi¢ao
de matriz pelos osteoblastos. Essa nova matriz passa por mineralizagao, e parte
dos osteoblastos sofre apoptose ou se transforma em células de revestimento.
O equilibrio entre reabsorcéo e formagao define o ganho, manutencao ou perda
de massa Ossea. Alteracdes nesse processo, como excesso de reabsor¢cao ou
falhas na formacao, estdo associadas a doengas como osteoporose e outras
patologias do tecido 6sseo (ATRIA et al., 2023; SIMS et al., 2024; Yu et al.,
2025).

Esse processo nao se limita ao reparo de fraturas. O remodelamento
também atua no microdano continuo do esqueleto, garantindo a homeostase
mineral e a adaptagdo as cargas mecanicas do dia a dia. As unidades
multicelulares basicas (BMUs) coordenam a reabsorgéo seguida pela formagao
O0ssea de forma organizada no tempo e no espaco, assegurando a manutencao
da funcgédo estrutural do osso (WANG et al., 2022; ROWE, 2023). Os ostedcitos
exercem papel central nesse processo, funcionando como sensores mecanicos
capazes de detectar sobrecargas e microdanos. Através da liberacado de sinais
como RANKL e esclerostina, modulam a atividade de osteoclastos e

osteoblastos, regulando a intensidade e a duragdo do remodelamento 6sseo
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(ATRIA et al., 2023; SIMS et al., 2024). Além do controle local, fatores sistémicos
desempenham fungdes determinantes na remodelacéo.

O equilibrio desse ciclo determina se havera ganho, manutencéo ou perda
de massa Ossea. Alteragcdes nesse mecanismo, como 0 excesso de reabsorcao
ou falhas na formacao, resultam em patologias como a osteoporose. Dessa
forma, o reparo e o remodelamento 6sseo sao processos indispensaveis nao
apenas para a recuperagao estrutural apos lesbes, mas também para a
manutengao da saude esquelética ao longo da vida (ATRIA et al., 2023; YU et
al., 2025).

2.4 Colageno no reparo tecidual

O colageno € uma proteina estrutural fundamental da matriz extracelular,
desempenhando papel chave no reparo de tecidos ao prover um “andaime” para
migracgao celular, proliferacéo e deposicdo de matriz durante a cicatrizagao. Nos
tecidos moles, tipos como | e lll sdo predominantes, e o equilibrio entre
deposigdo e degradacédo colagenosa influencia diretamente a qualidade do
reparo e da cicatriz (WANG et al., 2024). Além disso, a orientagao, densidade e
cross-linking (ligagdes cruzadas enzimaticas ou ndo enzimaticas) do colageno
determinam propriedades mecanicas como resisténcia a tragcao e resiliéncia dos
tecidos ja reparados. O colageno € a proteina mais abundante no corpo humano
e também é o principal componente da matriz extracelular dos tecidos (LIMA et
al., 2022). Ja foram identificados diversos tipos de colageno, sendo que todos
apresentam uma estrutura terciaria tripla-helicoidal, e na maioria dos tecidos
conjuntivos, se constituem parte integrante da rede de fibrilas organizadas
espacialmente no interior da matriz extracelular (MEC), que resulta em uma
estrutura tridimensional altamente especializada (CHATTOPADHYAY, RAINES,
2014).

O colageno é um biopolimero natural, presente em diversos tecidos
conjuntivos, como por exemplo, em peles, ossos, tenddes e cartilagem de
diversos animais, e corresponde a cerca de 30% do total de proteinas presentes
nesses tecidos, sua principal fungao é promover forga e resisténcia mecanica ao
tecido conjuntivo (ARAUJO, 2022). Além disto, possui um papel fundamental na

regulagdo do reparo tecidual e na adesdo celular, apresenta caracteristicas
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como biodegradabilidade, biocompatibilidade, elasticidade, além de possuir alto
valor comercial (CHENG et al., 2009). E formado por cadeias polipeptidicas dos
aminoacidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina,
organizadas paralelamente em alfa-hélice, estabilizadas por pontes de
hidrogénio e por ligagdes intermoleculares. A proteina apresenta em meédia
280nm de comprimento e massa molecular de 300.000 Daltons (WANG, 2021).
No contexto 6sseo, o colageno tipo | constitui cerca de 90% da fragéo
organica da matriz éssea, sendo essencial para a mineralizagdo e para a
formagdo de osso lamelar durante o reparo de fraturas. Estudos recentes
demonstram que, nas fases iniciais de reparo de fraturas, ha predominio do
colageno tipo Il na formagéo do calo cartilaginoso, que depois é substituido por
colageno tipo | conforme o processo progresse. Essa transigao é critica para
garantir que o osso recém-formado adquira propriedades mecanicas
comparaveis ao osso original, em termos de rigidez, dureza e resisténcia (NAIR
et al.,, 2022). Além disso, modificagdes estruturais do colageno 6sseo, como
ligagbes cruzadas avangadas de produtos da glicagdo (AGEs) ou danos
mecanicos ao colageno fibrilar, tém sido associadas ao comprometimento da
resisténcia 6ssea pods-yield, ou seja, da capacidade de suportar deformacgdes
sem fraturar. A integridade molecular do colageno também esta relacionada a
capacidade de dissipagéo de energia durante a fratura e a tenacidade do 0sso.
Estudos mostram que quando ha dano colagenoso elevado, ha diminuigéo
significativa da resisténcia a propagacéao de trincas e da energia absorvida antes
da falha, mesmo que a densidade mineral 6ssea esteja relativamente preservada
(SIEVERTS et al., 2022).

2.5 Uso de Biomateriais no Tratamento de Lesdes Osseas

Os biomateriais tém sido amplamente explorados na regeneragao 6ssea
como substitutos de enxertos ou como suportes (scaffolds) osteocondutivos,
osteoindutivos ou osteopromotores, oferecendo estrutura e estimulos favoraveis
para a migragao, proliferagao e diferenciagédo celular no sitio de defeito ésseo.
Lee et al. (2022) destacam que os scaffolds ideais combinam porosidade
adequada, biocompatibilidade, resisténcia mecanica e degradacao controlada,
permitindo a integracdo gradual com o osso nativo. Além disso, Zhang e cols.
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(2020) ressaltam que estratégias modernas tém incorporado fatores de
crescimento, drogas ou células nos biomateriais para aumentar a eficacia da
regeneragao oOssea.

Biomateriais sdo compostos bioativos definidos como materiais sintéticos,
inorganicos ou uma combinacgao destes, capazes de produzir resposta biolégica
especifica, ligagao e interagao entre o composto e o tecido, promovendo efeitos
benéficos para o meio sem que haja toxicidade ou resposta imunoldgica. De
maneira geral, os substitutos 6sseos possuem algumas caracteristicas como a
presenga de estruturas tridimensionais osteoindutoras altamente porosa, para
garantir a circulagcdo de nutrientes e fatores de crescimento, além de
propriedades de superficie que favoregam a migragdo, proliferagcdo e
diferenciacao de diferentes tipos celulares de interesse local (PIRES et al., 2015;
SPEZZIA, 2020). Precisam ser biocompativeis, apresentar biodegradacao
controlada e conter células ou moléculas biologicamente ativas indutoras de
osteogénese e com caracteristicas osteocondutoras, ter propriedades
mecanicas condizentes com a regiao de implante e promover vascularizagao,
cada uma dessas caracteristicas objetivando o reparo e/ou regeneracao tecidual
(MOURA et al., 2007; HENKEL et al., 2013).

Diversas linhas de pesquisa em reparo ésseo tém sido desenvolvidas e
os beneficios atribuidos percorrem desde a melhora no processo de
consolidagdo (MIRANDA et al., 2005), o aumento da angiogénese e estimulo da
neoformagéo 6ssea (OLIVEIRA et al., 2012) até a produgédo de matriz éssea e
melhora da diferenciacao celular (FLAUSSE et al., 2013). Nos ultimos anos,
grandes avancos foram obtidos através da Engenharia de Tecidos no
desenvolvimento de materiais bioativos combinados com células, com presenca
de arcabougos e fatores bioativos, formando biomateriais de diversas
composi¢gdes para uso em enxertia 6ssea como vidros, vitroceramicas,
polimeros de diversas composigdes e nacre (madre-pérola) (RESWAN et al.,
2006; FLAUSSE et al., 2013; HENKEL et al., 2013).

Alguns substitutos ésseos podem ser de origem autégena, alégena,
xendgena e aloplasticos. Podem também ser classificados como compdsitos
como o biovidro-polihidroxibutirato, polimeros como poliuretano de mamona,
Acido poli-I- latico — PPLA, Acido poli-latico-co-glicélico — PLGA, ceramicas como
hidroxiapatita, tricalcio, materiais a base de calcio e fosfato e metais ou ligas
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metalicas como o titanio, todos com o mesmo propdsito de serem usados para
enxertia (MIGUEL, 2009).

Nos casos de grandes defeitos o6sseos ou fraturas complexas,
biomateriais “inteligentes” (smart biomaterials) que respondem a estimulos
externos (como pH, temperatura, campos magnéticos ou luz) tém ganhado
atencao. Wei et al., (2022) descrevem como esses materiais podem liberar
cargas terapéuticas de forma controlada ou modular seu comportamento
conforme o microambiente da lesdo, promovendo a cura éssea de modo mais
eficiente. Song et al. (2024) aprofundam esse conceito ao discutir biomateriais
programaveis que adaptam sua funcionalidade durante o reparo 6sseo para
otimizar suportes estruturais e regenerativos. Além disso, determinados
elementos bioativos, como ions de zinco, tém sido incorporados em biomateriais
para melhorar a osteogénese e a angiogénese e inibir a reabsorgdo éssea
excessiva. Wen e cols. (2023) demonstraram que biomateriais a base de zinco
promovem a proliferagdo de células Osseas, a atividade osteogénica e o
crescimento vascular em modelos experimentais, sugerindo potencial clinico
para tais formulagbes em terapias 6sseas. Essa abordagem multifuncional pode
acelerar o reparo e melhorar a qualidade do osso formado, especialmente em
ambientes desafiadores de lesao ou deficiéncia de regeneracgao.

Até o momento nao se tem conhecimento de trabalhos abordando o uso
de materiais de carbonos para o uso na area de biomateriais. A partir de
determinadas caracteristicas desse material, sugerimos o uso destes materiais
como biosubstituto 6sseo a partir de modelo experimental de lesdo em tibia de

ratos.

2.6 Uso de Materiais de Carbono em Lesées Osseas

O carbono ativado é um sdlido de carbono poroso contendo sitios
acessiveis para a ocorréncia do fenbmeno de adsorcdo ou ainda reacdes
quimicas. O termo ativado se refere a materiais de carbono produzidos por
pirdlise em temperaturas superiores de 500 a 800 °C e sua ativacao entre 800 a
900 °C (DI BERNARDO, DANTAS, 2005; LEE et al., 2017). Outros autores
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mencionam temperaturas acima de 1000 °C (MARSH et al., 1997).

O carbono ativado cujo principal componente é o carvao (60 a 95% de
carbono), possui milhares de unidades superficiais especificas, ou seja, uma
grande area superficial. Tem uma excelente capacidade adsorvente é muito
poroso, tem uma excelente estabilidade quimica é inércia quimica (SEREDYCH
et al., 2003), podem ser obtidos por materiais lignoceluldsicos, ossos, madeira,
endocarpo de coco, nozes, sementes e sintéticos. Possui uma superficie
especifica alta e € muito poroso que proporciona uma area superficial interna
que pode ser de 80 m?/g a 1200 m?/g (ROUQUEROL et al.,1999; ROCHA, 2006).
No ambito das aplicagbes médicas, o Carbono Ativado apresenta
caracteristicas interessantes e a principal esta relacionada com a alta porosidade
do material. A grande quantidade de poros pode como, por exemplo, ser
utilizado, na adsorcéo de poluentes, na liberagdo de farmacos (RIBEIRO et al.,

2015), servindo como um catalizador fisico para a proliferagao celular.

Materiais de carbono, especialmente na forma de nanomateriais (como
nanotubos de carbono, grafeno, 6xido de grafeno e pontos de carbono), tém
atraido atengao crescente na engenharia 6ssea por suas propriedades elétricas,
mecanicas e de compatibilidade com células ésseas. Esses materiais podem ser
incorporados em scaffolds como refor¢o estrutural e estimulador funcional,
favorecendo a adesao celular, a difusdo de nutrientes e a conducéo de sinais
elétricos que potencializam a osteogénese. Em particular, a condutividade
elétrica dos materiais de carbono pode ser explorada para aplicagdo de
estimulos elétricos exdgenos, promovendo a maturagdo da matriz éssea e
acelerando a regeneracdo (ARAMBULA-MALDONADO, MEQUANINT, 2022).

O grafeno e seus derivados tém sido amplamente estudados como
plataformas promissoras para regeneragao 6ssea, por sua capacidade de induzir
diferenciacdo osteogénica, além de servirem como reforgo mecanico em
compositos. Por exemplo, scaffolds contendo grafeno exibem aumento da
expressédo de marcadores osteogénicos em osteoblastos e melhor integragdo in
vivo em defeitos 6sseos (GOVINDARAJAN et al., 2023). Também, a utilizagao
de materiais de carbono bidimensionais e unidimensionais permite mimetizar
propriedades elétricas e estruturais do osso nativo, promovendo uma sinergia
entre suporte mecanico e bioatividade (EIVAZZADEH-KEIHAN et al., 2019).

Mais recentemente, os carbon dots (CDs) — nanomateriais de carbono
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com didmetro pequeno, e alta funcionalidade — tém sido introduzidos em
estratégias de regeneracdo Ossea. Eles permitem liberacdo controlada de
farmacos, modulagdo genética e aprimoramento da diferenciagdo osteogénica,
com baixa citotoxicidade e excelente biocompatibilidade (LIU et al., 2025). Em
estudo recente, scaffolds tridimensionais impressos contendo carbono puro
demonstraram inducdo osteoindutiva eficiente, reforcando o potencial para
tradugdo clinica dos materiais de carbono em terapias de reparo 6sseo (PEI et
al., 2025).

2.7 Uso de Nanoprata no Controle de Infegdes dsseas

O campo da nanomedicina desenvolveu varias classes de hanomateriais
promissores, incluindo polimeros, particulas metalicas, nanocarbonos e outras
plataformas importantes para aplicacbes que incluem administracdo de
medicamentos e geracdo de imagens, entre outras. Embora varias
nanoparticulas tenham sido avaliadas por meio de estudos em humanos, ainda
ha a necessidade de acelerar novas estratégias habilitadas pela nanotecnologia
que podem aumentar a eficacia e a seguranga da terapia na clinica (LEE et al.,
2017).

Devido as suas caracteristicas, as nanoparticulas metalicas tém atraido
significativa atengdo da comunidade académica, e suas possiveis aplicagdes
incluem sensores O6pticos, agentes bactericidas e fungicidas. A eficacia
antimicrobiana da prata é conhecida desde tempos antigos (LANFAZANE,
2011). Embora o surgimento dos antibiéticos tenha levado a uma diminuigdo no
uso da prata, o aumento continuo da resisténcia bacteriana e o aparecimento de
novas cepas resistentes aos antibidéticos mais potentes tém reacendido o
interesse cientifico pela prata como um agente contra microrganismos.

O efeito antimicrobiano da prata é bastante conhecido, entretanto, o
mecanismo de acao é apenas parcialmente compreendido. Segundo Liu et al.
(2009) a interacado de ions de prata com grupos tiol em proteinas resulta na
inativacdo de enzimas respiratérias e na producdo de espécies reativas de
oxigénio.

Sera demonstrado que o ion Ag+ impede a replicagdo do DNA, afeta a

estrutura e permeabilidade da membrana celular e causa danos a respiragao
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celular (LIU et al., 2009; LANFAZANE, 2011; FERNANDES et al., 2017et al). As
particulas nanométricas de prata exibem excelentes propriedades
antimicrobianas devido a morfologia com faces altamente ativas, destacando-se
o fato de a reatividade ser favorecida por facetas de alta densidade atémica
(SALEH et al., 2007).

Diversas pesquisas estdo empregando nanoparticulas de prata em
materiais porosos para regular sua liberacdo. No entanto, esses estudos ainda
sdo iniciais, e é necessario realizar mais investiga¢cdes para compreender como
a prata atua no controle de infec¢des bacterianas em lesdes Osseas.

A nanoprata tem sido amplamente estudada por sua agao antibacteriana
de largo espectro contra patégenos comumente envolvidos em infecgdes dsseas
e de implantes, como Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Seu
efeito se deve principalmente a liberagdo de ions Ag*, que interagem com
proteinas, membranas e DNA bacterianos, provocando estresse oxidativo,
destruicdo celular e inibicdo da formacao de biofime — um dos principais
desafios terapéuticos em osteomielite crénica (DAKAL et al., 2016; JEYARAMAN
et al., 2023). Além disso, o uso de AgNPs incorporadas a cimento 6sseo,
ceramicas ou revestimentos metalicos confere protegcao antimicrobiana local,
prevenindo a adesao bacteriana em superficies de implantes (JEYARAMAN et
al., 2023).

As estratégias de liberagdo controlada tém avangado significativamente,
com incorporacdo de nanoparticulas de prata em cimentos PMMA e
bioceramicas de fosfato de calcio. Esses compdsitos exibem forte atividade in
vitro contra MRSA e MRSE, mantendo propriedades mecanicas adequadas e
boa citocompatibilidade (CHOI et al., 2023; PROKOPOVICH et al., 2015).

Os estudos experimentais in vivo tém confirmado o potencial terapéutico
da nanoprata. Em modelos de osteomielite em ratos, o uso de cimento contendo
AgNPs reduziu inflamagao e carga bacteriana, preservando a arquitetura 6ssea
(CHOIl et al., 2023). Contudo, outros trabalhos mostraram que a eficacia depende
de fatores como tamanho das particulas, concentracao e velocidade de liberagao
idnica, e que doses elevadas podem gerar citotoxicidade (KEMAH et al., 2018;
JEYARAMAN et al., 2023). Assim, a padronizagao dos métodos e a avaliagao
de seguranga, em longo prazo, continuam sendo prioridades para aplicagao
clinica segura (HAUGEN et al., 2022; JEYARAMAN et al., 2023).
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Em termos de perspectivas futuras, estudos tém explorado a combinacao
de prata com ions osteogénicos, como o estroncio, para desenvolver
revestimentos multifuncionais que unam propriedades antibacterianas e
estimulo a regeneracdo 6ssea (KHEIRMAND-PARIZI et al., 2024). Essa
abordagem hibrida representa uma estratégia promissora para prevenir
infeccbes e promover osteointegragdo em implantes ortopédicos, especialmente
em pacientes com risco elevado de infecgao pds-operatéria (KUNG et al., 2020;
JEYARAMAN et al., 2023).

2.8 Caracteristicas da Terapia por Fotobiomodulagao

A Terapia por Fotobiomodulagdo (PBM) € uma técnica que auxilia no
tratamento de doencgas inflamatdrias, além de ser utilizado na cicatrizagdo do
organismo. Em reparo ésseo ocorre o efeito hemostasico, aumentando a sintese
proteica, por proliferacao de fibrinas na formagao do coagulo e como modulador
da fase inflamatdria, contribuindo com a formacdo de um tecido neoformado
mais organizado (GENOVESE, 2007; PINHEIRO et al., 2010).

Ainda sao poucos os trabalhos demonstrando sua influéncia no
tratamento associado com biomateriais em reparo 6sseo, principalmente na
influéncia nas propriedades biomecéanicas do tecido o6sseo que recebe
tratamentos isolados ou associados.

A PBM é conhecida por acelerar o processo de cicatrizagao, estimular
células, reduzir inflamagdes, auxiliar no reparo e regeneragao modular sistemas
imunoldgicos, reduzir a dor, promover microcirculagao vascular e linfatica. No
entanto é muito importante salientar que os fétons ndo podem causar efeitos
térmicos ao alvo bioldgico (LIU et al., 2009; LANFAZANE, 2011). Féton € o termo
relacionado a um quantum de radiacéo eletromagnética, um pacote de radiagao
pequeno.

A PBM é composta por trés conceitos importantissimos, a fotobiologia;
onde incluem os fendmenos bioldgicos que envolvem a radiagado nao ionizante.
Respostas fotobiolégicas correspondem a mudangas quimicas ou fisicas
induzidas pela agao dos fétons. A radiagdo nao ionizante produz estados
excitados em moléculas por causa da absorgao de fétons, as moléculas podem

reagir com moléculas adjacentes, no entanto € comum e mais frequente sofrer
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mudangas fotoquimicas e fotofisicas dentro de si mesma, ou seja, na sua propria
estrutura molecular. A fotobiologia pode ser dividida em diversas areas, mas
apenas duas sao primordiais para o entendimento da PBM (FERNANDES et al.,
2017).

Importante verificar que compde a PBM a presenga de trés leis da
fotoquimica, sendo que a Primeira lei afirma que a luz deve ser absorvida antes
qgue ocorra a fotoquimica. O que essa lei diz exatamente € que para a luz ser
absorvida deve-se saber quais os comprimentos de onda que a molécula pode
absorver. Se os fotons de um comprimento de onda determinado n&o séo
absorvidos, ndo havera entao efeito fotobiolégico. A Segunda lei da Fotoquimica
estabelece que para cada féton absorvido por um sistema quimico apenas uma
molécula é ativada pela reacéo fotoquimica (PLOTNIKOW, 1926). No entanto,
tém excecgdes, lasers de maior poténcia podem ocorrer reagdes de dois fétons.

A PBM usa radiagao nao ionizante tanto na faixa do visivel do espectro
eletromagnético (400 a 760 nm) quanto no infravermelho (760 a 1000 nm).
Quando o féton é absorvido por uma molécula, os elétrons da molécula sao
elevados a um grau de maior energia. Essa molécula precisa perder essa
energia extra e faz isso reemitindo um féton de comprimento de onda mais longo
na forma de fluorescéncia ou fosforescéncia ou ainda pode perder energia
liberando calor ou por meio da fotoquimica (FERNANDES et al., 2017).

A terapia com Laser de baixa intensidade, atualmente recebe o termo
PBM e seu efeito tanto pode bioestimular como bioinibir, dependendo da
condicdo do tecido alvo e dos parametros dosimétricos:

- Comprimento de onda (nm), que podem ser na faixa do visivel do
espectro eletromagnético (400 a 760 nm) quanto no infravermelho (760 a 1000
nm);

- Tempo de exposicao (s) é o periodo em segundos que os fétons que
incidirdo na superficie do alvo biolégico;

- Poténcia Média (mW) determina quantos fétons foram emitidos pelo
equipamento, ndo pode haver engano ao seu valor. No caso de ser um
equipamento de operagao pulsada, os fétons sdo entregues de maneira pulsada
e a poténcia varia de um valor maximo e zero, de forma que foi a poténcia média
dos fotons que foi significante para os calculos dosimétricos. Quando o

equipamento € de modo continuo a poténcia dos fétons permanece constante
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por todo periodo e é igual ao valor da poténcia média;

- Densidade de Poténcia ou Irradidncia (W/cm?) € a poténcia média
incidente na superficie do alvo biolégico, no entanto densidade de poténcia é um
termo adequado quando nos referimos a poténcia média por unidade de area
que sai do equipamento. Entdo quando a poténcia média (quantidade de fétons)
incide no alvo biolégico denominamos de Irradiancia. Quando a poténcia média
(quantidade de fotons) por unidade de area sai do equipamento denominamos
de Densidade de poténcia;

- Energia (J) é a medida de quanto tempo o alvo bioldgico sustenta a
dissipacdo da poténcia média, ou quanto trabalho os fétons sdo capazes de
realizar;

- Exposicdo Radiante ou Fluéncia (J/cm?) é a energia incidente na
superficie do alvo biolégico que também é densidade de energia, no entanto o
termo correto a ser usado é exposicao radiante (FERNANDES et al., 2017).

Seu uso esta presente em diversas areas da medicina, odontologia e
fisioterapia por provocar um efeito de estimulo biolégico, sem causar nenhum
dano nas funcgdes celulares (GENOVESE, 2007).

As principais caracteristicas do feixe de luz Laser & ser: coerente,
(coeréncia espacial e temporal); monocromatico; colimados; sem efeito térmico,
nao ultrapassar 2 °C; ndo pode ser ionizante (FERNANDES et al., 2017). A luz
Laser se encontra na regidao do espectro visivel com comprimento de onda de
400 nm a 700 nm (Violeta ao Vermelho, respectivamente) e no espectro invisivel
com comprimento de onda de 700nm a 1000nm (Infravermelho proximo). A
profundidade de penetracdo, ou alcance é promovida pelo tamanho do
comprimento de onda. Quanto menor o comprimento de onda, menor € sua
penetracdo em profundidade, no entanto tem mais absor¢cdo e menor
espalhamento (KARU, LUBART, 2000).

A PBM usa a janela terapéutica (400 a 1000 nm) do espectro
eletromagnético. Com o seu uso ocorre aumento na sintese de Trifosfato de
Adenosina - ATP pelas mitocondrias. Aumentando a diferenciagao celular e a
sintese de proteinas (KARU, LUBART, 2000).



2.9 Uso da Fotobiomodulagdo no Reparo Osseo 7

A PBM também conhecida como terapia a laser de baixa intensidade
(LLLT), tem sido amplamente estudada como uma estratégia néo invasiva para
estimular o reparo e regeneracédo déssea. A luz emitida por lasers e LEDs, em
comprimentos de onda geralmente entre 630 e 940 nm, & absorvida por
fotorreceptores intracelulares, especialmente pela enzima citocromo c oxidase,
presente na mitocéndria, promovendo aumento da sintese de ATP, modulagao
de espécies reativas de oxigénio e ativagado de vias de sinalizagao relacionadas
a proliferacao celular e diferenciagao osteoblastica (HAMBLIN, 2018; RENNO et
al., 2017). Esses efeitos bioquimicos convertem energia luminosa em estimulo
metabdlico, acelerando o reparo 6sseo em diferentes modelos experimentais e
clinicos.

Estudos recentes mostram que a fotobiomodulacéo favorece a atividade
osteogénica e angiogénica, fundamentais para a regeneracédo tecidual. Em
modelos animais, o uso de lasers com comprimento de onda de 808 nm
demonstrou aumento significativo da expressao de osteocalcina, colageno tipo |
e fosfatase alcalina, biomarcadores associados a formagéo 6éssea (CARVALHO
et al., 2020; DORTBUDAK et al., 2022). Além disso, a FBM estimula a
angiogénese local, melhorando o suprimento sanguineo e o aporte de nutrientes,
0 que acelera a consolidacao 6ssea ap6s fraturas ou cirurgias. Esses efeitos tém
sido observados tanto em reparos espontaneos quanto em associagdo com
enxertos e biomateriais osteocondutores (SILVA et al., 2023).

O Laser Infravermelho com comprimento de onda de 808 nm foi usado
neste trabalho por penetrar em maior profundidade na pele para atingir o0 0sso,
aumentando a proliferagao e diferenciacdo dos OB, favorecendo a cicatrizacao
0ssea no processo do reparo 6sseo em decorréncia de que muitos trabalhos
realizados mostram uma melhor resposta para o reparo 6sseo (Carvalho et al.,
2020; Renno et al., 2017; Dortbudak et al., 2022).

Muitos trabalhos sdo realizados usando a PBM para estudo de
tratamentos de forma isolada ou associada.

A PBM exerce seus efeitos benéficos no tecido através de diversos
mecanismos, ao aplicar a luz sobre o tecido afetado, ela é absorvida pelas
células e mitocbndrias, desencadeando uma série de reacdes bioquimicas e
celulares. Essas incluem o aumento da produgao de ATP, que é a fonte primaria

de energia celular, a modulagédo da atividade celular para promover a
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regeneracgao tecidual, a reducado da inflamagéo por meio da regulagdo dos
mediadores pré e anti-inflamatérios, e a promogao da cicatrizagao de feridas ao
estimular a migracao e a proliferagéo celular. Esses efeitos combinados resultam
em uma terapia ndo invasiva e segura que oferece beneficios terapéuticos
significativos, incluindo alivio da dor, redugdo da inflamagao e aceleragéo da
cicatrizacao de feridas (EDUARDO, CARLOS DE PAULA, 2010).

Em fratura ésseas, o laser mais indicado é o de baixa poténcia com a
aplicagcdo de uma luz vermelha, com comprimento de onda na faixa de 600 a 700
nm, ou infravermelha, de 780 a 1100 nm, com o objetivo de otimizar a reparagéo
tecidual, além de diminuir a intensidade do processo inflamatério e promover
analgesia (GARCIA, THEODORO, 2020). Diante dos notaveis efeitos da FBM,
varios estudos in vitro, in vivo e clinicos vem sendo realizados.

Em um estudo realizado por Silva (2009) foi avaliado o efeito da radiacéo
diodo de As-Ga—Al em osteoblastos derivados do osso obtido da sutura palatina
de ratos Wistar submetidos a disfuncéo palatina e posterior radiacado com laser
e um grupo controle sem radiagéo, os resultados obtidos foi que o grupo com a
radiagdo do laser teve uma atividade proliferativa acelerada em relagéo ao grupo
controle. Alguns estudos in vivo sugerem o grande potencial osteogénico, de
forma que animais tratados com FBM apresentaram maior neoformagao éssea
e consequentemente melhor reparo ésseo em fraturas (MOSTAFAVINIA et al.,
2015; SELLA et al., 2015).

A aplicagao clinica da fotobiomodulagcdo no campo odontolégico e
ortopédico tem crescido substancialmente, com evidéncias de reducdo da
inflamagédo pods-operatdria, aceleracdo da osteointegragcdo de implantes e
melhora da qualidade do osso neoformado. Apesar de sua eficacia comprovada
em varios protocolos experimentais, a padronizacdo de parametros como
densidade de energia, tempo de exposicao e comprimento de onda ainda € um
desafio (HAMBLIN, 2018; SILVA et al., 2023). Estudos controlados e ensaios
clinicos multicéntricos continuam sendo necessarios para validar e consolidar
protocolos de uso seguro e eficaz da fotobiomodulagdo em humanos.

Entretanto, na literatura, ndo ha um consenso estabelecido sobre os
parametros ideais para a terapia de PBM. Existe uma consideravel variabilidade
em relagdo ao comprimento de onda, energia, frequéncia e numero de

aplicagbes observadas em diferentes estudos. Essa diversidade de abordagens
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reflete a complexidade do campo da fototerapia e a necessidade continua de
pesquisas para determinar os protocolos mais eficazes e seguros. Entretanto, ja
€ estabelecido que a faixa de 760 — 850 nm de comprimento de onda apresenta
melhor penetracdo e resposta tecidual, de forma que a sua utilizagdo tenha
melhor efeito nos tecidos (BAYAT et al., 2018).
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3 OBJETIVO

Avaliar o efeito do uso de material de carbono impregnado com
nanoparticulas de prata (ACNS), associada a terapia por fotobiomodulagado na
organizagdo O6ssea, propor¢do de colageno e o reflexo nas propriedades

mecanicas osseas, em modelo experimental de lesdo em tibia de ratos.

3.1 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da associacdo das terapias PBM e ACNS sobre a
resisténcia 6ssea, a partir de ensaio mecanico ciclico de flexdo, determinando a
Forga maxima no momento da ruptura 6ssea (Fmax) e a Capacidade maxima de
deformagéo (Dmax);

- Avaliar o efeito da associagéo das terapias PBM e ACNS na organizagéo
tecidual, a partir de laminas coradas com Hematoxilina e Eosina ou na proporgao

de colageno, a partir de laminas coradas com Picrosirius.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e fatores éticos

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia
Translacional ou no Biotério da Universidade Nove de Julho — UNINOVE. Todos
os procedimentos para a utilizagdo dos animais de laboratorio seguiram o guia
de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério. O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica Animal da UNINOVE sob o nimero CEUA N° 3946130819.
Foram utilizadas neste experimento, ratos da linhagem Rattus norvegicus
(Wistar), machos Wistar com idade de 3 a 5 meses (adultos), entre 180 — 250 g

num total de 25 animais.

4.2 Grupos Experimentais

Os 25 animais foram randomizados e distribuidos em 5 grupos (Figura 2),
com N=5 para cada grupo, a saber:
CTL: Grupo Controle integro: Sem procedimento cirurgico;
NT: Grupo com defeito 6sseo e sem tratamento;
PBM: Grupo com defeito ésseo, irradiado com Laser na lesédo 6ssea (830 nm, 6
J, 100 mW);
ACNS: Grupo com defeito 6sseo e utilizado material de carbono impregnado
com nanoparticulas de prata;
PBM+ACNS: Grupo com defeito 6sseo e utilizado material de carbono
impregnado com nanoparticulas de prata e irradiado imediatamente apos a

cirurgia com Laser nos seguintes parametros (808nm, 6J, 100 mW).

| GRUPOS EXPERIMENTAIS |

| cTL 5 ! LESAO |

| Nt | pBM |--{ AcNs || PBM+ACNS

Figura 2: Tabela de Grupos. Fonte: autoria proépria.
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4.3 Método de Anestesia dos animais

Os animais foram pesados e anestesiados com associa¢ao de cloridrato
de quetamina (90 mg/Kg) e Xilazina (10 mg/Kg). Os animais foram avaliados,
com relagdo a agao da anestesia e em seguida foi realizada a lesdo 6ssea em
ambas as tibias dos ratos. Foi utilizada Dipirona sédica (25 mg/Kg, via oral)

durante 2 dias, para o controle da dor pds operatoria.

4.4 Protocolo Experimental

Os Ratos foram distribuidos manualmente em cinco grupos. Os animais
dos grupos NT, PBM, ACNS e PBM+ACNS foram anestesiados e a inducao da
lesdo Ossea foi realizada em ambas as tibias. Imediatamente apds a cirurgia os
animais foram tratados de acordo com cada grupo experimental. O tratamento
unico com ACNS foi realizado imediatamente apds a inducdo da leséo, e o
material de carbono impregnado com nanoprata foi aplicado uma Unica vez,
dentro do defeito 6sseo, utilizando uma cureta de metal, até o completo
preenchimento da les&o (Figura 3).

O tratamento com PBM foi realizado 3 vezes por semana, no periodo da
tarde, durante 30 dias. No 30° dia, os animais foram eutanasiados com hiperdose
de anestésico com associacao de cloridrato de quetamina (270 mg/Kg) e Xilazina
(30 mg/Kg) e as tibias foram dissecadas e recuperadas para as analises

biomecéanicas e histoldgicas.

- Indugio da Lesdo Ossea nos 4 grupos:
(NT, PBM, ACNS, PBM + ACNS)
Dia 1 - Introdugdo de material na lesdo nos grupos:
- ACNS, PBM +ACNS
- Inicio do tratamento com luz nos grupos:
PBM e PBM +ACNS

- Tratamento com luz nos grupos:
Dia 3 PBM e PBM + ACNS
- 3x na semana até o 30 dia.

- Eutanasia de todos os grupos:
Dia 30 - Recolhimento das tibias e armazenamento de
acordo com a analise (histologia e funcional).
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Linha temporal

3°DIA

PBM 3 x por semana até 30°

1°DIA 6°DIA 30°

Lesdo+PBM PBM Eutanasia

Figura 3: Delineamento experimental e linha temporal. Fonte: autoria prépria.

4.5 Técnica de indugao da lesdo 6ssea

Para a cirurgia, os animais foram anestesiados, em seguida foi realizada
a tricotomia e assepsia das areas cirurgicas. Em ambas as tibias foram feitas
uma incisao na parte postero-medial, afastamento do musculo e exposi¢ao do
osso. Na face medial do osso, a 10 mm da extremidade superior da epifise
proximal, foi realizado um defeito 6sseo com uma profundidade de 0,5mm ou até
atingir a medula éssea, utilizando um motor de implante cirdrgico — VK Driller®
Equipamentos Elétricos LTDA (1500 rpm), com uma broca cirurgica cilindrica
helicoidal de implante @1.3 mm (KG Sorensen, SP-Brasil), penetrando
perpendicularmente ao osso sempre com irrigagao com soro fisiolégico estéril
(NaCl 0,9%) para evitar aquecimento. Foi suturado o musculo e depois a pele
com fio de nylon monofilamentar 4-0 (Shalon). A cirurgia foi realizada nas

mesmas condigdes para todos os animais e pelo mesmo operador (Figura 4).
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Manteve-se uma distancia entre a cabeca da tibia e o ponto de perfuragéo
por volta de 9 mm. Em seguida foi suturado o musculo e a pele com fio de nylon
monofilamentar 4-0 (Shalon®) (PALLOTA, 2014).

helicoidal de implante com 1.3 mm de didmetro. Fonte: Acervo préprio.

Os animais voltaram para suas gaiolas especificas e ficaram aos cuidados
do Biotério da Uninove. Apds cirurgia, receberam a dose Unica de Pentanbiotic®
Veterinario Reforgado 2.400.000UI (Zoetis) - Dose: 0,02 mL — 200 g, dose unica
via IM. Esperou-se todos os ratos acordarem para administrar os seguintes
analgésicos: Cronidor® 2% - Cloridrato de Tramadol a 2% de uso Veterinario
(Agener Uniao) - (5 mg/kg). Diluicdo (1:10): 0,5 mL de tramadol para 5 mL de
soro estéril. Dose de 0,2 mL/200 g da solugao por via subcutadnea de 8/8 hs por
3 dias e Novalgina® - Dipirona Sédica 500 mg/mL: 1 gota (0,05 mL)/por quilo.
Dose de 0,01 mL para 200 g, em diluicdo 1:10 (Dipirona/soro estéril),
respectivamente, e foi administrado 0,1 mL/200 g da solugao por via subcutanea,
de 8/8hs por 3 dias. E retornaram para suas gaiolas de origem e mantidas sob
os cuidados do Biotério da UNINOVE.

4.6 Tratamentos

4.6.1 Tratamento por fotobiomodulagdo

Para o grupo PBM, logo apds realizada a lesao éssea foi feito uma
aplicagao utilizando laser de baixa intensidade (6 J-100 mW-808 nm) em contato
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com a pele do animal, direcionado perpendicularmente a regido da sutura, onde
esta localizada a lesdo 6ssea (ponta do Laser foi protegida com filme plastico).
Os animais foram colocados em suas respectivas gaiolas com livre acesso a
agua e ragao e acondicionados no Biotério da UNINOVE. O tratamento foi
repetido 3 vezes por semana num total de 12 aplicagdes. O equipamento Laser
utilizado foi: Duo MMoptics Laser terapéutico. Emissor de Luz Laser — Diodo
(AsGaAl). O aparelho foi aferido antes e apds a utilizagdo pelo Laboratorio de
Biofoténica da UNINOVE.

Os parametros dosimétricos utilizados estdo detalhados no quadro 1

abaixo.

Quadro 1 Parédmetros dosimétricos. Equipamento: MMOptics Duo/Energy

Parametros Dosimétricos — Equipamento MMOptics Duo
Emissor de Luz Laser - Diodo AsGaAl
Comprimento de Onda 808 nm
Area de Saida do Feixe 0,028 cm?
Poténcia 100 mW
Modo de Emissao Continua
Energia Radiante por Ponto 6J
Exposicao Radiante 214,28 Jicm?
Ponto Unico de Aplicacdo Contato, Ponto unico
Tempo de Radiagéo 60 s
Numero de Aplicagdes (3x semana) 12

4.6.2 Tratamento com biomaterial de carbono

O precursor do biomaterial de carbono foi o residuo do processo de
polpacao Kraft - Liquor Negro cedido pela Industria Suzano Papel e Celulose que
€ uma empresa brasileira que tem como matéria prima o eucalipto. O biomaterial
de carbono utilizado neste experimento foi desenvolvido e produzido no
Laboratério de Moagem de Alta Energia, Materiais de Carbono e Compdsitos
para Altas Temperaturas - LM?C? (Escola Politécnica — USP).

Os grupos ACNS e PBM+ACNS, receberam o material de carbono uma
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unica vez, dentro da lesao dssea. O biomaterial de carbono ativado foi separado
em Eppendorf e pesado 5 ug do material para cada animal, foi utilizado 2,5 ug
para cada tibia devido ao tamanho da lesdo 6ssea. Apds pesagem do material
cada tubo recebeu 200 pl de agua destilada e deixados em repouso por 48 hs,
para reduzir a dispersao das particulas que foi inserida na cavidade do defeito
o0sseo. No dia em que foi realizada a lesdo Ossea, esta agua foi aspirada, e
empregado apenas o biomaterial de carbono. Em seguida foi realizada a sutura
em duas etapas, sendo primeiro do tecido muscular e depois da pele do animal.
Os animais voltaram para suas gaiolas especificas com livre acesso a

agua e ragao, e ficaram aos cuidados do Biotério da UNINOVE. Todos os
animais receberam medicac&o de acordo com a descri¢gao anterior (antibiotico e

analgésico). Logo apos a cirurgia os grupos (ACNS e PBM+ACNS) receberam a

terapia de PBM na regidao demonstrada de forma ilustrativa (Figura 5).

—\ Bone Injury \J

Actived Carbon

Figura 5: llustragdo da regido do defeito 6sseo e insergao do material de carbono
e aplicacao da PBM. Fonte: Adaptado - Universidade Federal de S&o Carlos.

4.7 Eutanasia e coleta de amostras

Os animais foram eutanasiados com hiperdosagem de Cetamina (270
mg/ml) e Cloridrato de Xilazina (30 mg/ml). As tibias direitas e esquerdas foram
removidas e lavadas com soro fisiolégico estéril e colocadas individualmente em
Eppendorff e armazenadas em recipiente com nitrogénio liquido -80 °C, e depois
guardadas em freezer -80 °C para posteriormente serem utilizadas na analise de

propriedades mecanicas ou em formol (10%) para analises histoldgicas.
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4.8 Analises

4.8.1 Analise das propriedades mecéanicas 6sseas

Ap0Os a indugao da leséo, os animais foram sacrificados ap6s 30 dias e o
osso foi removido para posteriores analises. Parte deste material foi utilizada
imediatamente apds a retirada, nos ensaios de flexdao para a avaliagdo de suas
propriedades mecanicas. A atividade normal do osso € formada por um conjunto
de tensdes aplicadas no tecido, divididas em forgas de carregamento e
descarregamento. Desta forma, foi aplicada uma sequéncia de forcas de
carregamento e descarregamento a fim de simular as condigdes de tensdes reais

do osso (Figura 6).

Figura 6: Dispositivo para ensaio de flexdo em 3 pontos. Fonte: acervo proprio.

Primeiramente foram realizadas as medidas de comprimento, largura e
altura da tibia. Estes valores serdo utilizados para detalhar as dimensbes do
material e padronizacdo dos resultados. As tibias foram colocadas
horizontalmente no aparelho de teste mecanico (EMIC200) para ensaio de flexdo
em 3 pontos (Figura 8).

Durante a padronizagao do ensaio de flexao, foi utilizada uma velocidade
de carregamento e descarregamento de 6 mm/min e acrescentado 0.3 mm
durante cada carregamento. O ensaio de flexdo foi interrompido
automaticamente, apdés a ruptura O0ssea e foram analisados os seguintes

parametros (Figura 7):
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- Forga de ruptura maxima (Fmax)

- Descolamento no momento da ruptura maxima (Dmax)

Forga maxima de ruptura.

| Comportamento Linear

Forca (N)

Deslocamento (mm)

Curva padr3o durante ensaio de tragido mecanico
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Figura 7: Grafico do ensaio de flexdo. A) Curva tipica de registro durante a
aplicacao das forgas de carregamento e descarregamento. B) Curva simplificada
indicando a Forga maxima e deslocamento no momento da ruptura. Fonte:
Acervo proprio.
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Figura 8: Posicionamento do osso tibial para ensaio mecanico. Fonte: Acervo
proprio.

4.8.2 Analise Histologica — Microscopia de luz (6ptica)

As amostras do tecido foram fixadas em formol a 10% por um periodo de
72 horas. Posteriormente as amostras foram descalcificadas, desidratadas e
submetidas a uma série gradativa de banhos de alcool, comeg¢ando com 50% e
progredindo até o alcool absoluto 100% (SYNTH). Em seguida o tecido foi
diafanizado com Xilol por 4 horas (SYNTH) para impregnagédo (embebicdo) e
inclusdo em Paraplast® das amostras. Em seguida, foram colocadas em
recipientes de aluminio adequados, com Paraplast® fundido por 4 horas.

Apos a impregnagao, as amostras foram colocadas em um pequeno
recipiente coberto com parafina e deixadas para solidificar, formando um bloco
contendo o tecido. Para a microtomia foram realizados cortes com Sum de
espessura em microtomo LEICA RM 2125 RT. Uma vez precedido o preparo das
amostras os cortes foram colocados em laminas para serem corados, com
Hematoxilina-Eosina (H.E.) ou com Picrosirius. Apos a coloragao os cortes foram
montados em laminas permanentes para posteriores analises em microscopio
optico e fotografados através de sistema de microfotografia (Olympus System
Microscope Model CX 41 — Olympus PM10SP Automatic Photomicrographic
System).

As laminas histologicas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) foram
utilizadas para avaliar a organizagao tecidual 6ssea na regido da lesdo. As
ldaminas coradas com Picrosirius foram utilizadas para avaliar a proporg¢ao de

colageno no tecido neoformado.

4.8.3 Andlise estatistica

Os dados foram expressos pela média e seu respectivo desvio padrao.
Todos os valores foram submetidos a analise de variancia One-way ANOVA os
dados sdo paramétricos e Post test por Tukey's Multiple Comparison. Foi

utilizado o programa GraphPad Prisma 5 para confeccao dos graficos e analises



estatisticas. Foi considerado o valor estatistico de significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao Histolégica — Organizagao Tecidual

A figura 9 mostra imagens histoldgicas representativas do tecido ésseo
na regidao da lesdo em tibia em 3 diferentes grupos. Em 7A, o grupo CTL
apresenta tecido 6sseo bem organizado, com distribuigdo homogénea de
osteocitos na camada cortical dssea, com poucos canais vasculares. Em 7B, o
grupo NT apresenta tecido 6sseo ainda desorganizado, com presenga de tecido
de granulacao (G). Observa-se em ambos os grupos PBM (7C), ACNS (7D) e
PBM+ACNS (7E) a presenca de ostedcitos distribuidos de forma homogénea e
aumento de canais vasculares na regiao cortical, quando comparados ao grupo
CTL e NT.
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Legenda:
M Regidao Medular

€ Regido Cortical
cVv Canais Vasculares

»

Osteodcito

Figura 9: Cortes histologicos transversais das tibias de ratos. (A) grupo CTL sem
lesdo 6ssea; (B) NT, com lesao 6ssea e sem tratamento. (C) lesdo tratado com
PBM. (D) grupo AC+NS, com lesdo e material Carbono + nanoprata e finalmente
(E) grupo com terapias associadas PBM+ACNS. Camada Cortical (C) e Medular
(M); Canais vasculares (CV); Tecido de granulacao (G). Seta preta: Ostedcitos.
Aumento (100X).
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5.2 Avaliagao da For¢ca Maxima de Ruptura - Fmax

A figura 10 apresenta o grafico da forga maxima (Fmax) em Newtons das
tibias apds ensaio ciclico de flexao. Nao foi observada diferenga de Fmax entre
os grupos CTL, NT, PBM e ACNS. Somente o grupo com terapia associada

(PBM+ACNS) apresentou aumento em Fmax quando comparado ao grupo NT.
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Figura 10: Grafico da Forga maxima durante ensaio de flexdo ciclica no
momento da ruptura 6ssea (Fmax). Grupos experimentais: Saudavel (CTL) e
lesdo 6ssea sem tratamento (NT) ou tratados com Material de carbono
impregnado com nanoprata (ACNS), com Fotobiomodulagdo (PBM) ou com a
associagao de todas as terapias (PBM+ACNS). # p<0,05 Vs NT. Fonte: acervo
proprio.
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5.3 Avaliagcdao da Deformagio Ossea - Dmax

A figura 11 apresenta a capacidade de deformagdo maxima (Dmax) em
milimetros, das tibias de ratos apos teste ciclico de flexdo. Foi observada
reducédo de Dmax no grupo NT quando comparado ao grupo CTL. Todos os

grupos tratados mantiveram Dmax similar ao grupo CTL.
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Figura 11: Grafico da deformacdo maxima durante ensaio de flexdo ciclica no
momento da ruptura éssea (Dmax). Grupos experimentais: Saudavel (CTL) e
lesdo 6ssea sem tratamento (NT) ou tratados com Material de carbono
impregnado com nanoprata (ACNS), com Fotobiomodulagcédo (PBM) ou com a
associagao de todas as terapias (PBM+ACNS). * p<0,05 Vs CTL. Fonte: acervo
proprio.
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5.4 Relagao entre Fmax e Dmax

A figura 12 mostra a relagdo entre Fmax e Dmax nas tibias, apds teste

ciclico de flexdo. Ambas a PBM e a PBM+ACNS sao os grupos mais proximos
ao grupo CTL. O grupo NT apresentou os menores valores de propriedades

mecanicas (Fmax e Dmax) comparado ao grupo sem leséo éssea (CTL).
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Figura 12: Propriedades mecénicas da tibia apos inducao da lesdo éssea.
Grupos experimentais: Saudavel (CTL) e lesdo 6ssea sem tratamento (NT) ou
tratados com Material de carbono impregnado com nanoprata (ACNS), com
Fotobiomodulagcdo (PBM) ou com a associagdo de todas as terapias
(PBM+ACNS). * p<0,01 Vs CTL (Fmax) e # p<0,01 Vs CTL (Dmax). Fonte:
acervo proprio.

5.5 Quantificagao do Colageno Total

O grafico abaixo mostra a proporgao de colageno total a partir da analise

histolégica de laminas coradas com Picrosirius. Os resultados indicam proporgao
de colageno maior nos grupos NT e ACNS quando comparado ao grupo CTL.
Ambos os grupos PBM e PBM+ACNS mantiveram a proporgédo de colageno

similar ao grupo CTL (Figura 13).
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Figura 13: Grafico da proporgdo de colageno total. Grupos experimentais:
Saudavel (CTL) e lesdo 6ssea sem tratamento (NT) ou tratados com Material de
carbono impregnado com nanoprata (ACNS), com Fotobiomodulagédo (PBM) ou
com a associagao de todas as terapias (PBM+ACNS). ** p<0,01 e p<0,001 Vs
CTL. Fonte: acervo proprio.

5.6- Imagens Histolégicas da tibia de ratos — Proporgao de Colageno

A figura 14 apresenta imagens histolégicas transversais representativas
das tibias dos ratos de cada grupo experimental, na regido da lesdo dssea
coradas com Picrosirius para avaliagdo da proporgao de colageno total. Em
todas as imagens histologicas € possivel observar a camada cortical (C) e
medular (M), além da marcagao do colageno, representado pela coloragéo rosa.
O grupo NT (B) apresenta maior regidao de transicdo entre osso maduro e
imaturo. Os grupos tratados com PBM (C), com ACNS (D) e com terapias
associadas PBM+ACNS (E) apresentaram reducao do tecido de transicdo. A
imagem F apresenta o grafico com a quantificacdo de colageno a partir da

intensidade da coloragao rosa, para cada grupo experimental.
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Figura 14: Imagens histologicas do tecido 6sseo de tibias de ratos coradas com
Picrosirius. Em (A) Animais sem lesao 6ssea — CTL; Em (B) animais com leséo
O0ssea sem tratamento — NT; EM (C) tratado com PBM; Em (D) tratado com
ACNS; Em (E) terapias associadas PBM+ACNS e em (F) grafico da
quantificacdo de colageno total. Legenda: C: Camada cortical; M: Camada
medular; G: Tecido de granulagao; ACNS: Material de carbono impregnado com
nanoprata. Coloragdo Rosa = Colageno. Fonte: acervo préprio.
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6 DISCUSSAO

As lesbes Osseas provocam alteragdes estruturais que refletem na
resisténcia tecidual. O processo de reparo € gradual com a finalidade de formar
um novo tecido 6sseo. A busca de biomateriais que possam ser utilizados como
substitutos 0sseos é uma estratégia para pacientes que necessitem de uma
grande area para formagdo o6ssea (Kumar S, 2019; Zhang H, 2019).
Paralelamente, o uso de terapia que auxilie neste reparo, como a
Fotobiomodulagéo, representa uma vantagem no tratamento de lesbdes désseas,
agindo na modulag&o do processo inflamatorio, auxiliando tanto no controle da
dor, como no reparo tecidual (Bossini PS 2011; Tim, 2014; de Oliveira
Gongalvez, 2016; Gurler G, 2018).

Neste trabalho, estudamos o efeito da terapia por fotobiomodulagao sobre
biomaterial de carbono impregnado com nanoparticulas de prata utilizado em
defeitos 6sseos, em modelo experimental de lesdo em tibia de ratos, avaliando
aspectos morfologicos referentes a organizagdo tecidual e a proporcado de
colageno, bem como a resisténcia 0ssea, a partir de testes ciclicos de flexao.
Nosso estudo observou que o tecido 0sseo apds 30 dias da inducéo da lesao e
sem tratamento (NT), apresentou reducdo da capacidade de deformacéao
(Dmax), quando comparado ao grupo sem lesao (CTL), além de aumento na
propor¢do de colageno total, bem como presenga de tecido &sseo
desorganizado, com regido de transic&o entre tecido imaturo para maduro.

O modelo de lesao 6ssea utilizada neste estudo foi adaptado de trabalhos
anteriores, sendo considerado um modelo experimental onde o defeito 6sseo é
padronizado com dimensdo de lesdo nao critica, permitindo o crescimento
direcionado da regido medular e cortical 6ssea (Bossini 2011; Tim 2013; Atasoy
2017). As alteragbes na organizagdo tecidual observadas neste modelo
experimental também foram apresentadas em outros estudos, com presenca de
tecidos de granulagao na regiao no defeito 6sseo (Tim, 2013), além de alteragao
no numero de osteoblastos e atividade de osteoclastos, demonstrando que o
reparo 0sseo ainda nao foi totalmente concluido.

O modelo de lesao também facilita a padronizacdo da aplicacdo do
biomaterial de carbono no local do defeito, possibilitando também o tratamento
com PBM e posteriormente o acompanhamento do reparo, a partir das analises
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histolégicas e funcionais sugeridas neste estudo (Fangel 2011, Bossini 2011,
Tim2013).

Neste trabalho, foi utilizado material de carbono impregnado com
nanoparticulas de prata dentro do defeito &ésseo. Nossos resultados
demonstraram que o grupo tratado com material de carbono impregnado com
nanoprata (ACNS) manteve as propriedades mecanicas similares ao grupo sem
lesdo (CTL), além de promover melhor organizacdo tecidual. No entanto, foi
observado aumento na propor¢do de colageno total, sugerindo menor
calcificacao da camada cortical.

Atualmente, s&o escassos os trabalhos que utilizam materiais de carbono
como substituto ésseo. Pesquisas que utilizaram nanotubos de carbono no
processo de reparo 6sseo demonstraram os efeitos benéficos destes materiais
na organizacdo Ossea, estimulando osteoblastos e modulando enzimas
relacionadas com a formacgao do tecido 6sseo. (Quiao 2022; Maher 2025; Silva
SK 2022).

O material de carbono utilizado neste estudo possui algumas
propriedades importantes que contribuem para o crescimento celular, como a
presenga de poros interconectados, o que favorece nao sé o crescimento celular,
como a interagao entre as células e sua matriz extracelular (Publio 2025). Outra
caracteristica deste material € sua capacidade de adsorcdo, que permite a
impregnagao por outros compostos, como as nanoparticulas de prata (Qiao,
2022). As nanoparticulas de prata sdo excelentes antimicrobianos e sua
utilizagdo em materiais compdsitos poderia contribuir para o controle de
infeccbes O&sseas, como em casos de osteomielite. Os mecanismos
antimicrobianos da prata nao foram totalmente descritos, mas podem estar
relacionados com a formagédo de ions de prata, com agédo oxidante, agindo
principalmente na parede e membrana das bactérias (Shanchez Lopes 2020;
Qing Y 2018).

Apesar de estudos experimentais in vivo mostrarem resultados positivos
do uso de materiais de carbono ativado no processo de reparo ésseo (Publio
2025), ainda é desconhecido os efeitos de compdsitos de material de carbono
ativado impregnados com nanoparticulas de prata no tratamento uUnico ou
associado com terapia por fotobiomodulagéo na evolug¢ao do reparo 6sseo, como
apresentado neste estudo. Neste contexto, ao avaliar o grupo com defeito 6sseo
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e tratado exclusivamente com Fotobiomodulagdo (PBM), foi observada a
manutengao tanto na proporgéo de colageno como nas propriedades mecanicas
do osso (Fmax e Dmax), apresentando valores similares ao grupo sem leséo
(CTL). Nas analises histologicas, nao foi observado tecido de granulagédo e o
tecido 6sseo, formado apds a indugdo da lesdo, apresentou osteoblastos
distribuidos de forma homogénea, com presenca de alguns canais vasculares.

Parametros de irradiagéo utilizados neste estudo ja foram apresentados
em pesquisas anteriores, com resultados promissores na melhora do reparo
tecidual 6sseo, facilitando a proliferagdo de osteoblastos e melhorando a
organizagao da matriz extracelular (Rossi, 2024). Enzimas como a fosfatase
acida e alcalina, bem como moléculas como RANK-L e osteoprotegerina também
sdo moduladas pela PBM, auxiliando tanto na atividade de osteoclastos e
remodelagdo 6ssea, como na organizagao tecidual, a partir da formagao de
matriz extracelular e sintese de colageno (Rodrigues 2015; de Oliveira Lss
2017). A PBM também estimula formagao de canais vasculares e pode acelerar
a formagao 6ssea (Bossini 2011; Rossi 2024).

Estudos clinicos também ja demonstraram que a PBM tem efeito
analgésico, sendo considerada uma opg¢ao terapéutica para lesbes e dores
ortopédicas (RODRIGUES, 2024; E Silva YME 2025). Os mecanismos de agao
da PBM no controle do processo inflamatério e da dor ainda nido foram
totalmente esclarecidos, mas ja existem evidéncias do efeito da PBM no controla
da COX-2 e da prostaglandina E2, auxiliando no processo de resolugdo da
inflamacao (Marcos RL 2011; Lopes-Martins 2022; Marcos RL, 2025). Os efeitos
analgésicos estao relacionados tanto com o controle da inflamagéo, como com
mecanismos de agao central, com controle rapido da dor (Fernandes G 2025; E
Silva YME 2025;).

A PBM pode ser utilizada como tratamento unico ou associada com outra
terapia, como biomateriais, apresentando efeitos sinérgicos na proliferagdo de
osteoblastos direcionando para uma melhor organizagéo do tecido ésseo (Rossi,
2024). Neste trabalho, o uso das terapias associadas (PBM+ACNS) promoveu
aumento da resisténcia 6ssea (Fmax) com manutencdo da capacidade de
deformacgédo (DMax) similar ao grupo sem lesao (CTL). As terapias associadas
também promoveram a organizacao tecidual com distribuigdo homogénea de

osteoblastos no tecido ésseo formado, além de manter a proporgéao de colageno
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similar ao grupo controle. O tipo de analise biomecéanica a partir de ensaios
ciclicos de flexdo 6ssea também mostrou apresentar vantagens em relagao as
analises monotbdnicas, sendo possivel observar diferengas funcionais entre
0ssos saudaveis e com lesdo, além das vantagens funcionais obtidas com a
PBM (Labat RL 2014; Fangel 2011; Tim 2014).

Os resultados apresentados neste estudo sdo promissores para o uso de
materiais com prata associado ou ndo com a fotobiomodulacéo, no processo de
reparo 6sseo. Estudos adicionais sao importantes, a fim de avaliar o efeito
antimicrobiano no material compdsito utilizado, bem como sua relagdo com a
PBM. Modelos experimentais de infeccdo 6ssea poderiam ser utilizados para
avaliar uma possivel agado antimicrobiana. Estudos in vitro com diferentes cepas
de bactérias, bem como, com cultura de osteoblastos seriam importantes para a
avaliagao tanto antimicrobiana e seus mecanismos de agao, como o impacto no
material impregnado com prata no crescimento celular ésseo. Seria também
importante estudar diferentes parametros de irradiagdo no material impregnado
com prata, uma vez que os comprimentos mais utilizados no processo de reparo
tecidual estao entre o vermelho e o infravermelho (Eroglu 2021; Salehpour 2019;
Rossi 2024), e a prata possui comprimento de onda préoximo de 450nm, sendo
fundamental avaliar sua acao antimicrobiana em parametros de irradiacao
diferentes.

Em resumo, ambos os tratamentos com biomaterial de carbono ativado
impregnado com nanoparticulas de prata ou a terapia por fotobiomodulagéo
promoveram a organizacdo do tecido 6sseo e da proporgao de colageno,
refletindo na resisténcia e na capacidade de deformagao éssea similar ao grupo
sem lesdo. A terapia associada (PBM+ACNS) promoveu efeito sinérgico na
resisténcia mecanica observado pelo aumento de Fmax, além de manter tanto a
capacidade de deformacgao 6ssea como a organizacgao tecidual similar ao grupo
controle. O uso de materiais de carbono impregnado com nanoparticulas de
prata pode ser uma opg¢ao terapéutica para pacientes com infeccoes dsseas € a
terapia por fotobiomodulagao pode ser utilizada em associagdo ao material de

carbono, auxiliando no processo de reparo 4sseo.
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7- CONCLUSAO

Concluimos que o modelo de lesdo 6ssea utilizado neste estudo promove
alteragdes na organizagdo tecidual com reflexo na redugdo da resisténcia
mecanica. Ambas a terapia por Fotobiomodulagao (Laser 808 nm; 6 J; 100 mW)
bem como o uso de material de carbono impregnado com nanoprata utilizado no
defeito 6sseo mantém tanto a organizagdo tecidual como as propriedades
mecanicas da tibia similares ao grupo saudavel, sem lesdo. A terapia
combinada, utilizando PBM em tibias com les&o e tratadas com biomaterial de
carbono impregnado com nanoprata mantiveram a organizagao tecidual e a
propor¢cao de colageno similar ao grupo controle e melhoraram a resisténcia
mecanica das tibias. Ambas a PBM como o material de carbono impregnado
com prata, nos parametros de uso indicados neste estudo apresentaram efeitos
positivos no processo de reparo 0sseo, em modelo experimental de lesdo em

tibia de ratos.
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8- ANEXO

Anexo A - Certificado Comissio de Etica no Uso de Animais

UN ' N o VE Universidade Nove de jultho
" X X X X ) Comisséo de Etica no
Universidade Nove de Julho Uso de Animals

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Biomateriais de Carbono e Compésitos (carbono-6xido de grafeno-
nanoparticulas de prata-grafeno) em reparo 6sseo”, protocolada sob o CEUA n® 8675271021 up 00027s), Sob a
responsabilidade de Rodrigo Labat Marcos - que envolve a produ¢do, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd
de acordo com o0s preceitos da Lei 11,794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimenta¢do Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de
08/12/2021.

We certify that the proposal "Carbon and Composite Biomaterials (carbon-graphene oxide-silver-graphene
nanoparticles) in bone repair", utilizing 60 Heterogenics rats (60 males), protocol number CEUA 8675271021 o
000275}, under the responsibility of Rodrigo Labat Marcos - which involves the production, maintenance and/or use
of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as
with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED
by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University (CEUA/UNINOVE) in the meeting of 12/08/2021.
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