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RESUMO 

 

A medicina regenerativa tem ganhado destaque nos últimos anos com o 

desenvolvimento de biomateriais e técnicas avanças de recuperação de tecidos 

biológicos. Um dos eventos que tem se beneficiado desses estudos são as lesões 

no sistema nervoso periférico, um tecido altamente complexo e que apresenta 

processo de regeneração lento e muitas vezes incompleto. A fotobiomodulação 

surgiu como um método capaz de estimular o processo de regeneração nervosa, 

uma vez que é capaz de induzir funções celulares por meio da incidência de luz de 

baixa intensidade. Além dessa técnica, alguns compostos, como a quitosana e o 

grafeno, apresentam propriedades que podem ser combinadas, formando um 

biomaterial também com potencial de favorecer a regeneração do tecido nervoso.  

Assim, este projeto teve o intuito de incorporar óxido de grafeno reduzido em gel de 

quitosana para o desenvolvimento de um biomaterial capaz de otimizar a ação do 

laser de baixa intensidade. Para isto, quatro concentrações diferentes de óxido de 

grafeno reduzido foram utilizadas e os biomateriais foram submetidos a testes físico-

químicos de determinação da espessura, microscopia eletrônica de varredura, AFM, 

dosagem de pH, ensaio de absorção de água e perda de massa, varredura 

espectrofotométrica e ensaios celulares. A análise dos resultados evidenciou que a 

dispersão do óxido de grafeno reduzido no gel da quitosana foi levemente 

heterogênea, porém os biomateriais contendo o composto de carbono absorveram 

menor quantidade de água. Os ensaios celulares de associação do laser de baixa 

intensidade com os biomateriais não apresentou variação significativa entre os 

grupos. Apesar de apresentar resultados promissores com o laser em 780 nm, 

estudos adicionais testando parâmetros diferentes do laser são necessários para 

entender o comportamento da associação na estimulação celular nervosa. 

 

Palavras-chave: Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Quitosana. Grafeno. 

Regeneração Nervosa. Materiais Biocompatíveis. 

 

 



ABSTRACT 

 

Development and characterization of a graphene-based biomaterial for 

application in peripheral nerve injury repair in association with low-level laser 

therapy 

 

Regenerative medicine has gained attention in the last years with the 

development of biomaterials and advanced techniques applied for biological tissue 

recovery. One of the conditions that has benefited from these advancements is 

peripheral nerve injury, a highly complex tissue that presents a slow and incomplete 

regeneration. Photobiomodulation arose as a capable method to improve nerve 

recovery, since it stimulates cellular function by low-intensity light emission. Some 

compounds, such as chitosan and graphene, may be associated together and 

constitute a biomaterial with potential for nerve tissue regeneration as well. 

Therefore, this project aimed to develop a reduced graphene oxide and chitosan 

biomaterial able to optimize low-level laser therapy effect. Four different biomaterials, 

with varying concentrations of rGO, were tested and then submitted to physical-

chemical analysis, as thickness determination, MEV, AFM, pH dosage, water 

absorption, loss of mass, spectrophotometric scan, and cell assays. The results 

showed the dispersion of the reduced graphene oxide in chitosan gel was slightly 

heterogenic, but the carbon compound biomaterials absorbed less water. The cell 

assays with the low-level laser did not present significant statistical variation. 

Although the combination of techniques seems to be promising at 780 nm, more 

studies are needed with different parameters of the laser to understand the benefits 

of the association in nerve cellular stimulation. 

 

Keywords: Low-level light therapy. Chitosan. Graphene. Nerve regeneration. 

Biocompatible materials.   
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1 INTRODUÇÃO 
 

O sistema nervoso compreende um nível de organização do corpo humano 

voltado para a interpretação de sinais e controle de ações, sendo dividido em 

sistema nervoso central (encéfalo e medula espinhal) e sistema nervoso periférico 

(nervos, gânglios e terminações nervosas). Lesões em nervos periféricos são 

decorrentes de traumas que podem lesar ou romper a estrutura do nervo, levando a 

deficiências motoras e sensoriais (BARBOSA et al., 2010; AKGUL; GULSOY; 

GULCUR, 2014). Além de dor, perda dos sentidos e movimento prejudicado 

(FARONI et al., 2015), muitas vezes os pacientes carecem de longo prazo de 

hospitalização, resultado de reabilitação ruim, e dependência excessiva de cuidados, 

provocando impacto social e econômico significativo ao paciente e familiares 

(CHAN; CATHARINE; FURLAN, 2018). Devido à complexidade do processo de 

recuperação desse tecido, menos de 25% dos acometidos por lesão no nervo 

periférico recuperam a função motora, enquanto apenas 3% readquirem a 

sensibilidade (HOUSHYAR; BHATTACHARYYA; SHANKS, 2019). 

 Apesar do sistema nervoso periférico (SNP) ser capaz de regenerar axônios 

lesionados, este processo ocorre lenta e, na maioria das vezes, incompletamente 

(AKGUL; GULSOY; GULCUR, 2014; BEI et al., 2019). A recuperação do nervo 

depende da extensão da lesão e de sua localização, bem como de fatores 

intrínsecos ao paciente (MODRAK et al., 2020). Algumas abordagens envolvem 

reparação microcirúrgica (BEI et al., 2019) ou a utilização de enxerto de nervo 

autólogo quando a anastomose não for possível (MODRAK et al., 2020). Contudo, 

visto que os componentes celulares e moleculares ao redor do nervo também se 

tornam inviáveis, essas abordagens muitas vezes falham em obter uma recuperação 

completa e funcional da região (FARONI et al., 2015). Outras abordagens menos 
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invasivas incluem terapias farmacológicas e celulares, porém, apesar dos avanços, 

nenhuma se mostrou um tratamento eficaz universal ou livre de efeitos colaterais 

potentes (MODRAK et al., 2020). 

 Um dos métodos alternativos de grande destaque utilizado para a 

regeneração celular é a terapia com laser de baixa intensidade (LBI) ou também 

chamada de fotobiomodulação. Por meio da excitação de células e tecidos com 

energia luminosa, o laser é capaz de estimular funções celulares, promover a 

reparação e regeneração tecidual, além de diminuir a inflamação e aliviar a dor 

(ANDERS; LANZAFAME; ARANY, 2015; YADAV; GUPTA, 2017). Tendinopatias, 

osteoartrites e cicatrização de feridas são algumas das afecções que podem se 

beneficiar com o uso dessa terapia (DOMPE et al., 2020). Em nervos periféricos, 

auxilia na melhora do suprimento sanguíneo, reprodução celular e síntese de 

colágeno, além de proporcionar ações analgésicas, anti-inflamatórias e redução de 

edema (LINS et al., 2010; BUCHAIM et al., 2015).   

Recentemente, têm-se demonstrado que a engenharia de tecido, por meio de 

formulações como scaffolds, géis, filmes e fibras, também é capaz de auxiliar o 

processo de recuperação de células neurais (BEI et al., 2019), por promover a 

migração, adesão e proliferação celular. Dentre os compostos utilizados para a 

confecção desses biomateriais, os polímeros naturais se destacam por possuírem 

boas propriedades, como biodegradabilidade e biocompatibilidade, e fonte de 

extração mais sustentável que os polímeros sintéticos (FORNASARI et al., 2020). Os 

mais utilizados para essa prática são ácido hialurônico, colágeno, quitina, quitosana, 

gelatina e fibrina (FORNASARI et al., 2020).  

A quitosana, um polissacarídeo derivado da desacetilação da quitina, é um 

polímero natural largamente empregado em diversas áreas, como cosmética, 
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alimentícia e farmacêutica (NITTA; NUMATA, 2013; LAN et al., 2015; LI et al., 2018). 

Em virtude de suas excelentes propriedades quando no organismo, dentre elas, 

biocompatibilidade, atividade antimicrobiana, fácil adesão a tecidos e vasos, e 

biodegradabilidade (CROISIER; JEROME, 2013; LAN et al., 2015; SILVA et al., 

2017; LI et al., 2018), a quitosana tem sido amplamente testada na área médica, 

sendo engenharia de tecido, sistema de liberação e curativo de ferida suas principais 

aplicações (MOHEBBI et al., 2018). Pode também ser utilizada para a regeneração 

de inúmeros tecidos, como nervoso, ósseo, cartilaginoso, vascular, pele, tendões e 

ligamentos (MOHEBBI et al., 2018), já que suas características permitem contato 

íntimo com o tecido lesionado e auxiliam na promoção de efeitos locais. Na 

regeneração de tecido nervoso, a quitosana favorece o crescimento de axônios 

(HAASTERT-TALINI et al., 2013; STENBERG et al., 2016), e os produtos de 

degradação, como os quito-oligossacarídeos, influenciam positivamente a 

regeneração do nervo (ZHAO et al., 2017). Ainda, estudos in vivo demonstram que é 

um material com alto potencial para uso na regeneração de tecido nervoso por 

auxiliar na orientação de células Schwann e diferenciação de células neuronais 

(NEUBRECH et al., 2016). 

Um fator limitante do uso da quitosana como biomaterial é sua baixa 

resistência mecânica (FORNASARI et al., 2020), característica que pode ser 

superada com a adição de outros elementos (BOECKER et al., 2019). Um dos 

materiais utilizados para melhorar as propriedades mecânicas da quitosana é o 

grafeno (YANG et al., 2021), um composto de carbono que possui boas 

propriedades físico-químicas e fácil funcionalização. Isolado a partir da esfoliação do 

grafite (NOVOSELOV et al. 2004), o grafeno é constituído por uma camada planar 

bidimensional de átomos de carbono, formando ligações imensamente fortes entre si 
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(NOORDEN, 2011; SHAREENA et al., 2018). Seu tipo de arranjo molecular, em 

formatos de anéis benzílicos exibindo um padrão que se assemelha à conformação 

do favo de mel, confere ao material, além de uma fina espessura, uma razão força-

peso excepcionalmente alta (NOORDEN, 2011). Ainda, este tipo de formação 

hexagonal permite conduzir eletricidade com facilidade, oferecendo baixa resistência 

elétrica e gerando baixa quantidade de calor (NOORDEN, 2011; SHAREENA et al., 

2018).  

Em consequência da sua estabilidade química e capacidade de conduzir 

energia elétrica, o grafeno e seus derivados (óxido de grafeno e óxido de grafeno 

reduzido) têm sido amplamente utilizados na área biomédica (LEE et al., 2018). 

Alguns trabalhos já relataram o uso deste material como dispositivo condutor capaz 

de promover a recuperação do tecido nervoso (AKHAVAN et al., 2014; LU et al., 

2016; CHEN et al., 2019b), a estimulação de células-tronco neurais (AKHAVAN; 

GHADERI; SHIRAZIAN, 2015; FANG et al., 2020) e, quando utilizado como scaffold, 

a migração, proliferação e diferenciação de células PC12, uma linhagem 

estabelecida de células neuroblásticas, derivadas de feocromocitoma da medula 

adrenal de ratos (WANG et al., 2019; VIJAYAVENKATARAMAN et al., 2019). 

Ainda se discute o poder citotóxico e, por consequência, a biocompatibilidade 

e biodegradabilidade de compostos de carbono, como o grafeno, quando em contato 

com o organismo. Apesar dos já citados efeitos biológicos, alguns estudos relatam 

possíveis efeitos tóxicos desse material (EFREMOVA et al., 2015; JIA et al., 2019). 

Uma revisão recente, entretanto, demonstrou que a conjugação do grafeno com 

polissacarídeos, dentre eles a quitosana, melhorou as características citotóxicas e 

biocompatíveis desse composto (MAKVANDI et al., 2020).  Em adição, outros 

estudos verificaram boa biocompatibilidade e adesão celular, além de baixa 
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toxicidade, quando utilizado como scaffold, biossensor ou sistema de liberação de 

fármacos (REINA et al., 2017; CHEN et al., 2019a; KIM et al., 2020).  

 Apesar dos avanços da tecnologia e da medicina, ainda é necessário 

progredir na área de regeneração tecidual, em destaque, na regeneração do tecido 

nervoso em razão da sua alta complexidade e distinção. Com base nas 

características de compostos químicos e biológicos e das tecnologias disponíveis, 

acredita-se que a associação da quitosana com o grafeno possa originar um material 

capaz de intensificar as propriedades terapêuticas do laser de baixa intensidade, 

servindo como uma técnica alternativa para regeneração do tecido nervoso. Deste 

modo, o presente estudo tem o intuito de desenvolver e caracterizar um material 

bioestimulador a base de grafeno e quitosana que possa vir a ser utilizado no reparo 

de tecido nervoso em conjunto com o laser de baixa intensidade.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Lesões no Sistema Nervoso 
 

O sistema nervoso compreende um nível de organização do corpo humano 

voltado para a interpretação de sinais e controle de movimentos, sendo divido em 

duas partes: sistema nervoso central (encéfalo e medula espinhal) e sistema 

nervoso periférico (nervos, gânglios e terminações nervosas). Lesões no sistema 

nervoso periférico (SNP) são desordens clínicas provocadas por corte, mudanças de 

temperatura, compressões agudas ou prolongadas, tração mecânica e infecções, 

que levam a deficiências motoras e sensoriais (BARBOSA et al., 2010; AKGUL; 

GULSOY; GULCUR, 2014). Além de dor, perda dos sentidos e movimento 

prejudicado (FARONI et al., 2015), muitas vezes os pacientes carecem de longo 

prazo de hospitalização, resultado de reabilitação ruim, e dependência excessiva de 

cuidados, provocando impacto social e econômico significativo ao paciente e 

familiares (CHAN; CATHARINE; FURLAN, 2018). A dor relativa aos processos 

neuropáticos pode persistir por meses ou até mesmo anos, impactando a 

funcionalidade física e, consequentemente, a qualidade de vida (MUNIZ, et al., 

2021). Dada a complexidade do processo de recuperação do tecido nervoso, menos 

de 25% dos acometidos por lesão no nervo periférico recuperam a função motora, 

enquanto apenas 3% readquirem a sensibilidade (HOUSHYAR; BHATTACHARYYA; 

SHANKS, 2019).  

 Apesar do SNP ser capaz de regenerar axônios lesionados, este processo 

ocorre lenta e, na maioria das vezes, incompletamente (AKGUL; GULSOY; 

GULCUR, 2014; BEI et al., 2019). A recuperação do nervo depende da extensão da 

lesão e de sua localização, bem como de fatores intrínsecos ao paciente (MODRAK 
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et al., 2020). Para lesões menores de 3 cm, a estratégia mais comum é a reparação 

microcirúrgica (BEI et al., 2019), na qual as extremidades lesionadas são 

conectadas formando uma anastomose, ou por meio de um enxerto de nervo 

autólogo quando a anastomose não for possível (MODRAK et al., 2020). Contudo, 

visto que os componentes celulares e moleculares ao redor do nervo também se 

tornam inviáveis, a abordagem microcirúrgica muitas vezes falha em obter uma 

recuperação completa e funcional da região (FARONI et al., 2015). Para lesões 

maiores, o padrão ouro é o enxerto autólogo, o qual evita o estiramento excessivo e 

reduz a formação de tecido cicatricial no local lesionado. Entretanto, tal técnica 

requer múltiplas cirurgias e frequentemente a região doadora do nervo apresenta má 

recuperação funcional (HOUSHYAR; BHATTACHARYYA; SHANKS, 2019). Outras 

abordagens menos invasivas incluem terapias farmacológicas e celulares, porém, 

apesar dos avanços, nenhuma se mostrou um tratamento livre de efeitos colaterais 

potentes (MODRAK et al., 2020). 

 Como propostas alternativas às técnicas microcirúrgicas, o uso de células-

tronco (KUBIAK et al., 2020) e biomateriais, tais como os conduítes 

(VIJAYAVENKATARAMAN, 2020), têm ganhado visibilidade. Entretanto, embora 

promissores, são métodos invasivos e ainda não testados de forma clínica. Dentre 

os métodos não cirúrgicos, destacam-se a estimulação elétrica, a estimulação 

magnética e a fototerapia com laser. Todavia, a implementação dessas técnicas na 

prática clínica exige conhecimento maior sobre possíveis efeitos adversos nos 

tecidos circundantes e eficácia em lesões extensas (>3 cm) 

(VIJAYAVENKATARAMAN, 2020). A terapia de fotobiomodulação, embora 

apresente resultados prósperos na regeneração de tecido nervoso (BAREZ et al., 

2017; AYAR et al., 2022), ainda carece de estudos que esclareçam as condições 
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ideais de tempo e potência de aplicação visando extrair o resultado mais promissor 

dessa técnica (ANDREO et al., 2017).  

 

2.2 Terapia com Laser de Baixa Intensidade 
 

Nos últimos anos, a terapia com laser de baixa intensidade (LBI) ganhou 

destaque devido ao seu efeito terapêutico fotobiomodulador. Por possuir um 

espectro eletromagnético compreendido entre as regiões do vermelho e 

infravermelho e baixa densidade energética, o LBI é capaz de penetrar a pele e 

tecidos moles e promover efeitos biológicos com repercussões físicas e químicas 

(MUNIZ, et al., 2021). 

Embora ainda não bem estabelecido, é comumente aceito que o seu 

mecanismo de ação envolva a absorção de fótons pelo citocromo c oxidase, uma 

enzima pertencente à cadeira transportadora de elétrons mitocondrial, levando ao 

aumento da síntese de ATP e fornecimento de energia para os processos celulares 

de regeneração (MUNIZ, et al., 2021; TOPALOGLU; BAKAY, 2022) (Figura 1). 

Outros estudos apontam para ações mediadas pelo aumento do suprimento 

sanguíneo e proliferação celular (MUNIZ et al., 2021). Independente do mecanismo 

de ação, sabe-se que como reação ao processo de estímulo bioquímico ocorre 

aumento da síntese de DNA, proliferação celular, cicatrização, neurogênese, 

analgesia, inflamação e estresse oxidativo, para citar alguns dos processos 

envolvidos durante a fotobiomodulação (TOPALOGLU; BAKAY, 2022). Contudo, 

apesar de viabilizar a regeneração tecidual, o laser de baixa intensidade não possui 

efeito de cura direta, mas estimula o organismo nos processos de resposta 
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inflamatória e reparação tecidual através da excitação celular (SILVA et al., 2007; 

BARROS et al., 2008; LINS et al., 2010). 

 

Figura1 – Processo de estimulação mitocondrial por meio do laser de baixa intensidade 

       Laser de baixa intensidade  

 

 

FONTE: LEHNINGER, A. L.; NELSON, D. L.; COX, M. M. Princípios de Bioquímica. 3ª Edição. São 

Paulo: Sarvier, 2002.  

 

 Tendinopatias, osteoartrites e cicatrização de feridas são algumas das 

afecções que podem ser tratadas com o uso dessa técnica (DOMPE et al., 2020). 

Em nervos periféricos, o LBI auxilia na melhora do suprimento sanguíneo, 

reprodução celular e síntese de colágeno, além de proporcionar ações analgésicas, 

anti-inflamatórias e redução de edema (LINS et al., 2010; BUCHAIM et al., 2015). 

Dentre os efeitos que o laser de baixa intensidade é capaz de promover no tecido 

nervoso periférico pode-se destacar aumento do diâmetro axonal e da bainha de 
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mielina, aumento no número de células Schwann e dos fatores de crescimento 

neurotróficos e diminuição do infiltrado inflamatório (ANDREO et al., 2017). 

 O uso de diferentes modelos de lasers varia de acordo com o comprimento 

de onda (632-1064 nm), energia, densidade, duração, repetição e tipo da lesão 

(HASHMI et al., 2010; DOMPE et al., 2020). Devido à diversidade de combinações 

de parâmetros e à escassez de estudos clínicos, não há uma padronização no 

tratamento com LBI para regeneração de nervos periféricos. Segundo revisão 

conduzida por Andreo et al., 2017, a maioria dos estudos realizados in vivo utilizam 

potência de até 50 mW e máximo 15J de energia, com comprimento de onda 

variando entre 632,8 e 980 nm (ANDREO et al., 2017). Embora os parâmetros 

utilizados nos estudos sejam dissimilares, o efeito positivo sobre a regeneração de 

lesões em nervos periféricos é percebido de forma concordante, corroborando a 

eficácia terapêutica do laser de baixa intensidade para reparo de lesões em nervos. 

 Em um trabalho que investigou a ação do LBI em pacientes com síndrome 

do túnel do carpo de leve à moderada (780 nm, 30 mW, onda continua, 3,4 

J/cm2/ponto, 90 seg/ponto), os resultados demonstraram, dentre outros achados, 

superioridade do laser sobre o placebo com relação à redução da dor e do 

encurtamento do tempo de latência sensorial e motora (LAZOVIC et al., 2014). Em 

modelos animais, a aplicação de 660 nm, 60 J/cm2, 40mW/cm2 melhorou o 

processo inflamatório em ratos com nervo ciático lesionado (ALCÂNTARA et al., 

2013) e levou ao aumento do diâmetro da fibra nervosa e da função motora dos 

animais em comparação com o laser de 808 nm (MEDALHA et al., 2012). 

 Apesar da miríade de estudos promissores na área de fotobiomodulação, 

devido à heterogeneidade dos desenhos clínicos ainda não é possível estabelecer 
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os parâmetros ótimos de aplicação do laser de baixa intensidade no processo de 

regeneração de nervos periféricos lesionados. A diversidade de combinação dos 

parâmetros em conjunto com as características particulares de tecido dificulta o 

estabelecimento de condições ideais de ação do laser. Assim, é necessário que 

estudos complementares sejam realizados para que se possa encontrar as melhores 

condições de eficácia e segurança terapêutica da fotobiomodulação em tecido 

nervoso. 

  

2.3 Quitosana 
 

Recentemente, têm-se demonstrado que a engenharia de tecido, por meio de 

formulações como scaffolds, géis, filmes e fibras, também é capaz de auxiliar o 

processo de recuperação de células neurais (BEI et al., 2019), por promover a 

migração, adesão e proliferação celular. Dentre os compostos utilizados para a 

confecção desses biomateriais, os polímeros naturais se destacam por possuírem 

boas propriedades biológicas, como biodegradabilidade e biocompatibilidade, fonte 

de extração mais sustentável que os polímeros sintéticos, além de disponibilidade a 

partir de fontes renováveis, tornando-os financeiramente acessíveis (FORNASARI et 

al., 2020). Os mais utilizados para essa prática são ácido hialurônico, colágeno, 

quitina, quitosana, gelatina e fibrina (FORNASARI et al., 2020).  

Apesar das inúmeras vantagens, os polímeros naturais apresentam um 

processo de purificação extenso, o que pode dificultar o processo em larga escala e 

o aparecimento de variabilidades químicas entre os lotes. Além disso, 

diferentemente dos sintéticos, os polímeros naturais normalmente possuem fracas 

propriedades mecânicas (FORNASARI et al., 2020), como baixa resistência 
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e rigidez, motivo pelo qual sua utilização pode ser preterida. Os biomateriais 

sintéticos, por sua vez, possuem propriedades mecânicas ajustáveis e fácil produção 

em larga escala, entretanto, carecem de biocompatibilidade e biodegradabilidade, 

dificultando a aplicação na prática terapêutica (FORNSARI et al., 2020). 

Os principais polímeros naturais utilizados na regeneração de tecido 

nervoso pertencem ao grupo dos polissacarídeos (ácido hialurônico, quitosana, 

quitina, alginato), proteínas (colágeno, gelatina, queratina, fibrina) e poliésteres 

derivados de fontes naturais ([poli (ácido 3-hidroxibutírico) e poli (ácido 3-

hidroxibutírico-co-3-hidroxivalérico)]) (FORNASARI et al., 2020). Dentre esses, 

destaca-se a quitosana, um composto obtido através da desacetilação da quitina, 

que possui capacidade para formar filmes, biocompatibilidade, biodegradabilidade e 

fonte abundante e renovável (BARRA et al., 2019) (Figura 2). Suas características 

permitem a aplicação em diversas áreas, como farmacêutica, cosmética e 

alimentícia. Estruturalmente é formada por repetições de uma cadeia de N-acetil-D-

glucosamina ligado a uma unidade de D-glucosamina, sendo, assim, um polímero 

solúvel em água em pH baixo devido a protonação do grupamento amino (ALI; 

AHMED, 2018). Dependendo do método e da fonte de extração, seu peso molecular 

pode variar de 300 a 1000 kD e o grau de desacetilação, de 30 a 95% (ALI; AHMED, 

2018).
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Figura 2 – Estruturas químicas da quitina e quitosana 

 

 

Em virtude de suas excelentes propriedades biológicas, dentre elas, atividade 

antimicrobiana e fácil adesão a tecidos e vasos (CROISIER; JEROME, 2013; LAN et 

al., 2015; SILVA et al., 2017; LI et al., 2018), a quitosana tem sido amplamente 

estuda como biomaterial para a regeneração de inúmeros tecidos, como nervoso, 

ósseo, cartilaginoso, vascular, pele, tendões e ligamentos (MOHEBBI et al., 2018), já
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que suas características permitem contato íntimo com o tecido lesionado e auxiliam 

na promoção de efeitos locais. Na regeneração de tecido nervoso, a quitosana 

favorece o crescimento de axônios (HAASTERT-TALINI et al., 2013; STENBERG et 

al., 2016), e seus produtos de degradação, como os quito-oligossacarídeos, 

influenciam positivamente a regeneração do nervo (ZHAO et al., 2017). Ainda, 

estudos in vivo demonstram que é um material com alto potencial para uso na 

regeneração de tecido nervoso por auxiliar na orientação de células Schwann e 

diferenciação de células neuronais (NEUBRECH et al., 2016). 

Visto ser um material biocompatível, derivado de fonte renovável e versátil, a 

quitosana oferece amplas oportunidades para aplicação na área de regeneração de 

tecido. Entretanto, assim como os demais polímeros naturais, a falta de 

propriedades mecânicas dificulta o seu emprego, exigindo, para isso, que se faça 

associações com materiais com boas características biológicas e capazes de 

melhorar suas qualidades físico-químicas. 

 

2.4 Grafeno 
 

Nos últimos anos, a aplicação de nanocompostos de carbono foi 

extensamente explorada devido às características excepcionais desses elementos.  

Um desses materiais é o grafeno, um composto formado por carbonos hibridizados 

sp2 isolado a partir da esfoliação do grafite (NOVOSELOV et al. 2004) e constituído 

por uma camada planar bidimensional de átomos, que formam ligações 

imensamente fortes entre si (NOORDEN, 2011; SHAREENA et al., 2018). Seu tipo 

de arranjo molecular, em formatos de anéis benzílicos que exibem um padrão 

semelhante à conformação do favo de mel, confere ao material, além de uma fina 

espessura, uma razão força-peso notavelmente alta (NOORDEN, 2011). Ainda, este 
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tipo de formação hexagonal permite conduzir eletricidade com facilidade, por 

oferecer baixa resistência elétrica e gerar baixa quantidade de calor (NOORDEN, 

2011; SHAREENA et al., 2018).  

O grafeno possui diversas denominações a depender de sua composição, 

número de camadas, modificação química e dimensões laterais (PATIL; BAHADUR; 

TIWARI, 2020). As principais formas encontradas desse material são o grafeno 

monocamada, “few layers”, óxido de grafeno (GO), óxido de grafeno reduzido (rGO) 

e grafeno quantum dots (GDO) (XIAOLI et al., 2020) (Figura 3). Dentre esses, GO e 

rGO apresentam grande aplicação na área terapêutica (ANSARI et al., 2019), apesar 

de apresentarem características distintas entre si. Enquanto o óxido de grafeno 

reduzido apresenta uma estrutura sp2 não-oxidada, com alta hidrofobicidade, o GO 

se mostra como um material oxidado, sp3, com alta razão carbono-oxigênio (C/O) e 

com superfície carregada (PATIL; BAHADUR; TIWARI, 2020; XIAOLI et al., 2020). O 

grafeno e o rGO são excelentes condutores e o GO possui a vantagem de ser 

facilmente funcionalizado. Ainda, o grafeno puro é inerte em ambientes biológicos e 

tem a propensão de agregar em soluções aquosas, enquanto o GO apresenta falta 

de condutividade (YUE et al., 2012; LEE et al., 2018), mas se solubiliza melhor em 

meios aquosos (YUE et al., 2012; TIAN et al., 2021). 
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Figura 3 – Diferentes apresentações do grafeno e suas nomenclaturas 

 

FONTE: XIAOLI, F.; QIYUE, C.; WEIHONG, G.; YAQING, Z.; CHEN, HU.; JUNRONG, W.; 

LONGQUAN, S. Toxicology data of graphene-family nanomaterials: an update. Archives of 

Toxicology, v. 94, p. 1915-1939, 2020. 

 

Em razão das características físico-químicas singulares, dentre as quais 

pode-se citar a grande área superficial, boas propriedades mecânicas, condutividade 

elétrica e térmica e características topográficas notáveis (WANG et al., 2019), o 

grafeno e seus derivados têm sido aplicados em diversas áreas, como na 

engenharia de tecido, desenvolvimento de eletrodos e sensores, drug delivery e 
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terapias para o câncer (ANSARI et al., 2019). Alguns trabalhos relatam o uso deste 

material como dispositivo condutor capaz de promover a recuperação do tecido 

nervoso (AKHAVAN et al., 2014; LU et al., 2016; CHEN et al., 2019b), estimular  

células-tronco neurais (AKHAVAN; GHADERI; SHIRAZIAN, 2015; FANG et al., 

2020) e, quando utilizado com scaffold, a migração, proliferação e diferenciação de 

células PC12, uma linhagem estabelecida de células neuroblásticas, derivadas de 

feocromocitoma da medula adrenal de ratos (WANG et al., 2019; 

VIJAYAVENKATARAMAN et al., 2019). 

Além dos efeitos na regeneração de tecidos, há alguns relatos na literatura da 

associação do grafeno e seus derivados com laser fotodinâmico ou 

fotobioestimulador. Pan et al. mostrou que, em associação com laser próximo ao 

infravermelho, um biomaterial constituído por óxido de grafeno reduzido foi capaz de 

provocar calor local e gerar espécies reativas de oxigênio, tanto in vivo quanto in 

vitro, e provocar danos físico e químico à bactéria Staphylococcus aureus (MRSA), 

se mostrando como uma possível alternativa para o tratamento de bactérias super-

resistentes (PAN et al., 2016).O mesmo efeito pode ser percebido em outro estudos 

com diferentes bactérias e utilizando laser fotodinâmico (GHOLIBEGLOO et al., 

2018; XIA et al., 2019). Além da atividade antimicrobiana, a associação de 

biomateriais de grafeno com lasers (baixa intensidade, fotodinâmica e fototérmico – 

nas regiões do vermelho e infra-vermelho) também tem sido promissora para o 

combate de células cancerosas in vitro (JAFARIRAD et al., 2018; WANG et al., 

2022). O uso de scaffolds de quitosana com nanotubos de carbono em conjunto com 

fotobiomodulação também comprovou efeito terapêutico na regeneração óssea 

(SILVA et al., 2022), reforçando o potencial da associação de materiais de carbono 

em associação com laser terapêutico. 
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Embora promissor, a capacidade antimicrobiana do grafeno ainda apresenta 

controvérsias. Alguns autores atribuem isso às diferenças de dosagens, tempo de 

exposição, cepa bacteriana e condições do meio aos quais os experimentos foram 

conduzidos (PALMIERI et al., 2017; SEIFI; KAMALI, 2021). Tais achados ressaltam 

a necessidade de estudos que possam certificar as condições ideais do uso dessa 

associação em meio biológico. 

Devido às suas excelentes características e, consequentemente, o 

avanço no uso desse material em aplicações biomédicas, é necessário compreender 

os aspectos que podem levar à toxicidade, seja humana, animal ou mesmo 

ambiental do uso do grafeno. Ainda se discute o poder citotóxico e, por 

consequência, a biocompatibilidade e biodegradabilidade de compostos de carbono, 

como o grafeno, quando em contato com o organismo. Apesar dos já citados efeitos 

biológicos, alguns estudos relatam possíveis efeitos nocivos desse material 

(EFREMOVA et al., 2015; JIA et al., 2019). É sabido que a toxicidade de um material 

depende de vários fatores, como suas características físico-químicas, a via de 

contato com o organismo (oral, dérmica, respiratória) e a frequência e dose de 

exposição à essa substância. Alguns estudos demonstraram intoxicação respiratória, 

digestória e até neurotóxica do grafeno. Entretanto, os estudos variam com relação a 

dose, o tempo de exposição, o tipo do material utilizado (GO, rGO, FLG, QDGO), e 

funcionalização ou não desse material com outras substâncias (XIAOLI et al., 2020).  

Gies e Zou avaliaram a toxicidade do óxido de grafeno em diferentes tipos 

celulares, diferentes períodos de tempo e tamanho do floco de grafeno, e verificaram 

uma não linearidade da toxicidade, ou seja, para cada tipo celular foi identificada um 

padrão de efeito tóxico (GIES; ZOU, 2018). Uma revisão recente, por outro lado, 



40 
Revisão de Literatura 

 

demonstrou que a conjugação do grafeno com polissacarídeos, dentre eles a 

quitosana, melhorou as características citotóxicas e biocompatíveis desse composto 

(MAKVANDI et al., 2020).  Em consonância, outros estudos verificaram boa 

biocompatibilidade e adesão celular, além de baixa toxicidade, quando utilizado 

como scaffold, biossensor ou sistema de liberação de fármacos (REINA et al., 2017; 

CHEN et al., 2019a; KIM et al., 2020). As grandes variações de resultados 

encontrados acerca da capacidade tóxica do grafeno demonstram a necessidade de 

investigar mais a fundo o perfil de segurança desse material, porém também 

evidenciam a possibilidade de aplicação do grafeno em meio biológico. 

 

 Apesar dos avanços da tecnologia e da medicina, ainda é necessário 

progredir na área de regeneração tecidual, em destaque, na regeneração do tecido 

nervoso em razão da sua alta complexidade e distinção. Com base nas 

características de compostos químicos e biológicos e das tecnologias disponíveis, 

acredita-se que a associação da quitosana com o grafeno possa originar um material 

capaz de intensificar as propriedades terapêuticas do laser de baixa intensidade, 

servindo como uma técnica alternativa para regeneração do tecido nervoso. Deste 

modo, o presente estudo tem o intuito de desenvolver e caracterizar um material 

bioestimulador a base de grafeno e quitosana que possa ser utilizado em conjunto 

com o laser de baixa intensidade otimizando o processo de reparo de tecido 

nervoso.  
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3 PROPOSIÇÃO 
 

Com base no proposto, esse trabalho tem o objetivo de desenvolver e 

caracterizar um biomaterial a base de grafeno e quitosana com potencial de otimizar 

a ação do laser de baixa intensidade no tratamento e reparo de tecido nervoso. 

 

3.1 Objetivos específicos  

• Desenvolver biomateriais compostos por quitosana e diferentes 

concentrações de grafeno utilizando o método de evaporação de solvente; 

 

• Avaliar as características físico-químicas das membranas; 

 

• Verificar a morfologia e a capacidade de absorção de luz dos biomateriais; 

 

• Avaliar a capacidade dos materiais, em associação com o laser de baixa 

intensidade, em preservar a viabilidade de células PC12. 
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4 MÉTODOS 
 

4.1 Caracterização físico-química 
 

4.1.1 Desenvolvimento dos biomateriais 

 

Para o desenvolvimento dos biomateriais, um gel de quitosana (Sigma 

Aldrich, St. Louis, USA, ≥ 75% de desacetilação) foi preparado dissolvendo 5g em 

250 mL de solução de ácido acético 2% (v/v) em temperatura ambiente. Após a 

suspensão da quitosana em solução ácida, 1% (p/p) de glicerol foi adicionado para 

conferir plasticidade ao biomaterial final. Em seguida, as membranas foram 

confeccionadas variando em três concentrações de grafeno: 0,1%, 0,3% e 0,5% 

(p/p) (Tabela 1). Assim, quantidades equivalentes de óxido de grafeno reduzido 

foram pesadas e adicionadas ao gel de quitosana, totalizando quantidade suficiente 

para 4,0 g, e então submetidos a um processo de agitação em agitador magnético 

por 1 hora e aquecimento à 50°C, a fim de incorporar todo o grafeno no gel. Por fim, 

a mistura de quitosana e grafeno foi distribuída em placa de petri 60 x 15 mm e 

solidificado em estufa à aproximadamente 45°C por 24h. 

 Depois de confeccionados, os biomateriais foram armazenados à temperatura 

ambiente por 24h. 
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Tabela 1: Proporação de quitosana e grafeno nos diferentes biomateriais 

Biomaterial Massa em gramas de grafeno (g) 

Quitosana (controle negativo)  

Quitosana + grafeno 0,1% 0,0040 

Quitosana + grafeno 0,3% 0,0120 

Quitosana + grafeno 0,5% 0,0200 

 

4.1.2 Determinação da espessura  

 

Após o período de condicionamento em temperatura ambiente, foram 

efetuadas cinco leituras em pontos distintos para a determinação da espessura de 

cada biomaterial. Para isso, foi utilizado um micrômetro externo digital capacidade 0-

25 mm e resolução 0,001 mm, modelo Digital Coolant Proof 293-230 (Mitutoyo, São 

Paulo, Brasil). Para a mensuração, foram escolhidos dois pontos mais externos, dois 

pontos intermediários e um ponto central, conforme ilustrado na figura abaixo (Figura 

4): 

Figura 4: Pontos utilizados para verificação da espessura dos biomateriais 
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4.1.3 Microscopia eletrônica de varredura 

 

 Para a análise por microscopia eletrônica de varredura (MEV) as amostras 

foram cortadas em tamanho compatível com a área de análise do microscópio e 

analisadas nos aumentos 150x, 1000x, 2000x e 5000x utilizando o microscópio 

eletrônico de varredura Zeiss EVO-LS15. 

 

4.1.4 Análise por Microscopia de Força Atômica 
 

 A topografia dos biomateriais também foi avaliada por Microscopia de Força 

Atômica, uma técnica de caracterização morfológica precisa em escala micro e 

nanométrica. Para isso, foi utilizado o equipamento Nanosurf CoreAFM. 

 

4.1.5 Ensaio de absorção de água e perda de massa  
 

 A fim de simular a capacidade do biomaterial em absorver água e perder 

massa em ambiente biológico, foram preparadas soluções que simulam o suor 

humano. Para isso, as soluções foram preparadas em pH 5,5 e 7,8 e preparadas 

conforme abaixo: 

 

Suor alcalino: 

0,5 g de monoclorohidrato de L-histidina 

5,0 g de cloreto de sódio  

5,0 g de ortofosfato dissódico dodecahidratado 

Ao final, foi feito ajuste de pH (7,8) com solução de NaOH 0,1M 
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Suor ácido: 

0,5 g de monoclorohidrato de L-histidina 

5,0 g de cloreto de sódio 

2,2 g de ortofosfato monossódico dihidratado 

Ao final, o ajuste do pH (5,5) foi feito com solução NaOH 0,1M 

 

Para realizar os ensaios de absorção de água e perda de massa, os 

biomateriais foram cortados, pesado e deixados em estufa à 37°C por 24h, para 

retirada da umidade, e então imersos em solução de suor à pH levemente básico 

(7,8) e levemente ácido (5,5), respeitando a proporção de 1 cm²/mL. A escolha do 

pH está relacionada com a variação de pH encontrado na pele. Uma pele saudável 

tem pH em torno de 4,1-5,8, porém algumas regiões, como axila, virilha e interdígitos 

dos pés, exibem valores entre 6,1 e 7,4 (PROKSCH, 2018). Após a imersão nos 

meios, os frascos com as amostras foram colocados em uma incubadora com 

agitação à 37°C por 3h, 6h e 24h. Passado o período experimental, foram removidos 

e pesados novamente. Os valores obtidos foram utilizados para determinar a 

absorção de água. 

O mesmo processo foi realizado para determinar a perda de massa dos 

biomateriais, porém, após a segunda pesagem, as membranas passaram por um 

processo de secagem em estufa à 37°C por 24 horas, e pesados uma terceira vez. A 

absorção de água e a perda de massa foram calculadas conforme as equações a 

seguir: 

 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟çã𝑜 𝑑𝑒 á𝑔𝑢𝑎 (%) = [
𝑀𝑤 − 𝑀𝑖

𝑀𝑖
] 𝑥 100
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𝑃𝑒𝑟𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 (%) = [
𝑀𝑖 − 𝑀𝑓

𝑀𝑖
] 𝑥 100 

 

Mi = massa inicial das amostras no início do ensaio;  

Mw = massa das amostras após serem removidas da cuba agitadora nos períodos de 

3h, 6h e 24h;  

Mf = massa final das amostras, após serem removidas do meio solvente e decorridas 

24h de secagem. 

 

4.1.6 Determinação de pH 
 

 Para a determinação do pH, novamente os biomateriais foram recortados, 

deixados na estufa por 24 horas à 37°C, e imersos nas soluções de suor respeitando 

a proporção 1 cm²/mL. Os frascos com as amostras ficaram sob agitação em cuba 

agitadora, em temperatura ambiente, por 3h, 6h e 24h. Após os períodos, os tubos 

contendo os biomateriais foram colocados em vórtex para agitação por 30 segundos 

e, então, as leituras dos meios ácidos e básicos foram realizadas em pHmetro K39-

1420A (Kasvi, Paraná, Brasil) previamente calibrado. 

 

4.1.7 Espectro de absorção por espectrofotometria 
 

 Utilizando o espectrofotômetro (Beckman Coulter DU 730 UV/Vis), foi 

realizada uma análise de varredura dos biomateriais nos comprimentos de onda 900 

nm – 190 nm. Para isso, as misturas contendo quitosana e diferentes concentrações 

de grafeno foram adicionados em cubetas de quartzo e feita a análise de varredura. 

Como a concentração de grafeno no gel de quitosana estava muito alta para realizar 
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a leitura em espectrofotômetro, a dispersão foi diluída para 0,05% e 0,01% de 

grafeno. 

 

4.2 Estudos utilizando o laser de baixa intensidade 
 

            

4.2.1 Ensaios com cultura celular 
 

Para a condução dos ensaios celulares foi realizado o cultivo de células 

PC12, uma linhagem de células neuroblásticas derivadas de tumor da medula 

adrenal de ratos. Para isso, as células foram mantidas em meio de cultura (DMEM, 

suplementado com 15% de soro bovino fetal e 1% de penicilina/estreptomicina) e 

incubadas em estufa à 37°C e 5% de CO2 (LU et al., 2020). Foi realizada a troca do 

meio de cultura a cada 2-3 dias até atingir confluência. As células utilizadas nos 

ensaios estavam entre a 4ª e 8ª passagem. 

As análises celulares foram conduzidas com os quatro grupos (biomaterial de 

quitosana e biomateriais com quitosana + grafeno nas concentrações 0,1%, 0,3% e 

0,5% (p/p)) e para cada grupo foram realizadas verificações em conjunto com a 

aplicação do laser de baixa intensidade. 

Para isso, as células foram plaqueadas em uma placa de 96 poços (1x104 

células/poço), mantendo um poço de distância entre cada plaqueamento, e deixadas 

na estufa por 24h para adesão no fundo do poço. Decorrido o tempo na estufa, os 

biomateriais, previamente cortados no tamanho do poço da placa de cultura e 

esterilizados por 15 min em luz UV, foram colocadas sobre o meio de cultura 

(MOMBINI et al., 2019; LU et al., 2020). Os poços foram estimulados pelo laser de 

baixa intensidade do tipo InGaAlP (3,75 J/cm², 15mW, onda contínua por 10 
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segundos) durante 1 semana, em dias intercalados (3 aplicações por semana) 

(TAKHTFOOLADI et al., 2015; OLIVEIRA; SANTOS-EICHLER; DALE, 2020). Ao 

final do processo de aplicação do laser os biomateriais eram retirados dos poços e 

descartados. Além do branco e do controle negativo, foi incluído um grupo de 

controle positivo, no qual as células foram estimuladas diretamente com o LBI sem a 

associação de biomateriais. A análise consistiu em, além de avaliar a viabilidade das 

células após estimulação com LBI em associação com os biomateriais, comparar 

dois comprimentos de onda de aplicação: um no visível (660 nm) e outro no infra-

vermelho (780 nm). Ao final do período de aplicação, as células foram encubadas 

por 24 h e, então, realizado o ensaio de viabilidade celular. 

 

Tabela 2 – Relação dos grupos testados na análise celular 

Grupo 1 Controle Negativo (sem tratamento) 

Grupo 2 Controle Positivo (LBI) 

Grupo 3 Qui + LBI 

Grupo 4 (Qui e rGO 0,1%) + LBI 

Grupo 5 (Qui e rGO 0,3%) + LBI 

Grupo 6 (Qui e rGO 0,5%) + LBI 

 

Figura 5 – Etapas da análise celular

Plaqueamento e 
24h para adesão 

celular

1ª Aplicação 
LBI

Incubação 
24h

2ª Aplicação 
LBI

Incubação 
24h

3ª Aplicação 
LBI

Incubação 
24h

Ensaio de 
viabilidade 

celular
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4.2.2 Ensaio de viabilidade celular utilizando o método do MTT 
 

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método do MTT ((brometo 

de 3 (4,5 dimetiltiazo-2-il) - 2,5 difenil tetrazolium)) desenvolvido inicialmente por 

Mosmann (1983). Ao final do processo de estimulação celular com os tratamentos 

evidenciados acima e após o intervalo de incubação, o sobrenadante foi descartado 

e as células lavadas com PBS. Em seguida, 110 µL da solução de MTT (0,5 mg/mL) 

foram adicionados em cada poço para incubação por 4h à 37°C ao abrigo da luz. A 

solução de MTT foi então descartada e os poços lavados com 100 µL de DSMO 

para dissolver os cristais azuis. Por fim, a absorbância foi determinada em um 

espectrofotômetro de placa (Synergy MX, BioTek) utilizando o comprimento de onda 

de 570 nm (MOMBINI et al., 2019). 

 

4.3 Análise estatística 

 

Os resultados dos testes de caracterização físico-química foram tabulados 

utilizando o programa estatístico GraphPad Prism® e para os ensaios celulares 

utilizou-se o Jamovi®. Todas as análises foram analisadas utilizando o teste One-Way 

ANOVA, aplicando como análise a posteriori o Teste de Tukey e empregando um 

nível de significância de 5%. 
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Desenvolvimento do biomaterial 
 

 A técnica de evaporação de solvente, utilizada para a confecção das 

membranas, foi eficaz para o desenvolvimento dos biomateriais em todas as 

concentrações, porém apresentou algumas imprecisões. Apesar de mostrarem boa 

maleabilidade e resistência mecânica, é possível verificar pontos de concentração 

de grafeno espalhados pela membrana, principalmente na de maior concentração 

(rGO 0,5%), conforme pode ser visto na figura abaixo. Devido à quantidade de 

grafeno adicionado, as membranas ficaram mais escuras e opacas quanto maior foi 

a quantidade de óxido de grafeno reduzido adicionada, enquanto a de quitosana 

apresentou um aspecto transparente e brilhante: 

 

Figura 6 – Aspecto final dos biomateriais 

 

      Quitosana             Grafeno 0,1%             Grafeno 0,3%            Grafeno 0,5% 

 

 

5.2 Determinação da espessura e Microscopia eletrônica de varredura 
 

 O aspecto pouco homogêneo das membranas com grafeno foi confirmado 

com as análises de espessura e microscopia eletrônica de varredura. Com relação a 

espessura, o biomaterial com maior concentração de óxido de grafeno reduzido 
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(0,5%) foi o que apresentou maior resultado e variação significativa com relação à 

membrana de quitosana (gráfico 1). Na tabela 3, é possível verificar que, para as 

membranas contendo o composto de carbono, as medidas das bordas das 

membranas exibiram espessura maior, enquanto no centro foi observado espessura 

menor. Esse resultado indica que uma parte do óxido de grafeno reduzido se 

concentrou nas laterais do biomaterial de forma proporcional à quantidade de óxido 

de grafeno reduzido adicionado, ou seja, a membrana de concentração 0,1% 

apresentou maior homogeneidade, com menor deposição de grafeno nas bordas, e 

a membrana de concentração 0,5% (p<0,001), a menor homogeneidade e maior 

quantidade de material depositado nas laterais: 

 

Tabela 3 – Valores da determinação da espessura dos biomateriais 

  Quitosana Grafeno 0,1% Grafeno 0,3% Grafeno 0,5% 

 Triplicata/ 
Região i ii iii i ii iii i ii iii i ii iii 

C 33 20 25 32 26 22 25 32 29 40 47 52 

M1 37 32 29 22 26 33 30 34 41 45 49 43 

M2 31 25 27 28 31 24 25 40 32 41 43 52 

B1 43 46 52 44 42 52 46 58 71 65 64 72 

B2 48 42 38 39 45 37 48 53 60 70 59 56 
Média 38,4 33 34,2 33 34 33,6 34,8 43,4 46,6 52,2 52,4 55 

Legenda: C = região central, M1 = primeira região mediana, M2 = segunda região mediana, B1 = 

primeira região das bordas, B2 = segunda região das bordas. Cada coluna corresponde a uma 

triplicata do ensaio: (i) primeira triplicata; (ii) segunda triplicata; (iii) terceira triplicata. 
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Gráfico 1 – Comparação da espessura dos biomateriais 

 

Legenda: Valor médio da espessura dos biomateriais após aferição de 5 pontos distintos. *Resultados 

com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

 

 Com relação às imagens obtidas pelo microscópio eletrônico de varredura, o 

biomaterial de quitosana exibiu uma superfície lisa e homogênea em toda sua 

extensão. Já os materiais contendo óxido de grafeno reduzindo mostraram uma 

superfície mais rugosa e com pequenos grânulos de grafeno, conforme é possível 

perceber nos maiores aumentos: 
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Figura 7 – Aspecto da superfície dos biomateriais por MEV 

 

Aumento      150x   1Kx   2Kx   5Kx 

Quitosana

 

 

rGO  0,1%

 

 

rGO 0,3% 

 

 

rGO 0,5% 
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 A visualização por microscopia eletrônica de varredura corrobora os achados 

da análise da espessura, comprovando a baixa dispersão do óxido de grafeno 

reduzido em quitosana nas condições testadas. Apesar disso, o biomaterial 

composto pela menor concentrações de rGO apresentou resultados mais 

semelhantes à membrana de quitosana, evidenciando que a técnica de evaporação 

de solvente, além de simples e rápida, pode ser indicada para situações de baixa 

concentração do composto de carbono.   

 

5.3 Análise por Microscopia de Força Atômica 
  

 Indo de encontro as imagens obtidas por MEV, a análise por AFM evidenciou 

maior altura topográfica dos biomateriais contendo óxido de grafeno reduzido. 

Também é possível verificar que as membranas contendo 0,3% e 0,5% do composto 

de carbono apresentaram ondulações, enquanto a de quitosana e rGO 0,1%, apesar 

da rugosidade, são mais planas, não apresentando curvaturas (Figura 8): 
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Figura 8: Análise da topografia dos biomateriais por AFM 

 

Quitosana         rGO 0,1% 

   

 

 

rGO 0,3%       rGO 0,5% 
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5.4 Absorção de água e perda de massa 
 

 A análise da absorção de água revelou que, para o suor ácido, os 

biomateriais rGO 0,3% (p<0,05) e 0,5% (p<0,05) absorveram menor quantidade de 

água com uma variação estatisticamente significativa com relação às membranas de 

quitosana e rGO 0,1%. Para o suor alcalino, a absorção foi estatisticamente 

significativa entre todos os grupos contendo óxido de grafeno reduzido e o controle 

de quitosana: 

 

Gráfico 2 – Absorção de água em meio ácido 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Gráfico da variação da absorção de água pelo tempo em meio ácido. As médias dos 

biomateriais foram comparadas utilizando o teste estatístico One-Way ANOVA. a,bResultados com p < 

0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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Gráfico 3 – Absorção de água em meio alcalino 

 

 

Legenda: Gráfico da variação da absorção de água pelo tempo em meio alcalino. As médias dos 

biomateriais foram comparadas utilizando o teste estatístico One-Way ANOVA. *Resultados com p < 

0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

     

 

 

Para a análise de perda de massa, todas as amostras apresentaram variação 

estatisticamente semelhante, ou seja, não houve diferença entre os grupos. 

Entretanto, para ambos os meios analisados houve variação significativa entre os 

tempos de análises. Para o suor ácido (gráfico 4), a diferença foi significativa após 

24h de análise para todos os grupos, e para o suor alcalino, a variação ocorre a 

partir de 6h de análise: 
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Gráfico 4 – Perda de massa em meio ácido 

 

 

Legenda: Gráfico da variação da perda de massa pelo tempo em meio ácido. As médias dos 

biomateriais foram comparadas utilizando o teste estatístico One-Way ANOVA. *Resultados com p < 

0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

 

 

Gráfico 5 – Perda de massa em meio alcalino 

 

 

Legenda: Gráfico da variação da perda de massa pelo tempo em meio alcalino. As médias dos 

biomateriais foram comparadas utilizando o teste estatístico One-Way ANOVA. *Resultados com p < 

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Visto que todos os materiais apresentaram variações semelhantes, e dadas 

as características físico-químicas dos compostos, a variação da perda de massa 

reflete a baixa solubilização dos mesmos nos meios testados. Por serem 

substâncias de difícil solubilização em água, a perda de massa é mais expressiva 

conforme se aumenta os tempo de exposição dos biomateriais no meio. Apesar da 

maior perda de massa vista para o suor alcalino após 6h de exposição, não houve 

diferença significativa entre os tempos 6h e 24h, indicando que a perda de massa 

máxima ocorre a partir de 6h e se mantém após 24h. 

 

5.5 Dosagem de pH 
 

 Conforme verificado no gráfico abaixo, nenhum grupo apresentou variação do 

pH do meio nos tempos analisados para ambos os meios testados. Os achados 

indicam que, apesar da perda de massa significativa para todos os grupos a partir de 

6h (suor alcalino) e 24h (suor ácido), a alteração ocorrida no meio não é forte o 

suficiente para provocar variação do pH: 
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Gráfico 6 – Influência do tempo sobre a variação de pH do meio 

 

 

Legenda: Gráfico da variação do pH pelo tempo nos meios ácido e alcalino. As médias dos 

biomateriais foram comparadas utilizando o teste estatístico One-Way ANOVA.  

 

 

 Embora de forma intergrupal os grupos não tenham apresentado diferença 

significativa sobre a variação do pH do meio, quando se observa a variação de 

forma intragrupo, todos os biomateriais alteraram o pH do meio de forma significativa 

para ambos os meios a partir do tempo 3h, ou seja, houve variação para os tempos 

entre o início da análise e após os intervalos 3, 6 e 24h. O perfil semelhante entre os 

grupos, tanto para o suor ácido quanto para o suor alcalino, sugere que a variação 

do pH do meio se dá através da solubilização da quitosana no suor, não havendo 

interferência do óxido de grafeno reduzido. 

 

5.6 Espectro de absorção por espectrofotometria 
 

 A análise de varredura na região do UV-Vis objetivou verificar os 

comprimentos de onda de absorção de luz do gel de quitosana e do gel de quitosana
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 com óxido de grafeno reduzido. Por se tratar de um material escuro, não foi possível 

verificar a absorção do gel com nenhuma das concentrações de rGO (0,1, 0,3 e 

0,5%). Por isso, para obtenção do espectro de absorção, a concentração do grafeno 

foi reduzida para 0,01% e 0,05% (p/p). 

 Apesar de maior valor de absorbância ter sido encontrada para as soluções 

diluídas de rGO, os materiais apresentaram característica de absorção muito 

semelhantes. Ambos exibem um pico de absorção próximo ao comprimento de onda 

260 nm.  Observando os valores absolutos, verifica-se que o gel contendo apenas 

quitosana possui absorção máxima no comprimento de onda próximo ao 235 nm e 

os géis diluídos contendo quitosana e óxido de grafeno reduzido possuem pico de 

absorção próximo ao comprimento 255 nm: 

 

Gráfico 7- Espectro de absorção de luz 

 

 

 

Legenda: Gráfico do espectro de absorção de luz de géis contendo quitosana e quitosana com óxido 

de grafeno reduzido nas concentrações 0,01% e 0,05% (p/p).  
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 Embora os géis contendo rGO (rGO 0,01% = 3,543 abs e rGO 0,05% = 3,544 

abs) tenham sido diluídos e apresentem valor absoluto de absorbância maior que o 

gel de quitosana (2,540 abs), nenhuma varredura mostrou absorção nos 

comprimentos de onda próximo do vermelho (aproximadamente 600 nm) ou infra-

vermelho (acima de 780 nm). Apesar da transmitância da quitosana ser maior que 

dos géis contendo óxido de grafeno reduzido, os resultados evidenciam que os 

compostos absorvem luz em comprimentos de onda diferentes do comprimento de 

onda aplicação do laser de baixa intensidade. 

 

5.7 Análise de viabilidade celular pelo método MTT  
 

 O ensaio de MTT permitiu verificar que, para ambos os comprimentos de 

onda testados, nenhum biomaterial foi capaz de otimizar a ação do laser de baixa de 

forma significativa nas condições testadas. 

 Em associação com o laser de baixa intensidade no comprimento de onda do 

infravermelho (780 nm), o gráfico evidencia um comportamento semelhante de efeito 

entre biomateriais sobre a proliferação celular. Entretanto, as medianas dos 

resultados para os grupos dos biomateriais foram discretamente maiores que a 

mediana obtida para o grupo que recebeu apenas o laser de baixa intensidade. 

Também é possível notar que a absorbância detectada para todos os grupos foi 

baixa, se concentrando entre 0,0 e 0,2 Abs: 
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Gráfico 8 – Análise da proliferação celular após aplicação de laser em 780 nm 

 

Legenda: Gráfico da proliferação celular após o protocolo de aplicação do laser de baixa intensidade 

no comprimento de onda de 780 nm. As médias dos biomateriais foram comparadas utilizando o teste 

estatístico One-Way ANOVA. Resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

Para a análise utilizando o laser no comprimento de onda na região do 

vermelho (660 nm), os resultados foram mais heterogêneos, com valores de 

absorbância variando entre 1,5 e 3,0 Abs. Entretanto, nenhum grupo com 

biomaterial apresentou resultado superior ao grupo com laser: 
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Gráfico 9 - Análise da proliferação celular após aplicação de laser em 660 nm 

 

 

Legenda: Gráfico da proliferação celular após o protocolo de aplicação do laser de baixa intensidade 

no comprimento de onda de 660 nm. As médias dos biomateriais foram comparadas utilizando o teste 

estatístico One-Way ANOVA. Resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

 

 As análises celulares demonstram que os biomateriais não foram capazes de 

otimizar a ação do laser de baixa intensidade nas condições testadas para ambos os 

comprimentos de onda utilizados. Entretanto, para o infravermelho, todos os 

biomateriais apresentaram mediana superior à mediana dos grupos controle e laser, 

indicando que possivelmente um efeito positivo na proliferação celular de células 

nervosas poderia ser verificado quando analisadas utilizando tempo maior de 

aplicação de laser ou período maior de tratamento. 
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 Com relação aos resultados obtidos para o comprimento de onda do 

vermelho, as membranas de quitosana e rGO 0,3% apresentaram resultado de 

absorbância menor que o grupo controle negativo. Embora o resultado não tenha 

sido significativo, e devido à heterogeneidade dos resultados, outros estudos são 

necessários para confirmar um potencial tóxico ou de eficácia das membranas 

quando associado ao LBI no comprimento de onda de 660 nm. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 O processo de regeneração de tecido nervoso periférico, além de longo e 

doloroso, afeta drasticamente a qualidade de vida do paciente e de seus familiares e 

provoca impacto social e financeiro. Estima-se que, nos Estados Unidos, a perda 

econômica provocada por lesões nos nervos periféricos exceda 150 bilhões de 

dólares anualmente e os custos com tratamento ultrapassa os bilhões de dólares 

todo ano (LI et al., 2021). Com o aprimoramento da engenharia de tecidos, diversas 

aplicações envolvendo polímeros naturais obtiveram êxito na regeneração do tecido 

nervoso, de forma in vitro e in vivo (ASHRAF et al., 2018; ZHA et al., 2020), e a área 

ganhou destaque como um campo promissor, mas ainda passível de ser explorado.  

 No tocante ao desenvolvimento de um biomaterial, é fundamental que sua 

superfície se apresente uniforme e que as características físicas, químicas e 

biológicas sejam resguardadas, de forma que o efeito biológico possa ser 

homogêneo por toda sua extensão. O método escolhido para o desenvolvimento do 

biomaterial neste projeto foi o solvent casting ou evaporação de solvente, no qual o 

polímero e demais substâncias de interesse são suspendidas em uma solução, 

despejados em um molde e passam por um processo de evaporação do solvente em 

estufa (ILYAS et al., 2022). A técnica de solvent casting é uma das mais comuns e 

simples dentre as utilizadas para a fabricação de membranas de quitosana (MASI et 

al., 2019). 

 Após o desenvolvimento, as características morfológicas da membrana foram 

avaliadas por meio da determinação da espessura, MEV e AFM. A análise da 

espessura evidenciou que a membrana de quitosana e de rGO 0,1% apresentaram 

homogeneidade por toda sua extensão, não havendo pontos de deposição no 

biomaterial. Além disso, ambas as membranas exibiram resultados muito 
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semelhantes, não havendo diferença significativa entre si. Já para as membranas 

rGO 0,3% e rGO 0,5% foi observado maior espessura nas bordas, devido ao 

acúmulo de grafeno nessa região, além de valores de espessura maiores que a 

membrana de quitosana em todos os pontos analisados. Entretanto, apenas para a 

membrana com maior quantidade de grafeno (0,05%) foi verificada uma espessura 

significativamente maior com relação à membrana de quitosana.  

A análise por microscopia eletrônica de varredura corroborou os valores 

encontrados para a espessura. A membrana de quitosana pura apresentou-se 

homogênea por toda sua extensão em todos os aumentos. As membranas contendo 

óxido de grafeno reduzido, por outro lado, apresentaram-se rugosas e com 

quantidades de rGO dispersados de forma heterogênea pelo biomaterial, conforme 

pode ser visto no menor aumento. Resultados semelhantes foram encontrados na 

análise por AFM. Os biomateriais de óxido de grafeno reduzido apresentaram 

topografia mais elevada e ondulações ao longo da membrana. Já o biomaterial de 

quitosana, apesar de exibir uma leve rugosidade que se estende por todas os lados, 

são pontos de baixa altura, o que confere ao material aspecto mais homogêneo e 

menor espessura. Esses achados evidenciam má incorporação do óxido de grafeno 

reduzido no gel de quitosana. Além da dispersão, a análise de microscopia 

eletrônica por varredura permitiu observar que não há formação de poros em 

nenhuma membrana, ou seja, todas se mostraram íntegras e maciças.  

Os resultados de morfologia demonstram que o processo de solvent casting, 

embora rápido e pouco custoso, não foi eficaz para o desenvolvimento de um 

biomaterial homogêneo em nenhuma concentração de óxido de grafeno reduzido 

utilizada. Um dos fatores determinantes para a obtenção desses achados acredita-

se ser a falta de interação química entre os compostos. Alguns estudos conduzidos 



77 
Discussão 

 

 
 

com quitosana e óxido de grafeno utilizaram EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N’-

etilcarbodihimida) e NHS (N-hidroxisuccinamida) para formar e estabilizar ligações 

amidas entre a porção -NH2 da quitosana e a porção -COOH do óxido de grafeno 

(EMADI et al., 2017; LIU et al., 2017; WANG et al., 2021). Já no método utilizado 

neste trabalho, o processo de dispersão do óxido de grafeno reduzido em quitosana 

foi provocado apenas por agitação, utilizando agitador magnético, e temperatura 

levemente elevada, para proporcionar menor viscosidade ao gel durante o processo 

de agitação. Além disso, o óxido de grafeno reduzido possui número menor de 

grupamentos contendo oxigênio que o óxido de grafeno, dificultando a interação 

química entre os compostos.  

Embora nenhum dos materiais tenha apresentado boa homogeneidade e 

espessura, percebe-se que na menor concentração de rGO a membrana apresentou 

características mais similares àquelas encontradas para o filme de quitosana pura, 

evidenciando que em baixas concentrações de grafeno o método de 

desenvolvimento por solvent casting mostra-se como uma alternativa atrativa, dado 

seu processo simples e rápido. 

Com relação às análises físico-químicas absorção de água, perda de massa e 

variação do pH, os resultados se apresentaram mais divergentes. Para a análise de 

pH, todos os grupos contendo óxido de grafeno reduzido exibiram um 

comportamento semelhante à membrana de quitosana. Para o ensaio no meio 

ácido, o pH atingiu um nível ápice após 3h de contato do meio com todos os 

biomateriais, mantendo-se o mesmo após 24h de análise. O mesmo perfil foi 

observado quando em meio alcalino; o pH alcançou o menor resultado após 3h e se 

manteve estável até 24h. Ainda, a aferição de pH se manteve a mesma para todos 

os grupos, ou seja, independente da concentração de óxido de grafeno reduzido, 
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todos os grupos tiveram o mesmo comportamento e na mesma intensidade. Uma 

vez que todos os grupos foram similares, a análise permite deduzir que o óxido de 

grafeno reduzido pouco afeta o pH do meio, seja ácido ou alcalino, indicando que a 

variação de pH, embora não significativa, ocorra principalmente pela presença da 

quitosana no biomaterial. 

Resultados análogos foram encontrados para a análise de perda de massa. 

Tanto para o meio alcalino, quanto para o meio ácido, todos os biomateriais 

contendo rGO tiveram um comportamento semelhante ao da quitosana para os 

tempos analisados. Assim como no ensaio de variação de pH, apesar de ocorrer 

perda de massa ao longo dos intervalos, os grupos não apresentaram variação 

significativa entre si. Isso pode ser explicado pelas características hidrofóbicas do 

óxido de grafeno reduzido, que pouco interage com meios aquosos, e pela 

característica impermeável do próprio biomaterial, visualizado pela análise da 

microscopia eletrônica de varredura. Mandal e colaboradores observaram que 

quanto maior a porosidade e a interconectividade dos poros, maior é a taxa de 

degradação para um scaffold metálico, demonstrando a importância da presença de 

poros no processo de degradação de biomateriais (MANDAL et al., 2021). Visto que 

as membranas não apresentam porosidade e dado o desempenho análogo de todos 

os grupos, a perda de massa observada justifica-se, novamente, pela presença da 

quitosana na composição dos biomateriais. 

Com a análise de perda de massa, também é possível verificar que, embora o 

comportamento seja semelhante para ambos os cenários, o pH do meio possui 

influência no tempo de perda de massa dos biomateriais. Em meio ácido, os 

biomateriais exibiram variação significativa a partir de 24h de interação com o meio, 

enquanto que em meio alcalino, a variação significativa ocorreu com 6h de contato. 



79 
Discussão 

 

 
 

Entretanto, todos os grupos se apresentaram visualmente intactos após a análise, 

indicando baixa degradação dos biomateriais em ambas as condições.  

Para a análise de absorção de água em suor ácido, os resultados foram mais 

divergentes. Por ser uma base fraca, a quitosana se torna solúvel em soluções 

ácidas com pH abaixo do seu pKa (6,3), devido a protonação do grupamento amino 

(YAMAMURA, 2006). Pela observação dos resultados, acredita-se que esta 

propriedade esteja envolvida no processo de adsorção de água, verificado pela 

maior quantidade de água absorvida pelos biomateriais de quitosana e rGO 0,1%. 

Isso explica-se pelo fato de ocorrer protonação dos grupos amino (-NH3+) da 

quitosana em meio ácido levando a maior interação com o líquido (ABREU et al., 

2013) e maior capacidade de adsorção de água (LAVANYA et al., 2020). Para os 

biomateriais com maior concentração de rGO (0,3% e 0,5%), o aspecto hidrofóbico 

do óxido de grafeno reduzido leva a menor interação com a água e, 

consequentemente, diminuição da absorção de líquido, como verificado no resultado 

obtido. 

Com relação ao suor alcalino, o mesmo pensamento pode ser aplicado. A 

diferença estatística vista entre a membrana de quitosana e as de rGO justifica-se 

pela maior hidrofobicidade e menor solubilidade em soluções aquosas do óxido de 

grafeno reduzido que o polímero natural. A presença de grupamentos -OH e -NH2+ 

na estrutura de quitosana favorece a formação de pontes de hidrogênio tornando 

esse composto mais propenso a adsorção de água, embora de forma menos 

evidente que em soluções ácidas por não haver protonação dos grupos amino. 

Diferentemente do que foi observado nas análises de perda de massa e 

variação do pH, o tipo do biomaterial foi mais determinante que o tempo de contato 

com o meio sobre a quantidade de líquido absorvida. Para o suor ácido, os
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 biomateriais de quitosana e rGO 0,1% apresentaram as maiores variações de 

absorção de água, sendo estatisticamente significativos com relação às membranas 

rGO 0,3% e 0,5%. Os resultados dessa análise deixam evidente que quanto maior a 

concentração de óxido de grafeno reduzido menor é a absorção de água. Em meio 

de suor básico um efeito semelhante é verificado, com o biomaterial de quitosana 

absorvendo mais líquido de forma estatisticamente significativa frente às demais 

membranas.  

A análise físico-química evidencia que os biomateriais são resistentes às 

variações de suor da pele, sendo dependentes da concentração de rGO e quitosana 

adicionadas. Como também observado em outros estudos (KOSOWSKA et al., 

2019; WROŃSKA et al., 2020), as análises deste trabalho mostram que a adição de 

óxido de grafeno reduzido melhorou as características do biomaterial de quitosana, 

tornando-o mais resistente às variações de perda de massa e à influência da 

absorção de água.  

Visto que pretende-se utilizar o biomaterial em associação com o laser de 

baixa intensidade para o reparo de lesões em nervos periféricos, entender o 

comportamento do biomaterial nos comprimentos de onda na região do vermelho e 

do infravermelho se faz crucial para verificar o comportamento das membranas na 

presença de luz. Por esse motivo, foi realizada uma varredura espectrofotométrica 

com o objetivo de verificar a capacidade de absorção de luz dos compostos 

utilizados. 

Conforme apontado por estudos prévios (SANTOS, 2012; EMADI et al., 

2017), a quitosana apresenta uma banda de absorção aproximadamente entre 240 

nm e 280 nm, enquanto o óxido de grafeno reduzido possui pico de absorção em 

comprimento de onda próximo à 270 nm, referente às transições π-π* das ligações 
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dos anéis aromáticos C=C. Confirmando os achados relatados, neste trabalho os 

géis contendo óxido de grafeno reduzido diluído e quitosana apresentaram uma 

banda larga de absorção com pico em 265 nm, enquanto o gel de quitosana puro 

exibiu absorção na região 235 nm, levemente inferior à relatada na literatura. Os 

resultados encontrados nesse trabalho confirmam que não há interação entre 

quitosana e óxido de grafeno reduzido, visto que os valores de absorção são os 

mesmos encontrados na literatura para os compostos quando analisados de forma 

independente. 

 Para o gel de quitosana e óxido de grafeno reduzido a quantidade de rGO 

teve que ser reduzida para 0,01% e 0,05% (p/p), ou seja, abaixo das concentrações 

utilizadas para a confecção dos biomateriais, uma vez que acima desses valores a 

análise de varredura apresentou valores superiores ao limite de detecção do 

equipamento. A razão para esse comportamento acredita-se ser proveniente da má 

dispersão do rGO no gel de quitosana, formando pequenos grumos que dificultavam 

a passagem de luz, como verificado nas imagens obtidas por MEV e análise de 

espessura. Apesar disso, o gráfico de varredura obtido para o gel contendo óxido de 

grafeno reduzido se assemelhou ao perfil do gráfico de absorção do gel de 

quitosana, porém com valores de absorbância mais elevados. Esse resultado 

demonstra que, apesar de possuírem maior capacidade de absorver luz que o gel de 

quitosana, os biomateriais de rGO não apresentam pico de absorção nos 

comprimentos de onda da região do vermelho e infra-vermelho, as quais são 

utilizadas na aplicação do laser de baixa intensidade. 

Além de desenvolver e caracterizar de forma físico-química o biomaterial, 

esse trabalho tinha como objetivo verificar a ação da membrana de potencializar os 

efeitos terapêuticos do laser de baixa intensidade. Para isso, foram realizados 
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ensaios celulares utilizando o reagente MTT, visando verificar a viabilidade e 

proliferação de células PC12 após o tratamento com LBI e LBI + biomateriais.  

O ensaio utilizando o laser no comprimento de onda do infravermelho (780 

nm) evidenciou uma ação semelhante entre os grupos que receberam apenas a 

ação do laser e os grupos estimulados com laser + biomaterial. Embora não tenha 

sido verificado diferença estatisticamente significativa entre os grupos, a mediana 

dos resultados das células estimuladas na presença dos biomateriais foi 

ligeiramente maior que do grupo estimulado apenas com laser, indicando um 

possível efeito de otimização das membranas. Quando comparado com o controle 

negativo, nenhum grupo apresentou resultado significativo, apesar da absorção para 

o grupo controle ter sido menor, o que indica menor proliferação celular. 

Possivelmente, a razão para esse resultado se deve ao baixo tempo de exposição 

das células ao laser. Os trabalhos que testaram laser de baixa intensidade em 

cultura celular utilizaram os mais variados protocolos. De forma geral, os estudos 

realizam a aplicação de 15 J de energia, com potência até 50 mW, com alguns 

trabalhos utilizando intensidades maiores e com sessões podendo durar até alguns 

minutos (ANDREO et al., 2017; MUNIZ et al., 2021). Neste presente trabalho, o 

protocolo escolhido deixou as células expostas ao laser por um tempo menor e com 

intensidade de energia mais baixa, o que pode ter influenciado no efeito não 

significativo observado tanto para o grupo estimulado com laser quanto para os 

grupos com biomaterial com relação ao controle negativo. 

O resultado para o ensaio celular utilizando o LBI no comprimento de onda do 

vermelho (660 nm) foi mais heterogêneo, embora, novamente, nenhum grupo tenha 

apresentado resultado significativo com relação ao controle negativo. O fator que 

mais chamou a atenção nesse ensaio foram os efeitos na proliferação celular 
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observados para os grupos quitosana e rGO 0,3%. Para estes, a proliferação celular 

foi menor que a observada até mesmo para o controle negativo. Com base nesses 

achados, sugere-se que análises químicas dos biomateriais antes e após a ação do 

laser devam ser realizadas a fim de verificar o efeito do laser sobre as características 

dos biomateriais, como degradação e solubilização nos meios propostos. Além 

disso, a condução de ensaios celulares complementares pode acrescentar 

informações sobre o perfil de eficácia e segurança da associação LBI + biomaterial. 

Ainda com relação ao estudo celular utilizando LBI na região do vermelho, 

nenhum biomaterial apresentou efeito maior que a ação do laser, embora a 

diferença não seja significativa. Essa observação indica que, diferentemente de 

quando se utiliza o laser de baixa intensidade na região do infravermelho, no 

comprimento de onda do vermelho, a associação LBI + biomaterial se mostra menos 

eficaz que a ação do laser isolado. Entretanto, estudos utilizando protocolos com 

maior tempo de exposição das células ao laser precisam ser realizados, bem como 

verificar a ação física e química do laser sobre o biomaterial para examinar possíveis 

alterações no biomaterial após estimulação. 

 

6.1 Limitações  
 

Este trabalho apresenta como principal limitação a falta de estudos celulares 

complementares que pudessem contribuir para a análise da eficácia terapêutica dos 

biomateriais em associação ao laser de baixa intensidade. Ensaios de proliferação 

utilizando cristal violeta e o teste de migração celular, por exemplo, contribuiriam 

para a interpretação dos resultados encontrados para o teste do MTT. Além disso, 

protocolos alternativos poderiam ser testados, variando-se o tempo de aplicação do 
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laser, a densidade de energia e o número de sessões. Com esses acréscimos, uma 

visão mais acurada da associação LBI + biomaterial poderia ser visualizada.  

Com relação aos estudos físico-químicos, análises químicas, como FTIR, 

serviriam para verificar a interação química entre a quitosana e o óxido de grafeno 

reduzido ocasionada pelo método solvente casting. Por fim, a avaliação 

espectrofotométrica dos meios ácidos e básicos após os ensaios de perda de massa 

e após a aplicação do laser agregaria às observações encontradas sobre a 

degradação e resistência do biomaterial nos diferentes meios testados. 
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7 CONCLUSÕES 
 

Após a realização do presente trabalho, foi possível verificar que o método 

solvente casting se mostrou uma alternativa viável para o desenvolvimento de um 

biomaterial composto por quitosana e óxido de grafeno reduzido. Embora as 

membranas apresentassem heterogeneidade da dispersão do rGO, em baixas 

concentrações o método se mostrou eficaz. 

No que concerne às análises físico-químicas, o óxido de grafeno reduzido 

melhorou a característica de absorção de água da quitosana, porém com relação 

aos demais aspectos, o rGO pouco afetou as propriedades da quitosana. 

Quanto ao efeito terapêutico da associação laser de baixa intensidade + 

biomaterial, foi verificada melhora na proliferação celular apenas com o estímulo na 

região do infravermelho, embora de forma não significativa. Quando sob estímulo do 

laser na região do vermelho, por outro lado, os biomateriais afetaram negativamente 

a proliferação celular, mas também de forma não significativa. 

Com base nas considerações mencionadas, conclui-se que o 

desenvolvimento de um biomaterial de quitosana e óxido de grafeno reduzido pelo 

método solvente casting se mostra promissor, com melhora de algumas 

características com relação ao material contendo apenas quitosana. Porém, no que 

concerne a eficácia terapêutica da associação laser de baixa intensidade + 

biomaterial, experimentos complementares precisam ser conduzidos a fim de 

verificar eficácia significativa e aspectos relacionados ao perfil de segurança da 

citada associação. 
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