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RESUMO 

 

Várias modalidades fisioterapêuticas têm sido estudadas com finalidade de favorecer 

a reparação óssea. No contexto biomédico vem sendo estudado o uso de Biomateriais 

para estimular esse processo, O presente trabalho visa produzir, caracterizar e avaliar 

o efeito do extrato da casca do caule de “Ximenia americana L.” incorporado ao 

hidrogel de gelatina metacrilato (GelMA) associados ou não à terapia por 

fotobiomodulação (LED) sob o processo de reparo ósseo induzido em ratos. Para 

tanto, foram produzidos e caracterizados  os materiais GelMA e GelMA + extrato da 

casca do caule de “Ximenia americana L.” que foram utilizados nos experimentos in 

vivo. Os testes em animais foram realizados utilizando-se 50 ratos machos da 

linhagem Wistar distribuídos em 5 grupos distintos denominados: grupo controle (GC), 

grupo GelMA (GG), grupo Gelma + LED (GLED), grupo GelMA + extrato de Ximenia 

americana (GE) e grupo GelMA + extrato de Ximenia americana _ LED (GELED) os 

quais foram submetidos ao protocolo     de fratura induzida na região diafisária da tíbia 

direita e tratados  com luz por emissão de diodo 858 nm e dose de energia 6J em um 

período estabelecido de 15 e 30 dias, sendo eutanasiados ao longo do mesmo ciclo. 

Para verificação dos efeitos das terapias foram realizadas análises histológicas e 

através da espectroscopia Raman. Os resultados mostraram que aos 15 dias da 

indução da lesão na tíbia de ratos, no grupo GE a neoformação óssea foi superior ao 

grupo controle e entre os grupos GG e GE. Em 30 dias do experimento, houve também 

uma diferença na neoformação óssea entre o grupo GELED e o grupo controle entre o 

grupo GE e controle. Houve diferença também entre os grupos GG e GE e GELED. 

Diante dos resultados, pode-se afirmar que o extrato do caule de “Ximenia americana 

L” incorporado a GelMA associado com a fotobiomodulação proveniente do LED é um 

potencializador da reparação óssea em modelo animal. 

 

Palavras-chave: Reparo ósseo. Biomateriais. Fotobiomodulação. 

 

  



ABSTRACT 

 

Several physiotherapeutic modalities have been studied with the aim of promoting 

bone repair. In the biomedical context, the use of Biomaterials has been studied to 

stimulate this process. The present work aims to produce, characterize and evaluate 

the effect of the stem bark extract of “Ximenia americana L.” incorporated into gelatin 

methacrylate hydrogel (GelMA) associated or not with photobiomodulation (LED) 

therapy in the bone repair process induced in rats. To this end, the materials GelMA 

and GelMA + stem bark extract of “Ximenia americana L.” that were used in in vivo 

experiments. Animal tests were carried out using 50 male Wistar rats distributed into 5 

distinct groups called: control group (CG), GelMA group (GG), Gelma + LED group 

(GLED), GelMA group + Ximenia americana extract ( GE) and GelMA + Ximenia 

americana extract _ LED (GELED) group, which were subjected to the induced fracture 

protocol in the diaphyseal region of the right tibia and treated with light by emission 

diode 858 nm and energy dose 6J in an established period of 15 and 30 days, being 

euthanized throughout the same cycle. To verify the effects of the therapies, 

histological analyzes and Raman spectroscopy were carried out. The results showed 

that 15 days after inducing injury in the tibia of rats, in the GE group, bone neoformation 

was higher than in the control group and between the GG and GE groups. In 30 days 

of the experiment, there was also a difference in bone neoformation between the 

GELED group and the control group between the GE and control group. There was 

also a difference between the GG and GE and GELED groups. Given the results, it can 

be stated that the stem extract of “Ximenia americana L” incorporated into GelMA 

associated with photobiomodulation from LED is a potentiator of bone repair in an 

animal model. 

 

Keywords: Bone repair. Biomaterials. Photobiomodulation. 

 

 

 



DIVULGAÇÃO E TRANSFERÊNCIA DE CONHECIMENTO 

 

Esta pesquisa procurou investigar a ação da “Ameixa do mato”, um planta bastante 

utilizada na medicina popular sobre a forma de infusões, maceradas ou chás para o 

controle da dor, inflamação, cicatrização e conhecida cientificamente pelo nome de X. 

americana associada ou não a terapia por fotobiomodulação (LED) (luz aplicada sobre 

a região da fratura) na aceleração da cura de ossos quebrados em ratos. Em nossos 

resultados foi possível constatar que a ameixa do mato e a terapia LED utilizadas em 

associação ou separadas podem potencializar a recuperação de fraturas ósseas em 

ratos. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os ossos são componentes sólidos, vigorosos e rígidos que apesar de 

apresentarem fisionomia inerte, crescem, remodelam-se e mantêm-se ativos durante 

todas as fases da vida do organismo, sendo que sua principal função é promover a 

sustentação do esqueleto humano (DIMITRIOU et al., 2011; SARINHO et al., 2017). 

Os ossos podem estar suscetíveis a fraturas quando sua resistência sofre colapso 

frente a uma grande força externa (APOLINÁRIO; COELHO; LOUZADA, 2011; 

MARCU et al., 2011). Em situações normais, a maioria das lesões não apresenta 

problemas de reparação (PINHEIRO  et al., 2013), já em situações patológicas a 

fragilidade está aumentada (osteoporose, osteomalácia, hiperparatireoidismo e na 

osteogênese imperfeita) favorecendo para que o processo de reparação seja mais 

demorado  (LORENTZON; CUMMINGS, 2015). 

O reparo ósseo é um mecanismo biológico complexo. Várias modalidades da 

fisioterapia têm sido estudadas com finalidade de favorecer a reparação óssea 

(GÁRCIA et al., 2013; PENTEADO et al., 2013; JONASSON et al., 2017; VALE, 2019), 

como: ultrassom terapêutico (US) (OLIVEIRA et al., 2012; FONTES-PEREIRA et al., 

2013; PUTS et al., 2016), fotobiomodulação (LASER/LED) (OLIVEIRA et al., 2011; 

PINHEIRO et al., 2012; JAFARABADI et al., 2016; COMUNIAN et al., 2017), isolados 

ou associados à Biomateriais (QI et al., 2020; Ji et al., 2020; SEDGHI;  SHAABANI; 

SAYYARI, 2020) confeccionados em hidrogel de GelMA (GAO et al., 2019; GU et al., 

2020) e/ou extratos de plantas medicinais associados a recursos físicos e mecânicos 

(COELHO et al., 2013; LEAL et al., 2016). 

Terapia por fotobiomodulação refere-se ao evento que favorece alterações 

celulares a partir da irradiação da luz em diferentes comprimentos de onda específicos 

(CHUNG; MILLIGAN; GONG, 2015). A aplicação da fotobiomodulação a partir do 

emprego da terapia a laser de baixa intensidade (TLBI) e da LED terapia (Light 

Emitting Diode therapy) vem sendo amplamente estudada no tratamento de diferentes 

afecções ósseas (DENIZ et al., 2015; SANTOS et al., 2017; MOSTAFAVINIA et al., 

2017). Os resultados desses estudos têm evidenciado que                                              a irradiação no espectro 

do comprimento de onda do infravermelho próximo  (invisível) tem apresentado 

resultados expressivos sobre a reparação óssea, devido ao seu coeficiente de 

penetração nos tecidos ser mais profundo quando comparados com o emprego da 
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terapia no espectro no vermelho (visível) (CHEN et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; 

CONTO et al., 2013; BARBOSA et al., 2014; SELLA et al., 2015). 

Já a LED terapia é caracterizada como a emissão de luz monocromática, não 

coerente e não colimada que tem sido utilizada como um recurso alternativo para  o 

tratamento de afecções neuromusculoesqueléticas (COSTA et al., 2017). Os estudos 

com LED terapia tem evidenciado que o recurso possibilita a síntese de colágeno e 

RNA ,o incremento no número de osteócitos, proliferação e diferenciação dos 

osteoblastos, favorecimento da atividade osteoblástica e o acréscimo da  proliferação 

de fibroblastos e formação de osteóide, favorecendo uma ossificação mais eficaz 

(CHUNG; TOMPSON; GONG, 2015; EKIZER et al., 2015). 

Uma outra modalidade terapêutica que vem sendo estudada para promover                              o 

reparo tecidual é a administração de produtos naturais, através do uso de extratos de 

plantas medicinais, uma vez que a prescrição de fitoterápicos vem crescendo 

expressivamente durante as últimas décadas nos países industrializados (LEAL et al., 

2016). Entre os fitoterápicos mais estudados, destaca-se a “X. Americana” uma planta 

que ocorre em várias regiões do mundo, com propriedades medicinais conhecidas e 

aplicadas (SANTANA et al., 2018). A X. americana apresenta caule pulverizado 

recomendado para reparação e para o controle do processo inflamatório, sendo que 

resultados comprovados em pesquisas realizadas através de modelos experimentais 

evidenciaram que esse extrato pode ser utilizado para promover a reparação tecidual 

(LEAL et al., 2016). 

Dada sua ampla distribuição geográfica e seu potencial biológico, desenvolver 

formulações farmacêuticas com X. americana é uma proposta inovadora e promissora 

(ALMEIDA; OSHIRO JÚNIOR; SILVA et al., 2019). Diante desta perspectiva, o 

interesse pelo tema justifica-se pela escassez de estudos que investiguem a 

incorporação do extrato da X. americana ao hidrogel de GelMA, bem como a 

associação dos componentes com a fotobiomodulação no reparo ósseo. 
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2 OBJETIVOS 

 

Avaliar o efeito do extrato aquoso da casca do caule de “Ximenia americana L.” 

incorporado à hidrogel à base de gelatina metacrilato (GelMA) no processo de reparo 

ósseo  induzido em ratos. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Produzir, caracterizar e avaliar os materiais GelMA e GelMA + extrato 

aquoso do caule X. Americana através das análises: termogravimétrica 

(TGA) e de calorimetria exploratória diferencial (DSC), Espectroscopia de 

Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) e Difração De Raios-

X (DRX); 

• Quantificar a liberação controlada de epicatequina (composto bioativo da X. 

americana) do hidrogel de GelMA em função do tempo experimental de 15 

e 30 dias; 

• Avaliar qualitativamente a remodelação óssea nos ratos submetidos às terapias 

propostas por meio da análise histológica; 

• Averiguar através de Espectroscopia Raman a influência do tratamento 

combinado (extrato de X. americana incorporado à hidrogel de GelMA e 

fototerapia) sobre os marcadores de picos de hidroxiapatita de cálcio 

fosfatada (~ 960 cm-1). 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 TECIDO ÓSSEO 

 

O osso é um órgão que apresenta funções relevantes no corpo, como, a 

locomoção, sustentação, proteção de tecidos moles e o armazenamento de cálcio e 

fosfato (MOORE; DALLEY, 2013). O tecido ósseo é formado principalmente por tecido 

conjuntivo especializado constituído essencialmente por células (osteoblastos, 

osteoclastos e osteócitos), uma matriz orgânica composta quase em sua totalidade 

por colágeno do tipo I (95%) e por substância base (proteoglicanos e glicoproteínas) 

sendo responsáveis pela resistência, dureza e elasticidade, e a matriz inorgânica é 

formada basicamente por cálcio e fosfato em forma de hidroxiapatita, íons 

bicarbonato, magnésio, potássio, citrato e sódio em menor proporção (FLORÊNCIO-

SILVA et al., 2015). 

O tecido ósseo é formado por quatro tipos de células: osteoblastos, 

osteoclastos, osteócitos e células osteoprogenitoras. Os osteoblastos são células 

responsáveis pela biogênese dos compostos orgânicos da matriz, existentes na 

superfície óssea, sendo responsáveis pela formação óssea; Os osteócitos são células 

maduras e diferenciadas derivadas dos osteoblastos, responsáveis pela formação de 

osso durante o processo de ossificação e desempenham um papel crucial na 

homeostase óssea, ajudando a regular a deposição e reabsorção do osso; os 

osteoclastos são constituintes maduros oriundos do Monócito fagocitário, encontrados 

no interior da matriz calcificada, tendo como finalidade favorecer a secreção de 

constituintes necessários para conservação da matriz óssea; são partículas 

encarregadas pela reabsorção óssea, encontradas na medula óssea sendo 

responsável pelo processo de remodelação; e as células osteoprogenitoras, que são 

consideradas células em repouso e/ou de reserva, que podem ser transformadas em 

osteoblastos para favorecer a produção de matriz óssea, tendo função importante no 

processo de reparo em lesões ósseas. Estas podem ser encontradas na camada mais 

interna do periósteo entre as células endósteas de revestimento das cavidades 

medulares e as células de revestimento dos canais de Havers e de Wolkmann 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 
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Macroscopicamente, os ossos são constituídos principalmente por osso 

esponjoso (trabecular) (20%) e em sua grande parte por osso compacto (cortical) 

(80%). Ambos os tipos são muito parecidos, uma vez que possuem as mesmas células 

e as mesmas características da matriz óssea, sendo diferenciados pela organização 

tridimensional das suas fibras colágenas (FLORÊNCIO-SILVA et al., 2015). 

 

Figura 1 - Tipos de células encontradas no osso 

 

Fonte: Autoria própria utilizando a ferramenta Google Drawings. Acesso em 8 out. 2023. 

 

O osso cortical é formado por um sistema de lamelas ósseas paralelas ou 

concêntricas, geralmente ao redor de um canal vascular central constituindo o sistema 

de Havers, canais centrais contendo nervos e vasos sanguíneos, comunicando-se 

com a cavidade medular óssea através de canais de Wolkmann. Já o osso trabecular 

é morfologicamente mais ativo que o osso compacto, é encontrado em regiões 

denominadas de trabéculas (locais com muitos poros) que são lâminas ósseas 

irregularmente dispostas em vários sentidos, deixando espaços livres entre si, 
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ocupados pela medula óssea, tendo função de produzir as células sanguíneas 

(MOREIRA, 2013). 

Além das diferenças estruturais, os dois tipos diferem também quanto a outros 

aspectos como: a distribuição espacial das células, densidade da matriz mineralizada, 

distribuição dos vasos sanguíneos e a área ocupada pela medula óssea. Em ambos, 

os osteoblastos e osteoclastos movem-se sobre a superfície, sendo que os 

osteoblastos podem tornar-se embebidos na matriz, dando origem aos osteócitos. O 

osso esponjoso apresenta uma matriz porosa organizada em trabéculas, desta forma 

o osso cortical tem uma função de resistência e proteção, enquanto que o osso 

esponjoso atua nas funções metabólicas. Os ossos são revestidos externamente pelo 

endósteo e internamente pelo periósteo, que tem como principal função possibilitar a 

integridade dos ossos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

O processo de ossificação pode ser dividido em duas etapas: osteogênese 

intramembranosa e endocondral. A osteogênese intramembranosa é constituída pelo 

desenvolvimento do tecido ósseo a partir de uma membrana conjuntiva fibrosa, sem 

formação de um tecido cartilaginoso prévio A osteogênese intramembranosa ocorre 

através de uma membrana mesenquimal extremamente vascularizada, na qual as 

células osteoprogenitoras se distinguem em osteoblastos, que por sua vez iniciam a 

fabricação de matriz óssea orgânica, formando assim trabéculas de tecido ósseo 

(TRUJILLO et al., 2011). As trabéculas produzidas vão se interconectando em tecido 

ósseo esponjoso, cujas regiões periféricas são remodeladas para formar o osso 

compacto. A região da membrana mesenquimal que não participa do processo é 

constituída pelo endósteo e periósteo (ZAMARIAN, 2014). 

A ossificação endocondral é caracterizada pela formação óssea através dos 

condrócitos que originam inicialmente uma matriz cartilaginosa calcificada, que será 

remodelada em tecido ósseo, sendo que esse modelo de ossificação acontece a partir 

da formação do tecido cartilaginoso hialino que substitui o molde  ósseo sobre o osso 

que é formado (ZAMARIAN, 2014). 

Os componentes ósseos podem apresentar arquiteturas e propriedades 

mecânicas instáveis, assim como sua composição, sendo que a sua resistência e 

rigidez dependem da formação, bem como das propriedades estruturais. Quando  o 
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componente ósseo é submetido a uma carga de alta magnitude, ocorre um evento 

denominado de fratura, que está associado a forças de cisalhamento, tensão, 

compressão, curvamento e torção, que acarretarão a perda da integridade do 

componente ósseo (PRENTICE, 2012). Vasconcelos et al. (2013) enfatiza em seu 

estudo que a consolidação de fraturas pode ser almejada em até 5 fases distintas: 

formação do hematoma, angiogênese, iniciação do calo plástico, organização do calo 

e remodelação óssea. 

 

3.2 FASES DO REPARO ÓSSEO 

 

A regeneração óssea é um processo multifatorial e complexo mais importante 

do corpo, constituído por uma série de fenômenos biológicos (celulares, moleculares 

e hormonais) orquestrados por um número de mediadores  e elementos celulares 

envolvidos nos processos de recrutamento, proliferação e diferenciação celular 

induzidos por moléculas mediadoras, sinalizadoras e fatores de crescimento 

(EINHORN; GERSTENFELD, 2014). O evento mais comum no reparo ósseo é a 

cicatrização das fraturas, que normalmente, dura em torno de 8 semanas, exceto, 

quando há algum evento adverso que compromete o restabelecimento tecidual 

(neoplasias) (SICCO; TASSO, 2017). 

Os eventos subjacentes à cicatrização óssea compreendem as interações 

celulares, citocinas e a matriz óssea, requerendo eventos reparadores, constituídos 

pela resposta inflamatória, desenvolvimento do calo duro e união óssea seguida de 

remodelação óssea (GÓMEZ-BARRENA et al., 2015). O processo de reparo ósseo é 

caracterizado em duas fases bem distintas: a reparação óssea primária e a reparação 

secundária (GÓMEZ-BARRENA et al., 2015). 

No processo de reparação primária (direta) não há produção de calo ósseo, e 

as células osteogênicas e endoteliais dos capilares morrem em regiões adjacentes à 

área lesada em decorrência da interrupção do fluxo sanguíneo. Nesse processo, 

ocorre também a morte dos osteócitos que circulam os canais de Havers. Nos locais 

dos canais de Havers, onde as células estão vivas, há proliferação celular, 

crescimento celular e neovascularização, fazendo com que as   células osteogênicas se 

transformem em osteoblastos e iniciem a reestruturação dos canais de Havers. Já a 

reparação secundária (indireta) é complexa e constituída de inúmeros eventos 
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(formação do hematoma, angiogênese, iniciação do calo plástico, organização do 

calo) que antecedem a reparação óssea. Este mecanismo pode ser caracterizado por 

três fases distintas, sendo elas: fase inflamatória, de reparação (proliferação) e 

remodelamento, sendo que cada uma das fases de cicatrização apresenta 

características histológicas únicas, e podem ocorrer isoladamente ou em 

concomitância com outras para favorecer a reparação óssea (LANDE et al., 2012). 

Após a injúria, ocorre a descontinuação do periósteo e endósteo, destruição 

da matriz, morte celular e afastamento dos fragmentos ósseos, favorecendo o início 

da fase inflamatória logo após a fratura e prosseguindo até a segunda e terceira 

semana de lesão (SCHROEDER; MOSHEIFF, 2011). Nesta fase há ruptura dos 

vasos sanguíneos, promovendo hemorragia local, desta forma, completando a zona 

de fratura e originando um coágulo (SCHROEDER; MOSHEIFF, 2011). Esse processo 

inflamatório local é indispensável para a evolução do processo de cicatrização, 

iniciado em resposta à lesão, em relação a isso, diversos mediadores da inflamação 

são liberados, como: plaquetas, mastócitos, neutrófilos, macrófagos, linfócitos, 

fibronectina, osteoblasto, fatores de crescimento, células endoteliais, fibroblastos, 

além da liberação de citocinas pelas células inflamatórias. Dentre as principais células 

inflamatórias estão a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de crescimento 

derivado das plaquetas (PDGF) e fator transformador de crescimento B-1 (TGF-B1) 

(KOLAR et al., 2010), favorecendo a angiogênese, estimulando a produção de fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF) (PESSOA et al., 2007), a fabricação 

primária do calo cartilaginoso (MOREIRA, 2013) e a osteogênese (MARSELL; 

EINHORN, 2011). 

Fatores quimiotáticos estão envolvidos na fase de reparação, promovendo 

influxo de células mesenquimatosas do periósteo, endósteo, que irão se distinguir em 

fibroblastos, condroblastos e osteoblastos, originando assim o tecido fibroso, 

cartilaginoso e ósseo, aliado a proliferação e diferenciação, acontece a angiogênese 

que formará o tecido de granulação (SILVEIRA, 2013). 

Após 72 horas da injúria, ocorre a proliferação dos osteoblastos, dando origem 

aos eventos subperiosteal e endosteal, que estão atrelados à formação das trabéculas 

ósseas, compostas por osso imaturo (SCHROEDER; MOSHEIFF, 2011). Nesse 

período, o tecido necrótico local é degradado pelas células fagocitárias, estimulando 
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a formação de novos vasos sanguíneos, que irão possibilitar o aporte de nutrientes e 

células no sítio da lesão, através da cascata de cicatrização (SCHROEDER; 

MOSHEIFF, 2011). 

O tecido de granulação é formado em torno de três a quatro dias, promovendo 

pequena estabilidade no foco de fratura (FOSSUM et al., 2007), o qual é constituído 

principalmente por fibrina, formado logo após o coágulo, iniciando assim o processo 

de ossificação endocondral. Concomitantemente, a ossificação intramembranosa 

ocorre na região subjacente do periósteo, formando assim um calo ósseo (ROZEN et 

al., 2007). Nesta fase o tecido de granulação é marcado por uma acentuada 

angiogênese e o recrutamento de células mesenquimais progenitoras, originando um 

tecido altamente vascularizado e com alto acúmulo de células indiferenciadas (ROZEN 

et al., 2007). 

Para que ocorra a formação do tecido de granulação é necessário que ocorra 

ação quimiotática e mitogênica no fator de crescimento de transformador beta (TGF-

B), o qual é produzido por macrófagos e plaquetas no hematoma, estimulando a 

produção de células mesenquimais, osteoprogenitoras, condroblastos e osteoblastos. 

O TGF-B tem função importante nesta fase, favorecendo a inibição de enzimas 

proteolíticas que são capazes de prejudicar a produção do tecido neoformado, além 

de ter a função de produzir a matriz celular orgânica (ROZEN et al., 2007). 

A formação do calo ósseo ocorre a partir do quarto até o décimo quarto dia após 

a injúria tecidual, sendo que nessa etapa é formado infiltrado rico em fibroblastos e 

células mesenquimais, diferenciando-se em condroblastos capazes de sintetizar 

matriz cartilaginosa, ou seja, colágeno tipo II e proteoglicanos, que caracterizam a 

formação do calo macio. Os condroblastos distinguem-se em condrócitos maduros, 

favorecendo a hipertrofia do tecido cartilaginoso, portanto, gerando estabilidade 

mecânica até que o calo cartilagíneo seja mineralizado gradualmente (MARSELL; 

EINHORN, 2011). A vascularização favorece a formação do calo cartilaginoso e 

auxilia a mineralização intersticial, onde os condrócitos maduros sofrem apoptose e 

o tecido cartilaginoso é degradado gradualmente pelos osteoclastos advindos do 

aporte vascular e substituído por matriz óssea neoformada pelos osteoblastos 

(SCHROEDER; MOSHEIFF, 2011). 
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A fase de remodelamento inicia-se logo após a formação do calo duro, e pode 

durar meses ou anos. O processo envolve a mudança do osso trabecular por osso 

medular, o qual é denominado de remodelamento harvesiano. Esse procedimento leva 

a restauração do canal medular e a modificação de todo o tecido cicatricial formado 

durante a consolidação óssea e, por fim, faz com que o osso tenha a mesma fisionomia 

do osso original. Por fim, nesta fase de remodelação, os osteoclastos são os grandes 

protagonistas, por favorecerem a reabsorção do calo mineralizado abundantes e com 

integração dos osteoblastos, reestruturando o tecido ósseo lesado (ZAMARIAN, 

2014). 

Alguns fatores podem retardar ou mesmo neutralizar a reconstituição dos 

fragmentos ósseos, como a severidade e o local da fratura, a natureza do aporte 

sanguíneo para o osso, a dimensão da lesão nos tecidos, perda óssea, infecções, ou 

mesmo presença de neoplasias. Outros fatores podem estar envolvidos no retardo, 

como alcoolismo, fumo, idade e a diabetes (MOREIRA, 2013). 

Diante disso é necessário o estudo de recursos que otimizem o processo de 

reparo. 

3.3 DIODO EMISSOR DE LUZ (LIGHT EMITTING DIODE) 

 

 LED é um acrônimo de light emitting diode que surgiu na prática clínica como 

uma modalidade coadjuvante da fototerapia em relação a terapia de laser de baixa 

intensidade (TLBI), devido aos custos do aparelho de laser, dificultando o tratamento 

de indivíduos com menor poder aquisitivo, uma vez que tanto a terapia por LED como 

por LASER apresenta os mesmos efeitos fotobiomoduladores (PRIANTI et al., 2018). 

Fontes de laser e LEDs são similares do ponto de vista da luz emitida, ambos 

produzem uma faixa espectral relativamente estreita, porém o LED tem um espectro 

maior (~ 20 nm) (PRIANTI et al., 2018). 

A terapia por LED é uma modalidade terapêutica semelhante a TLBI, que tem 

sido extensivamente investigada na prática clínica em relação aos seus fotofísicos , 

fotoquímicos e fotoelétricos. Assim como os lasers, o LED apresenta características 

próprias que o difere da luz comum, como: a monocromaticidade, a não coerência e 

colimação. Este recurso emite radiação no espectro eletromagnético, nas cores azul, 
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verde e ciano, do vermelho (visível) e infravermelho (invisível) gerando efeitos 

atérmicos, que não causam danos ao tecido biológico (CALDERHEAD; TANAKA, 

2017). 

A LED terapia tem como finalidade fornecer energia não ionizante capaz de 

estimular a membrana celular a partir do momento em que há interação da luz                                                                  

com o tecido biológico, proporcionando uma transferência de elétrons. Tal efeito não 

tem a capacidade de modificar as ligações químicas, mas promove alterações 

fotobiomoduladoras nas células, fazendo com que haja liberação de substâncias 

químicas resultando em reações fisiológicas, como a ativação de enzimas protéicas 

através da fotoestimulação dos  cromóforos, por exemplo (BUENO; CRISTOFOLINII, 

2014). 

Os efeitos da terapia por LED são semelhantes aos da TLBI, nos comprimentos 

de onda do vermelho e infravermalho ,sendo que ambas as modalidades visam 

promover uma interação entre a luz e um fotorreceptor, o qual promoverá a produção 

de oxigênio celular, desencadeando uma série de eventos celulares que modulam a 

função e a proliferação celular, bem como o reparo de células comprometidas. O 

mecanismo de ação da fotobiomodulação é a ativação dos cromóforos no citocromo 

C oxidase da célula, resultando em atividade celular acelerada, aumento das 

concentrações de ATP e fosfatase alcalina (ALP) e liberação de cálcio (POMINI et al., 

2022). No reparo ósseo a luz estimula PMB (proteínas morfogênicas ósseas) - RUNX-

2 - importantes proteínas morfogênicas responsáveis pela formação óssea, promove 

diferenciação celular e aumento do número de osteoblastos assim como componentes 

orgânicos da matriz (NAS et al., 2018). 

A fotobiomodulação acelera a deposição de matriz óssea mineralizada no 

defeito, aumentando a atividade osteoblástica e estimulando a deposição de íons 

inorgânicos. Além disso, reduz a secreção de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-6 

e a interleucina-17 (IL-17), além de aumentar a produção de citocinas anti-

inflamatórias, como a interleucina-10 (IL-10), que favorece a regeneração tecidual 

(REIS et. al., 2022). 

É de suma importância tanto na irradiação a TLBI quanto na terapia LED, 

estabelecer parâmetros de irradiação (comprimento de onda, energia, densidade de 
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energia, tempo e o modo de excitação luminosa) de modo a promover os efeitos 

terapêuticos benéficos (BAKER, 2016). 

 

3.4 FITOTERAPIA 

 

A fitoterapia é um ramo da medicina popular que estuda as plantas medicinais 

e suas aplicações na cura das doenças, consistindo em um conjunto de saberes 

internalizados nos diversos usuários e praticantes, especialmente pela tradição oral, 

tornando-se um método eficaz no atendimento primário à saúde, podendo 

complementar o tratamento usualmente empregado (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 

2012). 

No Brasil, o Sistema Único de Saúde (SUS), por meio dos seus princípios e                                

resoluções normatizadoras, determina que a fitoterapia seja considerada um recurso 

terapêutico integrativo e complementar à saúde que se dispõe de políticas  públicas e 

normatizações específicas que buscam institucionalizar esta prática (FONTENELLE; 

CARVALHO, 2013). Apesar das plantas medicinais já fazerem parte da cultura 

popular, nas últimas décadas o interesse pela fitoterapia teve um aumento 

considerável entre usuários, pesquisadores e serviços de saúde (SOUZA et al., 2013). 

Na declaração de Alma-Ata, em 1978, a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

reconhece que 80% da população dos países em desenvolvimento utilizam práticas 

tradicionais nos seus cuidados básicos de saúde e 85% usam plantas medicinais ou 

preparações feitas a partir destas. Desde então, a OMS tem expressado a sua posição 

a respeito da necessidade de valorizar a utilização de plantas medicinais no âmbito 

sanitário e na atenção básica à saúde (ANTONIO; TESSER; MORETTI-PIRES, 2014). 

Embora haja uma grande biodiversidade no Brasil, alguns problemas dificultam 

o emprego de plantas medicinais para o desenvolvimento de medicamentos. Sua 

utilização esbarra na existência de poucas leis específicas para o seu acesso, além 

da grande complexidade em se obter os metabólitos secundários a partir de produtos 

naturais sendo longo o tempo necessário para o extrato / isolamento desses princípios 

ativos até sua utilização. Adicionalmente, a literatura científica disponível sobre 

produtos naturais, com informações sobre a estrutura química  e a atividade biológica 

desses compostos é escassa, havendo grande resistência de alguns profissionais de 
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saúde em trabalhar com esses produtos naturais (LIMA et al., 2015). 

Os fitoterápicos são usados para combater/prevenir diversas doenças e 

morbidades, principalmente promovendo acessibilidade a pessoas de baixa renda. 

No reparo ósseo, estudos são encontrados na utilização de alguns recursos 

fitoterápicos como a Davallina orientalis (CHOW et al., 1982); Lepidium sativum 

(JUMA, 2007); Cimicifuga racemosa (KOLIOS et al., 2010); Piper sarmentosum 

(ESTAI et al., 2011); Ormocarpum cochinchinense (KUMAR et al., 2013); Peperomia 

pellucida (NGUEGUIM et al., 2013; FLORENÇA et al., 2017); Symphytum Sfficinale 

(ARAÚJO et al., 2014); Chenopodium ambroisioides (NETO PINHEIRO et al., 2015); 

Epimedium sagittatum (BURIM et al., 2016 ; Nigella sativa (EZIRGANLI et al., 2016;); 

Aloe Vera (SELVAKUMAR et al., 2016 ); Sambucus williamsii (YANG et al., 2016); 

Ulmus davidiana (ZHUANG et al., 2016 ); Spinacia oleracea (ADHIKARY et al., 2017); 

Dalbergia sissoo (KARVANDE et al., 2017; KHEDGIKAR et al., 2017); Marantodes 

pumilum (GIAZE et al., 2018); Cassia occidentalis L. (PAL et al., 2019); Anredera 

cordifolia (HANAFIAH et al., 2021). Porém, estes estudos necessitam de pesquisas 

mais aprofundadas que avaliem a efetividade dos tratamentos, além da resistência e 

qualidade do osso neoformado, para que possam ser utilizados por pacientes. 

 

3.5 XIMENIA AMERICANA L 

 

A Ximenia americana L. (X. americana) é uma das plantas medicinais silvestres 

comestíveis mais valiosas do mundo. O gênero Ximenia pertence à família Olacaceae, 

que compreende cerca de 8 espécies, que atualmente tem sido utilizada para fins 

medicinais e alimentares. A Ximenia é encontrada em uma árvore pequena (3-4 m de 

altura) de aspecto espinhoso, de casca fina, avermelhada ou cinza, lisa ou pouco 

rugosa, com folhas pequenas, simples, inteiras, alternas, pecioladas, oblongas, 

glabras e flores branco-amareladas, aromáticas, com as pétalas recurvadas, dispostas 

em racemos curtos, axilares ou terminais (FEYSSA et al., 2012; KEFELEGN: DESTA, 

2021). 

Em diferentes países, é utilizada como alimento, medicamento, fonte de óleo 

essencial e componente industrial de outros produtos (KEFELEGN; DESTA, 2021). É 

encontrada em regiões tropicais e temperadas, de países como a África, Índia, Nova 

Zelândia, América Central e a América do Sul. No Brasil, essa planta é encontrada e 
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utilizada nas regiões Norte e Nordeste, sendo popularmente conhecida como “ameixa 

do mato”, “ameixa brava” ou “ameixa do sertão”, e menos popularmente como 

ababone, ababoni, ababuí, ameixeira-do-brasil, ameixa-do-brasil, ambuí (ou ambuy), 

ameixa-da-baía, ameixeira-da-baía, ameixa-da-terra, ameixa-de-espinho, ameixa-do-

pará, ameixeira-do-pará, espinheiro-de-ameixa, limão-bravo-do-brejo, sândalo-do-

brasil e umbu-bravo. Na medicina popular brasileira, o extrato da X. americana tem 

sido administrado como analgésico para o tratamento da dor de cabeça, dores 

gástricas e nas costas e outras condições inflamatórias (SILVA-LEITE et al., 2017). 

Todas as partes da planta são utilizadas no manejo clínico de doenças em 

animais e humanos, sendo as folhas e galhos utilizadas  contra febre, resfriado, dores 

de dente, como laxante, loção para os olhos e cura de venenos; a raiz da planta é 

utilizada para queimaduras na pele, hanseníase, dores de cabeça, hemorróidas, 

ataque de vermes da Guiné, sonolência, inchaço e algumas doenças sexualmente 

transmissíveis. Já a fruta é consumida em quantidades  para tratar a constipação 

(KEFELEGN; DESTA, 2021; MENEZES et al., 2019). 

O caule da planta tem sido utilizado para o tratamento de patologias como a 

hepatite e a malária, sob forma de chá e pulverizado tem ação antisséptica e 

cicatrizante para promover a cicatrização das feridas (FEYSSA et al., 2012) e 

propriedades anti-inflamatórias e anti-hipernociceptivas (SILVA-LEITE  et al., 2018), 

atividade antiedematogênica em modelos de inflamação aguda e crônica, (SILVA et 

al., 2018), atividade antiviral contra o vírus da imunodeficiência humana) 

(CHINSEMBU, 2016), bem como atividade antimicrobiana contra Enterococcus 

faecalis, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus e resistência fúngica contra 

Candida albicans (SOUZA et al., 2017). 
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Figura 2 - Fotos ilustrativas da X. Americana L.: A. Hábito; B. Caule; C. Ramo; D. Folhas; E.  

Fruto 

 

Fonte: Sousa e Lemos (2020). 

O óleo produzido a partir das sementes da X. americana apresentam 10 ácidos 

graxos (monoinsaturados e saturados) e esteroides naturais, estando relativamente 

susceptível a oxidação. Tais óleos são frequentemente utilizados para fins 

cosméticos e antissépsanticos (FEYSSA et al., 2012; LUCILANIA et al., 2016; 

BAZEZEW et al., 2021). 

Os extratos de X. americana possuem ação antimicrobiana e antifúngica (SILVA 

et al., 2012;  MONIK et al., 2015; MENEZES, 2019). O extrato bruto aquoso, 

metanoico, etanoico, butanoico e clorofórmico de diferentes partes (folhas, raízes, 

caule e casca do caule) da planta possuem metabólitos secundários como saponinas, 
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flavonóides, taninos, terpenóides, esteróis, quinonas, alcalóides, glicosídeos e 

carboidratos na forma de açúcares e amido solúvel (SILVA et al., 2012; MONIK et al., 

2015). 

 

Os flavonóides atuam em alguns processos fisiológicos do organismo, 

promovendo a absorção do ferro e vitaminas, e estimulando a cicatrização. Eles agem 

como antioxidantes, combatendo os radicais livres, possuem atividade antimicrobiana 

e moduladora do sistema imune, apresentam ação anti- inflamatória e antinociceptiva 

(DIAS et al., 2018), analgésica, regenerativa de cartilagens, ossos e produzem 

vasodilatação (CHAVES et al., 2013) e cicatrização tecidual em feridas incisionais 

(PALMA et al., 2020). Dentre os flavonóides que constituem a Ximenia Americana L., 

a epicatequina (C5H14O6) é o composto encontrado em maior quantidade nos 

extratos do caule e da raiz da planta (UCHÔA et al., 2016; MAIA, 2018). 

 

Estudos recentes com extrato aquoso das cascas do caule de X. americana 

indicam a presença do flavonóide (-)-epicatequina com ação anti-inflamatória no 

tratamento de DPOC induzida em ratos fumantes (CARVALHO et al., 2020) e  aliada 

ao uso de beclometasona. Os resultados evidenciam redução nas alterações 

histológicas e morfológicas da DPOC bem como na quantidade de células 

inflamatórias no lavado brônquico-alveolar e de células caliciformes produtoras de 

muco no pulmão (RODRIGUES JUNIOR et al., 2021). 

 

A epicatequina é um flavonóide, polifenol composto de ligações C=C e O-H. 

É tida como um importante citoprotetor, tanto por ter uma atividade antioxidante 

intensa como também por prevenir apoptose celular interferindo na cadeia de 

caspases. Tem potencial para atuar como anti-inflamatório, apresenta   propriedades 

anticancerígenas, atividades vasodilatadoras, antivirais, antimicrobianas e cicatrizante 

(SOUZA NETO JÚNIOR et al., 2019). Segundo Hernández (2021), a epicatequina é 

conhecida por sua excelente atividade antioxidante, podendo desempenhar um papel 

benéfico em vários tecidos e órgãos do corpo humano, especialmente nos músculos 

e no osso. 
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Figura 3 - Estrutura química dos Flavonóides e da epicatequina 

 

Fonte: Andreo et al, 2006. 

 

O processo de cicatrização é favorecido pela ação antimicrobiana dos  taninos 

que possuem três mecanismos de ação: i) a inibição das enzimas microbianas 

extracelulares, que dificultam a multiplicação e desenvolvimento dos micro-

organismos; ii) a privação dos substratos e íons metálicos, por exemplo ferro, cobre, 

cálcio, manganês e alumínio, importantes em atividades fisiológicas como a respiração 

microbiana; iii) a inibição da fosforilação oxidativa, o que leva a morte os micro-

organismos por não formação do ATP (adenosina trifosfato) (LIMA., 2010). 

 

3.6 BIOMATERIAIS NO REPARO ÓSSEO (GELMA) 

 

Novos biomateriais baseados em hidrogel com propriedades físicas e 

biológicas ajustáveis vem sendo desenvolvidos e se mostram materiais promissores 

para o avanço de aplicações relacionadas à engenharia de tecidos e medicina 

regenerativa (FARES et al., 2018). Os hidrogéis desempenham um papel importante 

nos campos biomédicos como a engenharia de tecidos, medicina regenerativa, 

sinalização celular, entrega de drogas e genes e biossensores (YUE et al., 2015). Além 

disso, os hidrogéis se assemelham estruturalmente à matriz celular, podendo oferecer 

condições miméticas para  cultura celular in vitro e in vivo (KLOTZ et al., 2016). 

 

Os hidrogéis são divididos principalmente em dois tipos, hidrogéis naturais e 

hidrogéis sintéticos. Comparado aos hidrogéis sintéticos, os hidrogéis naturais têm 

melhor biocompatibilidade, o que contribui significativamente para a  viabilidade, 
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multiplicação, diferenciação e locomoção de células. Pode-se  comentar também que 

com o desenvolvimento da ciência dos materiais, os chamados “Scaffolds”, estruturas 

tridimensionais baseadas em hidrogéis para cultura de células, têm um grande 

potencial no campo da engenharia de tecidos (KOUHI et al., 2020; LIU et al., 2020). 

Dentre os hidrogéis utilizados na engenharia de tecidos, o formado por um 

derivado de gelatina, o metacriloil de gelatina (GelMA), provou ser um dos hidrogéis 

mais versáteis disponíveis para cultura de células 3D e bioimpressão, desde a sua 

primeira descrição feita por Van Den Bulcke et al. (KLOTZ et al., 2016). A gelatina é 

um tipo de polímero hidrofílico natural produzido a partir da hidrólise e desnaturação 

de colágeno (pele de porco) sob alta temperatura. Essa possui propriedades 

interessantes, incluindo biocompatibilidade, solubilidade em água, degradabilidade, 

fácil aquisição, baixo custo, menor antigenicidade, dentre outras, podendo ser utilizada 

na formação de hidrogéis que podem ser utilizados como scaffolds (ALDANA et al., 

2019; SUN et al, 2020; LANTIGUA et al., 2021; RAJABI et al., 2021; VELASCO-

RODRIGUEZ et al., 2022; HUANG et al., 2022). 

A gelatina contém muitas sequências de ácido arginina-glicina-aspártico (RGD)   

que promovem a adesão celular (LIU; CHAN-PARK, 2010), bem como as sequências 

alvo de metaloproteinase de matriz (MMP), que são adequados para remodelação 

celular (YUEet al., 2015). 

O GelMA é um hidrogel versátil do ponto de vista de processamento e reticula 

quando exposto à irradiação de luz, podendo ser microfabricado usando diferentes 

metodologias, incluindo micromoldagem, fotomascaramento, bioimpressão, 

automontagem e técnicas microfluídicas (YUE  et al., 2015). Scaffolds formados por 

GelMA demonstraram-se adequados para diferentes aplicações de engenharia de 

tecidos, podendo ser otimizados através da modificação da concentração do polímero, 

do grau de metacrilação ou da intensidade da luz UV (SWIESZKOWSKI et al., 2018). 

Scaffolds formados por GelMA são extremamente flexíveis, porosos e 

hidrofílicos, promovem resposta inflamatória mínima na condição corporal (RAJABI et 

al., 2021) e têm capacidades osteoindutoras promissoras que podem ser adequadas 

para o reparo ósseo (LANTIGUA et al., 2021; GOTO et al., 2021; JIANG et al., 2021; 

PU et al.. 2022). 
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A GelMA é um hidrogel semi-sintético típico, que permite a exploração dos 

sinais biológicos inerentes à molécula de gelatina, permitindo o controle das 

propriedades mecânicas (RUEDINGER, 2015). É obtido pela derivatização da gelatina 

com anidrido metacrílico, resultando na modificação dos resíduos de lisina e hidroxíla 

com grupos laterais de metacrilamida e metacrilato (YUE, 2015). 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS DA FRAÇÃO DO CAULE DA XIMENIA 

AMERICANA L 

Foi coletada na cidade de Domingos Mourão (4°09′ 14,8″ S e 41° 18 ′ 28,3″  W),  

Piauí,  Brasil,  em  janeiro  de  2018.  O botânico Dr. Francisco Soares Santos Filho 

identificou uma amostra da planta contendo caule, folhas, flores e frutos e o exemplar 

do comprovante foi depositado no Herbário Afrânio Gomes Fernandes (UESPI) sob o 

número de acesso HAF 03541. 

Seguindo a metodologia de Carvalho, et al. 2020, a casca do caule       da X. 

americana (300 g) foi lavada em água, adicionada a um recipiente com água destilada 

(2 L) e armazenada em geladeira por 5 dias. Após esse período, o líquido foi filtrado 

para obter extrato aquoso da casca do caule da X. americana (EACCXA) no 

laboratório de Química da Universidade Estadual do Piauí. Posteriormente, uma parte 

do extrato foi liofilizada no laboratório de Materiais da Universidade Federal do Piauí.O 

extrato aquoso foi  liofilizado e pó (m = 0,0005 g) foi administrado a solução do GelMA 

para produção de hidrogel com X.americana. 

 

a. Produção do Hidrogel de gelatina metacrilato fotopolimerizável (GelMA) e do 

GelMA + X. americana 

 

A produção de GelMA foi realizada no Laboratório Interdisciplinar de Materiais 

Avançados (LIMAV), na Universidade Federal do Piauí (UFPI), seguindo procedimento 

descrito por Nichol et al. (2010). Resumidamente, 10 g de gelatina (Tipo A, pele de 

porco, obtida comercialmente na empresa Sigma-Aldrich) foram dissolvidos em 100 

mL de Tampão Fosfato Salino (PBS, pH 7,4, obtido comercialmente na empresa 

Sigma-Aldrich) aquecidos há 50°C , misturados e agitados por até 1h. 
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Em seguida, gotejaram-se lentamente 3 mL de anidrido de metacrilato (3-

(trimethoxysilyl) propyl methacrylate, obtido comercialmente na empresa Sigma-

Aldrich) e agitou-se em um sistema fechado por 3 h (50 °C). Separadamente, 400 mL 

de PBS foi pré-aquecido a 50 °C e depois misturado a solução inicial (volume final 500 

mL). A solução foi então dividida em duas porções e dialisada usando água 

deionizada (DI) e membranas de diálise 12-14 KDA (obtidas comercialmente na 

empresa Sigma-Aldrich) por 7 dias a 40 ºC . A água deionizada foi trocada duas vezes 

por dia. Finalmente, a solução foi transferida para tubos Falcon, congelada a -80°C 

por 5 dias e depois liofilizada por 7 dias . Ao final desse procedimento, GelMA foi 

obtido. 

O material GelMA + X. americana foi obtido adicionando-se anidrido metacrílico 

(5%), extrato aquoso das cascas do caule de X. americana na concentração de 5 % e 

um agente fotoiniciador Irgacure na concentração de 0,5% (2-hidroxi-4 - (2-

hidroxietoxi) -2- metilpropiofenona (Irgacure 2959, obtido comercialmente na empresa 

Sigma- Aldrich) à solução de gelatina a 10%. A solução foi agitada por 1 h para obter 

uma mistura homogênea, sendo colocada em tampas de Eppendorf (utilizadas como 

molde) e levadas para foto-reticulação UV (360 - 480 nm) por 5 min. 

 

Figura 4 - Produção do Hidrogel de gelatina metacrilato fotopolimerizável (GelMA) 

Fonte: Autoria própria. 

Figura 5 - Produção do Hidrogel de gelatina metacrilato fotopolimerizável (GelMA) + 

X. americana 
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Fonte: Autoria própria. 

 

b. Caracterização dos hidrogéis produzidos 

 

Os materiais GelMA e GelMA + X. americana (GelMA com EACCXA) 

produzidos, foram congelados e liofilizados no laboratório de materiais da UFPI e, 

então, encaminhados para as seguintes análises de caracterização: análise 

termogravimétrica (TGA), calorimetria diferencial exploratória (DSC), espectroscopia 

na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e difração de raios-X 

(DRX). 

 

4.1.1 Análises térmicas 

 

As propriedades térmicas foram determinadas por análise termogravimétrica 

(TGA) e de calorimetria exploratória diferencial (DSC), realizadas no laboratório da 

empresa Dermo Probes (São José dos Campos- SP). As curvas DSC foram obtidas 

em um calorímetro modelo DSC Q20 (TA Instruments), utilizando-se cadinhos de 

alumínio, contendo 2 ± 10 mg de amostra em atmosfera de nitrogênio, sob um fluxo 

de 20 mL min-1. Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 20 a 800 

°C, a uma razão de aquecimento de 10 °C min-1. Para a calibração do equipamento, 

foi utilizado um padrão de Índio (p.f. = 156,6 °C). Os dados foram analisados 

utilizando-se o software TA Instruments Universal Analysis 2000, versão 4.7A. 

As curvas termogravimétricas (TG) não-isotérmicas foram obtidas utilizando-se 
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um analisador simultâneo TG/DTA/DSC, modelo SDT Q600 (TA Instruments), 

utilizando-se cadinhos de alumina contendo 8 ± 0,1 mg de amostra, em atmosfera 

de nitrogênio, sob um fluxo de 40 mL min-1. Os experimentos foram conduzidos entre 

as temperaturas de 20 a 800 °C, a uma razão de aquecimento de 10 °C min-1. Para a 

calibração do equipamento foi utilizado um padrão de oxalato de cálcio 

monohidratado. 

 

4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) 

 

Os espectros foram obtidos em pastilhas de KBr (grau espectroscópico) na 

proporção de 1:100 amostra/KBr. Tanto o KBr como as amostras de X. americana, 

GelMA e GelMA + X americana. foram previamente secas em estufa a 50°C por 40 

min e depois misturadas e trituradas em cadinho de porcelana. As amostras trituradas 

foram novamente secas em estufa a 50 °C, por 40 min. Após este período as pastilhas 

foram preparadas com a utilização de prensa. As análises foram realizadas em 

equipamento Thermo Nicolet Nexus 470 com transformada de Fourier utilizando 

módulo de transmitância, com acúmulo de  48 varreduras, no intervalo de 4000 – 500 

cm-1 e com resolução de 2 cm-1. 

 

4.1.3 Difração de Raios-X (DRX) 

 

As análises foram realizadas no Grupo de Cristalografia do Instituto de Física de 

São Carlos (USP - São Carlos) em dois procedimentos experimentais diferentes para 

as três amostras (extrato de X.americana, GelMA e GelMA + X. americana).                                                   No 

procedimento experimental 1, as amostras foram analisadas sem qualquer 

intervenção/preparo, observando varredura normal de 5º a 80º, passo 

0.0200/segundo, com velocidade de 2º/min. Já no procedimento experimental 2, as 

amostras foram moídas e o tempo de aquisição dos espectros aumentado, sendo que 

a varredura foi realizada de 10º a 70º, passo 0.0200/segundo velocidade de .0.5º/min, 

no total de 2 horas de análises para cada amostra. Na realização dos experimentos 

foi utilizado unidade de raios-X Rigaku, modelo última lV 2Theta/Theta, tensão de 40 

kV e corrente de 30 mA, tubo selado de Cu. 

a. Ensaio de liberação controlada de GelMA (Epicatequina- principal composto 
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da X. americana) 

Espectros de absorção no UV-Vis foram obtidos para identificação da banda 

de absorbância da amostra de X. americana. O espectro foi obtido através de 

varredura na faixa de 200 a 700 nm, para a identificação da banda de absorção da 

epicatequina. A identificação da máxima absorbância da amostra (λ máx), foi utilizada 

para posterior estudo da liberação de GelMA a partir dos hidrogéis                                           produzidos, a partir 

da construção de uma curva analítica de  calibração. 

Para construção da curva de calibração, partiu-se da solução estoque de X. 

americana (1mg/ml) a partir de qual foram realizadas diluições para obtenção das 

seguintes concentrações: 50, 100, 150, 200 e 250 µg/mL. Espectros UV-Vis foram  

então obtidos para todas as concentrações. A curva de calibração foi obtida por 

análise de regressão linear interpolando a concentração nominal do padrão com a  

área do pico observado (λ máx.= 278nm) no espectrofotômetro (Shimadzu UV- 160A)., 

na faixa espectral de 200 a 800 nm. As curvas foram obtidas em triplicata (n=3). Após 

a construção da curva de calibração, ensaio in vitro de liberação foi realizado. Para 

tanto, o experimento foi realizado utilizando-se o hidrogel de GelMA + X. americana a 

5% (m = 0,0005 g) e este foi mergulhado e incubado a 37 °C, em 10 mL de solução 

tampão fosfato salina (PBS, pH 7,4 ± 0,1) sob agitação (100 rpm).       

Em intervalos de tempo fixados em 15 min, 30 min,1 hora, 2 horas, 24 horas e 

durante 30 dias (tempo experimental máximo na aplicação in vivo dos hidrogéis no 

animal), 3,0 mL de solução foi retirada do meio de dissolução e, por conseguinte, a 

quantidade do composto foi detectada em um espectrofotômetro UV-Vis em 278 nm, 

a partir da curva de calibração obtida. Apos cada retirada o mesmo volume foi 

substituído por solução tampão fosfato salina (PBS, pH 7,4 ± 0,1) nova. Cada 

experimento foi realizado em triplicata (n=3). Um esquema dos procedimentos de 

diluição e construção da curva de calibração, podem ser observados na Figura 6. 
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Figura 4 - Procedimento experimental para a construção da curva de calibração (Ensaio de 

liberação controlada) da epicatequina (principal composto X. americana) 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A porcentagem de liberação cumulativa do composto em função do tempo foi 

calculada usando a seguinte equação: 

Quantidade cumulativa de liberação (%) = (Ct/C∞) x 100 

 

Onde, Ct é a quantidade de epicatequina liberada no tempo t e C∞ refere- se à 

quantidade total do composto carregado na amostra do hidrogel. Todos os resultados 

foram realizados em triplicata. 

b. Caracterização do estudo 

Este estudo está delineado como uma pesquisa do tipo experimental, com 

abordagem quali-quantitativa. 

 

c. Experimentos in vivo 
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4.1.4 Aspectos éticos e legais 

 

Este trabalho foi realizado utilizando modelo in vivo (modelo animal). Esta 

pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Estadual do Piauí (CEUA), conforme protocolo: 00089.007021/2021-66, 

de acordo com os Princípios Orientadores para os Cuidados e Uso de Animais de 

Laboratório e de acordo com as Lei Federal nº 11.974 de 2008 - Experimentação em 

Animais, e foi  cadastrado na Plataforma do Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados - SISGEN (A22C996), de acordo 

com a Lei da Biodiversidade nº 13.123 de 2015. 

 

4.1.5 Delimitação do universo do estudo 

 

A amostra da pesquisa foi determinada como uma amostra probabilística, 

aleatória, constituída de 50 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus 

albinus) com oito semanas de idade, com pesos corporais médios variando entre 250 

e 300 g provenientes do Biotério da UESPI. Os animais foram mantidos ao longo do 

estudo em gaiolas padrão de polietileno, devidamente etiquetadas, com 05 animais 

por gaiola, em temperatura ambiente controlada de 24 ± 1 °C e umidade do ar de 60 

%, fotoperíodo de 12 h claro/escuro, recebendo água e alimentação padrão (Presence 

Ratos e Camundongos, In vivo Nutrição e Saúde Animal Ltda. Paulínia, SP, Brasil) ad 

libitum. 

Os animais foram divididos em 5 grupos (GC, Grupos GG , GLED, GE e 

GELED), contendo 10 ratos em cada um, sendo 05 ratos de cada grupo eutanasiados 

nos tempos experimentais de 15 e 30 dias do tratamento (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Distribuição dos grupos experimentais 

Grupos 

Experimentais 

 

Eutanásia 

 

Animais por grupo 

 GelMA Extrato LED     15 dias          30 dias  
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Grupo GC -------- ----------- -----

- 

5 animais  

 

5 animais  

5 animais  

   5 animais  

    

   5 animais 

5 animais  

 

5 animais  

5 animais  

  5 animais  

  

 5 animais 

 

 

Grupo GG X ----------  

Grupo GLED x ------ x 

Grupo GE x x  

 

Grupo GELED 

 

X 

 

X 

 

X 

    

           

                 Legenda. Controle (C). G (GelMA). E (extrato de X. americana). L (LED). 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.1.6 Indução experimental do defeito ósseo 

 

Os animais receberam pré-tratamento com atropina cedido pela Alergan® na 

dose de 0,04 mL para cada 100g de peso corpóreo. Após 15 minutos, foram 

anestesiados de forma dissociativa por via intramuscular (cloridrato de cetamina 10% 

com dose de 0,1 mL para cada 100 g de peso corpóreo e cloridrato de xilazina 2% 

com dose de 0,1 mL para cada 100 g de peso corpóreo - obtidos pela Syntec®) 

(BRASIL, 2016; LEE et al., 2016; SCHLICKWEI et al., 2019). Após a anestesia, 

cada animal foi submetido à depilação e assepsia na região da tíbia direita com 

polvidine tópico Bioquímica®. 

Utilizando o protocolo de fratura adaptado de Kido 2015, os procedimentos de 

fratura e implantação do biomaterial foram realizados, conforme mostra a Figura 7. 

Após incisão longitudinal na pele e separação do tecido conjuntivo subcutâneo (Figura 

7 - etapa 1), o defeito crítico foi induzido na tíbia direita dos animais com um 

micromotor cirúrgico com broca do tipo trefina de 3 mm de diâmetro (Figura                                                                7 – etapa 
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2), seguido da implantação do biomaterial (Figura 7 – etapas 3 e 4) (formato circular, 

3 mm de diâmetro e espessura média de aproximadamente 400 µm) no local da lesão 

de acordo com os grupos tratados. Para confecção desta cavidade, foi estipulado um 

torque constante de 45 N, velocidade de 45.000 rpm e  irrigação abundante (70% - 

regulagem do motor elétrico) com soro fisiológico para                          viabilidade de regeneração 

óssea (Figura 7). 

O biomaterial GelMA foi implantado nos grupos GelMA e GelMA + LED e 

GelMA+ X. americana + LED no local da lesão no grupo tratado. O grupo controle não 

recebeu nenhum tipo de tratamento. Em seguida, em ambos os grupos as margens 

da ferida foram suturadas (fio de seda 4-0 Sertix®) para uma perfeita coaptação 

(Figura 7 – etapa 5). 

 

Figura 5 - Detalhes do procedimento de fratura óssea e implantação do  biomaterial 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Ao término do procedimento os animais receberam analgésico cloridrato de 

tramadol subcutâneo (12,5 mg/Kg) ministrado a cada 6 horas. Ainda, avaliações 

periódicas (a cada 2 horas) foram realizadas para identificação de dor por expressão 

facial e comportamento. Os animais foram eutanasiados aos 15 e 30 dias após 

indução da lesão por meio de overdose de tionembutal sódico (150 mg/kg) (ALVES et 
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al., 2017; NASCIMENTO et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020) e amostras do tecido 

ósseo dos grupos foram removidas, as quais foram mantidas em nitrogênio líquido. As 

amostras de cada grupo foram encaminhadas para análises de espectroscopia Raman 

e processo laboratorial de rotina para inclusão em parafina e análise histopatológica. 

 

4.1.7 LED Terapia 

 

Com a intenção de estimular o reparo ósseo, foi utilizado 1 aparelho de luz LED, 

Endophoton marca KLD, emitindo no espectro eletromagnético do infravermelho 

próximo de 858+/- 20 nm. 

A intervenção do grupo LED foi realizada logo após o procedimento cirúrgico, o 

que corresponde ao período do início da fase inflamatória de reparação óssea, em 

dias contínuos subsequentes ao pós-operatório, até a eutanásia.  

A aplicação foi realizada na tíbia direita, utilizando a técnica pontual em apenas 

um ponto sobre a fratura, sendo que a caneta do equipamento foi posicionada 

perpendicularmente ao tecido ósseo, conforme mostra a Figura 8. A Tabela 2 enfatiza 

todos os parâmetros utilizados. 

 

Tabela 2 - Parâmetros da terapia LED que foram empregados no presente estudo 

Parâmetros Valores 

Potência (W) 50 mW- 0,05 w 

Área do Feixe (cm2) 0,5 

Diodo semicondutor AsGaAL 

Comprimento de onda (nm) 858 nm 

Energia (J) 6J 

Densidade de energia (J/cm2) 12 

Densidade de Potência (W/cm2) 0,1 
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Tempo de Irradiação (s) 120 

Número de Pontos 01 

 

4.1.8 Análise Histológica 

 

As amostras foram primeiramente fixadas em formalina tamponada por 48h e 

após fixação foram descalcificadas com ácido etilendiaminotetracético (ETDA), 10% 

p/v, pH 7,2, durante 4 semanas. Após a descalcificação, os espécimes foram 

desidratados através de bateria de soluções alcoólicas em concentrações graduais e 

crescentes e tratadas com xilol em um processador automático de tecidos (PT05 TS 

Luptec, São Paulo, Brasil). Depois de incluídos em parafina, foram obtidos cortes 

histopatológicos seriados com distância entre 2 e 3 μm e espessura de 5 μm em 

micrótomo rotativo (MRP09 Luptec, São Paulo, Brasil), os quais foram corados com 

hematoxilina e eosina (H.E.), dois cortes/lâmina. 

As seções de todas as amostras foram analisadas utilizando microscópio de luz 

trinocular (Olympus CX31, Japão) e fotografadas em triplicata com câmera digital 

(Moticam WiFi X, MoticMicroscopes, Richmond, VA, USA) acoplada a um computador. 

A análise histopatológica semiquantitativa da neoformação óssea foi realizada 

segundo os aspectos descritos por Cardoso (2008) , descritas sucintamente abaixo: 

1. Leve – neoformação óssea incipiente restrita às bordas do defeito 

ósseo; 

2. Leve-moderada – neoformação óssea mais marcante, representada 

pela deposição de trabéculas a partir das bordas do defeito ósseo; 

3. Moderada – neoformação óssea a partir da borda do defeito ósseo e no 

interior do mesmo, mas em áreas restritas; 

4. Moderada-intensa – neoformação óssea a partir da borda e no interior do 

defeito ósseo quase preenchendo toda a extensão deste; 

5. Intensa – Preenchimento do defeito ósseo por trabéculas de osso 

neoformado em toda sua extensão, mas não em espessura; 

6. Completa – Preenchimento total do defeito ósseo por trabéculas de 

osso neoformado, tanto em extensão quanto em espessura. 
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Todas as imagens foram ampliadas, tendo como parâmetro de magnitude de 

amplificação uma régua micrométrica que foi inserida em todas as imagens coletadas 

nas objetivas de 4x e 10x de aumento. Os espécimes processados foram avaliados 

por meio da análise descritiva comparativa, no Laboratório de Patologia da UESPI. 

4.1.9 Espectroscopia raman dispersiva 

 

A fim de obter os espectros Raman, as amostras foram retiradas do nitrogênio 

e mantidas à temperatura ambiente. Um espectrômetro Raman (modelo Senterra II, 

Bruker) com λ = 785 nm laser foi utilizado para excitação. A potência de saída do laser 

utilizado foi de cerca de 50 mW na amostra superfície. A resolução espectral foi 

ajustada para 9 -15 cm-1 para 15 s, gama espectral 400a, 90-3, 500 cm-1, 10 objetiva. 

Em cada região óssea de interesse, ou seja, na região  de transição fronteiriça, foram 

recolhidos três espectros com uma distância aproximada de 10 μm entre os pontos. O 

espectro de osso cortical normal  também foi obtido, que foi denotado como hígido, 

numa região distante da lesão induzida, após sacrifício em 15 e 30 dias. 

Finalmente, o espectro Raman dos biomateriais (GelMA e GelMA + X. 

americana) foram comparados com a região tratada e a região saudável. O programa 

Labspec 5.0 foi utilizado para remover a fluorescência do espectro em bruto na região 

de 90 - 3500 cm-1 através do ajuste polinomial de quinta ordem. Além disso, também 

permitiu etapas de pré-processamento, tais como o ajuste da linha de  base. 

Na sequência, o processamento foi concluído no software Origin 2018, no qual 

os espectros foram submetidos a um vector normalização (cada intensidade Raman 

foi dividida pela raiz quadrada da soma das intensidades quadradas  calculadas de 

todo o espectro); foram identificados os picos e as áreas integradas  dos principais 

picos avaliados foram realizadas nos seguintes intervalos: 957 - 962 cm1 (referente ao 

fosfato), representativo do conteúdo mineral. A fim de quantificar a composição 

óssea, bem como de caracterizar alterações ósseas no mineral realizado o cálculo da 

razão da área integrada da banda de fosfato   υ1 (~ 960 cm-1). Além disso, a 

cristalinidade foi obtida invertendo a largura total do pico à metade do máximo (FWHM) 

da banda de fosfato  υ 1 (~ 960 cm-1). O software Origin 2018 foi utilizado para calcular 

a razão. 
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a. Análise estatística 

 

Os dados estatísticos foram analisados  pela análise de variância, ANOVA e 

pelo teste não paramétrico de Kruskall-Wallis, pois o número de amostras em cada 

grupo foi reduzido, seguido de um pós-teste de Dunn. Para essas análises, foi utilizado 

o programa Graphpad Prism (versão 8.3.0, San Diego, CA, EUA). Diferenças 

significativas foram consideradas quando o valor de p foi inferior a 0,005. Os 

resultados foram expressos como suas médias e desvio padrão. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DO EXTRATO DE X AMERICANA L, GELMA E  GELMA + 

X. AMERICANA 

 

A Figura 8 mostra as curvas TG/DTG para o extrato X. americana, GelMA e 

GelMA+ X. americana. As curvas do extrato de X. americana, mostraram três 

processos de decomposição, com um resíduo mineral de aproximadamente 23,4%. O 

1° evento ocorre na faixa de temperatura compreendida entre 27 e 138 °C e está 

relacionado à perda de materiais voláteis, como por exemplo, a água utilizada no 

processo. Já o 2° e 3° eventos ocorrem em temperaturas acima de 138 ºC e 400 °C e 

podem ser associados à decomposição de uma grande variedade de metabólitos 

secundários, principalmente fenólicos, presentes no extrato. Resultados semelhantes 

foram obtidos por Santana (2016) e Almeida et al. (2019). 

O comportamento da degradação térmica do hidrogel de gelatina metacrilato 

fotopolimerizável (GelMA) mostra 2 eventos de perda de massa. O 1º acontece na 

faixa de temperatura compreendida entre 27°C e 212 °C, provavelmente causada pela 

perda de moléculas de água e um 2° evento ocorre em temperaturas superiores de 

aproximadamente 212 ºC, que pode ser atribuído à degradação do biopolímero, sendo 

que um resíduo de aproximadamente 23,1% de massa foi observado. Resultados 

semelhantes de comportamento térmico  foram obtidos por Aldana et al. (2019), estudo 

o qual teve como objetivo projetar scaffolds à base de gelatina com características 

morfológicas de alta resolução e desempenho, com baixo custo. Em seus resultados, 

os autores relataram que a metodologia utilizada é uma ferramenta valiosa para 
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desenvolver padrões nanofibrosos baseados em scaffolds de GelMA para cultura de 

células e engenharia de tecidos. 

Já o hidrogel GelMA + X. americana apresenta  comportamento térmico  

semelhante ao obtido para GelMA, onde pode ser observado a partir dos termogramas 

dois eventos de perda de massa principais. O 1° evento de perda de massa é 

observado na faixa de temperatura compreendida entre 26°C e 202°C, provavelmente 

causada pela perda de moléculas de água e de materiais voláteis, e o 2° evento de 

perda de massa em temperaturas superiores a 202º C  que pode ser atribuído a 

degradação do biopolímero e  decomposição de metabólitos secundários, sendo que 

um resíduo de aproximadamente 27,6% de massa foi observado. A Tabela 3 resume 

os valores dos principias eventos de perda de massa por degradação térmica dos 

materiais. A partir dos resultados de análise TG/DTG podemos concluir que tanto 

GelMA quanto GelMA + X. americana tem boa estabilidade térmica em temperaturas 

de até 200 ºC, não havendo perda significativa de massa (decomposição) nesse range 

de temperatura. Tal resultado possibilita a aplicação desses materiais no range 

mencionado. 

 

Figura 6 - Curvas de TG do extrato de X. americana (a), GelMA (b) e GelMA + Ximenia. 

americana L. (c) 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 3 - Resultados da análise térmica TGA 

Amostra 

Temperatura 

no 1º estágio 

de perda de 

massa 

Temperatura 

no 2º estágio 

de perda de 

massa 

Temperatura 

no 3º estágio 

de perda de 

massa 

Resíduo de 

massa 

GelMA 27 - 212 212 - 400 - 23.1% 

X. americana 

L. 
27 - 138 138 - 400 ≥ 400 23.4% 

GelMA + X. 

americana L. 
26 - 202 202 - 400 - 27.6% 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A Figura 9 mostra as curvas DSC para o extrato X. americana, GelMA e 

GelMA +                                                     X. americana. Na curva DSC do GelMA (Figura 10 b) foi observada uma 

banda endotérmica na faixa entre 30 °C e 120 °C, que podem ser atribuídas à 

transição vítrea de blocos de aminoácidos na cadeia peptídica relativa às regiões 

amorfas de gelatina  e à perda de água e degradação de proteínas. Resultado 

semelhante também foi encontrado por Aldana et al. (2019). Corroborando esses 

achados, El-Maghawry et al. (2020) verificou certa semelhança na avaliação de DSC 

de gelatinas empregadas em um sistema potencial para possível direcionamento do 

fármaco Etoricoxib ao cólon. 

As curvas de DSC do hidrogel GelMA + X. americana são mostrados na Figuras 

9c. A curva de DSC mostra uma banda endotérmica na faixa de 36 °C a 110 °C que 

pode ser atribuída a transição vítrea de blocos de aminoácidos na cadeia peptídica 

relativa às regiões amorfas de gelatina e à perda de água e degradação de proteínas, 

assim como observado para o DSC do GelMA (Figura 10 b). Na região entre 250 °C e 

320 °C foi observada uma banda endotérmica e que pode ser            atribuída a quebra das 

ligações hidroxílas presente na X. americana, fenômeno semelhante foi observado 

por Salvi et al. (2014). 
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Figura 7 - Curvas de DSC do extrato de X. americana (a), GelMA (b) e GelMA + X. 

americana (c) 
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(c) 

Fonte: Autoria própria. 

 

A espectroscopia FTIR é utilizada para caracterizar o material e avaliar  sua 

composição química e é uma forma também de confirmar a compatibilidade de 

materiais associados. É uma técnica espectroscópica não destrutiva e importante nas 

análises de materiais produzidos. Basicamente o que se mede nesta análise, é a 

fração da energia transmitida ou absorvida em relação à incidente em determinado 

comprimento de onda ou número de onda (EVORA et al., 2002). 

Segundo Tozetto et al. (2007), a espectroscopia de FTIR trata-se de uma 

técnica espectroscópica de absorção, no qual, envolve transições moleculares de 

estados vibracionais ou rotacionais de baixa energia (4000 a 400 cm–1). Como o 

número e o tipo de transições que a molécula sofre estão relacionados com o número 

e o tipo de ligações que ela contém, as informações contidas em espectros deste tipo 

permitem a identificação de grupos funcionais da estrutura química dos compostos. 

Na Figura 10 encontram-se os espectros do extrato de X. americana (Figura 10 

a), GelMA pura (Figura 10 b) e GelMA + X. americana (Figura 10 c). Para o espectro 

de X. americana, as principais bandas encontradas e atribuídas foram: em torno de 

3000 a 3800 cm-1 banda relacionada ao estiramento da ligação O-H, em 1614 e 1517 

cm-1 banda relacionada às ligações C=C dos grupos aromáticos, em 1448 e 1388 cm-

1 bandas referentes as ligações C-H, em 1300 a 1000 cm-1 bandas características da 
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vibração de estiramento C-O e em 796 e 667 cm-1 bandas relacionadas às ligações C-

H em aromáticos. As bandas foram atribuídas de acordo com os resultados 

encontrados em Santana et al. (2018) e Almeida et al. (2019). 

A Figura 10 apresenta o espectro FTIR obtido para GelMA, as principais bandas 

encontradas e atribuídas foram: em torno de 3000 e 3600 cm-1 banda referente a 

ligações de peptídeos (N-H), em 1650 cm-1 banda relacionada a Amida       I, 

principalmente grupos de estiramento C=O e em 1490 e 1580 cm-1 banda 

correspondente a vibrações de dobramento C-N-H. As. bandas foram atribuídas de 

acordo com a literatura (RAHALI et al., 2017; FONSECA et al., 2020 ). Segundo 

Santana et al. (2018), Santana (2014) e Almeida et al. (2019), essas ligações químicas 

referem-se a uma variedade de  grupos funcionais – como éteres, ésteres e ácidos 

carboxílicos – que acompanham a composição química de flavonóides, taninos, 

antraquinonas e outros metabólitos secundários presentes no extrato. 

O espectro da amostra GelMA + X. AMERICANA é mostrado na Figura 10 c. 

Conforme podemos observar, o espectro obtido para GelMA + X. AMERICANA 

manteve o mesmo perfil do espectro da GelMA, observando apenas um aumento da 

intensidade de transmitância das bandas. Tal fato demonstra que houve sobreposição 

das bandas dos materiais GelMA e GelMA + X. AMERICANA, sendo que essa 

sobreposição não      é indicativa de incompatibilidade química. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

A Figura 11 mostra os difratogramas  das amostras X. americana, GelMA e 

GelMA + X. americana. Conforme podemos observar, ambas as amostras apresentam 

elevado grau de amorfização, sendo que apenas uma banda muito alargada pode ser 

vista, tanto para a amostra de X. americana quanto de hidrogel GelMA + X. americana, 

na região compreendida entre os ângulos de 10° e 40°, correspondentes a gelatina 

pura (RADEV et al., 2009; MUNIR, 2016). 

Figura 8 - Espectros de FTIR para extrato de X. americana, GelMA 
e GelMA + X. americana 
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Figura 9 - Difratogramas DRX obtidos para as amostras de X. americana, GelMA + X. 

americana e GelMA 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

a. Ensaio de liberação controlada de GelMA em função do                tempo (Epicatequina) 

 

A caracterização bioquímica da X. americana na maioria dos estudos 

existentes está concentrada na investigação da polpa e semente dos frutos, sendo 

raros os trabalhos envolvendo o caule, mesmo sabendo que este componente é 

amplamente utilizado na medicina tradicional. Investigações fitoquímicas utilizando 

extratos aquosos, etanólicos e hidroalcoólicos de casca de X. americana L. (OKHALE 

et al., 2017; SANTANA et al., 2018; ALMEIDA et al., 2019) demonstram a presença 

de taninos condensados, taninos hidrolisáveis, saponinas, glicosídeos, polifenóis, 

flavonóides, e terpenóides que são responsáveis por diversas atividades biológicas. 

Por meio da varredura espectrofotométrica do extrato do caule de X. americana 

foi encontrado uma banda de absorbância na região UV, com pico centrado em 278 

nm, conforme mostra a Figura 12. Segundo trabalho publicado por Aragão, (2019), 

bandas de absorção centradas em 270 nm, 278 nm e 280 nm correspondem aos 
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principais constituintes da casca do caule de X. americana, que são: procianidina B, 

catequina/epicatequina e procianidina C, respectivamente. Dentre esses compostos, 

a epicatequina foi encontrada em maior quantidade conforme mostram os resultados 

da cromatografia líquida de alta performance (HPLC) e espectros de UV-Vis de cascas 

do caule de X. americana, em trabalhos publicados por Sousa Carvalho et al. (2019) 

e Santana et al. (2018). Ambos os trabalhos reportaram a presença de bandas 

referentes a epicatequina entre 276 nm – 278 nm. 

Com base nesses estudos, a banda encontrada em 278 nm a partir do extrato 

utilizado em nosso trabalho foi atribuída ao composto epicatequina/catequina 

(C5H14O6). 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Para avaliação do tempo de liberação da epicatequina pelo GelMA + X. 

americana em função dos tempos experimentais de aplicação in vivo, foram realizadas 

a curva de calibração e de liberação controlada de epicatequina. 

No que se refere a calibração, o método apresentou-se linear em uma faixa                     de 

Figura 10 - Espectro UV-Vis do extrato de X. americana 
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5 a 250 μg/mL. A curva analítica (y = 0,00000296x + 0,001) obtida pelo método dos 

mínimos quadrados apresentou um coeficiente de correlação (r) igual a 0,9983, 

estando em concordância com os critérios estabelecidos pela RE Nº 899/2003 da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que preconiza valor mínimo de r 

= 0,99 (BRASIL, 2003). O coeficiente de correlação (r) demonstra que nos intervalos 

de concentração estudados, os resultados obtidos são diretamente proporcionais à 

concentração dos fármacos na amostra, e com uma excelente correlação devido ao r 

ser maior que 0,99. 

Na Figura 13 é possível observar a curva de calibração construída para X. 

americana e que foi utilizada para a quantificação da liberação controlada. 

 

Figura 11 - Curva de calibração construída para X americana 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Para avaliar o tempo de liberação da epicatequina e estimar qual seria o tempo  

da ação direta da substância liberada pelo hidrogel GelMA + X. americana nos 

experimentos in vivo, foi feita a curva de liberação, conforme mostra a Figura 14. Pode-

se observar que a liberação do extrato inicia em 15 min após a aplicação  e permanece 
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de forma ascendente até atingir o pico máximo (922,50 µg/ml-1) em ≅ 4 dias. Após 

esse período, começa a decair lentamente até ≅ 15 dias e um novo pico de liberação 

ocorre em 19 dias (654,9 µg/ml-1), decaindo rapidamente até ≅ 23 dias (0,8296 µg/ml-

1), onde a quantidade liberada no tempo experimental de 30 dias é mínima, constante 

e próxima do zero (0,233 µg/ml-1). Por não zerar e permanecer liberando mesmo que 

em menor quantidade até os 30 dias do tempo experimental, pode-se concluir que os 

tempos experimentais do teste in-vivo são  adequados. 

 

Figura 12 - Liberação controlada de epicatequina em função do tempo a partir do hidrogel de 

X. americana 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Na literatura atual, não há registros de ensaios clínicos que abordem a 

importância da liberação controlada de epicatequina. Entretanto, existem ensaios de 

liberação controlada de vários substratos incorporados ao GelMA (MAN et al., 2022; 

BORDINI et al., 2021) usados na otimização do reparo ósseo e, alguns ensaios 

clínicos também têm avaliado a liberação de galato de epigalocatequina em diferentes 

casos. Chatree et al. (2020), constataram que a liberação controlada de galato de 

epigalocatequina diminui os triglicerídeos plasmáticos, a pressão arterial e a 

kisspeptina sérica em humanos obesos. Já no estudo de Huang et al. (2013), 
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utilizando um composto chamado de pionrito, foi evidenciado que a liberação 

controlada de metabólicos provenientes da fitoterapia possibilitou o aumento da 

secreção sRAGE, que é uma substância relacionada a prevenção de diabetes 

mellitus, tipo 2, em humanos. Portanto, apesar da literatura não apresentar estudos 

que abordem a liberação controlada de epicatequina, derivados da Ximenia, é 

possível constatar que a liberação controlada de metabólicos provenientes da 

fitoterapia já é realizada para vários problemas de saúde. 

 

b. Experimentos in vivo 

 

A cicatrização óssea pode ser monitorada utilizando espectroscopia Raman por 

meio da determinação da concentração/incorporação de hidroxiapatita, que 

representa o principal componente do osso mineralizado. Através dessa técnica a 

banda de fosfato de hidroxiapatita centrada em aproximadamente 960 cm-1 pode ser 

monitorada (ACIOLE, 2014) e utilizada como marcador de reparo ósseo. (AKKUS et 

al., 2004; AWONUSI et al., 2007; MORRIS; MANDAIR, 2011; ACIOLE, 2014). Tal 

ferramenta de análise foi utilizada neste estudo. 

A Figura 15 mostra os espectros Raman após 15 dias do procedimento 

cirúrgico. Conforme podemos observar os grupos GLED (GelMA + LED) e GE (GelMA 

+ X. americana) apresentaram bandas com maior intensidade e mais próximas a do 

hígido, sugerindo um processo de regeneração óssea otimizado nesses grupos, 

sugerindo alta  deposição de v1PO4
3-, em concentração similar ao do osso hígido. Por 

outro lado, o grupo GC (controle) apresentou baixo teor de mineralização, inferior aos 

demais, indicado pela baixa intensidade relativa da banda associada a v1PO4
3-. 
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Figura 13 - Média dos espectros Raman do tecido ósseo para os grupos experimentais após 

15 dias do procedimento cirúrgico, banda centrada em ~ 960 cm-1 referente a v1PO43- 

 

Legenda: GC (Controle), GG (GelMA), GLED (GelMA + LED), GE (GelMA + X. americana) e GELED 

(GelMA + X. americana+ LED) 

Fonte: Autoria própria. 

 

A maior reparação óssea observada nos primeiros 15 dias para os grupos 

GLED (Gelma + LED) e GE (Gelma + X. americana) pode ser explicada pelo efeito 

imediato da  utilização da X. americana no GE e do LED no GLED. Em relação ao GE, 

podemos atribuir essa otimização de reparação óssea a grande quantidade de 

epicatequina liberada pela X. americana nos primeiros dias (Figura 15), onde o pico 

de liberação foi observado por volta dos 4 primeiros dias. A epicatequina é um 

flavonóide, que apresenta atividade antioxidante atribuída aos radicais fenólicos de 

sua estrutura química. Estes achados corroboram com o estudo de Wan Osman et al., 

(2019), o qual investigou a utilização de folhas de noni (rica em epicatequina) na 

reparação óssea e no combate à inflamação da cartilagem articular em ratos. A 

investigação aconteceu por meio de culturas de explantes de cartilagem e estudos 

pré-clínicos.  Em seus resultados, em período anterior aos 30 dias a epicatequina 

suprimiu liberação de glicosaminoglicano e óxido nítrico do explante de cartilagem e 

reduziu significamente a quantidade de mRNA dos tecidos articulares, aumentando 
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assim a formação óssea, além de melhorar a estrutura da cartilagem articular e 

condrócitos celularidade. 

No tocante ao grupo GLED (Gelma + LED), podemos atribuir essa melhora nos 

primeiros dias ao efeito sistêmico e instantâneo decorrente da fotobiomodulação por 

meio da irradiação do LED ao tecido. Segundo Pinheiro et al., (2020), o reparo de 

fraturas é um processo bioquímico e celular complexo envolvendo uma série de 

mecanismos para restaurar o osso. A fotobiomodulação proveniente do LED aumenta 

o metabolismo ósseo e acelera a consolidação da fratura. Nossos resultados 

corroboram com os achados de Aciole (2014), Comunian et al. (2017) e Pinheiro et al. 

(2020), os quais também encontraram evidências da otimização da reparação óssea 

em fratura em período anterior aos 30 dias. 

A Figura 16 mostra os espectros Raman após 30 dias do procedimento 

cirúrgico. Conforme podemos observar, nossos resultados mostraram que a 

intensidade relativa da banda v1PO4
3- dos grupos GG (Gelma), GLED (Gelma + LED), 

GE (Gelma + X. americana) se igualaram ao do osso hígido, no entanto, a intensidade 

da banda referente ao grupo GELED (GelMA + X. americana +LED) ultrapassou a  

do osso hígido, sugerindo maior deposição de fosfato (osso) que o normal. Fato 

esse que pode ser corroborado pela grande quantidade de osso neoformado em volta 

da fratura e do GelMA, visualizada abaixo na análise histológica. Por outro lado, o 

grupo GC (controle) apresentou baixo teor de mineralização, inferior aos demais, 

sugerido pela baixa intensidade relativa da banda de v1PO4
3- no mesmo período 

experimental (30 dias). 
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Figura 14 - Média dos espectros Raman do tecido ósseo para os grupos experimentais após 

30 dias do procedimento cirúrgico, banda centrada em ~ 960 cm-1 referente a v1PO43- 

 

Legenda: GC (Controle), GG (GelMA), GLED (GelMA + LED), GE (GelMA + X. americana) e GELED 

(GelMA + X. americana+ LED) 

 

A grande otimização da reparação óssea alcançada com 30 dias no grupo 

GELED (GelMA + X. americana + LED) concretiza de maneira sólida a hipótese de 

nosso estudo, no qual, esperava-se que o extrato do caule de X. americana 

incorporado ao scalffold de gelatina metacrilato (GelMA) associado à 

fotobiomodulação (LED), fosse capaz             de estimular a proliferação celular, acelerando 

o metabolismo ósseo, contribuindo para um processo de reparo ósseo mais eficaz. 

Sabe-se que a fotobiomodulação a TLBI tem como principal finalidade promover 

a interação entre os tecidos biológicos associadas às suas características ópticas, 

como a reflexão, transmissão, espalhamento e absorção (PESSOA et al., 2016). Já 

sobre os efeitos da fotobiomodulação no tecido ósseo,  a terapia visa estimular a 

proliferação celular, uma vez que este recurso tem capacidade de interagir com o 

conteúdo ósseo, favorecendo modulações bioquímicas das células ósseas, 

estimulando a respiração mitocondrial, acelerando o potencial osteogênico por meio 

da migração e diferenciação de células ósseas para o local da irradiação, culminando 

na produção de colágeno e mineralização da matriz extracelular (PATROCÍNIO-SILVA 

et al., 2016). 
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A Figura 17 apresenta a média e desvio padrão do cálculo das áreas integradas 

das bandas analisadas. O cálculo de áreas integradas da banda de hidroxiapatita 

centrada em aproximadamente 960 cm-1 referente a vibração (v1- PO4
3-) foi utilizado 

para obter os dados da apatita carbonatada. Aos 15 dias de experimento, houve 

diferença estatística entre todos os grupos tratados e controle, identificando um 

aumento na deposição de PO4
3-, sendo estatisticamente significativa (p<0,0001) entre 

os grupos GLED (GelMA + LED) e GE (GelMA + X. americana), com p<0,001 para 

o GELED (GelMA + X. americana + LED) e GG (GelMA), confirmando os achados 

da Figura 15. Foi encontrado ainda diferença (p<0,05) entre os grupos GG (GelMA) e 

GE (GelMA + X. americana), observando ainda que o grupo controle apresentou uma 

deposição de PO4
3- significativamente inferior ao osso hígido (p<0,0001). 

Após 30 dias do experimento houve uma diferença estatística entre todos os 

grupos tratados e controle, identificando um aumento na deposição de PO4
3-, sendo 

estatisticamente significativa (p<0,0001) entre os grupos GELED (GelMA + X. 

americana + LED e controle, e (p<0,05) entre GLED (GelMA + LED), GE (GelMA + X. 

americana) e GG (GelMA). Foi encontrado ainda diferença estatística (p<0,05) entre 

os grupos GG (GelMA) e GELED (GelMA + X. americana + LED), observando ainda 

que o grupo controle apresentou uma deposição de PO4
3- inferior ao osso hígido 

(p<0,001). 
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Figura 15 - Média e desvio padrão das áreas integradas da banda em 960 cm-1 

 

(a)  

(b) 

Fonte: Autoria própria. 

 

A Figura 18 apresenta resultados da média e desvio padrão da  cristalinidade 

(inverso da largura a meia altura do pico - FWHM), que avalia a composição óssea 

pela deposição de novos cristais de hidroxiapatita no osso neoformado. 

A cristalinidade dos grupos tratados (p<0,0001) e do osso hígido (p<0,001) 

foram significativamente maior do que a do grupo controle após 30 dias de tratamento, 

não sendo observada diferença estatística entre os grupos tratados. Aos 15 dias de 

tratamento houve diferença estatística entre os grupos hígido e controle ( p<0,05) e 
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o grupo controle apresentou menor cristalinidade. 

A cristalinidade mineral reflete o tamanho do cristal mineral (ACIOLE, 2014). A 

cristalinidade reduzida sugere que cristais mais jovens e, portanto, menores são 

formados no local lesado. À medida que o osso cicatriza, o aumento da cristalinidade 

está relacionado com a maturação dos cristais, à medida que o osso cicatriza, há 

menos substituição de carbonato e melhor cristalinidade (ACIOLE, 2014). 

 

Figura 16 - Média e desvio padrão da cristalinidade (inverso de FWHM) após 15 dias de 

tratamento (a) e após 30 dias de tratamento (b) 

 

(a) 

 

(b) 

Fonte. Autoria própria. 
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A Figura 19 apresenta a análise histopatológica em fotografias ilustrativas para 

15 dias (A) e 30 dias (B) após procedimento cirúrgico/tratamento, onde foi avaliado o 

defeito cortical e suas áreas marginais.  

 

Figura 17 - Fotomicrografia do defeito ósseo 15 dias (A) e 30 dias (B) após a cirurgia. Tecido 

de granulação (*); osteóide (#); Tecido ósseo neoformado (→); ponta de sílica (#). Escala de 

barra = 500 μm (imagem de 2,5×), escala de barra = 50 μm (imagem de 40×). C 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A Figura 19 fornece uma visão geral histológica representativa de todos os 

grupos experimentais em dois momentos diferentes, especificamente 15 dias (A) e 30 

dias (B) após a criação do defeito ósseo. Após 15 dias, para os grupos CG, GG, GLED 

e GELED, pode-se observar em todo o defeito a presença de tecido de granulação e 

discreta neoformação óssea. No entanto, o grupo GE apresentou maior presença de 

novos sítios de tecido ósseo quando comparado aos outros grupos experimentais. 

Após 30 dias, foi possível observar que para os grupos GC, GG e GLED, o 

centro do defeito estava ocupado por tecido osteóide e células ósseas neoformadas 

imaturas, exibindo algumas trabéculas interligadas. Para os grupos GE e GELED, o 

tecido ósseo formado demonstrou um aspecto mais maduro com um feixe de tecido 

ósseo bem organizado em comparação com os outros grupos tratados. 

A Figura 20 apresenta a análise histopatológica quantitativa, que avaliou a 

neoformação óssea e foi realizada segundo os aspectos descritos por Cardoso ,A. B, 
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2008). Observa-se que aos 15 dias (Figura 20 a) da indução da lesão na tíbia de ratos, 

no grupo GE a neoformação óssea foi significativamente superior ao GC (p<0,00383). 

Em 30 dias do experimento (Figura 20 b), houve também uma diferença 

estatisticamente significativa na neoformação óssea entre o grupo GELED e o GC com 

p<0,0147 e p<0,0360 entre o grupo GE e grupo controle.  

 

Figura 18 - Análise histopatológica quantitativa após 15 dias de tratamento (a) e após 30 

dias de tratamento (b) 

 

(a) 

 

(b) 

Fonte: Autoria Própria. 

 

Pelos achados da análise histológica, é possível sugerir que ambas as terapias 

empregadas (associadas ou isoladas), propiciaram maior preenchimento de 
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trabeculado ósseo, sendo os resultados de reparo ósseo mais expressivos no grupo 

GE em 15 dias e GE e GELED em 30 dias, verificado pelo aumento da síntese de 

osteoblastos e colágeno.  

Na literatura não há estudos que testaram e/ou reportaram o uso da Ximenia 

americana L. em reparação óssea. Entretanto, esses resultados positivos podem ser 

explicados por dois fatores. O primeiro seria correspondente a própria Ximenia, uma 

vez que diversos autores (SILVA et al., 2012; MONIK et al., 2015) inferem que o caule, 

e como caracterizado nesse estudo, apresentam metabólitos secundários como os 

flavonóides. Esses metabólitos podem exercer atividades antimicrobianas e 

moduladoras, além de ação anti-inflamatória entre outros (CHAVES et al., 2013). 

Todas essas propriedades, inerentes à Ximenia, quando empregadas isoladas ou 

associadas parecem favorecer o reparo ósseo. 

O segundo fator seria decorrente dos tratamentos associados, visto que tanto 

o GelMA (ZUO et al., 2015) quanto a fotobiomodulação parecem contribuir para o 

aumento do metabolismo celular e, consequentemente, para o reparo ósseo. O GelMA 

incrementa o tecido ósseo pela sua bioatividade inerente e adaptabilidade físico-

química (YUE et al., 2015). Ainda, devido a sua arquitetura porosa, promove a 

migração, proliferação e diferenciação osteogênica e condrogênica (JIANG et al., 

2021). Nos estudos de Comunian et al. (2012) e Ekizer et al. (2015) que avaliaram a 

fotobiomodulação no reparo ósseo, foi                          verificado que essa modalidade possibilitou a 

melhora na neoformação e da qualidade do tecido ósseo formado. Tais resultados,  se 

devem ao fato da fotobiomodulação promover o aumento da síntese do número de 

osteócitos, síntese de colágeno e DNA, proliferação e diferenciação dos osteoblastos, 

além do metabolismo celular, como já citado (CHUNG; TOMPSON; GONG, 2015; 

EKIZER et al., 2015). Portanto, todos esses fatores também explicariam os melhores 

resultados obtidos pelo grupo GELED (GelMA + Ximenia + LED) em 30 dias. 

As implicações clínicas desses resultados são significativas e podem levar a 

várias aplicações na prática clínica e na pesquisa futura podendo ser usada para 

acelerar o processo de cicatrização em fraturas ósseas, especialmente em casos de 

fraturas complexas ou de difícil cicatrização.,em procedimentos cirúrgicos ortopédicos 

para promover a regeneração óssea após a remoção de tumores ósseos ou outras 

cirurgias de reconstrução; Pode melhorar a osseointegração de implantes dentários; 
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pode ser explorada para fortalecer ossos enfraquecidos devido à osteoporose,pode 

ajudar na recuperação de lesões ósseas causadas por acidentes automobilísticos, 

quedas ou outras lesões traumáticas,podem inspirar o desenvolvimento de novos 

biomateriais para regeneração óssea, não apenas para uso clínico, mas também para 

estudos de laboratório e pesquisas futuras e  pode servir como base para futuros 

ensaios clínicos controlados. 

 

6 CONCLUSÃO 

 

Por meio dos resultados obtidos, baseado na metodologia apresentada, 

podemos concluir que: 

O extrato do caule de X. americana incorporado a GelMA apresentaram 

resultado satisfatório, acelerando assim a reparação óssea nos primeiros 15 dias após 

a fratura. 

Em relação a associação dos tratamentos, o grupo GELED, tratado com GelMA 

+ X. americana + LED apresentou melhores resultados, em relação ao reparo e 

fortalecimento da região do osso lesionado em 30 dias. 

Histologicamente, evidenciou-se que ambas as terapias aplicadas no estudo 

(associadas ou não), causaram um maior preenchimento pelo trabeculado ósseo 

quando comparadas com o GC (grupo controle). Em 30 dias o grupo GELED, tratado 

com GelMA + X. americana + LED e GE, tratado com GelMA + X. americana, 

apresentou tecido ósseo neoformado nitidamente mais compacto e maturação para 

tecido ósseo de padrão cortical. 

Contudo, é correto afirmar que o extrato de X. americana incorporado a GelMA 

juntamente com a fotobiomodulação proveniente do LED é um potencializador da 

reparação óssea em modelo animal. 
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