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RESUMO

A fibrose epidural é uma complicacdo frequente apds laminectomias, marcada pela
formacdao de tecido fibroso aderido as raizes nervosas, resultando em dor persistente.
Diversas abordagens foram desenvolvidas para mitigar essa fibrose, mas os
resultados permanecem variaveis e insatisfatorios. Este estudo propde uma solucéo
inovadora para prevenir aderéncias pos-operatérias em cirurgias de laminectomia,
utilizando hidrogéis a base de polissacarideos, como O-carboximetilquitosana (O-
CMCS) e hialuronato de sodio oxidado (HA-O), combinados com um reticulante azul
(RA). Foram realizados ensaios comparativos entre o hidrogel O-CMCS/HA-O/RA, o
O-CMCS/HA-O e o hidrogel formado a partir do pé comercial de antiadesao Starsil. A
caracterizacdo desses materiais abrangeu ensaios de Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), injetabilidade, analise reoldgica,
grau de intumescimento, biodegradabilidade, citotoxicidade in vitro, atividade
antimicrobiana e resisténcia a ruptura. A partir dos resultados temos que o FTIR
confirmou a formacéo da base de Schiff e a interacao eletrostatica entre o reticulante
azul e os hidrogéis. A andlise reoldgica indicou que os hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-
CMCS/HA-O/RA exibiram comportamento tipico de sélidos viscoelasticos. Além disso,
os hidrogéis contendo reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) apresentaram maior
viscosidade dindmica em resposta a variacdo da taxa de deformacéo. Os resultados
indicaram que a adicdo do reticulante correlacionou-se a um menor grau de
intumescimento e a um maior tempo de biodegradacdo em comparacdo com o
hidrogel sem reticulante. Os hidrogéis com reticulante azul possuem boa
injetabilidade. Nenhum dos hidrogéis apresentou toxicidade, conforme evidenciado no
ensaio de citotoxicidade in vitro. Além disso, os hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-
CMCS/HA-O/RA exibiram atividade antimicrobiana moderada e resisténcia a ruptura
superior a amostra comercial. Nos ensaios comparativos, o hidrogel O-CMCS/HA-
O/RA apresentou maior presséao de ruptura em relagdo ao O-CMCS/HA-O e ao Starsil.
Esses resultados indicam seu potencial como barreira pés-operatoria eficaz, capaz de

prevenir aderéncias e melhorar os resultados clinicos em casos de fibrose epidural.

Palavras-Chave: fibrose epidural; biomaterial; hidrogel; antiadeséao.



ABSTRACT

Epidural fibrosis is a common complication following laminectomies, characterized by
the formation of fibrous tissue that adheres to nerve roots, resulting in persistent pain.
Various approaches have been developed to mitigate this fibrosis, but the results
remain inconsistent and often unsatisfactory. This study proposes an innovative
solution to prevent postoperative adhesions in laminectomy surgeries using
polysaccharide-based hydrogels, such as O-carboxymethyl chitosan (O-CMCS) and
oxidized sodium hyaluronate (HA-O), combined with a blue crosslinker (RA).
Comparative assays were performed between the O-CMCS/HA-O/RA hydrogel, O-
CMCS/HA-O, and a commercial anti-adhesion powder hydrogel, Starsil. The
characterization of these materials included Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), injectability, rheological analysis, swelling degree, biodegradability, in vitro
cytotoxicity, antimicrobial activity, and rupture resistance. FTIR results confirmed the
formation of Schiff bases and the electrostatic interaction between the blue crosslinker
and the hydrogels. Rheological analysis showed that both O-CMCS/HA-O and O-
CMCS/HA-O/RA hydrogels exhibited viscoelastic solid behavior. Additionally,
hydrogels containing the blue crosslinker (O-CMCS/HA-O/RA) demonstrated higher
dynamic viscosity with changes in strain rate. The results indicated that adding the
crosslinker was associated with lower swelling degree and increased biodegradation
time compared to the hydrogel without the crosslinker. The hydrogels with the blue
crosslinker also showed good injectability. None of the hydrogels exhibited toxicity, as
evidenced by the in vitro cytotoxicity assay. Furthermore, both O-CMCS/HA-O and O-
CMCS/HA-O/RA hydrogels displayed moderate antimicrobial activity and higher
rupture resistance compared to the commercial sample. In comparative tests, the O-
CMCS/HA-O/RA hydrogel showed higher rupture pressure than both O-CMCS/HA-O
and Starsil. These findings suggest its potential as an effective postoperative barrier,
capable of preventing adhesions and improving clinical outcomes in cases of epidural

fibrosis.

Keywords: epidural fibrosis; biomaterial; hydrogel; anti-adhesion.
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1 INTRODUCAO

A laminectomia é uma cirurgia que envolve a remoc¢ao de uma parte da lamina
vertebral, localizada na regido posterior da vértebra. Este procedimento €
frequentemente indicado para aliviar a compressao da medula espinhal ou das raizes
nervosas, que pode resultar de condicdes como hérnias de disco, estenose espinhal
ou tumores. A laminectomia pode ser realizada de forma total, com a remocao
completa da lamina, ou parcial, com a remoc¢ao apenas de uma parte dela (Schoeggl;
Reddy & Matula, 2002).

ApoOs a laminectomia, a fibrose epidural € uma complicagdo comum que pode
levar a sindrome da coluna falhada, caracterizada por dor persistente e disfuncéo
neurologica (Cemil et al., 2009). A fibrose pode restringir a mobilidade das raizes
nervosas e complicar a recuperacdo, aumentando o risco de necessidade de nova
intervencao cirargica (Wang et al., 2018). Portanto, a gestao eficaz das aderéncias
pos-cirdrgicas € essencial para diminuir a morbidade e os custos relacionados a
reoperacoes e hospitalizacbes (Jia et al., 2023).

Diversas abordagens tém sido exploradas para mitigar essas complicacoes,
incluindo técnicas cirdrgicas avancadas, tratamentos farmacoldgicos e barreiras
fisicas antiadeséo (Ouaissi et al., 2012; Wang et al., 2019; Melnychenko e Kvashnina,
2020; Soltany, 2021). Entre essas estratégias, os hidrogéis se destacam como uma
opcdo promissora devido a sua capacidade de formar barreiras viscoelasticas e
biocompativeis (Klopp et al., 2008; Klopp et al., 2009; Li et al., 2017a; Stapleton et al.,
2019; Aksakal et al., 2021; Jia et al., 2023; Pan et al., 2024).

A carboximetilquitosana (CMCS) é um derivado da quitosana que possui uma
estrutura molecular semelhante ao hialuronato de sédio e aos glicosaminoglicanos,
além de oferecer excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade, atividade
antimicrobiana e capacidade de retencéo de umidade. A CMCS tem sido estudada em
areas como engenharia de tecidos, cicatrizagdo de feridas e liberagdo de farmacos
(Goncgalves et al., 2021; Liu et al., 2022; Sharifi et al., 2018; Zhao et al., 2013).

O hialuronato de sodio (HA) € um biopolimero natural amplamente utilizado
para tratar regibes vasculares, cartilaginosas, 6sseas e de pele, devido as suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e analgésicas. Suas aplicactes

dependem da viscosidade e da viscoelasticidade do HA (Dovedytis et al., 2020; Gupta
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et al., 2019a). Para prolongar a duracéo in vivo do HA, frequentemente séo realizadas
reticulacbes ou outras modificagcbes da molécula (Volpi et al., 2009). Hidrogéis
convencionais podem ser danificados por forcas mecanicas, comprometendo sua
integridade. Hidrogéis auto-reparaveis, que podem prolongar a vida util e aumentar a
durabilidade dos géis, apresentam-se como uma alternativa promissora (Liu et al.,
2022; Yang et al., 2022).

Apesar dos avancos alcangados, sdo escassos ou inexistentes na literatura os
estudos sobre hidrogéis de carboximetilquitosana (CMCS), hialuronato de sédio (HA)
e reticulantes a base de genipina e acido glutamico. Pesquisas anteriores examinaram
uma variedade de hidrogéis antiaderentes para tratamento poés-laminectomia,
incluindo acido hialurénico oxidado/adipato de hidrazida, acido hialurdnico reticulado
com 1,4-butanodiol diglicidil éter (BDDE), PLGA-PEG, seda-PEG, quitosana-g-glicidil
metacrilato-xantana e hidroxietilmetacrilato (HEMA) (Wang et al., 2015; Hu et al.,
2017; Keskin et al., 2021; Wu et al., 2016; Elizalde-Pefia et al., 2017; Bhatia et al.,
1995; Hiraizumi et al., 1995). Embora essas solu¢des sejam promissoras, 0 uso de
reticulantes a base de genipina e acido glutamico na prevencéo de aderéncias pés-
cirirgicas ainda é pouco explorado. Essa lacuna merece atencdo, especialmente
considerando o potencial desses materiais em aliar biocompatibilidade com eficacia
na prevencao da fibrose epidural.

Neste trabalho, o hialuronato de sédio (HA) foi oxidado com periodato de sédio
para formar hialuronato de sédio oxidado (HA-O), que foi associado a CMCS por meio
de reacdes de base de Schiff entre os grupos amina da CMCS e os grupos aldeido do
HA-O (Lietal., 2017b; Zheng et al., 2023; Chen et al., 2024). Além disso, foi explorado
0 uso de um reticulador azul, & base de genipina e acido glutdmico, para melhorar as
propriedades reoldgicas e mecanicas dos hidrogéis.

A proposta deste estudo foi o desenvolvimento de um novo biomaterial em
forma de hidrogel, baseado em O-carboximetilquitosana e hialuronato de sddio
oxidado, reticulado com genipina e acido glutamico. O objetivo foi desenvolver um
material de baixo custo, biodegradavel e biocompativel, capaz de formar uma barreira
rapida e eficaz contra aderéncias poés-cirargicas, oferecendo uma solugéo pratica e
acessivel para procedimentos na area da coluna vertebral. Essa abordagem visa
melhorar a eficacia das barreiras antiaderentes, reduzir a necessidade de reoperagao

e tornar o tratamento mais acessivel (Carvalho e Bianchi, 2016; Zhong et al., 2021).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia da coluna

A coluna vertebral € uma estrutura essencial do corpo humano, composta por
varias vértebras que se sobrepdem e sdo conectadas por ligamentos, discos
intervertebrais e articulacdes facetarias. Ela oferece suporte ao tronco, protege a
medula espinal e permite grande mobilidade e flexibilidade. A coluna tem uma forma
ligeiramente curva e é dividida em quatro se¢des principais: cervical, toracica, lombar
e sacral (Muto et al., 2017; Cramer & Darby,1995).

A secado cervical é a parte superior da coluna e contém sete vértebras,
permitindo que a cabeca se mova para cima, para baixo e de lado a lado. A secéo
toracica € composta por doze vértebras que se articulam com as costelas, formando
a cavidade toréacica. A secdo lombar € a mais forte e robusta, com cinco vértebras que
suportam a maioria do peso do corpo. A coluna pélvica inclui a secdo sacral e 0 coccix.
A secdo sacral é formada pelo sacro, que € uma fusdo de cinco vértebras, e se
conecta com 0s 0ssos iliacos da pelve. O cdccix consiste em quatro a cinco vértebras
pequenas fundidas, servindo como ponto de ancoragem para o0s ligamentos e
musculos do assoalho pélvico (Figura 1) (Muto et al., 2017; Johnson et al., 1975;
Mahadevan, 2016).

A medula espinal é um cordéo alongado de tecido nervoso que corre ao longo
da coluna vertebral, dentro do canal vertebral. Ela transmite mensagens entre o
cérebro e o resto do corpo, controlando fun¢cdes motoras, sensoriais e autonémicas
(Burns et al., 2012).

A anatomia da coluna e da medula espinal € fundamental para entender as
lesGes da medula espinal (SCI) e o processo de reparo. Lesbes na coluna podem
resultar em danos a medula espinal, levando a uma série de complicagbes, como

perda de movimento, sensacao e funcédo autonémica (Johnson et al., 1975).
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Figura 1- Imagem representativa da coluna vertebral.

Coluna Toraxica

—o Coluna Lombar

—

Coluna Pélvica

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

2.2 Tratamentos, Riscos e Sequelas

As doencas e lesdes relacionadas a coluna vertebral requerem abordagens
terapéuticas diversificadas, incluindo medicamentos, fisioterapia, intervencdes
cirirgicas e terapias de reabilitacdo. Esses tratamentos visam minimizar a dor,
melhorar a funcionalidade e aumentar a qualidade de vida dos pacientes. A escolha
da abordagem terapéutica depende da gravidade e da natureza da condicéo, e a
pesquisa continua € essencial para desenvolver tratamentos mais eficazes e
inovadores. (Schoenfeld et al., 2019; Hodges et al., 2019; Watters et al., 2009; Jensen
et al., 2001).

Os métodos tradicionais de tratamento, como o uso de medicamentos anti-
inflamatorios, descompressao cirurgica, fixacdo espinal e reabilitacdo, muitas vezes
nao sdo suficientes para promover a regeneragcdo completa do sistema nervoso
central (Schoenfeld et al.,, 2019; Watters et al.,, 2009). A laminectomia & um
procedimento cirdrgico que envolve a remoc¢ao de uma parte da lamina vertebral, a
porcdo posterior da vértebra. Este procedimento é frequentemente realizado para
aliviar a compressdo da medula espinhal ou das raizes nervosas causada por

condi¢cdes como hérnias de disco, estenose espinhal ou tumores (Deyo et al., 2015).
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A laminectomia pode ser total, onde toda a lamina é removida, ou parcial, onde
apenas uma parte é retirada. Apesar de sua eficacia, a laminectomia pode resultar em
complicagbes, sendo a fibrose epidural uma das mais comuns. A fibrose epidural pode
levar a sindrome da coluna falhada (FBSS), caracterizada por dor persistente e
disfuncéo neuroldgica. A formacao de fibrose (APO) pode restringir a mobilidade das
raizes nervosas e causar dor, complicando a recuperacdo e aumentando o risco de
necessidade de reintervencao cirargica (Sun et al., 2023).

As aderéncias poés-laminectomia sdo uma complicagdo comum, levando a
varias consequéncias clinicas significativas. Essas aderéncias, ou cicatrizes, se
formam na area da cirurgia e podem afetar a durabilidade dos resultados cirurgicos,
bem como a qualidade de vida dos pacientes. Uma das principais consequéncias das
aderéncias epidurais € a FBSS. As aderéncias epidurais resultam da infiltracdo de
fibroblastos no espaco epidural, criando cicatrizes que podem comprimir a medula
espinhal e os nervos adjacentes (Wang et al., 2018).

Além disso, as aderéncias podem causar dor persistente e incapacitacdo
funcional, complicando a recuperacgao pés-operatoria. Estudos indicam que cicatrizes
epidurais resultam em compressao das raizes nervosas, provocando dor que pode
ser severa e debilitante (Manchikanti et al., 1999). A presenca de aderéncias epidurais
também aumenta o risco de complica¢des durante cirurgias de revisao, tornando mais
dificil a dissecagédo e a manipulagdo dos tecidos, e aumentando o risco de danos a
medula espinhal e as raizes nervosas (Ellis, 2001).

As aderéncias epidurais estdo associadas a inflamacédo crénica, o que pode
levar a uma maior proliferacao de fibroblastos e formacéo de tecido cicatricial. 1sso
resulta em uma reacdo em cadeia onde a inflamacdo perpetua a formacédo de
cicatrizes e vice-versa (Chen et al., 2014).

As aderéncias pos-laminectomia sdo uma complicacdo significativa que pode
levar a dor crbnica, necessidade de cirurgias de revisdo e diminuicdo da eficacia da
descompressao inicial. Métodos para prevenir e tratar essas aderéncias sao cruciais
para melhorar os resultados cirdrgicos e a qualidade de vida dos pacientes (Beukel et
al., 2017; Ahn et al., 2019; Gerszten et al., 2003; Manchikanti et al., 1999).

Uma inovacdo promissora no tratamento SCI € o uso de hidrogéis. Apos a
laminectomia, o hidrogel pode ser colocado diretamente no local da lesdo da medula
espinhal. Isso significa que, apds a remocao das laminas vertebrais para expor a

medula espinhal, o hidrogel é introduzido na area lesada, preenchendo o espaco
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resultante da lesdo, fornecendo suporte e promovendo a regeneracdo do tecido
nervoso (Li et al., 2023; Lee et al., 2019; Wu et al., 2021; Wang et al., 2022). A Figura

2 ilustra uma representacao da coluna vertebral antes e ap6s a laminectomia.

Figura 2- Representacdo de uma coluna vertebral antes e depois apds a

laminectomia.
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Fonte: Adaptado de Top Doctors, 2024.

Essas abordagens, aliadas a avancgos tecnoldgicos e a pesquisas continuas,
trazem esperanga para aprimorar os resultados dos pacientes com lesdes na coluna
vertebral. A combinacdo de tratamentos tradicionais e inovadores é essencial para
abordar as complexidades dessas condicdes e melhorar a qualidade de vida dos

pacientes afetados (Li et al., 2023).

2.3 Adesao Pos-Operatéria (APO)

As aderéncias pos-operatdrias (APO) sdo uma forma de hiperplasia tecidual
anormal que se desenvolve entre érgaos ou entre 6rgaos e tecidos adjacentes apos
traumas cirdrgicos, resultando na fixacao de tecidos que normalmente se moveriam
livremente entre si. Esse fenbmeno é frequentemente associado a lesGes graves,
isquemia, hipdxia e infec¢des, que provocam uma resposta inflamatéria prolongada e
a subsequente formacdo de aderéncias através do crescimento de fibroblastos e
angiogénese (Ward e Panitch, 2011; Li et al., 2021, Liao et al., 2023; Wang, M. et al.,
2023).

A incidéncia de APO é estimada entre 67% e 93% e as manifestacdes clinicas
podem surgir desde semanas até anos apoés a cirurgia (Ozmen et al., 2002; Diamond

et al., 2012). Diversas estratégias tém sido propostas para prevenir essas aderéncias,
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incluindo tratamentos farmacolégicos e o uso de barreiras fisicas para cobrir os
tecidos lesionados durante o procedimento cirargico (Wang et al., 2019).

Certos biomateriais tém demonstrado eficacia como barreiras antiadesivas,
sendo essenciais para prevenir APO ao separar tecidos adjacentes, inibir a
proliferacéo de fibroblastos, prevenir a adesao de proteinas e reduzir a inflamacéo.
Esses materiais devem ser biodegradaveis e ndo provocar reacoes adversas (Back et
al., 2016; Jiang et al., 2022). Exemplos de materiais comerciais incluem a solucao de
acido hialurénico (Sepracoat®), a celulose regenerada oxidada (Interceed®) e os
filmes de hialuronato de sddio-carboximetilcelulose (Seprafiim®) (Cunningham, 1999;
Jang et al., 2008; Diamond et al., 2012).

As cirurgias sd@o a principal causa de aderéncias pés-operatorias (APO), que
podem se desenvolver em diversos tecidos moles, como o peritbnio e o pericéardio,
além de ocorrer em pacientes cirargicos com infec¢cdes e malignidades (Sasaki et al.,
2005; Ward e Panitch, 2011; Kaya et al., 2014; Feng et al., 2019; Leprince et al., 2019;
Penzias et al., 2019; Stapleton et al., 2019; Wang et al., 2020; Cai et al., 2022;
Carmichael et al., 2022; Sudirman et al., 2022; Tanaka et al., 2022; Zhou, M. et al.,
2022; Chen et al., 2023).

Li et al. (2021) ressaltam a importancia de que as barreiras de adesao
apresentem propriedades de autocura rapida, formem hidrogéis que se adaptem a
defeitos teciduais e sejam biocompativeis, evitando reacfes adversas e favorecendo
a mobilidade dos tecidos. A pesquisa continua busca materiais e técnicas mais
eficazes para a prevencéo de APO. Estudos como os de Mengging et al. (2020) e Yeo
et al. (2006) mostram a eficacia de membranas de PLGA e hidrogéis de &cido
hialurdnico, respectivamente, na reducdo de aderéncias pds-operatorias.
Adicionalmente, Lopes et al. (2010) e Li, Ling et al. (2014) exploraram a utilizacdo de
quitosana e &cido hialurénico em hidrogéis, demonstrando potencial antiadesivo

significativo.

2.4 Materiais Poliméricos para Prevencao de Adesao Pos-Operatoria
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Os materiais poliméricos tém se destacado como elementos fundamentais na
prevencdo de Aderéncias POs-Operatérias (APO), desempenhando um papel
importante em procedimentos cirdrgicos, especialmente em cirurgias da coluna
vertebral. Para prevenir essas complicagBes, 0os materiais poliméricos funcionam
como barreiras fisicas antiaderéncia, bloqueando a interacdo direta entre superficies
de tecidos lesionados durante o processo de cicatrizacao. A eficacia desses materiais
esta associada a suas propriedades fisicas e quimicas, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e resisténcia mecanica, além da capacidade de liberar farmacos
de forma controlada. A escolha do polimero adequado depende do tipo de cirurgia e
das caracteristicas do tecido envolvido (Kaushal et al., 2011; Li, Jiannan et al., 2017;
Kang et al., 2021).

Entre os polimeros naturais usados em forma de hidrogéis, destacam-se o
acido hialurbnico, a gelatina, a celulose, o dextrano, a icodextrina, a
carboximetilcelulose e a quitosana, que oferecem alta biocompatibilidade e
biodegradabilidade, sendo metabolizados pelo organismo sem causar inflamagé&o ou
toxicidade (Bhatia, 2016; Balaji et al., 2018, Li et al., 2017a). Além disso, materiais
como a quitosana e a gelatina aderem eficazmente aos tecidos, cobrindo areas
lesionadas e reduzindo significativamente a formacao de APO (Bhatia, 2016).

Em cirurgias de coluna, onde a prevencdo de aderéncias é particularmente
desafiadora, materiais como o &cido hialurénico e o polietileno glicol (PEG) séo
amplamente utilizados. Esses polimeros formam hidrogéis que funcionam como
barreiras antiaderéncia, eficazes na prevencdo de aderéncias em cirurgias mais
invasivas (Liu et al., 2005; Yeo et al., 2007; Kaya et al., 2014; Zheng et al., 2013; Cai
et al., 2018). Essa abordagem integrada aprimora os resultados cirtrgicos e favorece
uma recuperacdo mais rapida e segura, destacando o papel essencial desses
materiais na medicina moderna (Schndriger et al., 2011; Shi et al., 2015; Liao et al.,
2023; Zhang et al., 2024).

2.5 Carboximetilquitosana (CMCYS)

A carboximetilquitosana (CMCS) é um derivado da quitosana, um
polissacarideo natural encontrado em varias fontes como exoesqueletos de
crustaceos e paredes celulares de fungos, sendo o segundo polissacarideo mais

abundante na natureza. A quitosana se forma a partir da quitina por meio de uma
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reacao de desacetilacdo, que rompe ligacdes N-acetil, gerando B-(1—4)-2-amino-2-
deoxi-D-glucosamina (GIcN) (Fiorese et al., 2020; Wang, M. et al., 2023).

A modificagdo quimica da quitosana ocorre através do processo de
carboximetilagéo, que resulta em diferentes tipos de carboximetilquitosana, como O-
Carboximetilquitosana (O-CMCS), N-Carboximetilquitosana (N-CMCS) e N,O-
Carboximetilquitosana (N,O0-CMCS). Essas modificacdes dependem das reatividades
dos grupos —OH e —NH: e séo influenciadas pelo uso de alcali, como o hidréxido de
sédio (NaOH), na reacdo com acido monocloracético (Baumann e Faust, 2001; Silva,
2011a).

A CMCS destaca-se por suas propriedades como a biodegradabilidade,
solubilidade em &gua e biocompatibilidade. Além disso, apresenta atividades
antioxidantes, antibacterianas e antifiUngicas superiores as da quitosana, o que a torna
promissora em diversas aplicacdes biomédicas. Essas incluem cicatrizacao de feridas
(Pang et al., 2020; Huan et al., 2022), liberacdo de farmacos (Li et al., 2019),
engenharia de tecidos (Upadhyaya et al., 2013), bioimagem (Wang et al., 2021), e até
mesmo acdes antitumorais (Jiang et al., 2020; Raza et al., 2021).

Além disso, a CMCS promove o crescimento de fibroblastos e possui potencial
para aplicacdo em barreiras biomédicas, agentes hemostéaticos e na prevencao de
ades0fes poés-cirurgicas (Kennedy et al., 1996; Diamond et al., 2003; Ward e Panitch,
2011; Zheng et al.,, 2013; Mogosanu e Grumezescu, 2014; Cheng et al., 2019a;
Carmichael et al., 2022; Guo et al., 2023).

2.6 Hialuronato de sédio (HA)

A férmula quimica do hialuronato de sddio, que corresponde ao sal de sédio do
acido hialurénico, é (C14H;oNaO;1)n. Sua estrutura € composta por unidades repetidas
de dissacarideos, que consistem em acido glucurénico e N-acetilglicosamina, sendo
gue o proton acido do acido hialurénico € substituido por um ion de sddio. Devido a
presenca de multiplos grupos hidroxila (-OH) e carboxilato (-COO~) em sua estrutura,
o hialuronato de sédio apresenta alta afinidade pela agua, formando ligacbes de
hidrogénio com as moléculas de agua. Essa caracteristica confere a substancia a

capacidade de absorver grandes quantidades de agua, tornando-a um agente
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hidratante amplamente utilizado em cosmeéticos e tratamentos meédicos para
lubrificacdo (Wang et al., 2017; Pelletier et al., 2000).

Em condicdes bioldgicas, a estrutura do hialuronato de sédio pode assumir uma
conformacédo anfifilica, exibindo tanto dominios hidrofébicos quanto hidrofilicos.
Derivados anfifilicos de hialuronato podem formar redes tridimensionais em solucéo
aguosa devido a interacfes hidrofébicas, resultando em uma estrutura gelificada com
propriedades especificas que podem ser utilizadas no reparo de cartilagem (Pelletier
et al.,, 2001). Além disso, a estrutura do hialuronato pode organizar-se em
conformacdes helicoidais, incluindo a forma de hélice dupla, dependendo de variaveis
como temperatura e umidade, conforme revelado por estudos de difracdo de raios X
(Atkins & Sheehan, 1973). Na Figura 3 temos a representacdo da estrutura do

hialuronato em forma de hélice dupla.

Figura 3- Estrutura do hialuronato de sédio.

Fonte: Kearns et al., (2022).

A estrutura do  hialuronato de sédio em solucdo comporta-se
predominantemente como uma cadeia aleatéria em meio aquoso, influenciada por
interacOes intermoleculares e intramoleculares, bem como pela presenca de ions.
Essas cadeias demonstram um grau de flexibilidade, com segmentos rigidos inseridos
nas cadeias flexiveis, o que contribui para suas propriedades viscoelasticas (Darke et
al., 1975). Além disso, a presenca de ions pode modificar a conformacdo das
moléculas, resultando na contracdo das cadeias em altas concentracdes de sal devido
a formacgéo de estruturas temporarias (Kutalkova et al., 2020).

O hialuronato de sodio é amplamente utilizado em diversas areas médicas
devido as suas propriedades biocompativeis e eficazes. Ele € empregado em injecdes
intra-articulares para tratamento da osteoartrite, proporcionando alivio da dor e

melhorando a funcao articular. Na oftalmologia, € utilizado como substituto do humor
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vitreo em cirurgias oculares e no tratamento do olho seco, promovendo cicatrizacao e
alivio dos sintomas. Adicionalmente, facilita a remocéao de lentes subluxadas durante
procedimentos cirdrgicos e é utilizado como material de scaffolding em engenharia de
tecidos, promovendo a regeneragao da cartilagem sem efeitos colaterais indesejados
(Cohen et al., 2008; Gomes et al., 2004).

A degradacao do hialuronato de sodio ocorre de forma gradual e pode ser
mediada tanto por reagfes enzimaticas quanto ndo enzimaticas. Reacdes
enzimaticas, como as catalisadas por hialuronidases, resultam na clivagem do
hialuronato em fragmentos menores, afetando suas propriedades viscoelasticas.
Reacdes ndo enziméaticas, como a oxidacao, também contribuem significativamente
para a degradacao do hialuronato, especialmente em condi¢fes inflamatdrias, onde
radicais livres gerados pela oxidacdo podem induzir a quebra da molécula (Zheng et
al., 2012).

O hialuronato de sodio, um derivado do acido hialurénico — um
glicossaminoglicano encontrado naturalmente no corpo humano —, € a forma de sal
deste composto. Enquanto o acido hialurbénico esta presente diretamente na matriz
extracelular de tecidos como o fluido sinovial e o humor vitreo, o hialuronato de sédio,
devido a sua maior estabilidade e solubilidade, € amplamente utilizado em aplicacbes
médicas e cosméticas. Esse derivado é particularmente Ut em produtos
farmacéuticos e cosméticos por suas propriedades de hidratacéo e cicatrizacdo de
feridas (Kulicke et al., 2008; Volpi et al., 2009).

O uso do hialuronato de sddio como barreira antiaderente em procedimentos
cirdrgicos tem sido extensivamente estudado. Pesquisas demonstraram que a solucao
de hialuronato de sodio e carboximetilcelulose é eficaz na reducédo da formacéo de
aderéncias pos-operatdrias, comparada a filmes de barreira convencionais,
apresentando melhores resultados em procedimentos abdominais multiplos (Park et
al., 2011). Outro estudo mostrou que o gel de hialuronato de sédio reticulado é eficaz
na prevencao de aderéncias em cirurgias ginecolégicas, com uma quantidade minima
de aderéncias observadas em analises laparoscopicas subsequentes (Mettler et al.,
2013). Esses resultados sugerem que o hialuronato de sédio é uma ferramenta
promissora para a prevencdo de complicagbes pos-cirdrgicas relacionadas a
aderéncias. A presenca de um agente reticulante, como a genipina, foi adicionado ao
sistema em estudo, com o objetivo de aprimorar as propriedades do hialuronato de

sédio, potencializando ainda mais sua eficicia na prevencédo de aderéncias.
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2.7 Genipina

A genipina € um agente reticulante natural multifuncional derivado do fruto da
planta Gardenia jasminoides. Reconhecida por sua baixa citotoxicidade, ela encontra
diversas aplicacdes nos campos biomédico e de engenharia de tecidos. Sua
habilidade em formar ligagbes cruzadas estaveis com proteinas e polissacarideos
contribui para o aumento da resisténcia mecanica e da estabilidade de biomateriais,
tornando-a um componente adequado para a engenharia de tecidos e sistemas de
liberacdo de farmacos. A interacdo da genipina com diferentes biomateriais, como
quitosana, coldgeno e gelatina, aprimora suas propriedades fisicas e os torna
apropriados para aplicagdes em regeneracao tecidual (Muzzarelli, 2009; Wang, S. S.
S. etal., 2013; Fessel et al., 2014; Muzzarelli et al., 2015).

O uso da genipina como reticulante natural tem sido extensivamente
investigado, destacando-se por sua resisténcia a degradacdo enzimética,
caracteristicas que a posicionam como uma alternativa promissora aos reticulantes
sintéticos tradicionais. Biomateriais reticulados com genipina tém demonstrado
eficacia na administracdo de medicamentos, com aplicacdes que abrangem desde
terapias oculares até a entrega de agentes anti-inflamatérios, gracas a sua
biocompatibilidade e estabilidade estrutural (Hwang et al., 2011; Wang, M. et al., 2013;
Montemurro et al., 2017).

Derivados de quitosana reticulados com genipina tém sido explorados em
diversas areas da saude, incluindo regeneracdo de cartilagem e o0sso, onde
comprovadamente suportam a viabilidade e proliferacédo celular. Além disso, tém sido
aplicados em sistemas de liberagdo controlada de medicamentos e na criacdo de
scaffolds para engenharia de tecidos (Wang, M. et al., 2013; Fessel et al., 2014;
Muzzarelli et al., 2015; Yu et al., 2021; Masri et al., 2022).

Hidrogéis de quitosana reticulados com genipina mostraram eficacia no
controle da adesédo e migracdo celular, bem como na manutencdo do fendtipo,
aspectos essenciais para aplicagbes em regeneracéo tecidual. Adicionalmente, a
genipina tem sido utilizada para melhorar as propriedades mecanicas de cartilagens
e protegé-las contra degradacao inflamatoria, indicando seu potencial na reparacao
de tecidos cartilaginosos (Muzzarelli, 2009; Hwang et al., 2011).
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A combinacao da genipina com acido hialurénico tem sido objeto de diversos
estudos. Nath et al. (2015) desenvolveram um complexo polieletrolito (PEC) de
quitosana e acido hialurénico reticulado com genipina, capaz de imobilizar e controlar
eficazmente a liberacdo de medicamentos por um periodo superior a 30 dias,
favorecendo a diferenciacdo osteogénica. Gilarska et al. (2018) criaram hidrogéis
injetaveis baseados em colageno, quitosana e acido hialurénico reticulado com
genipina, 0s quais demonstraram potencial significativo para aplicacbes em
regeneracao tecidual, especialmente em procedimentos de reconstrucdo 6ssea.

Em outro estudo, Chang et al. (2019) desenvolveram membranas compostas
por gelatina e acido hialurénico reticuladas com genipina. Essas membranas exibiram
notavel atividade antibacteriana e excelente biocompatibilidade, tornando-as
adequadas para aplicagcdes em regeneracao de tecidos orais e cirurgias faciais.

2.8 Base de Schiff

A reacédo da base de Schiff foi descoberta em 1864 pelo quimico alemao Hugo
Schiff, que deu seu nome a essa reacdo. As bases de Schiff podem ser encontradas
tanto na natureza quanto sintetizadas em laboratério, apresentando uma ampla
variedade de substituintes alquila ou arila. Essas bases sédo iminas, caracterizadas
por uma ligacéo dupla entre carbono e nitrogénio (-C=N-), formadas a partir da reacao
de condensacéo entre grupos amina (RNH2) e grupos aldeido (COH) (Chaturvedi &
Kamboj, 2016; Tacias-Pascacio et al., 2019).

As bases de Schiff ttm sido amplamente investigadas devido as suas diversas
aplicacOes. Entre essas aplicacdes, destacam-se sensores quimicos épticos para a
deteccdo de ions metalicos e anions em diferentes meios ambientais e biolégicos
(Berhanu et al., 2019). Elas também séo estudadas por suas propriedades 6pticas nao
lineares, que sdo importantes para o desenvolvimento de dispositivos fotonicos
(Derkowska-Zielinska et al., 2020).

Os complexos de bases de Schiff com metais de transicdo séo analisados por
suas propriedades quimicas, eletrbnicas, magnéticas e dpticas, sendo aplicados em
dispositivos como diodos emissores de luz organicos e células solares sensibilizadas
por corantes (Hussain et al., 2014; Zhang et al., 2018).

Aléem das suas aplicacbes em quimica, as bases de Schiff também tém se

destacado por suas atividades biolégicas, mostrando eficacia em propriedades
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antifangicas, antibacterianas, antimalaricas, antiproliferativas, anti-inflamatorias,
antivirais e antipiréticas (Silva et al., 2011b; Cui et al., 2012; Hameed et al., 2017,
Berhanu et al., 2019). No campo biomédico, as bases de Schiff sdo relevantes na
criacdo de hidrogéis auto-reparaveis que respondem a estimulos biolégicos, sendo
Uteis em aplicacdes como a liberacdo de medicamentos, regeneracéo de tecidos e

cicatrizacdo de feridas (Xu et al., 2019).
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3 MATERIAS E METODOLOGIA

3.1 Materiais

P6 de carboximetilquitosana, com um grau de acetilacdo (AD) de
aproximadamente 82% e uma massa molar viscosimétrica média (Mv) de 270 kDa, foi
fornecido pelo Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais do
Nordeste - Certbio (Campina Grande, PB, Brasil). Hialuronato de sédio foi fornecido
pela Farméacia de Manipulacdo Roval (Campina Grande, Brasil). Etileno glicol e o
cloreto de célcio foram adquiridos da Nuclear (Sao Paulo, Brasil). Periodato de sodio
(NalOa) foi obtido da ACs Cientifica (S&o Paulo, Brasil). Genipina, lisozima e tampéao
fosfato salino (PBS) (pH 7,2 a 25°C) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Rio de
Janeiro, Brasil). Acido glutamico foi obtido da Dinamica (S&o Paulo, Brasil). O soro

fisioldgico foi obtido da Triane e o p6 comercial da Starsil® Hemostat.

3.2 Sintese do hialuronato de sédio Oxidado (HA-O)

O hialuronato de sodio (HA) foi dissolvido em &gua ultrapura a temperatura
ambiente e oxidado com periodato de sédio (NalO4) seguindo adaptacdes de
metodologias previamente descritas na literatura (Jia et al., 2004; Jha et al., 2009;
Kristiansen et al., 2010; Tan et al., 2010; Nair et al., 2011). Neste sentido, 5 mL de
NalO4 (0,5 mol/L) foram adicionados a solugdo de HA previamente preparada (10
mg/mL). A mistura foi agitada mecanicamente a uma velocidade constante de 2500
rpm por 2 horas a 25 + 1°C e mantida na auséncia de luz por 24 horas. Em seguida,
1 mL de etileno glicol foi adicionado para interromper a reacéo de oxidacao e a solucao
foi agitada por mais uma hora. A solucao foi entdo transferida para uma membrana de
dialise de latex dialisada por 3 dias a 25°+ 1°C em um recipiente com agua ultrapura,
com trocas periddicas de agua. A solucdo resultante de HA-O foi congelada e
submetida a liofilizacdo a -45°C por 72 horas. O produto liofilizado foi entdo
pulverizado em um almofariz, passado por uma peneira de malha 100 e o pé resultante
de HA-O com tamanho médio de particula inferior a 0,1 mm foi armazenado em um
dessecador.

Na reacao entre etilenoglicol e periodato, o etilenoglicol sofre oxidagéo,

resultando na formacdo de um complexo intermediério. Durante este processo, as
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interacbes entre as moléculas de etilenoglicol e periodato levam a formacao de
ligacdes especificas envolvendo atomos de carbono, oxigénio e iodo. Este complexo
€ naturalmente instavel e subsequentemente se decompde, facilitando a clivagem
oxidativa da ligagéo carbono-carbono dentro do etilenoglicol. Esta clivagem resulta na
formacdo de duas moléculas de formaldeido (CH20) e &acido iodoso (HIO3)
(Kotodziejczyk et al., 2023).

3.3 Sintese do Reticulante Azul (RA)

A sintese do reticulante azul (RA) foi realizada com base na adaptacdo de
metodologias previamente descritas na literatura (Paik et al., 2001; Cho et al., 2006;
Bentes, 2016; Ahmed et al., 2023). Inicialmente, foi preparada uma solucéo de &cido
glutdmico (Glu) a 7 mM em &gua. Paralelamente, foi preparada uma solucédo de
genipina (G) em tampao fosfato pH 7,0, com concentracdo de 0,7 mM. Volumes iguais
das duas solugdes foram entdo misturados em um Erlenmeyer vedado e mantidos sob
agitacdo magnética a 70°C em banho termostatico por 5 horas para formar o

reticulante azul (RA).

3.4 Sintese do hidrogel de O-CMCS/HA-O com e sem Reticulante Azul

Para a preparacdo dos hidrogéis de O-carboximetilquitosana (O-CMCS) e
hialuronato de sédio oxidado (HA-O), utilizou-se uma propor¢cdo de massa 1/1 entre
O-CMCS e HA-O. Para os hidrogéis de O-carboximetilquitosana, hialuronato de sédio
oxidado e reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA), foram utilizadas propor¢cdes
volumétricas distintas de O-CMCS/RA de 1/0,05, 1/0,1 e 1/0,15, respectivamente,
mantendo-se fixa a propor¢do 1/1 de O-CMCS/HA-O. Essas formulacbes foram
preparadas para investigar o efeito do RA na reticulacéo do hidrogel.

Os hidrogéis de O-carboximetilquitosana com hialuronato de sédio oxidado (O-
CMCS/HA-O) foram obtidos a partir da dissolucdo da O-CMCS em agua ultrapura,
seguida pela adicdo do p6 de HA-O. Inicialmente, o p6 de O-CMCS foi colocado em
um tubo Falcon (Figura 4a), seguido pela adicdo de 10 mL de agua ultrapura (Figura
4b). Em seguida, o p6 de HA-O foi incorporado a solucéo, e a mistura foi agitada em
um vortex (VX-38-Bl) por 3 minutos, resultando em um hidrogel homogéneo (Figura
4c, d).
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Os hidrogéis de O-carboximetilquitosana com hialuronato de sédio oxidado e
reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) foram preparados de forma semelhante, na
propor¢éo de 1/1. Apés a obtencgéo do hidrogel de O-CMCS/HA-O, volumes distintos
de reticulante azul foram adicionados as amostras e homogeneizados no vortex por

trés minutos. A composicao das formulacdes preparadas esta exibida na Tabela 1.

Tabela 1- Composic¢do dos hidrogéis sem e com reticulante azul.

Amostra O-CMCS (g/mL) HA-O (g/mL) RA (mL)
O-CMCS/HA-O 2% 2% -
O-CMCS/HA-O/RA 0,5 2% 2% 0,5
O-CMCS/HA-O/RA 1 2% 2% 1,0
O-CMCS/HA-O/RA 1,5 2% 2% 15

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

Figura 4- Sintese do hidrogel O-CMCS/HA-O

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

3.5 Caracterizacao

3.5.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A O-carboximetilquitosana (O-CMCS), o hialuronato de sédio oxidado (HA-O),
o reticulante azul (RA) e os hidrogéis de O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA foram
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caracterizados utilizando a espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR). Os espectros das amostras foram coletados na faixa de 650 a 4000
cm, com 16 varreduras e uma resolucdo de 4 cm™. O equipamento utilizado para

essas medic¢Oes foi 0 espectrometro Spectrum 400 FT Mid-IR da Perkin Elmer.

3.5.2 Teste de Tempo de Gelificacao

O tempo de gelificacdo dos hidrogéis, foi avaliado utilizando o método de
inversdo de tubo Falcon. As solucBes dos hidrogéis sem reticulante azul (O-
CMCS/HA-O) e com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA 0,5, O-CMCS/HA-O/RA1,0,
e O-CMCS/HA-O/RAL,5) foram preparadas em tubos Falcon e monitoradas por
inversao dos tubos. O tempo de gelificacéo foi registrado quando as solugbes de
hidrogel cessaram o fluxo. Os ensaios foram conduzidos conforme a metodologia
descrita por LU et al. (2015).

3.5.3 Teste de Autorreparacao

Os hidrogéis foram caracterizados quanto a autorreparacdo de forma
microscoépica de acordo com metodologia adaptada de You et al. (2018). A analise foi
realizada para observar a integridade estrutural e a coesao dos hidrogéis ap6s serem
submetidos a danos mecanicos. A avaliacdo microscépica, conduzida com o uso de
um microscopio éptico Hirox, permitiu uma observacao detalhada das microestruturas
e dos processos de autorreparacdo nas amostras danificadas. O objetivo dessas
andlises foi verificar a capacidade de recuperacdo espontanea dos hidrogéis,
fundamental para aplicacdes biomédicas onde a regeneracdo e manutencdo da

integridade do material sao criticas.

3.5.4 Andlise Reolbgica

A viscoelasticidade dos hidrogéis foi avaliada a partir de ensaios reol6gicos com
objetivo de verificar a viscosidade, médulo de armazenamento (G') e o médulo de
perda (G"). Foi utilizado um Redmetro Haake Mars lll, equipado com geometria de
placas paralelas e um sistema com banho térmico para controle de temperatura. Foi

utilizada a temperatura constante de 25° C. Os hidrogéis foram caracterizados
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reologicamente utilizando um reémetro HAAKE™ MARS™ (Thermo Fisher Scientific),
equipado com um rotor PP35TiL com geometria de placa-placa e um gap de 0,5 mm.
Foi realizada uma varredura de frequéncia de 0,1 a 100 Hz. A analise de curva de
viscosidade (Pa.s) em funcéo da taxa de deformacédo dos hidrogéis foi realizada na
faixa de 0,1 a 10Hz.

3.5.5 Grau de Intumescimento in Vitro

O grau de intumescimento dos hidrogéis, foi avaliado na presenca de soro
fisiologico, solucdo PBS e solucdo PBS/lisozima. Os testes foram realizados de
acordo com as metodologias adaptadas de Bian et al. (2024) e Li, Ling et al. (2014).
Inicialmente, os hidrogéis foram liofilizados por 72 horas e, em seguida, pesados (Wo).
Posteriormente, foram imersos em cada um dos meios (soro fisiolégico, solu¢do PBS
e solucédo PBS/lisozima). Em intervalos de 24 horas, as amostras foram retiradas dos
meios, em seguida pesadas (Wt). Utilizando a Equacéo 1, foi calculado o grau de
intumescimento de cada amostra ao longo do tempo (t).

AW(%)=(Wt-Wo)/Wo Equacéao 1

Onde, Wt é o peso da amostra no tempo t e Wo é o peso inicial da amostra.

3.5.6 Biodegradacao in Vitro

A avaliacdo da biodegradacdo dos hidrogéis, foi conduzida em condicGes
fisioldgicas, utilizando o método de perda de massa, de acordo com as metodologias
adaptadas de Bian et al. (2024) e Li, Ling et al. (2014). As amostras dos hidrogéis (1
mL cada), dispostas em moldes e liofilizadas por 72 horas, foram divididas em trés
grupos (Grupo I, Grupo Il e Grupo Ill). O Grupo | foi imerso em 10 mL de solugédo PBS
(pH 7,4), enquanto o Grupo Il foi imerso em 10 mL de solugéo PBS (pH 7,4) contendo
1 mg/mL de lisozima e o Grupo Il foi imerso em 10mL de soro fisiologico (pH 5,0). Os
meios de degradacao, mantidos a 37 °C, foram atualizados diariamente para garantir
a atividade enzimatica continua. Em tempos pré-determinados (7, 14, 21 e 28 dias),

as amostras foram cuidadosamente retiradas do meio de degradacé&o, colocadas na
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estufa por 24 horas a 37 °C e, em seguida, pesadas. A porcentagem de perda de peso

(AW%) em cada intervalo de tempo foi determinada utilizando a Equacgao 2.

AW(%)=(Wt-Wo)/Wo*100(%) Equagao 2

Onde: Wo € o peso inicial de cada amostra.

A taxa de degradacao dos hidrogéis nos diferentes meios foi determinada pela
relacdo entre a porcentagem de perda de massa e o tempo de degradacdo. Os
resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e expressos

como média * desvio padréo (DP).

3.5.7 Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana dos hidrogéis, foi avaliada por testes contra cepas
Gram-positivas de Staphylococcus aureus (BCRC 10451) e Gram-negativas de
Escherichia coli (BCRC 11634). Ambas as cepas foram cultivadas em 10 ml de caldo
Luria-Bertani (LB) em tubos estéreis até atingir densidade 6ptica (DO) de 0,7 £ 0,01.
As amostras foram colocadas na superficie de agar e incubados com as bactérias a
37 °C por 1 dia. A atividade antibacteriana de cada amostra contra ambas as cepas
foi medida a partir da area da zona de inibicdo (cm?) ao redor da amostra usando o
software ImageJ (n = 6), conforme metodologia adotada por (Prabha et al., 2021; Butt
et al., 2024).

3.5.8 Injetabilidade

A forca necesséria para injetar o hidrogel da seringa foi determinada usando
uma maquina INSTRON 3366 Universal MechanicalTesting configurada em modo
compressivo com uma velocidade de cruzeta de 20mm/min, o curso da cruzeta foi
definido para 10mm e uma célula de carga de 500N foi usada. Uma pré-compresséao
de 0,5N foi aplicada para acomodar melhor o material dentro da seringa e remover
quaisquer bolhas de ar aprisionadas. Os hidrogéis foram submetidos em triplicatas em

seringas de 5 mL contendo as amostras. A injetabilidade do hidrogel também foi
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previamente avaliada manualmente, onde uma seringa com 3 mL do material

estudado foi injetada através de uma agulha 18G.

3.5.9 Citotoxicidade in Vitro

O ensaio de difusdo em agar foi conduzido para avaliar a citotoxicidade dos
hidrogéis conforme a ISO 10993-5. Extratos foram preparados a partir dos hidrogéis,
sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O) e com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA), na
proporcao de 0,1 g/mL de solvente para extracdo (agua ultrapura), e autoclavados a
121 °C £ 2 °C por 1 h. Papéis de filtro com uma area de 100 mmz2 (10 mm x 10 mm)
foram embebidos com os extratos.

Células L929 obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e preservadas no
Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste - CERTBIO
(Brasil) foram cultivadas em placas de 6 po¢os com 35 mm de didametro em meio RPMI
1640 contendo 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) em estufas umidificadas a 37 °C £ 1
°C em uma atmosfera com 5 % + 1 % de CO2. As suspensdes celulares com
concentracao de 1,1 a 1,1 x 10° células/mL foram preparadas utilizando um contador
celular automatico (Introven — Thermo Fisher). As placas foram usadas para o ensaio
guando uma monocamada celular uniforme com confluéncia superior a 80% foi
estabelecida ap6s 48 horas do inicio do cultivo. Ap6s este periodo, as culturas foram
incubadas com os extratos dos hidrogéis preparados em PBS na concentragéo de 0,1
g/mL por 24 horas a 37 °C. Antes do ensaio, amostras e controles positivos (latex para
garrote) e negativos (papel de filtro Whatman n.01) foram esterilizados por radiacédo
ultravioleta em uma cabine de fluxo laminar BIOGREEN por 30 minutos. Apés a
aspiracdo do meio de cultura e a adicdo de 1 mL de meio de cobertura, o meio foi
substituido por 1 mL de meio agar preparado contendo 1,8% de agar, 0,01% de
solucédo vermelha neutra e MEM (Meio Essencial Minimo) 2x concentrado. Apos a
solidificagdo do agar (10 min), os papéis filtrantes embebidos nos extratos dos
hidrogéis foram colocados na superficie do agar, assim como 0s controles positivo
(latex) e negativo (filtro Whatman n.01). As amostras foram realizadas em duplicata
no centro de cada placa. Apos 24 h de incubacéo, o indice de descoloracao (formacgéo
de halo) e o indice de morte celular (lise) foram avaliados usando um microscopio
optico. A morte celular foi definida como a perda da integridade da membrana celular,

visivel sob o microscopio de luz invertida (NIKON TS100 digital, Téquio, Japdo) com
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0 recurso de ampliacdo de imagem do software NISElements. A morte celular foi

classificada de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2- Critérios da 1SO-10993-5, para a pontuacao de reatividade do

ensaio de difusédo em agar.

Grau Reatividade Descricdo da zona de reatividade

0 Nenhum Nenhuma zona detectavel em torno ou abaixo do
espécime

1 Leve Algumas células mal formadas ou degeneradas sob
espécime

2 Suave Zona limitada a area sob espécime

3 Moderado Tamanho da amostra de extensao da zona até 1,0 cm

4 Severo Zona que se estende além de 1,0 cm além da amostra

Fonte: ISSO-10993-5.

3.5.10 Teste de Presséao de Ruptura

O ensaio de ruptura foi realizado com adaptacbes de métodos previamente

descritos na literatura (Azuma et al., 2015; Gowda et al., 2020). Um orificio de 4 mm

de diametro foi feito em pele de porco fresca, que foi montada em um cilindro

conectado a uma seringa com PBS e a um monitor de presséo. Para o teste, 2 mL
dos hidrogéis O-CMCS/HA-O, O-CMCS/HA-O/RA e da amostra comercial Starsil (4%

m/v) foram aplicados para selar o orificio na pele durante 30 minutos. Em seguida, a

presséao foi aumentada por meio da injecdo de PBS utilizando uma bomba de extruséao,

com uma taxa de fluxo de 10 mL/min. A pressdo maxima registrada foi considerada a

presséao de ruptura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 5 apresenta a reagdo entre o hialuronato de sodio hidrolisado e o
periodato de sodio, resultando na formacao de hialuronato de sodio oxidado (HA-O).
O acido hialurénico oxidado (HA-O) sintetizado e obtido na forma de po,
apresentou-se de cor amarelada (Figura 6) e como um material duro, aspero e

inodoro.

Figura 5- Reacéo do hialuronato de sodio hidrolisado com periodato de sodio,

gerando o hialuronato de sodio oxidado (HA-O).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Figura 6- P6 de HA-O apés (a) liofilizacdo em placas de Petri e pulverizado (b).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
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Durante a sintese do reticulante a base de genipina (G) e acido glutamico (Glu),
denominado reticulante azul (RA), observou-se sua caracteristica cor azul (Figura 7).
A reacédo de formacao do reticulante azul € apresentada na Figura 8. Apds a sintese,
o reticulante azul foi congelado e liofilizado por 72 horas (Liotop modelo L108), para

obter o material na forma de po e posteriormente seguir com a caracterizacao.

Figura 7- Reticulante Azul derivado do acido glutamico e genipina.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Figura 8- Reacdo entre a genipina (G) e o acido glutamico (Glu) para obtencéo

do reticulante azul (RA).
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4.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

4.1.1 FTIR do hialuronato de sédio oxidado (HA-O)

A Figura 9 apresenta os espectros de FTIR dos pos de hialuronato de sédio
hidrolisado (HA) e do hialuronato de sédio oxidado (HA-O).

Figura 9- Espectros do FTIR dos pds de hialuronato de soédio (HA) e do

hialuronato de sédio oxidado (HA-O).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

O espectro de FTIR do HA exibe bandas de absor¢cao em 3285 cm™, atribuidas
ao alongamento do grupo N-H em combinacdo com C=0. A banda em 2897 cm™
indica o alongamento do grupo C—H, enquanto um pico agudo em 1605 cm? é
referente ao alongamento assimétrico C=0. Além disso, o alongamento de
C -N é observado em 1322 cm. A banda em 1377 cm! foi atribuida a deformacéo
dos grupos CH, CHz2 e CHaz. O pico em 1032 cm corresponde ao alongamento dos
grupos C-O-C, C-0O e C-0O-H. O pico em 895 cm-! foi atribuido a presenca do grupo
C-O-C e a deformacdo dos grupos carbonila e hidroxila (Astm, 2008; Weis et al.,
2018; Maiz-Fernandez, S. et al., 2022; Wojcik-Pastuszka et al., 2022).
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No espectro de FTIR do HA-O (Figura 8), observa-se uma maior intensidade
dos picos e bandas, sem diferencas relevantes em relacdo ao HA. Ha um pico em
2923 cm™, indicando o alongamento das ligacbes C-H, e um pico em 1151 cm™,
referente as ligagbes glicosidicas (C—O-C, ponte O), corroborando com resultados
reportado por Li, Ling et al. (2014). No entanto, em 1721 cm*, apareceu um ombro
correspondente a vibragcao simétrica C=0 da porc¢ao aldeido, o que validou a reacao
de modificacdo do hialuronato de sddio hidrolisado (HA) e a obtencdo do hialuronato
de sédio oxidado (HA-O). Conforme Nguyen et al. (2018), a dificuldade em visualizar
o sinal do grupo aldeido na cadeia do HA-O se deve a formacdo de hemiacetais. No
entanto, na amostra de HA-O sintetizada foi possivel visualizar o sinal do grupo
aldeido C=0, confirmando a reacdo de oxidacdo do HA pelo periodato de sodio.
Resultados semelhantes foram obtidos por outros pesquisadores, reforcando a

eficacia do método utilizado (Li et al., 2019; Maiz-Fernadndez, Sheila et al., 2022).

4.1.2 FTIR do Reticulante Azul RA

De acordo com os espectros (Figura 10), observa-se o pico de absorcdo em
3032 cm™ corresponde as vibracdes do grupo amina primaria (—NH2) presente no
acido glutamico (Glu) (Lin, 2011). Os picos em 1506 cm™ e 750-850 cm™ sé&o
atribuidos a deformacao angular N-H da amina primaria do Glu (Moritz, 1962; Colthup
et al., 1990; Silverstein e Kiemle, 2006; Lin, 2011). O pico em 2741 cm™ representa o
alongamento C-H do Glu. O forte pico de absorcdo em 1638 cm™ indica o estiramento
C=0 do grupo &cido carboxilico do Glu. A presenca do alongamento C-O é confirmada
pelo pico em 1123 cm™, correspondente ao acido carboxilico. O pico em 802 cm™ é
atribuido a deformacéo planar O-H (Dhanasekaran et al., 2012; Golovnev et al., 2013;
Golovnev et al., 2016; Palanisamy e Karuppannan, 2016; Golovnev et al., 2017)

O espectro da genipina (G) mostra um pico em 1620 cm™, relacionado as
vibracdes de estiramento fora do plano C=C. O pico em 1105 cm™ pode ser atribuido
as vibracbes de estiramento C-O do &lcool primario na estrutura da genipina
(Touyama et al., 1994; Socrates, 2001; Arteche et al., 2013). Além disso, foram
observados o estiramento assimétrico C-O-C em 1300 cm™ e a flexdo do éster
metilico CHs em 1445 cm™. A absorgdo em 1159 cm™ corresponde as vibragdes do

éter ciclico (Dimida et al., 2017).
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No espectro do reticulante azul (RA) a base de genipina (G) e acido glutamico
(Glu) foi registrado o desaparecimento parcial das bandas em 1506 cm™ e 750-850
cm™, que correspondem a deformacdo angular N-H da amina priméaria do acido
glutamico (Glu). Isso indica a formacéao do reticulante azul através da reacéo entre a
amina primaria do acido glutamico e o grupo éter da genipina, resultando na formacéao
de uma amina terciaria e na eliminagdo da amina priméaria do Glu. Além disso, o pico
em 1142 cm™ pode ser atribuido a sobreposicéo dos picosem 1159 cm™e 1123 cm™,
relacionados as vibragBes do éter ciclico da genipina e ao pico C-O do acido
carboxilico presente no Glu. E importante destacar que houve uma reducéo desse
pico, indicando um decréscimo no éter ciclico, parte do processo de formacao do

reticulante azul.

Figura 10- Espectros do FTIR do reticulante azul a base de genipina (G) e acido

glutamico (Glu).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

4.1.3 FTIR dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA

Os espectros dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA (Figura 11)
apresentam bandas de absorcdo em 3386 cm, atribuidas as vibracdes de

estiramento das ligacdes OH e NH. A absorcdo na regido de 2879 cm refere-se a
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caracteristica da tensdo angular das ligacdes NH dos grupos amino. Ambos o0s
hidrogéis exibem um pico em torno de 1585 cm-1, que de acordo com Nguyen et al.
(2018), é atribuido ao alongamento C=N, indicando a presenca da ligacéo de base de

Schiff (-.CH=N-) nos hidrogeis obtidos. Esta ligacdo € formada pela interacdo entre
O-CMCS e HA-O, conforme indicado por Maiz-Fernandez, S. et al. (2022).

Figura 11- Espectros do FTIR dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-
O/RA.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

As bandas identificadas em 1409 e 1033 cm™! correspondem as vibracdes de
estiramento assimétrico do grupo carboxila (Gongalves et al., 2021). A banda em 1318
cm?, referente as deformacdes axiais em -CH e ao estiramento de —CO do acido
carboxilico do RA. A banda em 1409 cm%, correspondente ao acido carboxilico, onde
possivelmente ocorreu interacdo eletrostatica com os grupos OH- do hidrogel O-
CMCS/HA-O, levando ao decaimento parcial desta banda no espectro O-CMCS/HA-
O/RA (Pefa et al., 2012). O pico em 887 cm™, atribuido a deformacao planar O-H,
perdeu intensidade, indicando uma interacao eletrostatica, conforme mencionado
anteriormente (Dhanasekaran et al.,, 2012; Golovnev et al., 2013; Golovnev et al.,

2016; Palanisamy e Karuppannan, 2016; Golovnev et al., 2017). O espectro do
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reticulante azul (RA) apresenta bandas de aminas na regido de 784-718 cm™, que
também estdo presentes nos hidrogéis O-CMCS/HA-O/RA (Silverstein e Kiemle,
2006; Moura et al., 2011).

As imagens dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA séo
apresentadas na Figura 12, enquanto a reacao de reticulacdo esté ilustrada na Figura
13. Os hidrogéis contendo reticulante azul demonstraram tempos de reticulagdo mais
curtos, sendo que o hidrogel com maior concentracdo de reticulante azul exibiu o

menor tempo de reticulagao.

Figura 12- Hidrogéis com diferentes propor¢cdes de reticulante azul: (a) O-
CMCS/HA-O/RAL,5; (b) O-CMCS/HA-O/RA1,0; (c) O-CMCS/HA-O/RA0,5. Sem
reticulante azul: (d) O-CMCS/HA-O.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
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Figura 13- Reacao de reticulacéo dos hidrogéis O-CMCS/HA-O com reticulante
azul (RA).

HEC“‘O/C“\\.O

0-CMCSHA-ORA

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

4.2 Tempo de Gelificacdo dos Hidrogéis de O-CMCS/HA-O

Os tempos de gelificacdo dos hidrogéis, com e sem a presenca do reticulante
azul (O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA), foram avaliados a temperatura ambiente
(25 £ 5 °C), como mostrado na Tabela 3. Observou-se que o tempo de gelificacéo foi
significativamente impactado pela concentracdo de reticulante azul. A formulacdo com
maior concentragdo de reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA1,5) reduziu o tempo de
gelificacdo para aproximadamente 10 segundos, acelerando consideravelmente o

processo.
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Além disso, o pH do hidrogel O-CMCS/HA-O/RAL,5 foi mantido entre 7 e 7,5,
garantindo a estabilidade em um ambiente proximo ao fisiologico. Esses resultados
indicam que a presenca do reticulante azul desempenhou um papel chave na
aceleracdo da gelificacdo e na manutencdo de condi¢fes ideais para uso biomédico.
A rapida gelificacdo é especialmente vantajosa em intervencdes pos-laminectomia,
onde o hidrogel pode atuar como uma barreira eficaz para prevenir aderéncias e

promover uma recuperacdo mais rapida e eficiente (Fang et al., 2023).

Tabela 3- Dados de pH e tempo de gelificacdo dos hidrogéis sem e com

reticulante azul.

Amostra pH Tempo de gelificagéo
(segundos)
O-CMCS/HA-O 7,0-7,5 30-40
O-CMCS/HA-O/RA 0,5 7,0-7,5 20-30
O-CMCS/HA-O/RA 1 7,0-7,5 20-30
O-CMCS/HA-O/RA 1,5 7,0-7,5 10-20

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

4.3 Propriedades Viscoelasticas e de Fluxo dos Hidrogéis de O-CMCS/HA-O

As propriedades reoldgicas dos hidrogéis de O-carboximetilquitosana com
hialuronato de sédio oxidado com e sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O, O-
CMCS/HA-O/RA) foram analisados.

Figura 14- Curva de viscosidade (Pa.s) versus Taxa de deformacdo dos
hidrogéis com e sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA).
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A Figura 14 ilustra a curva de viscosidade (Pa.s) em funcdo da taxa de
deformacédo dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA com diferentes
concentragdes de reticulante azul (1,5; 1,0; 0,5). Observou-se que, para este hidrogel,
a viscosidade foi de 40 Pa.s em 0,2s! e 70 Pa.s a uma taxa de deformacéo de 3,0 s™..
Este resultado indica uma menor resisténcia a deformacdo em comparacdo com 0s
hidrogéis contendo reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA0Q,5, O-CMCS/HA-O/RA1,0 e
O-CMCS/HA-O/RAL,5), sugerindo uma possivel reducéo na viscosidade e coesdo em
relacdo ao hidrogel reticulado.

Inicialmente, os hidrogéis O-CMCS/HA-O/RA1,5 e O-CMCS/HA-O/RA1,0
exibiram valores de viscosidade préximos a uma taxa de deformacao de 0,2 s™1, com
valores especificos de 250 Pa.s e 180 Pa.s, respectivamente. Ja o hidrogel O-
CMCS/HA-O/RAO0,5 mostrou uma viscosidade menor de 120 Pa.s na mesma taxa de
deformacéo, sugerindo menor resisténcia a deformacéo e maior capacidade de fluxo
ou adaptacdo a taxa de deformacéo. Ja na frequéncia de 3,0s* O-CMCS/HA-O/RA1,5
teve o valor da viscosidade dinamica de 111 Pa.s, O-CMCS/HA-O/RA1,0 91 Pa.s e
O-CMCS/HA-O/RAO0,5 68 Pa.s.

Segundo Mensitieri et al. (1995) e Mazzucco et al. (2002), a viscosidade
depende da taxa de deformagdo. Em baixas taxas de cisalhamento, o
desacoplamento das macromoléculas do hidrogel é equilibrado pelo acoplamento
induzido por movimentos térmicos moleculares aleatérios, mantendo a viscosidade
constante. Conforme ilustrado na Figura 15, o aumento da taxa de deformacéo resulta
na diminui¢do da densidade de ligagGes cruzadas ndo covalentes ou fisicas. As redes
tornam-se rapidamente desembaracadas, fornecendo menos resisténcia ao fluxo e,
conseguentemente, reduzindo a viscosidade.

Os estudos de Kitazaki&Griffin (1997) e Zhou et al. (2014) apontam que a
coluna vertebral humana varia sua faixa de frequéncia de aproximadamente 4 a 8 Hz.
Essa faixa é onde a coluna apresenta maior resposta a vibracfes verticais,
aumentando o risco de desconforto e possiveis lesdes para individuos expostos a
esses niveis de frequéncia em longos periodos. Neste sentido, a analise curva de
viscosidade (Pa.s) em funcéo da taxa de deformacéo dos hidrogéis foram analisados
até 10Hz (Figura 14).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhou+Z&cauthor_id=25045680
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Figura 15- Curva de G’ e G” (Pa) versus Frequéncia angular (Hz) dos hidrogéis
com e sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

A Figura 15 apresenta o comportamento viscoelastico dos hidrogéis de O-
CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA, evidenciado pelos moédulos G’ e G” a 25 °C. O
moédulo de armazenamento G' indica a elasticidade ou a energia armazenada na
amostra durante a deformacdo. Em contraste, o modulo de perda G” descreve o
carater viscoso do material, ou seja, a energia dissipada na forma de calor (Von
Lospichl et al., 2017).

Para a amostra O-CMCS/HA-O, observou-se uma predominancia elastica ao
longo de todo o intervalo de tempo estudado, com o modulo de armazenamento G’
superior ao modulo de perda G”, indicando que o hidrogel comportou-se como um
sélido viscoelastico (Huang et al., 2021). As curvas de G’ e G” ndo se cruzam e sao
paralelas em um gréafico log-log da dependéncia dos médulos com a frequéncia
angular (w).

Os hidrogéis com reticulante azul, o médulo G' também predominou sobre o
G”, até aproximadamente 10 Hz, comportando-se como sélidos viscoelasticos. No
entanto, ocorreu o cruzamento das curvas G’ e G”, indicando uma transi¢gao para um
comportamento mais viscoso em frequéncias mais elevadas. Para todos os hidrogéis
com reticulante azul, tanto G' quanto G" aumentaram com o aumento dos valores de
frequéncia angular (w) até 10 Hz. Esse aumento sugere uma resposta dindmica do
hidrogel as variagdes na frequéncia, demonstrando uma dependéncia viscoelastica.

O angulo de fase (d) representa a capacidade de um material de converter

energia mecanica aplicada em calor, refletindo seu comportamento viscoelastico
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(Taboadai et al., 2008). O parametro Tan & é utilizado para caracterizar esse
comportamento: materiais com tan & < 1 possuem predominancia elastica, exibindo
caracteristicas de gel, enquanto materiais com tan & > 1 apresentam maior
viscosidade, comportando-se como liquidos viscosos. No presente estudo, os valores
de Tan d obtidos na frequéncia de 10 Hz foram: 0,65 para o hidrogel O-CMCS/HA-O,
0,75 para O-CMCS/HA-O/RAO0,5, 0,45 para O-CMCS/HA-O/RA1,0 e 0,38 para O-
CMCS/HA-O/RAL,5. Esses resultados indicam um comportamento

predominantemente elastico para todos os hidrogéis analisados.

4.4 Autoreparacao dos Hidrogéis de O-CMCS/HA-O

Os hidrogéis, com e sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-
O/RA), foram avaliados quanto a autorreparacdo microscopica, com o objetivo de
verificar sua integridade estrutural e coesdo apds danos mecanicos. Para isso, 0s
hidrogéis foram cortados em fragmentos e dispostos em placas de Petri, sendo
reunidos sem aplicacéo de forga externa e analisados ao microscopio optico (MO).

As observacdes em MO (Figura 16) mostraram que a presenca do reticulante
azul (RA) influenciou de maneira significativa a capacidade de autorreparacdo. O
hidrogel com menor concentracdo de RA (O-CMCS/HA-O/RAO0,5) (Figura 16b)
apresentou um tempo de autorreparacdo semelhante ao hidrogel sem reticulante azul
(O-CMCS/HA-O), cerca de 50 segundos. No entanto, com 0 aumento da concentragao
de RA, houve uma reducdo notavel no tempo de autorreparacdo. Esse
comportamento pode ser explicado pela reconstituicdo das ligacdes de imina quando
as superficies fragmentadas entram em contato, promovendo a autorreparacao,
conforme descrito por You et al. (2018).

A capacidade de autorreparacédo é fundamental para a aplicacdo do hidrogel
em procedimentos pds-laminectomia, pois garante a integridade e a funcionalidade do
material como barreira contra aderéncias. O hidrogel com maior concentracado de RA
(O-CMCS/HA-O/RAL,5) (Figura 16d) apresentou os menores tempos de gelificacdo e
autorreparacao entre as formulagdes testadas, com a gelificagdo ocorrendo em
aproximadamente 30 segundos. A adicdo do reticulante azul foi determinante para
acelerar esses processos, além de assegurar a coesao do material e manter o pH

estavel em torno de 7,5.
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Esses resultados indicam que a combinagcdo de HA-O com o reticulante azul
RA néo apenas melhorou as propriedades de gelificacdo e autorreparacdo, mas
também garantiu a integridade estrutural essencial para o desempenho como uma
barreira eficaz contra aderéncias pés-laminectomia. Por esse motivo, a formulacdo O-
CMCS/HA-O/RAL,5 foi escolhida para as proximas etapas de caracterizacao e, a partir

deste ponto, sera referida simplesmente como O-CMCS/HA-O/RA.

Figura 16- Imagens de MO dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA

antes e apds a autorreparacao.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

4.5 Grau de Intumescimento in vitro

O grau de intumescimento dos hidrogéis sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O)
e com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA), em diferentes solu¢cbes (PBS pH 7,4,
PBS/lisozima pH 7,4 e soro fisioldgico pH 5,0), foi determinado, conforme ilustrado na
Figura 17.

As amostras testadas em soro fisioldégico apresentaram uma menor capacidade

de intumescimento ao longo do tempo quando comparadas as testadas em solucéo
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PBS e PBS/lisozima, evidenciando uma diminuicdo progressiva na taxa de
intumescimento conforme o pH diminuia. Isso sugere que o intumescimento dos
hidrogéis em soro fisiologico foi limitado devido a formacgéo de ligacbes de hidrogénio
entre os grupos -COOH e -OH. Este efeito foi especialmente evidente na amostra
reticulada (O-CMCS/HA-O/RA), que ainda apresenta grupos amino primarios,
resultando em uma reducéo mais significativa da repulséo eletrostatica comparada ao
hidrogel nao reticulado (O-CMCS/HA-O) (Li et al., 2014).

Em todas as condi¢cdes avaliadas (soro fisiologico, solucdo de PBS e
PBS/Lisozima), as amostras com reticulante (O-CMCS/HA-O/RA) apresentaram
valores de intumescimento menores quando comparadas as amostras sem reticulante
(O-CMCS/HA-O). As taxas de intumescimento alcangcadas para as amostras
reticuladas foram de 30,6+0,9 g/g, 33,2+0,7 g/g e 36,2+0,6 g/g no periodo de 180
segundos em soro fisiolégico, PBS e PBS/lisozima, respectivamente (Figura 17).

Em condi¢des neutras (nas solu¢cdes de PBS e PBS/lisozima), os grupos de
acido carboxilico nas amostras de O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA ionizaram-se
progressivamente (-COO7), resultando em um aumento consideravel no
intumescimento devido a repulsdo eletrostatica entre esses grupos carregados
negativamente na O-CMCS e HA-O (Li et al., 2014).

Estes resultados indicam que a capacidade de intumescimento dos hidrogéis é

significativamente influenciada pelo pH da solucédo e pela presenca de reticulagéo.

Figura 17- Grafico do grau de intumescimento do hidrogel reticulado com
reticulante azul (O-CMCS/A-O/RA) e nao reticulado (O-CMCS/A-O) em solucédo de

soro fisiolégico, PBS e PBS/lisozima.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
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4.6 Biodegradacgéo in vitro

A biodegradabilidade é importante para o desempenho de agentes de barreira
in vitro. Degradacdes muito rapidas podem comprometer a protecdo, enquanto
degradagOes lentas podem interferir na cicatrizacao e gerar inflamagao (Ogihara et
al., 2009; Cramer et al., 2016; Bian et al., 2024; Cho et al., 2012; Spencer et al., 2012;
Ereth et al., 2009).

Avaliamos a degradacao dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA
em soro fisiolégico, PBS e PBS/Lisozima (Figura 18). O hidrogel O-CMCS/HA-O
perdeu 19,2+6,6% de sua massa apés 21 dias em soro, 11,4+4,7% em PBS e foi
totalmente degradado em PBS/Lisozima. O O-CMCS/HA-O/RA, por sua vez, perdeu
29,2+4,7% em soro, 17,2+3,1% em PBS e 12,3+7% em PBS/Lisozima, demonstrando
uma degradacdo mais lenta. Apos 28 dias, 0 O-CMCS/HA-O/RA ainda manteve
21,6+3,8% de sua massa em soro, 9,5t£2,8% em PBS e foi totalmente degradado em
PBS/Lisozima.

Esses resultados sugerem que o hidrogel O-CMCS/HA-O/RA, devido a sua
estrutura mais reticulada, apresenta uma taxa de degradacdo mais controlada e
adequada para fornecer protecdo prolongada sem interferir no processo de
cicatrizacdo, ao contrario do O-CMCS/HA-O, que degrada mais rapidamente. Assim,
o hidrogel O-CMCS/HA-O/RA equilibra de forma eficiente a necessidade de
intumescimento prolongado com a seguranca clinica, minimizando riscos inflamatoérios

e facilitando a cicatrizagéo (Lin et al., 2015).
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Figura 18- Grafico de biodegradacdao do hidrogel reticulado com reticulante
azul (O-CMCS/A-O/RA) e néo reticulado (O-CMCS/A-O) em solucdo de soro
fisiologico, PBS e PBS/lisozima.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

4.7 Injetabilidade

Inicialmente, foi avaliada a forca de injecdo necesséria para extrudar o hidrogel
a partir de uma seringa plastica de 5 mL, com calibre de agulha 18G, utilizando uma
maquina de ensaio mecéanico universal. Conforme observado na Figura 19, a forca de
injecdo tende a se estabilizar com o tempo. Variagdes inesperadas, como aumentos

ou diminui¢des na forca, podem estar relacionadas a presenca de bolhas no hidrogel.
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Figura 19- Grafico de injetabilidade dos hidrogéis com reticulante azul (O-
CMCS/HA-O/RA).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Os valores de forga de injecao obtidos para os hidrogéis O-CMCS/HA-O/RAOQ,5,
O-CMCS/HA-O/RA1,0 e O-CMCS/HA-O/RAL,5 foramde 29+ 05N, 35+ 1,3 N e 37
+ 0,6 N, respectivamente.

De acordo com Rungseevijitprapa & Bodmeier (2008), em estudos in vitro e in
vivo sobre a injetabilidade de formulagbes, as forcas de injecéo in vitro foram
classificadas como: entre 0 e 10 N (muito facil de injetar), entre 11 e 25 N (facil de
injetar) e entre 26 e 50 N (injetavel). Comparando os resultados deste estudo com
esses parametros, todos os hidrogéis avaliados podem ser classificados como
injetaveis. No entanto, vale ressaltar que a injetabilidade real pode depender néo
apenas da forca aplicada, mas também da ergonomia da seringa e da resisténcia

oferecida pelo tecido durante a aplicagéo.
4.8 Ensaio antimicrobiano in vitro
O efeito antimicrobiano dos hidrogéis sintetizados sem reticulante azul (O-

CMCS/HA-O) e com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) foi avaliado contra dois

microorganismos representativos dos grupos Gram-positivo e Gram-negativo:
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Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados obtidos estdo mostrados na
Tabela 4.

A atividade antimicrobiana dos hidrogéis foi comparada com um controle
positivo, que apresentou zonas de inibigao significativas, confirmando a sensibilidade
dos microrganismos ao antimicrobiano utilizado, e um controle negativo, que nao
mostrou zonas de inibicdo, indicando auséncia de contaminacdo ou atividade
antimicrobiana indesejada (Tabela 4).

Os resultados indicam que os hidrogéis sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O)
e com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) tém atividade moderada contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Ambos hidrogéis apresentaram diametros
de zonas de inibicdo semelhantes para o hidrogel sem reticulante azul (6,3 mm para
ambos os microorganismos), com um ligeiro aumento no diametro da zona de inibig&do
para o hidrogel com reticulante azul (6,7 mm para Escherichia coli e 6,0 mm para
Staphylococcus aureus).

E interessante notar que o hidrogel com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA)
mostrou um aumento na atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, enquanto
houve uma diminuicdo na atividade contra Staphylococcus aureus em comparagao
com o hidrogel sem o reticulante (O-CMCS/HA-O).

A atividade antimicrobiana dos hidrogéis é importante para prevenir infeccées
teciduais, que sao consideradas um dos fatores que contribuem para a adeséo
bacteriana. Infeccbes bacterianas podem desencadear uma resposta inflamatéria e
prejudicar o processo de cicatrizagcdo de feridas, tornando a atividade antimicrobiana
uma vantagem adicional dos hidrogéis de barreira pos-cirtgica (Zhou, J. et al., 2022;
Zhang, H. et al., 2023).

Tabela 4- Medidas das zonas de inibicdo (mm) dos hidrogéis O-CMCS/HA-
O sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O) e com reticulante azul (O-CMCS/HA-
O/RA).

Amostra Zona de Inibic&o (mm) Zona de Inibigcdo (mm)
O-CMCS/HA-O 6,3 6,3
O-CMCS/HA-O/RA 6,7 6,0
Controle positivo 20 18,5
Controle negativo 0,0 0,0

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
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4.9 Ensaio Citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade in vitro dos hidrogéis preparados com os hidrogéis de O-
CMCS/HA-O sem reticulante azul e com reticulante azul em células L929 foi avaliada
pelo método de difusdo em &gar. A citotoxicidade foi determinada medindo o tamanho
do halo ao redor de cada material apés 24 horas de incubacdo. Os resultados
qualitativos para os controles positivo e negativo, bem como para os hidrogéis, foram
obtidos com base na andlise do halo e descoloracédo das células com valores médios

registrados na Tabela 5.

Tabela 5- Resultados do teste de difusdo em agar.

Amostra Zona de Inibigc&o (mm) Zona de Inibigcdo (mm)
O-CMCS/HA-O 0,0 Nao citotoxico
O-CMCS/HA-O/RA 0,0 Nao citotoxico
Controle positivo 0,7 Citotoxicidade moderada
Controle negativo 0,0 N&o citotdxico

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Conforme apresentado na Tabela 5, o controle positivo apresentou alto indice
de descoloragéo e lise celular. De acordo com a ISO 10993-5 (Tabela 2), um halo com
tamanho entre 0,45 e 1,0 cm indica uma citotoxicidade moderada (grau 3). Assim,
considerando que o tamanho da zona de branqueamento do controle positivo foi de
0,70 cm, sua citotoxicidade é classificada como moderada. Além disso, observou-se
na Figura 20(a) a descoloragdo do controle positivo referente a morte celular e a
coloracdo vermelho claro no agar foram causadas pela deposi¢édo de vermelho neutro
na placa ap6s a morte celular e formacao de halo.

No controle negativo, verificou-se a presenca do vermelho neutro no citoplasma
celular (Figura 20b), sem indicagédo de morte celular e formagédo de halo, sendo

classificado como nao citotoxico.
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Figura 20- Imagens de Microscopia Otica (a) controle positivo e (b) controle

negativo.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Os resultados dos testes de citotoxicidade para os hidrogéis O-CMCS/HA-O e
O-CMCS/HA-O/RA mostraram que a linhagem celular L929 nédo apresentou formacao
de halo ao redor das amostras, ou descoloracdo e nao foram observadas alteracdes
na morfologia celular (Figura 21(a) e (b)), de maneira semelhante aos controles
negativos (Figura 20(b)). Esses resultados sugerem que os hidrogéis com e sem
reticulante azul (O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA) nao sao téxicos para as células
L929, indicando seu potencial uso como material de barreira pos-cirargica.

Esta conclusdo esta em consonéancia com estudos anteriores que também nao
encontraram citotoxicidade em materiais a base de carboximetilquitosana (Peng & Mu,
2010), hialuronato de sodio oxidado (Weng et al., 2008; Lai e Ma, 2017) e genipina
(Sung et al., 1999; Tsai et al., 2000). Resultados semelhantes foram reportados por
Li, L. et al. (2014), que desenvolveram um hidrogel injetavel de HA-O com N, O-
carboximetilquitosana para prevencdo de adesdo pdés-operatoria, e concluiram que

esses hidrogéis nao apresentavam citotoxidade.
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Figura 21- Auséncia de descoramento ao redor e sob as amostras do (a)

hidrogel sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O) e (b) hidrogel com reticulante azul (O-

Amostra

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Esses achados reforcam a seguranca e a biocompatibilidade dos materiais
desenvolvidos, corroborando sua adequacédo para aplicacdes biomédicas. A auséncia
de citotoxicidade € um indicativo promissor para o avanco na utilizacdo desses
materiais em contextos clinicos, oferecendo uma alternativa segura e eficaz para a

prevencao de aderéncias pos-cirurgicas.

4.10 Teste de Presséo de Ruptura

A forca de adesé&o do hidrogel é um dos fatores mais importantes para formar
uma barreira antiadeséo entre os tecidos, pois o hidrogel precisa aderir rapidamente
para interromper a formacao de fibroblastos entre eles. Esse teste é relevante para
investigar a capacidade desses hidrogéis de suportar a pressao arterial, enquanto

aderem rapidamente as paredes do tecido (Figura 23) (Hong et al., 2019).
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Figura 22- Pressao suportado pelo hidrogel ndo reticulado (O-CMCS/HA-O),

hidrogel com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) e do hidrogel derivado do poé
comercial Starsil.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Figura 23- Esquema representativo do teste de pressao de ruptura.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
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O hidrogel com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) apresentou a maior
resisténcia a ruptura, suportando uma pressdo média de aproximadamente 450
mmHg antes de falhar. Este resultado indica que a adi¢cdo do reticulante azul a base
de genipina (RA) ao hidrogel de O-CMCS/HA-O aumenta significativamente sua
capacidade de adeséao. O hidrogel O-CMCS/HA-O, sem o aditivo RA, apresentou uma
resisténcia a ruptura intermediaria, suportando uma pressdao meédia de
aproximadamente 375 mmHg (Figura 22). A maior eficiéncia dos hidrogéis O-
CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA, em comparacdo a amostra comercial Starsil, é
atribuida a presenca de bases de Schiff, que conferem maior estabilidade estrutural e
adesdao ao tecido (Chen et al., 2020; Liu et al., 2022). Além disso, os grupos hidroxila,
amina e carboxila nas cadeias dos polimeros O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA
podem interagir com grupos hidroxila, carboxila e amina no tecido para formar ligacdes
de hidrogénio e interacdes eletrostaticas (Figura 13) (Fan et al., 2021; Xia et al., 2021).

O hidrogel derivado do p6 comercial Starsil apresentou a menor resisténcia a
ruptura, suportando uma pressdo média de aproximadamente 225 mmHg antes de
falhar (Figura 22). Este resultado sugere que tanto o O-CMCS/HA-O quanto o O-
CMCS/HA-O/RA sao superiores ao produto comercial em termos de capacidade de
adesao.

Os resultados mostram que os hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA
superam a pressao arterial normal (120 mmHg) (Azuma et al., 2015), demonstrando
serem bons materiais de barreira pos-operatoria, eficientes para prevenir aderéncias

pos-cirdrgicas.
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5 CONCLUSAO

A sintese dos materiais, incluindo O-carboximetilquitosana (O-CMCS),
hialuronato de sédio oxidado (HA-O) e o reticulante azul a base de genipina e acido
glutamico (RA), foi bem-sucedida. Os resultados demostraram que o hidrogel O-
CMCS/HA-O/RA possui propriedades superiores de gelificacdo e autorreparagdo em
comparacdo ao hidrogel sem o reticulante azul, além de apresentar um
comportamento pseudoplastico conforme revelado pela anélise reologica. Os testes
de citotoxicidade confirmaram a biocompatibilidade do material, evidenciando que os
hidrogéis ndo séo toxicos para as células L929 e reforgcando seu potencial para uso
como material de barreira pos-cirurgica. Além disso, o hidrogel O-CMCS/HA-O com
reticulante azul mostrou rapida gelificacdo, eficiente autorreparacéo, estabilidade
estrutural, propriedades antimicrobianas, facilidade de ser injetado e excelente
capacidade adesiva. Essas caracteristicas fazem deste hidrogel uma solugéo
promissora para barreiras de aderéncias pos-cirurgicas, representando uma inovacao
significativa na area de biomateriais clinicos. Sua formulacdo otimizada e pH
compatibilidade com tecidos bioldgicos ressaltam seu potencial para melhorar os

resultados clinicos pds-laminectomia e a qualidade de vida dos pacientes.
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