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RESUMO 

 
A fibrose epidural é uma complicação frequente após laminectomias, marcada pela 

formação de tecido fibroso aderido às raízes nervosas, resultando em dor persistente. 

Diversas abordagens foram desenvolvidas para mitigar essa fibrose, mas os 

resultados permanecem variáveis e insatisfatórios. Este estudo propõe uma solução 

inovadora para prevenir aderências pós-operatórias em cirurgias de laminectomia, 

utilizando hidrogéis à base de polissacarídeos, como O-carboximetilquitosana (O-

CMCS) e hialuronato de sódio 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 pó comercial de antiadesão Starsil. A 

caracterização desses materiais abrangeu ensaios de Espectroscopia no 

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), injetabilidade, análise reológica, 

grau de intumescimento, biodegradabilidade, citotoxicidade in vitro, atividade 

antimicrobiana e resistência à ruptura. A partir dos resultados temos que o FTIR 

confirmou a formação da base de Schiff e a interação eletrostática entre o reticulante 

azul e os hidrogéis. A análise reológica indicou que os hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-

CMCS/HA-O/RA exibiram comportamento típico de sólidos viscoelásticos. Além disso, 

os hidrogéis contendo reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) apresentaram maior 

viscosidade dinâmica em resposta à variação da taxa de deformação. Os resultados 

indicaram que a adição do reticulante correlacionou-se a um menor grau de 

intumescimento e a um maior tempo de biodegradação em comparação 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 resistência à ruptura 

superior a amostra comercial. Nos ensaios comparativos, o hidrogel O-CMCS/HA-

O/RA apresentou maior pressão de ruptura em relação ao O-CMCS/HA-O e ao Starsil. 

Esses resultados indicam seu potencial como barreira pós-operatória eficaz, capaz de 

prevenir aderências e melhorar os resultados clínicos em casos de fibrose epidural. 

 

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

 



 

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 INTRODUÇÃO 

 

A laminectomia é uma cirurgia que envolve a remoção de uma parte da lâmina 

vertebral, localizada na região posterior da vértebra. Este procedimento é 

frequentemente indicado para aliviar a compressão da medula espinhal ou das raízes 

nervosas, que pode resultar de condições como hérnias de disco, estenose espinhal 

ou tumores. A laminectomia pode ser realizada de forma total, com a remoção 

completa da lâmina, ou parcial, com a remoção apenas de uma parte dela (Schoeggl; 

Reddy & Matula, 2002). 

Após a laminectomia, a fibrose epidural é uma complicação comum que pode 

levar à síndrome da coluna falhada, caracterizada por dor persistente e disfunção 

neurológica (Cemil et al., 2009). A fibrose pode restringir a mobilidade das raízes 

nervosas e complicar a recuperação, aumentando o risco de necessidade de nova 

intervenção cirúrgica (Wang et al., 2018). Portanto, a gestão eficaz das aderências 

pós-cirúrgicas é essencial para diminuir a morbidade e os custos relacionados a 

reoperações e hospitalizações (Jia et al., 2023). 

Diversas abordagens têm sido exploradas para mitigar essas complicações, 

incluindo técnicas cirúrgicas avançadas, tratamentos farmacológicos e barreiras 

físicas antiadesão (Ouaïssi et al., 2012; Wang et al., 2019; Melnychenko e Kvashnina, 

2020; Soltany, 2021). Entre essas estratégias, os hidrogéis se destacam como uma 

opção promissora devido à sua capacidade de formar barreiras viscoelásticas e 

biocompatíveis (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 sódio e aos glicosaminoglicanos, 

além de oferecer excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade, atividade 

antimicrobiana e capacidade de retenção de umidade. A CMCS tem sido estudada em 

áreas como engenharia de tecidos, cicatrização de feridas e liberação de fármacos 

(Gonçalves et al., 2021; Liu et al., 2022; Sharifi et al., 2018; Zhao et al., 2013). 

O hialuronato de sódio (HA) é um biopolímero natural amplamente utilizado 

para tratar regiões vasculares, cartilaginosas, ósseas e de pele, devido às suas 

propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e analgésicas. Suas aplicações 

dependem da viscosidade e da viscoelasticidade do HA (Dovedytis et al., 2020; Gupta 
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et al., 2019a). Para prolongar a duração in vivo do HA, frequentemente são realizadas 

reticulações ou outras modificações da molécula (Volpi et al., 2009). Hidrogéis 

convencionais podem ser danificados por forças mecânicas, comprometendo sua 

integridade. Hidrogéis auto-reparáveis, que podem prolongar a vida útil e aumentar a 

durabilidade dos géis, apresentam-se como uma alternativa promissora (Liu et al., 

2022; Yang et al., 2022). 

Apesar dos avanços alcançados, são escassos ou inexistentes na literatura os 

estudos sobre hidrogéis de carboximetilquitosana (CMCS), hialuronato de sódio (HA) 

e reticulantes à base de genipina e ácido glutâmico. Pesquisas anteriores examinaram 

uma variedade de hidrogéis antiaderentes para tratamento pós-laminectomia, 

incluindo ácido hialurônico oxidado/adipato de hidrazida, ácido hialurônico 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-Peña et al., 2017; Bhatia et al., 

1995; Hiraizumi et al., 1995). Embora essas soluções sejam promissoras, o uso de 

reticulantes à base de genipina e ácido glutâmico na prevenção de aderências pós-

cirúrgicas ainda é pouco explorado. Essa lacuna merece atenção, especialmente 

considerando o potencial desses materiais em aliar biocompatibilidade com eficácia 

na prevenção da fibrose epidural. 

Neste trabalho, o hialuronato de sódio (HA) foi oxidado com periodato de sódio 

para formar hialuronato de sódio oxidado (HA-O), que foi associado à CMCS por meio 

de reações de base de Schiff entre os grupos amina da CMCS e os grupos aldeído do 

HA-O (Li et al., 2017b; Zheng et al., 2023; Chen et al., 2023). Além disso, foi explorado 

o uso de um reticulador azul, à base de genipina e ácido glutâmico, para melhorar as 

propriedades reológicas e mecânicas dos hidrogéis. 

A proposta deste estudo foi o desenvolvimento de um novo biomaterial em 

forma de hidrogel, baseado em O-carboximetilquitosana e hialuronato de sódio 

oxidado, reticulado com genipina e ácido glutâmico. O objetivo foi desenvolver um 

material de baixo custo, biodegradável e biocompatível, capaz de formar uma barreira 

rápida e eficaz contra aderências pós-cirúrgicas, oferecendo uma solução prática e 

acessível para procedimentos na área da coluna vertebral. Essa abordagem visa 

melhorar a eficácia das barreiras antiaderentes, reduzir a necessidade de reoperação 

e tornar o tratamento mais acessível (Carvalho e Bianchi, 2016; Zhong et al., 2021). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Anatomia da coluna 

 

A coluna vertebral é uma estrutura essencial do corpo humano, composta por 

várias vértebras que se sobrepõem e são conectadas por ligamentos, discos 

intervertebrais e articulações facetárias. 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 seções principais: cervical, torácica, lombar 

e sacral (Muto et al., 2017; Cramer & Darby,1995). 

A seção cervical é a parte superior da coluna e contém sete vértebras, 

permitindo que a cabeça se mova para cima, para baixo e de lado a lado. A seção 

torácica é composta por doze vértebras que se articulam com as costelas, formando 

a cavidade torácica. A seção lombar é a mais forte e robusta, com cinco vértebras que 

suportam a maioria do peso do corpo. A coluna pélvica inclui a seção sacral e o cóccix. 

A seção sacral é formada pelo sacro, que é uma fusão de cinco vértebras, e se 

conecta com os ossos ilíacos da pelve. O cóccix consiste em quatro a cinco vértebras 

pequenas fundidas, servindo como ponto de ancoragem para os ligamentos e 

músculos do assoalho pélvico (Figura 1) (Muto et al., 2017; Johnson et al., 1975; 

Mahadevan, 2016). 

A medula espinal é um cordão 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 funções motoras, sensoriais e autonômicas 

(Burns et al., 2012). 

A anatomia da coluna e da medula espinal é fundamental para entender as 

lesões da medula espinal (SCI) e o processo de reparo. Lesões na coluna podem 

resultar em danos à medula espinal, levando a uma série de complicações, como 

perda de movimento, sensação e função autonômica (Johnson et al., 1975). 
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Figura 1- Imagem representativa da coluna vertebral. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

2.2 Tratamentos, Riscos e Sequelas 

 

As doenças e lesões relacionadas à coluna vertebral requerem abordagens 

terapêuticas diversificadas, incluindo medicamentos, fisioterapia, intervenções 

cirúrgicas e terapias de reabilitação. Esses tratamentos visam minimizar a dor, 

melhorar a funcionalidade e aumentar a qualidade de vida dos pacientes. A escolha 

da abordagem terapêutica depende da gravidade e da natureza da condição, e a 

pesquisa contínua é 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-

inflamatórios, descompressão cirúrgica, fixação espinal e reabilitação, muitas vezes 

não são suficientes para promover a regeneração completa do sistema nervoso 

central (Schoenfeld et al., 2019; Watters et al., 2009). A laminectomia é um 

procedimento cirúrgico que envolve a remoção de uma parte da lâmina vertebral, a 

porção posterior da vértebra. Este procedimento é frequentemente realizado para 
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aliviar a compressão da medula espinhal ou das raízes nervosas causada por 

condições como hérnias de disco, estenose espinhal ou tumores (Deyo et al., 2015). 

A laminectomia pode ser total, onde toda a lâmina é removida, ou parcial, onde 

apenas uma parte é retirada. Apesar de sua eficácia, a laminectomia pode resultar em 

complicações, sendo a fibrose epidural uma das mais comuns. A fibrose epidural pode 

levar à síndrome da coluna falhada (FBSS), caracterizada por dor persistente e 

disfunção neurológica. A formação de fibrose (APO) pode restringir a mobilidade das 

raízes nervosas e causar dor, complicando a recuperação e aumentando o risco de 

necessidade de reintervenção cirúrgica (Sun et al., 2023). 

As aderências pós-laminectomia são uma complicação comum, levando a 

várias consequências clínicas significativas. Essas aderências, ou cicatrizes, se 

formam na área da cirurgia e podem afetar a durabilidade dos resultados cirúrgicos, 

bem como a qualidade de vida dos pacientes. Uma das principais consequências das 

aderências epidurais é a FBSS. As aderências epidurais resultam da infiltração de 

fibroblastos no espaço epidural, criando cicatrizes que podem comprimir a medula 

espinhal e os nervos adjacentes (Wang et al., 2018). 

Além disso, as aderências podem causar dor persistente e incapacitação 

funcional, complicando a recuperação pós-operatória. Estudos indicam que cicatrizes 

epidurais resultam em compressão das raízes nervosas, provocando dor que pode 

ser severa e debilitante (Manchikanti et al., 1999). A presença de aderências epidurais 

também aumenta o risco de complicações durante cirurgias de revisão, tornando mais 

difícil a dissecação e a manipulação dos tecidos, e aumentando o risco de danos à 

medula espinhal e às raízes nervosas (Ellis, 2001). 

As aderências epidurais estão associadas à inflamação crônica, o que pode 

levar a uma maior proliferação de fibroblastos e formação de tecido cicatricial. Isso 

resulta em uma reação em cadeia onde a inflamação perpetua a formação de 

cicatrizes e vice-versa (Chen et al., 2014). 

As aderências pós-laminectomia são uma complicação significativa que pode 

levar a dor crônica, necessidade de cirurgias de revisão e diminuição da eficácia da 

descompressão inicial. Métodos para prevenir e tratar essas aderências são cruciais 

para melhorar os resultados cirúrgicos e a qualidade de vida dos pacientes (Beukel et 

al., 2017; Ahn et al., 2019; Gerszten et al., 2003; Manchikanti et al., 1999).  

Uma inovação promissora no tratamento SCI é o uso de hidrogéis. Após a 

laminectomia, o hidrogel pode ser colocado diretamente no local da lesão da medula 
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espinhal. Isso significa que, após a remoção das lâminas vertebrais para expor a 

medula espinhal, o hidrogel é introduzido na área lesada, preenchendo o espaço 

resultante da lesão, fornecendo suporte e promovendo a regeneração do tecido 

nervoso (Li et al., 2023; Lee et al., 2019; Wu et al., 2021; Wang et al., 2022). A Figura 

2 ilustra uma representação da coluna vertebral antes e após a laminectomia. 

 

Figura 2- Representação de uma coluna vertebral antes e depois após a 

laminectomia. 

 

Fonte: Adaptado de Top Doctors, 2024. 

 

Essas abordagens, aliadas a avanços tecnológicos e a pesquisas contínuas, 

trazem esperança para aprimorar os resultados dos pacientes com lesões na coluna 

vertebral. A combinação de tratamentos tradicionais e inovadores é essencial para 

abordar as complexidades dessas condições e melhorar a qualidade de vida dos 

pacientes afetados (Li et al., 2023). 

 

2.3 Adesão Pós-Operatória (APO) 

 

As aderências pós-operatórias (APO) representam uma das complicações mais 

frequentes após intervenções cirúrgicas. Elas se caracterizam como bandas de tecido 

fibroso que se desenvolvem de forma atípica, unindo órgãos internos ou tecidos 

adjacentes que, em condições normais, possuiriam mobilidade livre. Este fenômeno é 

uma resposta orgânica a traumas cirúrgicos, como lesões, deficiência de oxigênio 

(isquemia e hipóxia) ou infecções, os quais desencadeiam uma resposta inflamatória 

persistente. Consequentemente, observa-se a proliferação de fibroblastos e a 

formação de novos vasos sanguíneos (angiogênese), que resultam na fixação das 
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superfícies peritoneais (Teo et al., 2025; Wang, M. et al., 2023; Guzmán-Valdivia, 

2018). 

 A incidência de APO é notavelmente alta, afetando entre 90% e 93% dos 

pacientes. As manifestações clínicas podem se apresentar em um período que varia 

de semanas a anos após o procedimento, que podem se desenvolver em diversos 

tecidos moles, como o peritônio e o pericárdio, além de ocorrer em pacientes cirúrgicos 

com infecções e malignidades (Yakimova e Khayatova, 2024; Teo et al., 2025; Wang, 

M. et al., 2023; Guzmán-Valdivia, 2018). 

Li et al. (2021) e Li, Ling et al. (2014) ressaltam a importância de que as 

barreiras de adesão apresentem propriedades de autocura rápida, formem hidrogéis 

que se adaptem a defeitos teciduais e sejam biocompatíveis, evitando reações 

adversas e favorecendo a mobilidade dos tecidos. Assim, exploraram a utilização de 

quitosana e ácido hialurônico em hidrogéis, demonstrando potencial antiadesivo 

significativo. 

Diversos biomateriais têm sido empregados com sucesso como barreiras 

antiadesivas para mitigar a formação de aderências pós-operatórias (APO). A 

funcionalidade desses materiais reside em sua capacidade de separar fisicamente os 

tecidos adjacentes, inibir a proliferação de fibroblastos, impedir a adesão de proteínas 

e atenuar a resposta inflamatória. Para serem considerados eficazes, esses 

biomateriais precisam ser biocompatíveis e biodegradáveis, sem induzir reações 

adversas no organismo (Back et al., 2016; Jiang et al., 2022). Entre as estratégias de 

prevenção, destacam-se as barreiras físicas aprovadas, como o filme de Seprafilm® 

(ácido hialurônico/carboximetilcelulose) e a celulose oxidada Interceed®, que criam 

uma separação física entre as superfícies teciduais durante o período crítico de 

cicatrização. Outra abordagem é o uso de soluções de Icodextrina, que operam por 

hidroflotação para manter os órgãos distantes (Lima et al., 2024; Teo et al, 2025; Wang 

et al., 2023). 

 

2.4 Materiais Poliméricos para Prevenção de Adesão Pós-Operatória 

 

Os materiais poliméricos têm se destacado como elementos fundamentais na 

prevenção de Aderências Pós-Operatórias (APO), desempenhando um papel 

importante em procedimentos cirúrgicos, especialmente em cirurgias da coluna 

vertebral. Para prevenir essas complicações, os materiais poliméricos funcionam 
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como barreiras físicas antiaderência, bloqueando a interação direta entre superfícies 

de tecidos lesionados durante o processo de cicatrização. A eficácia desses materiais 

está associada a suas propriedades físicas e químicas, como biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e resistência mecânica, além da capacidade de liberar fármacos 

de forma controlada. A escolha do polímero adequado depende do tipo de cirurgia e 

das características do tecido envolvido (Kaushal et al., 2011; Li, Jiannan et al., 2017; 

Kang et al., 2021). 

Entre os polímeros naturais usados em forma de hidrogéis, destacam-se o 

ácido hialurônico, 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 inflamação 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 áreas 

lesionadas e reduzindo significativamente a formação de APO (Bhatia, 2016). 

Além disso, novas tecnologias estão sendo exploradas, incluindo o 

desenvolvimento de materiais nanotecnológicos, como nanofibras e hidrogéis, que 

permitem a liberação controlada de agentes terapêuticos. Nanopartículas também se 

mostram promissoras para o transporte localizado de fármacos anti-inflamatórios. 

Outras linhas de pesquisa investigam o uso de agentes farmacológicos, como anti-

inflamatórios e o plasma rico em plaquetas (PRP), que têm potencial regenerativo e 

anti-inflamatório. Finalmente, terapias mais avançadas, como a terapia gênica e 

celular, visam modular os mecanismos moleculares que conduzem à formação de 

aderências (Teo et al, 2025; Lima et al., 2024; Hassanabad et al., 2021). 

Em cirurgias de coluna, onde a prevenção de aderências é particularmente 

desafiadora, materiais como o ácido hialurônico e o polietileno glicol (PEG) são 

amplamente utilizados. Esses polímeros formam hidrogéis que funcionam como 

barreiras antiaderência, eficazes na prevenção de aderências 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 cirúrgicos e favorece 

uma recuperação mais rápida e segura, destacando o papel essencial desses 

materiais na medicina moderna (Schnüriger et al., 2011; Shi et al., 2015; Liao et al., 

2023; Zhang et al., 2024). 

 

2.5 Carboximetilquitosana (CMCS)  
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A carboximetilquitosana (CMCS) é um derivado da quitosana, um 

polissacarídeo natural encontrado em várias fontes como exoesqueletos de 

crustáceos e paredes celulares de fungos, sendo o segundo polissacarídeo mais 

abundante na natureza. A quitosana se forma a partir da quitina por meio de uma 

reação de desacetilação, que rompe ligações N-acetil, gerando β-(1→4)-2-amino-2-

deoxi-D-glucosamina (GlcN) (Gonçalves et al., 2021; Liu et al., 2020). 

A CMCS destaca-se por suas propriedades como a biodegradabilidade, 

solubilidade em água e biocompatibilidade. Além disso, apresenta atividades 

antioxidantes, antibacterianas e antifúngicas superiores às da quitosana, o que a torna 

promissora em diversas aplicações biomédicas. Essas incluem cicatrização de feridas 

(Gonçalves et al., 2021; Kruczkowska et al., 2024; Yan et al., 2016), liberação de 

fármacos (Li et al., 2019; Vaghani et al., 2012; Ladeira et al., 2021; Liu et al., 2007), 

engenharia de tecidos (Upadhyaya et al., 2013; Mo et al., 2022), bioimagem (Wang et 

al., 2021), adsorção de íons metálicos (Wasikiewicz et al., 2005) e até mesmo ações 

antitumorais (Jiang et al., 2020; Raza et al., 2021). Além disso, a CMCS promove o 

crescimento de fibroblastos e possui potencial para aplicação em barreiras 

biomédicas, agentes hemostáticos e na prevenção de adesões pós-cirúrgicas (Cheng 

et al., 2019a; Carmichael et al., 2022; Guo et al., 2023; Gonçalves et al., 2021; Zhao 

et al., 2013). 

A modificação química da quitosana ocorre através do processo de 

carboximetilação, que resulta em diferentes tipos de carboximetilquitosana, como O-

Carboximetilquitosana (O-CMCS), N-Carboximetilquitosana (N-CMCS) e N,O-

Carboximetilquitosana (N,O-CMCS). Essas modificações dependem das reatividades 

dos grupos –OH e –NH2 e são influenciadas pelo uso de álcali, como o hidróxido de 

sódio (NaOH), na reação com ácido monocloracético (Baumann e Faust, 2001; Silva, 

2011a). 

 

2.6 Hialuronato de sódio (HA)  

 

A fórmula química do hialuronato de sódio, que corresponde ao sal de sódio do 

ácido hialurônico, é (C₁₄H₂₀NaO₁₁)n. Sua estrutura é composta por unidades repetidas 

de dissacarídeos, que consistem em ácido glucurônico e N-acetilglicosamina, sendo 
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que o próton ácido do ácido hialurônico é substituído por um íon de sódio. Devido à 

presença de múltiplos grupos hidroxila (-OH) e carboxilato (-COO⁻) em sua estrutura, 

o hialuronato de sódio apresenta alta afinidade pela água, formando ligações de 

hidrogênio com as moléculas de água. Essa característica confere à substância a 

capacidade de absorver grandes quantidades de água, tornando-a um agente 

hidratante amplamente utilizado em cosméticos e tratamentos médicos para 

lubrificação (Wang et al., 2017; Pelletier et al., 2000). 

Em condições biológicas, a estrutura do hialuronato de sódio pode assumir uma 

conformação anfifílica, exibindo tanto domínios hidrofóbicos quanto hidrofílicos. 

Derivados anfifílicos de hialuronato podem formar redes tridimensionais em solução 

aquosa devido a interações hidrofóbicas, resultando em uma estrutura gelificada com 

propriedades específicas que podem ser utilizadas no reparo de cartilagem (Pelletier 

et al., 2001). Além disso, a estrutura do hialuronato pode organizar-se em 

conformações helicoidais, incluindo a forma de hélice dupla, dependendo de variáveis 

como temperatura e umidade, conforme revelado por estudos de difração de raios X 

(Atkins & Sheehan, 1973). Na Figura 3 temos a representação da estrutura do 

hialuronato em forma de hélice dupla. 

 

Figura 3- Estrutura do hialuronato de sódio. 

 

Fonte: Kearns et al., (2022). 

 

A estrutura do hialuronato de sódio em solução comporta-se 

predominantemente como uma cadeia aleatória em meio aquoso, influenciada por 

interações intermoleculares e intramoleculares, bem como pela presença de íons. 

Essas cadeias demonstram um grau de flexibilidade, com segmentos rígidos inseridos 

nas cadeias flexíveis, o que contribui para suas propriedades viscoelásticas (Darke et 
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al., 1975). Além disso, a presença de íons pode modificar a conformação das 

moléculas, resultando na contração das cadeias em altas concentrações de sal devido 

à formação de estruturas temporárias (Kutálková et al., 2020). 

O hialuronato de sódio é amplamente utilizado em diversas áreas médicas 

devido às suas propriedades biocompatíveis e eficazes. Ele é empregado em injeções 

intra-articulares para tratamento da osteoartrite, proporcionando alívio da dor e 

melhorando a função articular. Na oftalmologia, é utilizado como substituto do humor 

vítreo em cirurgias oculares e no tratamento do olho seco, promovendo cicatrização e 

alívio dos sintomas. Adicionalmente, facilita a remoção de lentes subluxadas durante 

procedimentos cirúrgicos e é utilizado como material de scaffolding em engenharia de 

tecidos, promovendo a regeneração da cartilagem sem efeitos colaterais indesejados 

(Cohen et al., 2008; Gomes et al., 2004). 

A degradação do hialuronato de sódio ocorre de forma gradual e pode ser 

mediada tanto por reações enzimáticas quanto não enzimáticas. Reações 

enzimáticas, como as catalisadas por hialuronidases, resultam na clivagem do 

hialuronato em fragmentos menores, afetando suas propriedades viscoelásticas. 

Reações não enzimáticas, como a oxidação, também contribuem significativamente 

para a degradação do hialuronato, especialmente em condições inflamatórias, onde 

radicais livres gerados pela oxidação podem induzir a quebra da molécula (Zheng et 

al., 2012). 

O hialuronato de sódio, um derivado do ácido hialurônico – um 

glicossaminoglicano encontrado naturalmente no corpo humano –, é a forma de sal 

deste composto. Enquanto o ácido hialurônico está presente diretamente na matriz 

extracelular de tecidos como o fluido sinovial e o humor vítreo, o hialuronato de sódio, 

devido à sua maior estabilidade e solubilidade, é amplamente utilizado em aplicações 

médicas e cosméticas. Esse derivado é particularmente útil em produtos 

farmacêuticos e cosméticos por suas propriedades de hidratação e cicatrização de 

feridas (Kulicke et al., 2008; Volpi et al., 2009). 

O uso do hialuronato de sódio como barreira antiaderente em procedimentos 

cirúrgicos tem sido extensivamente estudado. Pesquisas demonstraram que a solução 

de hialuronato de sódio e carboximetilcelulose é eficaz na redução da formação de 

aderências pós-operatórias, comparada a filmes de barreira convencionais, 

apresentando melhores resultados em procedimentos abdominais múltiplos (Park et 

al., 2011). Outro estudo mostrou que o gel de hialuronato de sódio reticulado é eficaz 
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na prevenção de aderências em cirurgias ginecológicas, com uma quantidade mínima 

de aderências observadas em análises laparoscópicas subsequentes (Mettler et al., 

2013). Esses resultados sugerem que o hialuronato de sódio é uma ferramenta 

promissora para a prevenção de complicações pós-cirúrgicas relacionadas a 

aderências. A presença de um agente reticulante, como a genipina, foi adicionado ao 

sistema em estudo, com o objetivo de aprimorar as propriedades do hialuronato de 

sódio, potencializando ainda mais sua eficácia na prevenção de aderências. 

 

2.7 Genipina  

 

A genipina, extraída do fruto do jenipapo (Genipa americana), destaca-se como 

um reticulante natural de elevado potencial, em virtude de sua alta reatividade com 

grupos amina presentes em biopolímeros como colágeno, gelatina e quitosana. Essa 

interação resulta na formação de redes poliméricas estáveis, com toxicidade 

consideravelmente inferior à de reticulantes sintéticos, como o glutaraldeído, além de 

promover melhorias substanciais nas propriedades mecânicas e na estabilidade 

térmica de scaffolds e hidrogéis. Adicionalmente, a genipina apresenta elevada 

biocompatibilidade, possibilitando aplicações seguras em engenharia de tecidos e em 

sistemas de liberação controlada de fármacos, configurando-se como uma alternativa 

sustentável alinhada aos princípios da química verde (Bi et al., 2011; Bryś et al., 2022). 

Biomateriais reticulados com genipina têm demonstrado desempenho 

expressivo na administração de fármacos, abrangendo desde terapias oculares até a 

veiculação de agentes anti-inflamatórios, devido à combinação de biocompatibilidade 

e estabilidade estrutural (Hwang et al., 2011; Wang, M. et al., 2013; Montemurro et al., 

2017). Trata-se de um reticulante versátil e eficiente, aplicável desde a imobilização 

de enzimas até a síntese de biomateriais avançados. Evidências apontam que a 

genipina mantém, e em alguns casos supera, a estabilidade conferida por reticulantes 

sintéticos, associando segurança e biodegradabilidade. O controle preciso das 

condições de reação e a avaliação de sua compatibilidade com diferentes matrizes 

poliméricas são determinantes para otimizar seu uso tanto em escala industrial quanto 

em aplicações biomédicas (Wang, M. et al., 2013; Fessel et al., 2014; Muzzarelli et al., 

2015; Yu et al., 2021; Masri et al., 2022). 

Scaffolds formados por quitosana, colágeno e ácido hialurônico reticulados com 

genipina apresentam resistência mecânica superior e melhor adesão celular, 
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características ideais para regeneração de cartilagem (Bi et al., 2011). Hidrogéis 

injetáveis à base de genipina também demonstram capacidade de promover 

regeneração cartilaginosa, preservando a forma e favorecendo a integração tecidual 

(Hwang et al., 2011). Nesse sistema, a genipina confere durabilidade e estabilidade 

estrutural; a quitosana contribui com propriedades antimicrobianas e bioadesivas; e o 

ácido hialurônico proporciona alta capacidade de hidratação e estímulo à interação 

celular (Daminato et al., 2022; Bi et al., 2011). 

 A combinação entre genipina e ácido hialurônico tem sido amplamente 

estudada, apresentando potencial para aplicações em reconstrução óssea, como 

demonstrado por Gilarska et al. (2018), tal como para aplicação membranas para 

cirurgia oral (Meng et al., 2021). 

 

2.8 Base de Schiff 

 

A reação que origina as bases de Schiff foi descrita em 1864 pelo químico 

alemão Hugo Schiff, que lhe atribuiu o nome. Essas estruturas químicas atuam como 

ligantes para metais de transição, formando complexos com propriedades catalíticas 

e eletroquímicas relevantes (Sepehri, 2023). Esses compostos podem ser 

incorporados a matrizes poliméricas, como na modificação da quitosana para o 

desenvolvimento de eletrodos sensíveis a íons, resultando em maior seletividade e 

em limites de detecção reduzidos (Pontes et al., 2023). 

As bases de Schiff estão presentes tanto em sistemas biológicos naturais 

quanto em formas sintéticas obtidas em laboratório, apresentando diversidade 

estrutural devido à presença de diferentes substituintes alquila ou arila. 

Quimicamente, são classificadas como iminas, caracterizadas pela ligação dupla 

carbono–nitrogênio (-C=N-), formadas por reações de condensação entre grupos 

amina primários (RNH₂) e grupos aldeído (COH) (Chaturvedi & Kamboj, 2016; Tacias-

Pascacio et al., 2019). 

Esses compostos apresentam aplicação em diversos setores científicos e 

industriais. São empregados como intermediários sintéticos, catalisadores em 

processos de oxidação, redução e fixação de dióxido de carbono, além de integrarem 

sensores ópticos e eletroquímicos para detecção de íons e moléculas específicas 

(Boulechfar et al., 2023). Estudos recentes investigam suas propriedades ópticas não 

lineares, relevantes para o desenvolvimento de dispositivos fotônicos (Derkowska-
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Zielinska et al., 2020). Também são utilizados como pigmentos e estabilizantes de 

polímeros (De Oliveira, 2023). 

No campo farmacológico, as bases de Schiff apresentam atividades 

antibacteriana, antifúngica, antiviral, anticâncer, anti-inflamatória e antioxidante, 

sendo estudadas como agentes terapêuticos e antimicrobianos (Raczuk, 2022). Na 

área biomédica, têm sido aplicadas na formulação de hidrogéis autorreparáveis 

responsivos a estímulos biológicos, com potencial para uso em sistemas de liberação 

controlada de fármacos, engenharia de tecidos e cicatrização de feridas (Boulechfar 

et al., 2023; Jalalvandi et al., 2017; Kohlan et al., 2024; Huang et al., 2022; Jiang et 

al., 2024) 
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3 MATERIAS E METODOLOGIA 
 

3.1 Materiais 

 

Pó de carboximetilquitosana, com um grau de acetilação (AD) de 

aproximadamente 82% e uma massa molar viscosimétrica média (Mv) de 270 kDa, foi 

fornecido pelo Laboratório de Avaliação e Desenvolvimento de Biomateriais do 

Nordeste - Certbio (Campina Grande, PB, Brasil). Hialuronato de sódio foi fornecido 

pela Farmácia de Manipulação Roval (Campina Grande, Brasil). Etileno glicol e o 

cloreto de cálcio foram adquiridos da Nuclear (São Paulo, Brasil). Periodato de sódio 

(NaIO4) foi obtido da ACs Científica (São Paulo, Brasil). Genipina, lisozima e tampão 

fosfato salino (PBS) (pH 7,2 a 25°C) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Rio de 

Janeiro, Brasil). Ácido glutâmico foi obtido da Dinâmica (São Paulo, Brasil). O soro 

fisiológico foi obtido da Triane e o pó comercial da Starsil® Hemostat. 

 

3.2 Síntese do hialuronato de sódio Oxidado (HA-O) 

 

O hialuronato de sódio (HA) foi dissolvido em água ultrapura à temperatura 

ambiente e oxidado com periodato de sódio (NaIO4) seguindo adaptações 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, Beserra et al., 2024). Neste 

sentido, 5 mL de NaIO4 (0,5 mol/L) foram adicionados à solução 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 ausência de luz por 24 

horas. Em seguida, 1 mL de etileno glicol foi adicionado para interromper a reação de 

oxidação e a solução foi agitada por mais uma hora. A solução foi então transferida 

para uma membrana de diálise de látex dialisada por 3 dias a 25°± 1°C em um 

recipiente com água ultrapura, com trocas periódicas de água. A solução resultante 

de HA-O foi congelada e submetida à liofilização a -45°C por 72 horas. O produto 

liofilizado foi então pulverizado em um almofariz, passado por uma peneira de malha 

100 e o pó resultante de HA-O com tamanho médio de partícula inferior a 0,1 mm foi 

armazenado em um dessecador. 

Na reação entre etilenoglicol e periodato, o etilenoglicol sofre oxidação, 

resultando na formação de um complexo intermediário. Durante este processo, as 
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interações entre as moléculas de etilenoglicol e periodato levam à formação de 

ligações específicas envolvendo átomos de carbono, oxigênio e iodo. Este complexo 

é naturalmente instável e subsequentemente se decompõe, facilitando a clivagem 

oxidativa da ligação carbono-carbono dentro do etilenoglicol. Esta clivagem resulta na 

formação de duas moléculas de formaldeído (CH2O) e ácido iodoso (HIO3) 

(Kołodziejczyk et al., 2023). 

 

3.3 Síntese do Reticulante Azul (RA) 

 

A síntese do reticulante azul (RA) foi realizada com base na adaptação de 

metodologias previamente descritas na literatura (Paik et al., 2001; Cho et al., 2006; 

Bentes, 2016; Ahmed et al., 2023). Inicialmente, foi preparada uma solução de ácido 

glutâmico (Glu) a 7 mM em água. Paralelamente, foi preparada uma solução de 

genipina (G) em tampão fosfato pH 7,0, com concentração de 0,7 mM. Volumes iguais 

das duas soluções foram então misturados em um Erlenmeyer vedado e mantidos sob 

agitação magnética a 70°C em banho termostático por 5 horas para formar o 

reticulante azul (RA).  

 

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

 

Para a preparação dos hidrogéis de O-carboximetilquitosana (O-CMCS) e 

hialuronato de sódio oxidado (HA-O), utilizou-se uma proporção de massa 1/1 entre 

O-CMCS e HA-O. Para os hidrogéis de O-carboximetilquitosana, hialuronato de sódio 

oxidado e reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA), foram utilizadas proporções 

volumétricas distintas de O-CMCS/RA de 1/0,05, 1/0,1 e 1/0,15, respectivamente, 

mantendo-se fixa a proporção 1/1 de O-CMCS/HA-O. Essas formulações foram 

preparadas para investigar o efeito do RA na reticulação do hidrogel. 

Os hidrogéis de O-carboximetilquitosana com hialuronato de sódio oxidado (O-

CMCS/HA-O) foram obtidos a partir da dissolução da O-CMCS em água ultrapura, 

seguida pela adição do pó de HA-O. Inicialmente, o pó de O-CMCS foi colocado em 

um tubo Falcon (Figura 4a), seguido pela adição de 10 mL de água ultrapura (Figura 

4b). Em seguida, o pó de HA-O foi incorporado à solução, e a mistura foi agitada em 

um vórtex (VX-38-BI) por 3 minutos, resultando em um hidrogel homogêneo (Figura 

4c, d). 
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Os hidrogéis de O-carboximetilquitosana com hialuronato de sódio oxidado e 

reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) foram preparados de forma semelhante, na 

proporção de 1/1. Após a obtenção do hidrogel de O-CMCS/HA-O, volumes distintos 

de reticulante azul foram adicionados às amostras e homogeneizados no vórtex por 

três minutos. A composição das formulações preparadas está exibida na Tabela 1. 

 

Tabela 1- Composição 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% 1,5 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024 

 

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

 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2024 

 

3.5 Caracterização 

 

3.5.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

A O-carboximetilquitosana (O-CMCS), o hialuronato de sódio 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-1, com 16 varreduras e uma resolução de 4 cm-1. O equipamento utilizado para 

essas medições foi o espectrômetro Spectrum 400 FT Mid-IR da Perkin Elmer. 

 

3.5.2 Teste de Tempo de Gelificação 

 

O tempo de gelificação dos hidrogéis, foi avaliado utilizando o método de 

inversão de tubo Falcon. As soluções 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/RA1,5) foram preparadas em tubos Falcon e monitoradas por 

inversão dos tubos. O tempo de gelificação foi registrado quando as soluções de 

hidrogel cessaram o fluxo. Os ensaios foram conduzidos conforme as metodologias 

descritas por Lü et al. (2015), Boul et al (2015) e Resmi et al (2024).. 

 

3.5.3 Teste de Autorreparação 

 

Os hidrogéis foram caracterizados quanto à autorreparação de forma 

microscópica de acordo com as metodologias adaptadas de You et al. (2018), 

Karvinen et al. (2022) e Zhou et al (2021). A análise foi realizada para observar a 

integridade estrutural e a coesão dos hidrogéis após serem submetidos a danos 

mecânicos. A avaliação microscópica, conduzida com o uso de um microscópio óptico 

Hirox, permitiu uma observação detalhada das microestruturas e dos processos de 

autorreparação nas amostras danificadas. O objetivo dessas análises foi verificar a 

capacidade de recuperação espontânea dos hidrogéis, fundamental para aplicações 

biomédicas onde a regeneração e manutenção da integridade do material são críticas.  

 

3.5.4 Análise Reológica 

 

A viscoelasticidade dos hidrogéis foi avaliada a partir de ensaios reológicos com 

objetivo de verificar a viscosidade, módulo de armazenamento (G') e o módulo de 

perda (G″). Foi utilizado um Reômetro Haake Mars III, 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 reômetro 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 frequência de 0,1 a 100 Hz. A análise de curva de 

viscosidade (Pa.s) em função da taxa de deformação 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 presença de soro 

fisiológico, solução PBS e solução PBS/lisozima. Os testes foram realizados de 

acordo com as metodologias adaptadas de Bian et al. (2024), Altinisik et al. (2014), Li, 

Ling et al. (2014), Suneetha et al. (2019). Inicialmente, os hidrogéis foram liofilizados 

por 72 horas e, em seguida, pesados (Wo). Posteriormente, foram imersos em cada 

um dos meios (soro fisiológico, solução PBS e solução PBS/lisozima). Em intervalos 

de 24 horas, as amostras foram retiradas dos meios, em seguida pesadas (Wt). 

Utilizando a Equação 1, foi calculado o grau de intumescimento de cada amostra ao 

longo do tempo (t).  

 

∆W(%)=(Wt-Wo)/Wo                                                                     Equação 1 

 

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

 

3.5.6 Biodegradação in Vitro  

 

A avaliação da biodegradação dos hidrogéis, foi conduzida em condições 

fisiológicas, utilizando o método de perda de massa, de acordo com as metodologias 

adaptadas de Bian et al. (2024), Altinisik et al. (2014), Li, Ling et al. (2014), Suneetha 

et al. (2019). As amostras dos hidrogéis (1 mL cada), dispostas em moldes e 

liofilizadas por 72 horas, foram divididas em três grupos (Grupo I e Grupo II). O Grupo 

I foi imerso em 10 mL de solução PBS (pH 7,4), enquanto o Grupo II foi imerso em 10 

mL de solução PBS (pH 7,4) contendo 1 mg/mL de lisozima, foram atualizados 

diariamente para garantir a atividade enzimática contínua. Em tempos pré-

determinados (7, 14, 21 e 28 dias), as amostras foram cuidadosamente retiradas do 



32 
 

meio de degradação, colocadas na estufa por 24 horas a 37 °C e, em seguida, 

pesadas. A porcentagem de perda de peso (ΔW%) em cada intervalo de tempo foi 

determinada utilizando a Equação 2. 

 

∆W(%)=(Wt-Wo)/Wo*100(%)                                                              Equação 2 

 

Onde: Wo é o peso inicial de cada amostra. 

A taxa de degradação dos hidrogéis nos diferentes meios foi determinada pela 

relação entre a porcentagem de perda de massa e o tempo de degradação. Os 

resultados foram obtidos a partir de três experimentos independentes e expressos 

como média ± desvio padrão (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 óptica (DO) de 0,7 ± 0,01. 

As amostras foram colocadas na superfície de ágar 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 área da zona de inibição (cm2) 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 força necessária para injetar o hidrogel da seringa foi determinada usando 

uma máquina 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-compressão 

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 



33 
 

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 difusão em ágar 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 

proporção de 0,1 g/mL de solvente para extração (água ultrapura), e autoclavados a 

121 °C ± 2 °C por 1 h. Papéis de filtro com uma área de 100 mm² (10 mm x 10 mm) 

foram embebidos com os extratos.  

Células L929 obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e preservadas no 

Laboratório de Avaliação e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste - CERTBIO 

(Brasil) foram cultivadas em placas de 6 poços com 35 mm de diâmetro 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 suspensões celulares com 

concentração de 1,1 a 1,1 x 10⁵ células/mL foram preparadas utilizando um contador 

celular automático (Introven – Thermo Fisher). As placas foram usadas para o ensaio 

quando uma monocamada celular uniforme com confluência superior a 80% foi 

estabelecida após 48 horas do início do cultivo. Após este período, as culturas foram 

incubadas com os extratos dos hidrogéis preparados em PBS na concentração de 0,1 

g/mL por 24 horas a 37 ºC. Antes do ensaio, amostras e controles positivos (látex para 

garrote) e negativos (papel de filtro Whatman n.01) foram esterilizados por radiação 

ultravioleta em uma cabine de fluxo laminar BIOGREEN por 30 minutos. Após a 

aspiração do meio de cultura e a adição de 1 mL de meio de cobertura, o meio foi 

substituído por 1 mL de meio ágar preparado contendo 1,8% de ágar, 0,01% de 

solução vermelha neutra e MEM (Meio Essencial Mínimo) 2x concentrado. Após a 

solidificação do ágar (10 min), os papéis filtrantes embebidos nos extratos dos 

hidrogéis foram colocados na superfície do ágar, assim como os controles positivo 

(látex) e negativo (filtro Whatman n.01). As amostras foram realizadas em duplicata 

no centro de cada placa. Após 24 h de incubação, o índice de descoloração (formação 

de halo) e o índice de morte celular (lise) foram avaliados usando um microscópio 

óptico. A morte celular foi definida como a perda da integridade da membrana celular, 

visível sob o microscópio de luz invertida (NIKON TS100 digital, Tóquio, Japão) com 
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o recurso de ampliação de imagem do software NISElements. A morte celular foi 

classificada de acordo com a Tabela 2. 

 
Tabela 2- Critérios da ISO-10993-5, para a pontuação de reatividade do 

ensaio de difusão em ágar. 

Grau Reatividade Descrição da zona de reatividade 

0 Nenhum Nenhuma zona detectável em torno ou abaixo do 
espécime 

1 Leve Algumas células mal formadas ou degeneradas sob 
espécime  

2 Suave Zona limitada à área sob espécime 
3 Moderado Tamanho da amostra de extensão 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 Pressão de Ruptura 

 

O ensaio de ruptura foi realizado com adaptações de métodos previamente 

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

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

conectado a uma seringa com PBS e a um monitor de pressão. 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 orifício na pele durante 30 minutos. Em seguida, a 

pressão foi aumentada por meio da injeção de PBS utilizando uma bomba de extrusão, 

com uma taxa de fluxo de 10 mL/min. A pressão máxima registrada foi considerada a 

pressão de ruptura. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A Figura 5 ilustra a reação entre o hialuronato de sódio previamente hidrolisado 

e o periodato de sódio, resultando na síntese do hialuronato de sódio oxidado (HA-O). 

O produto obtido, após o processo de síntese e liofilização, apresentou-se na forma 

de pó amarelado e isento de odor (Figura 6). 

 

Figura 5- Reação do hialuronato de sódio hidrolisado com periodato de sódio, 

gerando o hialuronato de sódio oxidado (HA-O). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

Figura 6- Pó de HA-O após liofilização em placas de Petri e pulverizado (b). 

 
 

Fonte: Adaptado de Junior et al., 2024. 
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Em uma nova abordagem, foi desenvolvido o reticulante azul (RA), um 

composto criado a partir da reação entre a genipina (G) e o ácido glutâmico (Glu). 

Durante o processo de síntese, notou-se a formação de uma marcante coloração azul, 

ilustrada na Figura 7. A rota sintética completa para a obtenção do RA pode ser 

consultada na Figura 8. Para o isolamento do material, a mistura reacional foi 

primeiramente congelada e, em seguida, submetida a um processo de liofilização por 

72 horas (utilizando o equipamento Liotop, modelo L108), resultando em um pó que 

será utilizado nas próximas etapas de caracterização. 

 

Figura 7- Reticulante Azul derivado do ácido glutâmico e genipina. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

Figura 8- Reação entre a genipina (G) e o ácido glutâmico (Glu) para obtenção 

do reticulante azul (RA). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 
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4.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 
 

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

 

A Figura 9 apresenta os espectros de FTIR dos pós de hialuronato de sódio 

hidrolisado (HA) e do hialuronato de sódio oxidado (HA-O).  

 

Figura 9- Espectros do FTIR dos pós de hialuronato de sódio (HA) e do 

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

 

O espectro de FTIR do hialuronato de sódio oxidado (HA-O) (Figura 8) 

apresentou intensificação de múltiplas bandas quando comparado ao HA original, sem 

indicar mudanças estruturais significativas. Foram identificados picos em 2923 cm⁻¹, 

atribuídos ao estiramento C–H, e em 1031 cm⁻¹, referentes às ligações glicosídicas 

C–O–C, em concordância com Li, Ling et al. (2014). A absorção em 1739 cm⁻¹, 

característica da vibração C=O de grupos aldeído, confirma a modificação química 

promovida pela oxidação do HA, resultando na formação do HA-O (Maiz-Fernández 

et al., 2022). 
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Embora Nguyen et al. (2018) ressaltem que a presença de grupos aldeído no 

HA-O possa ser mascarada pela formação de hemiacetais, a amostra obtida neste 

estudo exibiu nitidamente o pico correspondente ao C=O, evidenciando a eficiência 

da reação de oxidação conduzida com periodato de sódio. Resultados análogos foram 

reportados por Li et al. (2019) e Maiz-Fernández et al. (2022), reforçando a 

reprodutibilidade e confiabilidade do método empregado. 

 

4.1.2 FTIR do Reticulante Azul RA 

 

No espectro do composto conhecido como reticulante azul (RA), obtido a partir 

da interação entre genipina (G) e ácido glutâmico (Glu) (Figura 3b), foi observada a 

atenuação parcial das bandas em 1502 cm⁻¹ e na faixa entre 750 e 850 cm⁻¹, que são 

atribuídas à vibração angular N–H da amina primária presente no Glu (Silverstein & 

Kiemle, 2006; Moura et al., 2011). Essa alteração espectral sugere a ocorrência da 

reação química entre o grupo amino primário do ácido glutâmico e a funcionalidade 

éter da genipina, promovendo a formação de uma amina terciária e, 

consequentemente, a supressão da amina primária do Glu. Adicionalmente, a banda 

detectada em 1157 cm⁻¹ parece ser resultado da conjugação dos sinais originalmente 

localizados em 1159 cm⁻¹ e 1123 cm⁻¹, os quais estão associados, respectivamente, 

às vibrações do anel éter da genipina e ao estiramento C–O do grupo carboxílico do 

Glu. Deve-se enfatizar que houve uma redução na intensidade desse pico, 

evidenciando a diminuição da presença do éter cíclico, o que reforça sua participação 

na síntese do reticulante azul (Junior et al., 2024). 
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Figura 10- Espectros do FTIR do reticulante azul a base de genipina (G) e ácido 

glutâmico (Glu). 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

A
b
s
o
rb

â
n
c
ia

 (
u

.a
)

  

 

Número de onda (cm
-1
)

1
5
0
2

1
1
5
7

8
0
7

6
7
2

Glu

G

RA

 

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 absorção em 3386 cm-1, atribuídas às vibrações de 

estiramento das ligações OH e NH. A absorção na região de 2879 cm-1 refere-se à 

característica da tensão angular das ligações NH dos grupos amino. Ambos os 

hidrogéis exibem um pico em torno de 1585 cm−1, que de acordo com Nguyen et al. 

(2018), é atribuído ao alongamento C=N, indicando a presença da ligação de base de 

Schiff (–CH=N–) nos hidrogeis obtidos. Esta ligação é formada pela interação entre 

O-CMCS e HA-O, conforme indicado por Maiz-Fernández, S. et al. (2022). 
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Figura 11- Espectros do FTIR dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-
O/RA. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

As bandas identificadas em 1409 e 1033 cm-1 correspondem às vibrações de 

estiramento assimétrico do grupo carboxila (Gonçalves et al., 2021). A banda em 1318 

cm-1, referente às deformações axiais em -CH e ao estiramento de –CO do ácido 

carboxílico do RA. A banda em 1409 cm-1, correspondente ao ácido carboxílico, onde 

possivelmente ocorreu interação eletrostática com os grupos OH- do hidrogel O-

CMCS/HA-O, levando ao decaimento parcial desta banda no espectro O-CMCS/HA-

O/RA (Peña et al., 2012). O pico em 887 cm⁻¹, atribuído à deformação planar O-H, 

perdeu intensidade, indicando uma interação eletrostática, 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 

reticulante azul (RA) apresenta bandas de aminas na região de 784-718 cm⁻¹, que 

também estão 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 são 

apresentadas na Figura 12, enquanto a reação de reticulação está ilustrada na Figura 

13. Os hidrogéis contendo reticulante azul demonstraram tempos de reticulação mais 
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curtos, sendo que o hidrogel com maior concentração de reticulante azul exibiu o 

menor tempo de reticulação. 

 

Figura 12- Hidrogéis com diferentes proporções de reticulante azul: (a) O-

CMCS/HA-O/RA1,5; (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- Reação de reticulação dos hidrogéis O-CMCS/HA-O com reticulante 

azul (RA). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

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

 

Os tempos de gelificação dos hidrogéis, com e sem a presença do reticulante 

azul (O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA), foram avaliados à temperatura ambiente 

(25 ± 5 °C), como mostrado na Tabela 3. Observou-se que o tempo de gelificação foi 

significativamente impactado pela concentração de reticulante azul. A formulação com 

maior concentração de reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA1,5) reduziu o tempo de 

gelificação para aproximadamente 10 segundos, acelerando consideravelmente o 

processo. 
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Além disso, o pH do hidrogel O-CMCS/HA-O/RA1,5 foi mantido entre 7 e 7,5, 

garantindo a estabilidade em um ambiente próximo ao fisiológico. Esses resultados 

indicam que a presença do reticulante azul desempenhou um papel chave na 

aceleração da gelificação e na manutenção de condições ideais para uso biomédico. 

A rápida gelificação é especialmente vantajosa em intervenções pós-laminectomia, 

onde o hidrogel pode atuar como uma barreira eficaz para prevenir aderências e 

promover uma recuperação mais rápida e eficiente (Fang et al., 2023). 

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

reticulante azul. 

Amostra pH Tempo de gelificação 
(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 Viscoelásticas e de Fluxo dos Hidrogéis de O-CMCS/HA-O 

 

As propriedades reológicas dos hidrogéis de O-carboximetilquitosana com 

hialuronato de sódio 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 deformação dos 

hidrogéis com e sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 
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A Figura 14 ilustra a curva de viscosidade (Pa.s) em função da taxa de 

deformação dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA com diferentes 

concentrações 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-1 e 70 Pa.s a uma taxa de deformação de 3,0 s⁻¹. 

Este resultado indica uma menor resistência à deformação em comparação com os 

hidrogéis contendo reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA0,5, O-CMCS/HA-O/RA1,0 e 

O-CMCS/HA-O/RA1,5), sugerindo uma possível redução na viscosidade e coesão em 

relação ao hidrogel reticulado. 

Inicialmente, os hidrogéis O-CMCS/HA-O/RA1,5 e O-CMCS/HA-O/RA1,0 

exibiram valores de viscosidade próximos a uma taxa de deformação de 0,2 s⁻¹, com 

valores específicos de 250 Pa.s e 180 Pa.s, respectivamente. Já o hidrogel O-

CMCS/HA-O/RA0,5 mostrou uma viscosidade menor de 120 Pa.s na mesma taxa de 

deformação, sugerindo menor resistência à deformação e maior capacidade de fluxo 

ou adaptação à taxa de deformação. Já na frequência de 3,0s-1 O-CMCS/HA-O/RA1,5 

teve o valor da viscosidade dinâmica de 111 Pa.s, O-CMCS/HA-O/RA1,0 91 Pa.s e 

O-CMCS/HA-O/RA0,5 68 Pa.s. 

Segundo Mensitieri et al. (1995) e Mazzucco et al. (2002), a viscosidade 

depende da taxa de deformação. Em baixas taxas de cisalhamento, o 

desacoplamento das macromoléculas do hidrogel é equilibrado pelo acoplamento 

induzido por movimentos térmicos moleculares aleatórios, mantendo a viscosidade 

constante. Conforme ilustrado na Figura 15, o aumento da taxa de deformação resulta 

na diminuição da densidade de ligações cruzadas não covalentes ou físicas. As redes 

tornam-se rapidamente desembaraçadas, fornecendo menos resistência ao fluxo e, 

consequentemente, reduzindo a viscosidade. 

Os estudos de Kitazaki&Griffin (1997) e Zhou  et al. (2014) apontam que a 

coluna vertebral humana varia sua faixa de frequência de aproximadamente 4 a 8 Hz. 

Essa faixa é onde a coluna apresenta maior resposta a vibrações verticais, 

aumentando o risco de desconforto e possíveis lesões para indivíduos expostos a 

esses níveis de frequência em longos períodos. Neste sentido, a análise curva de 

viscosidade (Pa.s) em função da taxa de deformação 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 Frequência angular (Hz) dos hidrogéis 

com e sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

A Figura 15 apresenta o comportamento viscoelástico dos hidrogéis de O-

CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA, evidenciado pelos módulos G’ e G’’ a 25 °C. O 

módulo de armazenamento G' indica a elasticidade ou a energia armazenada na 

amostra durante a deformação. Em contraste, o módulo de perda G’’ descreve o 

caráter 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 predominância elástica ao 

longo de todo o intervalo de tempo estudado, com o módulo de armazenamento G’ 

superior ao módulo de perda G’’, indicando que o hidrogel comportou-se como um 

sólido viscoelástico (Huang et al., 2021). As curvas de G’ e G’’ não se cruzam e são 

paralelas em um gráfico log-log da dependência dos módulos com a frequência 

angular (ω). 

Os hidrogéis com reticulante azul, o módulo G' também predominou sobre o 

G’’, até aproximadamente 10 Hz, comportando-se como sólidos viscoelásticos. No 

entanto, ocorreu o cruzamento das curvas G’ e G’’, indicando uma transição para um 

comportamento mais viscoso em frequências mais elevadas. Para todos os hidrogéis 

com reticulante azul, tanto G' quanto G'' aumentaram com o aumento dos valores de 

frequência angular (ω) até 10 Hz. Esse aumento sugere uma resposta dinâmica do 

hidrogel às variações na frequência, demonstrando uma dependência viscoelástica. 
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O ângulo de fase (δ) representa a capacidade de um material de converter 

energia mecânica aplicada em calor, refletindo seu comportamento viscoelástico 

(Taboadai et al., 2008). O parâmetro Tan δ é utilizado para caracterizar esse 

comportamento: materiais com tan δ < 1 possuem predominância elástica, exibindo 

características de gel, enquanto materiais com tan δ > 1 apresentam maior 

viscosidade, comportando-se como líquidos viscosos. No presente estudo, os valores 

de Tan δ obtidos na frequência de 10 Hz foram: 0,65 para o hidrogel O-CMCS/HA-O, 

0,75 para O-CMCS/HA-O/RA0,5, 0,45 para O-CMCS/HA-O/RA1,0 e 0,38 para O-

CMCS/HA-O/RA1,5. Esses resultados indicam um comportamento 

predominantemente elástico para todos os hidrogéis analisados. 

 

4.4 Autoreparação 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 à autorreparação microscópica, com o objetivo de 

verificar sua integridade estrutural e coesão após danos mecânicos. Para isso, os 

hidrogéis foram cortados em fragmentos e dispostos em placas de Petri, sendo 

reunidos sem aplicação de força externa e analisados ao microscópio óptico (MO). 

As observações em MO (Figura 16) mostraram que a presença do reticulante 

azul (RA) influenciou de maneira significativa a capacidade de autorreparação. O 

hidrogel com menor concentração de RA (O-CMCS/HA-O/RA0,5) (Figura 16b) 

apresentou um tempo de autorreparação semelhante ao hidrogel sem reticulante azul 

(O-CMCS/HA-O), cerca de 50 segundos. No entanto, com o aumento da concentração 

de RA, houve uma redução notável no tempo de autorreparação. Esse 

comportamento pode ser explicado pela reconstituição das ligações de imina quando 

as superfícies fragmentadas entram em contato, promovendo a autorreparação, 

conforme descrito por You et al. (2018). 

A capacidade de autorreparação é fundamental para a aplicação do hidrogel 

em procedimentos pós-laminectomia, pois garante a integridade e a funcionalidade do 

material como barreira contra aderências. O hidrogel com maior concentração de RA 

(O-CMCS/HA-O/RA1,5) (Figura 16d) apresentou os menores tempos de gelificação e 

autorreparação entre as formulações testadas, com a gelificação ocorrendo em 

aproximadamente 30 segundos. A adição do reticulante azul foi determinante para 
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acelerar esses processos, além de assegurar a coesão do material e manter o pH 

estável em torno de 7,5. 

Esses resultados indicam que a combinação de HA-O com o reticulante azul 

RA não apenas melhorou as propriedades de gelificação e autorreparação, mas 

também garantiu a integridade estrutural essencial para o desempenho como uma 

barreira eficaz contra aderências pós-laminectomia. Por esse motivo, a formulação O-

CMCS/HA-O/RA1,5 foi escolhida para as próximas etapas de caracterização e, a partir 

deste ponto, será 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 após a autorreparação. 

 

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 soluções (PBS pH 7,4, 

PBS/lisozima pH 7,4 e soro fisiológico pH 5,0), foi determinado, conforme ilustrado na 

Figura 17. 
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As amostras testadas em soro fisiológico apresentaram uma menor capacidade 

de intumescimento ao longo do tempo quando comparadas às testadas em solução 

PBS e PBS/lisozima, evidenciando uma diminuição progressiva na taxa de 

intumescimento conforme o pH diminuía. Isso sugere que o intumescimento dos 

hidrogéis em soro fisiológico foi limitado devido à formação de ligações de hidrogênio 

entre os grupos -COOH e -OH. Este efeito foi especialmente evidente na amostra 

reticulada (O-CMCS/HA-O/RA), que ainda apresenta grupos amino primários, 

resultando em uma redução mais significativa da repulsão eletrostática comparada ao 

hidrogel não reticulado (O-CMCS/HA-O) (Li et al., 2014).  

Em todas as condições avaliadas (soro fisiológico, solução de PBS e 

PBS/Lisozima), as amostras com reticulante (O-CMCS/HA-O/RA) apresentaram 

valores de intumescimento menores quando comparadas às amostras sem reticulante 

(O-CMCS/HA-O). As taxas de intumescimento alcançadas 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 período de 180 

segundos em soro fisiológico, PBS e PBS/lisozima, respectivamente (Figura 17).  

Em condições neutras (nas soluções de PBS e PBS/lisozima), os grupos de 

ácido carboxílico nas amostras de O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA ionizaram-se 

progressivamente (-COO⁻), resultando em um aumento considerável no 

intumescimento devido à repulsão eletrostática 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 solução e pela presença de reticulação. 

   

Figura 17- Gráfico do grau de intumescimento do hidrogel reticulado com 

reticulante azul (O-CMCS/A-O/RA) e não reticulado (O-CMCS/A-O) em solução de 

soro fisiológico, PBS e PBS/lisozima. 
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 
4.6 Biodegradação in vitro 

 

A biodegradabilidade é importante para o desempenho de agentes de barreira 

in vitro. Degradações muito rápidas podem comprometer a proteção, enquanto 

degradações lentas podem interferir na cicatrização e gerar inflamação (Ogihara et 

al., 2009; Bian et al., 2024; Cho et al., 2012; Spencer et al., 2012; Ereth et al., 2009). 

Avaliamos a degradação dos hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA 

em soro fisiológico, PBS e PBS/Lisozima (Figura 18). O hidrogel O-CMCS/HA-O 

perdeu 19,2±6,6% de sua massa após 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 degradação mais lenta. Após 28 dias, o O-CMCS/HA-O/RA ainda manteve 

21,6±3,8% de sua massa em soro, 9,5±2,8% em PBS e foi totalmente degradado em 

PBS/Lisozima. 

Esses resultados sugerem que o hidrogel O-CMCS/HA-O/RA, devido à sua 

estrutura mais reticulada, apresenta uma taxa de degradação mais controlada e 

adequada para fornecer proteção prolongada sem interferir no processo de 

cicatrização, ao contrário 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 segurança clínica, minimizando riscos inflamatórios 

e facilitando a cicatrização (Lin et al., 2015; Sharifi et al., 2018; Zhao et al., 2013). 
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Figura 18- Gráfico de biodegradação do hidrogel reticulado com reticulante 

azul (O-CMCS/A-O/RA) e não reticulado (O-CMCS/A-O) em solução de soro 

fisiológico, PBS e PBS/lisozima. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

4.7 Injetabilidade 

 

Inicialmente, foi avaliada a força de injeção necessária para extrudar o hidrogel 

a partir de uma seringa plástica de 5 mL, com calibre de agulha 18G, utilizando uma 

máquina de ensaio mecânico universal. Conforme observado na Figura 19, a força de 

injeção tende a se estabilizar com o tempo. Variações inesperadas, como aumentos 

ou diminuições na força, podem estar relacionadas à presença de bolhas no hidrogel. 
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Figura 19- Gráfico de injetabilidade dos hidrogéis com reticulante azul (O-

CMCS/HA-O/RA). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

Os valores de força de injeção obtidos para os hidrogéis O-CMCS/HA-O/RA0,5, 

O-CMCS/HA-O/RA1,0 e O-CMCS/HA-O/RA1,5 foram de 29 ± 0,5 N, 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 formulações, as forças de injeção in vitro foram 

classificadas como: entre 0 e 10 N (muito fácil de injetar), entre 11 e 25 N (fácil de 

injetar) e entre 26 e 50 N (injetável). Comparando os resultados deste estudo com 

esses parâmetros, todos os hidrogéis avaliados podem ser classificados como 

injetáveis. No entanto, vale ressaltar que a injetabilidade real pode depender não 

apenas da força aplicada, mas também da ergonomia da seringa e da resistência 

oferecida pelo tecido durante a aplicação. 

 

4.8 Ensaio antimicrobiano in vitro 

 

O efeito antimicrobiano dos hidrogéis obtidos a partir de O-CMCS/HA-O, na 

ausência ou presença de reticulante azul (RA), foi investigado frente a cepas 
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representativas de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-

negativas (Escherichia coli). As medidas das zonas de inibição estão compiladas na 

Tabela 4. 

Para fins comparativos, empregou-se um controle positivo, que gerou halos 

expressivos, confirmando a sensibilidade dos microrganismos ao agente 

antimicrobiano utilizado, e um controle negativo, no qual não se detectou formação de 

halo, evidenciando ausência de atividade antimicrobiana espontânea ou 

contaminação experimental. 

Os hidrogéis apresentaram desempenho moderado contra ambas as espécies 

bacterianas. O material sem reticulante azul (O-CMCS/HA-O) produziu zonas de 

inibição semelhantes para S. aureus (6,0 mm) e E. coli (6,2 mm). Com a incorporação 

do reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA), observou-se comportamento assimétrico: o 

halo contra E. coli aumentou para 7,5 mm, enquanto contra S. aureus houve discreta 

redução para 6,1 mm. 

Esse padrão sugere que o reticulante azul pode intensificar a atividade contra 

bactérias Gram-negativas, possivelmente por interações específicas com a estrutura 

da membrana externa dessas células, sem provocar ganho equivalente contra Gram-

positivas. Essa característica é relevante para aplicações como barreiras pós-

cirúrgicas, onde a inibição bacteriana contribui para reduzir riscos de infecção, 

inflamação local e atrasos no processo de reparo tecidual (Wei et al., 2022; Wahid et 

al., 2017; Mo et al.,2024; Xu et al., 2024; Zhou et al., 2022; Zhang et al., 2023). 

 

 Tabela 4- Medidas das zonas de inibição (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 Inibição (mm) Zona de Inibição (mm) 

O-CMCS/HA-O 6,0 6,2 
O-CMCS/HA-O/RA 7,5 6,1 
Controle positivo 20  18,5 
Controle negativo 0,0 0,0 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

 

4.9 Ensaio Citotoxicidade in vitro 
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A avaliação da citotoxicidade in vitro dos hidrogéis de O-CMCS/HA-O, 

formulados sem e com reticulante azul (RA), foi conduzida utilizando-se o ensaio de 

difusão em ágar com células L929. A análise baseou-se na mensuração do diâmetro 

da zona de inibição formada ao redor de cada amostra após 24 horas de incubação. 

Os valores obtidos, assim como a classificação qualitativa de citotoxicidade para os 

controles positivo e negativo e para os hidrogéis testados, encontram-se na Tabela 5. 

 

Tabela 5- Resultados do teste de difusão em ágar. 

Amostra Zona de Inibição (mm) Zona de Inibição (mm) 

O-CMCS/HA-O 0,0 Não citotóxico 
O-CMCS/HA-O/RA 0,0 Não citotóxico 
Controle positivo 4,5 Citotoxicidade moderado 
Controle negativo 0,0 Não citotóxico 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

De acordo com a norma ISO 10993-5 (Tabela 2), halos com diâmetro de até 

1,0 cm são classificados como apresentando citotoxicidade moderada (grau 3). Assim, 

a zona de branqueamento observada no controle positivo, de 0,45 cm (Tabela 5), 

confirmou uma citotoxicidade de grau moderado Figura 20(a). Observou-se 

descoloração do controle positivo referente a morte celular e a coloração vermelho 

claro no ágar foram causadas pela deposição de vermelho neutro na placa após a 

morte celular e formação de halo 

No controle negativo, por outro lado, verificou-se a manutenção da coloração 

vermelha no citoplasma das células (Figura 20b), sem evidência de lise celular ou 

formação de halo, confirmando a ausência de efeito citotóxico. 
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Figura 20- Imagens de Microscopia Ótica (a) controle positivo e (b) controle 

negativo. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

Nos ensaios realizados com os hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA, 

não foram observadas zonas de inibição ou alterações morfológicas nas células, 

tampouco houve descoloração do corante, apresentando comportamento equivalente 

ao do controle negativo (Figuras 21a e 21b). Esses resultados sugerem que, 

independentemente da presença do reticulante azul, os hidrogéis não exibem efeitos 

citotóxicos sobre a linhagem L929, evidenciando seu potencial como materiais de 

barreira destinados à prevenção de aderências pós-cirúrgicas. 

Tais constatações encontram respaldo na literatura, que relata ausência de 

citotoxicidade em sistemas à base de carboximetilquitosana (Peng & Mu, 2010 Wang 

et al., 2023; Weng et al., 2008; Lai & Ma, 2017; Li, X. et al., 2012; Sun et al., 2021), 

hialuronato de sódio oxidado (Li, C. et al., 2023; Roether et al., 2019; Nie et al., 2020) 

e genipina (Ishihara et al., 2023; Muzzarelli et al., 2016; Sung et al., 1999; Tsai et al., 

2000). Esses achados reforçam a segurança e a biocompatibilidade dos materiais 

investigados, corroborando sua adequação para aplicações biomédicas. A ausência 

de efeitos citotóxicos constitui um indicativo promissor para o desenvolvimento clínico 

desses hidrogéis, oferecendo uma alternativa segura e eficaz para a prevenção de 

aderências pós-operatórias. 

 

 
  

C+ C-C+ C-

a) b)
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Figura 21- Ausência 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-

CMCS/HA-O/RA). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

 

 

4.10 Teste de Pressão de Ruptura 

 

A força de adesão do hidrogel é um dos fatores mais importantes para formar 

uma barreira antiadesão entre os tecidos, pois o hidrogel precisa aderir rapidamente 

para interromper a formação de fibroblastos entre eles. Esse teste é relevante para 

investigar a capacidade desses hidrogéis de suportar a pressão arterial, enquanto 

aderem rapidamente às paredes do tecido (Figura 23) (Hong et al., 2019; Gowda et 

al., 2020). 

  

  

a) b)

Amostra Amostra
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Figura 22- Pressão suportado pelo hidrogel não reticulado (O-CMCS/HA-O), 

hidrogel com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) e do hidrogel derivado do pó 

comercial Starsil. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 

 

Figura 23- Esquema representativo do teste de pressão de ruptura. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024. 
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O hidrogel com reticulante azul (O-CMCS/HA-O/RA) apresentou a maior 

resistência à ruptura, suportando uma pressão média de aproximadamente 450 

mmHg antes de falhar. Este resultado indica que a adição do reticulante azul à base 

de genipina (RA) ao hidrogel de O-CMCS/HA-O aumenta significativamente sua 

capacidade de adesão. O hidrogel O-CMCS/HA-O, sem o aditivo RA, apresentou uma 

resistência à ruptura intermediária, suportando uma pressão média de 

aproximadamente 375 mmHg (Figura 22). A maior eficiência dos hidrogéis O-

CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA, em comparação à amostra comercial Starsil, é 

atribuída à presença de bases de Schiff, que conferem maior estabilidade estrutural e 

adesão ao tecido (Wang et al., 2021; Pang et al., 2020; Chen et al., 2020; Liu et al., 

2022). Além disso, os grupos hidroxila, amina e carboxila nas cadeias dos polímeros 

O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA podem interagir com grupos hidroxila, carboxila 

e amina no tecido para formar ligações de hidrogênio e interações eletrostáticas 

(Figura 13) (Fan et al., 2021; Xia et al., 2021). 

O hidrogel derivado do pó comercial Starsil apresentou a menor resistência à 

ruptura, suportando uma pressão 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 são superiores ao produto comercial em termos de capacidade de 

adesão. 

Os resultados mostram que os hidrogéis O-CMCS/HA-O e O-CMCS/HA-O/RA 

superam a pressão arterial normal (120 mmHg) (Azuma et al., 2015; Yang et al., 2024; 

Ji et al., 2021), demonstrando serem bons materiais de barreira pós-operatória, 

eficientes para prevenir aderências pós-cirúrgicas. 
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5 CONCLUSÃO 
 

A síntese dos materiais, incluindo O-carboximetilquitosana (O-CMCS), 

hialuronato de sódio oxidado (HA-O) e o reticulante azul à base de genipina e ácido 

glutâmico (RA), foi bem-sucedida. Os resultados demostraram que o hidrogel O-

CMCS/HA-O/RA possui propriedades superiores de gelificação e autorreparação em 

comparação ao hidrogel sem o reticulante azul, além de apresentar um 

comportamento pseudoplástico conforme revelado pela análise reológica. Os testes 

de citotoxicidade confirmaram a biocompatibilidade do material, evidenciando que os 

hidrogéis não são tóxicos para as células L929 e reforçando seu potencial para uso 

como material de barreira pós-cirúrgica. Além disso, o hidrogel O-CMCS/HA-O com 

reticulante azul mostrou rápida gelificação, eficiente autorreparação, estabilidade 

estrutural, propriedades antimicrobianas, facilidade de ser injetado e excelente 

capacidade adesiva. Essas características fazem deste hidrogel uma solução 

promissora para barreiras de aderências pós-cirúrgicas, representando uma inovação 

significativa na área de biomateriais clínicos. Sua formulação otimizada e pH 

compatibilidade com tecidos biológicos ressaltam seu potencial para melhorar os 

resultados clínicos pós-laminectomia e a qualidade de vida dos pacientes. 
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