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RESUMO

A busca por biomateriais que otimizem a reparacdo 0ssea € uma demanda crescente na
medicina moderna, exigindo materiais que mimetizem a matriz extracelular, promovam
neoformacéo 6ssea e modulem a resposta inflamatoria. Hidrogéis baseados em polissacarideos
naturais, como o de goma de mandioca (HGM), emergem como plataformas promissoras
devido as propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, modulabilidade estrutural
in vitro e disponibilidade na flora regional. A crisina, um flavonoide natural encontrado em
plantas, mel e propolis, possui propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e osteoprotetoras
in vitro possivelmente relevantes para o reparo 6sseo. Contudo, estudos com a interacao entre
HGM e crisina na reparacdo 6ssea ainda sdo escassos. Diante disso, este estudo teve como
objetivo investigar a interacdo entre a molécula de crisina e 0 HGM, bem como a integracéo de
suas propriedades fisico-quimicas para as caracteristicas fisiopatologicas de interesse a
reparacdo 6ssea, num modelo in silico, como etapa preditora para um futuro estudo in vitro.
Para tal, utilizou-se uma abordagem multifacetada, combinando validacGes experimentais
preliminares in vitro e predi¢cdes computacionais in silico. Os ensaios in vitro confirmaram a
biocompatibilidade do HGM puro, demonstrando ser ndo-hemolitico (<5% de hemdlise), ndo
citotoxico para células sinalizadoras medicinais (MSCs), e induzir uma resposta inflamatéria
inicial moderada em macro6fagos, compativel com as descri¢des prévias de reparacdo 6ssea.
Complementarmente, as investigacdes in silico predisseram o potencial bioativo da crisina e a
viabilidade da funcionalizacdo HGM-Cr, identificando alvos chave em vias osteoimunolégicas
(PPARG, GSK-3B, ESR1, PTGS2, PARP1), interagdes favoraveis com proteinas relevantes
por docking molecular, um perfil ADMET predito compativel com aplicacdo local, e a
viabilidade termodindmica da formacdo do complexo HGM-crisina por DFT. Embora a
validacao experimental direta in vitro da formulacdo incorporada (HGM-Cr) seja uma limitacédo
do estudo, a combinagéo da biocompatibilidade experimental comprovada da matriz HGM com
as fortes predicdes in silico sobre a crisina e sua interac¢ao justificam racionalmente a proposta
da formulagdo HGM-Cr como um biomaterial funcional biointerativo para estudos in vitro de
osteoconducdo e osteointegracdo. Além disso, etapas in silico podem contribuir para a
prospeccdo de baixo custo de biomateriais bioativos, com perspectiva de uso na medicina

regenerativa.

Palavras-chave: crisina, hidrogel, osteoinducdo, imunomodulacdo, rede PPI.



ABSTRACT

The search for biomaterials that optimize bone repair is a growing demand in modern
medicine, requiring materials that mimic the extracellular matrix, promote bone neoformation
and modulate the inflammatory response. Hydrogels based on natural polysaccharides, such as
cassava gum hydrogel (CGH), emerge as promising platforms due to their biocompatibility,
biodegradability, in vitro structural modulation and availability in regional flora. Chrysin, a
natural flavonoid found in plants, honey and propolis, has anti-inflammatory, antioxidant and
osteoprotective properties in vitro that are possibly relevant for bone repair. However, studies
on the interaction between CGH and chrysin in bone repair are still scarce. Therefore, this study
aimed to investigate the interaction between the chrysin molecule and CGH, as well as the
integration of its physicochemical properties for the pathophysiological characteristics of
interest to bone repair, in an in silico model, as a predictive step for a future in vitro study. To
this end, a multifaceted approach was used, combining preliminary in vitro experimental
validations and in silico computational predictions. In vitro assays confirmed the
biocompatibility of pure CGH, demonstrating that it is non-hemolytic (<5% hemolysis), non-
cytotoxic to medicinal signaling cells (MSCs), and induces a moderate initial inflammatory
response in  macrophages, consistent with previous descriptions of bone repair.
Complementarily, in silico investigations predicted the bioactive potential of chrysin and the
feasibility of CGH-Cr incorporation, identifying key targets in osteoimmunological pathways
(PPARG, GSK-3B, ESRI1, PTGS2, PARP1), favorable interactions with relevant proteins by
molecular docking, a predicted ADMET profile compatible with local application, and the
thermodynamic feasibility of CGH-Cr complex formation by DFT. Although direct in vitro
experimental validation of the functionalized formulation (CGH-Cr) is a limitation of the study,
the combination of the proven experimental biocompatibility of the CGH matrix with the strong
in silico predictions about chrysin and its interaction rationally justify the proposal of the CGH-
Cr formulation as a biointeractive functional biomaterial for in vitro studies of osteoconduction
and osteointegration. Furthermore, in silico steps may contribute to the prospection of low-cost

bioactive biomaterials, with the prospect of use in regenerative medicine.

Keywords: chrysin, hydrogel, osteoinduction, immunomodulation, PPI network.
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1. INTRODUCAO GERAL
A busca por biomateriais que acelerem e otimizem a reparacéo 6ssea é uma das

principais demandas da medicina moderna, impulsionada pelo envelhecimento da
populacéo, pelo aumento de lesGes e doencas 0sseas, e pela necessidade de superar as
limitacGes dos tratamentos convencionais (Wang et al., 2024; Wubneh et al., 2018).
Nesse contexto, biomateriais projetados para o reparo 0sseo devem apresentar
propriedades imunomoduladoras, capazes de regular a resposta inflamatoria local e
sistémica, além de exercerem acdo antimicrobiana, antioxidante e antiapoptdtica,
atributos que favorecem diretamente a regeneracdo tecidual e contribuem para a
prevencdo de complicacbes como osteomielites e pseudoartroses, frequentemente
associadas a desfechos clinicos desfavoraveis (Dec; Modrzejewski; Pawlik, 2022; Lu et
al., 2016). O desenvolvimento de biomateriais que integrem essas caracteristicas
multifuncionais € fundamental para melhorar os tratamentos reparativos e ampliar as
opcOes terapéuticas disponiveis (Festas; Ramos; Davim, 2020).

Para uma adaptacdo adequada a um microambiente de reparacdo, os biomateriais
devem apresentar semelhanca a matriz extracelular, com caracteristicas tridimensionais
gue mimetizem as estruturas proteicas de forma adequada para promover um adequado
crescimento celular e a regeneracdo de tecidos (Ho et al., 2022). Neste contexto, 0s
hidrogéis sdo candidatos promissores por sua versatilidade de composicdo fisico-
quimicas e estrutural. A possivel combinacdo de hidrogéis com células, proteinas, e
demais produtos bioativos pode induzir ou potencializar efeitos reparativos e
imunomoduladores como a regulacdo da resposta antiinflamatoria e ativacdo de fatores
pro-angiogénicos. Pesquisas realizadas por Li et al. (2024) e Zhang et al. (2021),
utilizando hidrogéis a base de gelatina metacrilatada contendo vesiculas exossomais de
células sinalizadoras medicinais (MSC) mostraram potencial osteogénico induzindo o
reparo 4sseo.

A goma de mandioca, um polissacarideo natural extraido da raiz da Manihot
esculenta, tem ganhado atencdo como um componente vidvel para a formulacdo de
hidrogéis, devido a sua compatibilidade com sistemas bioldgicos, biodegradabilidade in
vitro e abundancia na flora regional do Nordeste do Brasil (Fang et al., 2022; Lima et al.,
2024a). Dessa forma, apresenta um potencial promissor para a producdo de hidrogéis
destinados a implantes experimentais em tecidos 6sseos. A goma de mandioca é rica em

amilose e amilopectina. A amilose confere caracteristicas de gelificagdo e formacao de
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filmes, essenciais para a estrutura de hidrogéis, enquanto a amilopectina contribui para a
estabilidade e viscoelasticidade.

A capacidade da goma de mandioca de formar géis, aliada a sua alta capacidade
de absorcédo de agua, favorece a formacao de estruturas porosas que mimetizam a matriz
extracelular do tecido 6sseo, podendo vir a facilitar a proliferacdo celular e o transporte
de nutrientes. Além disso, a estrutura ramificada da amilopectina, juntamente com a
linearidade da amilose, confere a goma de mandioca uma rede intermolecular que,
teoricamente, pode ser modulada para controlar a degradacdo e a liberacdo de fatores de
crescimento em implantes dsseos. A presenca de grupos hidroxila em sua estrutura
molecular pode permitir a modificagdo quimica para melhorar a adesdo celular e a
osteointegracdo. Além disso, a sua biodegradabilidade e ndo toxicidade in vitro séo
caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento de estudos in vivo (Das et al., 2024;
Fang et al., 2022; Lima et al., 2024a).

A associacdo de hidrogéis a substancias com potencial antioxidante e anti-
inflamatorio, podem, teoricamente, otimizar os resultados da reparacdo do tecido 6sseo.
A crisina (Chr), um flavonoide natural abundantemente encontrado na propolis e no mel,
especialmente aqueles provenientes da rica flora piauiense, pode ser uma alternativa
economicamente viavel para substituir antioxidantes sintéticos de elevado custo. Sua
potente atividade antioxidante, que combate 0 estresse oxidativo e os danos celulares, tem
sido demonstrada em estudos in vitro (Mani; Natesan, 2018; Orsoli¢ et al., 2022).

Este flavondide pode modular, in vitro, vias moleculares associadas a inflamacao,
inibindo a ativacdo de fatores de transcricao pro-inflamatérios como o NF-xB (Wu et al.,
2022), e modular a osteogénese, promovendo a expressdo de marcadores 0steogénicos,
como a fosfatase alcalina (ALP), osteopontina (OPN) e osteocalcina (OCN), essenciais
para a diferenciacdo osteoblastica e a formacao de matriz 6ssea (Cao et al., 2022; Ibrahim
etal., 2021). Além disso, possui efeitos antioxidantes e antiapoptéticos, contribuindo para
a manutencao da viabilidade celular durante o processo de regeneracdo tecidual (Li;
Wang, 2022).

A possivel utilizacdo de Chr extraida localmente da propolis e do mel do Piaui
ndo apenas reduziria significativamente os custos de producdo em diversas industrias
(farmacéutica, cosmética e alimenticia), mas também impulsionaria a economia regional
(Salatino; Salatino; Negri, 2021).
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O Piaui é um dos maiores produtores e exportadores de mel do Brasil, com uma
cadeia apicola consolidada que envolve centenas de familias. O maior aproveitamento da
propolis e do mel, através da possivel extracdo de Chr para fins comerciais em larga
escala, agregaria valor aos produtos apicolas do estado, gerando novas oportunidades de
emprego e renda para apicultores e cooperativas locais. Isso fortaleceria a agricultura
familiar, incentivaria a sustentabilidade da producéo e posicionaria o Piaui como um polo
de inovagdo e desenvolvimento de produtos naturais de alto valor agregado (Abreu;
Carvalho; Filho, 2024).

As MSC, também conhecidas com células-tronco mesenquimais, € uma das
linhagens celulares mais utilizadas em estudos em medicina regenerativa por serem
obtidas de tecidos somaticos por métodos minimamente invasivos, sua capacidade de
diferenciacdo mesodermal in vitro e propriedades paracrinas anti-inflamatérias,
angiogeénicas, antiapoptoticas e quimiotaticas in vitro (Melo et al., 2024; Renesme et al.,
2022). Podendo ser obtidas da regido perivascular de diversos sitios, como a medula
Ossea, tecido adiposo e cordao umbilical, e sdo amplamente utilizadas em estudos de
reparacao tecidual (Argdlo Neto et al., 2016). No reparo 6sseo, as MSC podem assumir
o fendtipo osteoblastico e favorecer a deposicdo de matriz Gssea rica em calcio,
desempenhando um papel central no processo de consolidacdo dssea.

Além disso, estas células atuam como maestros do processo de reparac¢éo tecidual,
estabelecendo a ativacdo e modulacdo direta de vias de sinalizacdo molecular ligadas a
inflamacdo e ao crescimento, que induzem a secrecdo de uma variedade de citocinas e
fatores de crescimento que influenciam positivamente o microambiente celular,
contribuindo para a formacdo de um ambiente propicio a reparacdo dssea e a modulacéo
da resposta imune (Caplan, 2017; Dominici et al., 2006). Dessa forma, a utilizacdo de
MSC em combinacdo com hidrogeéis, representa uma abordagem promissora para
potencializar a reparacdo 6ssea por meio da modulacdo de fatores como as proteinas
morfogenéticas 0sseas (BMPs) e o fator de crescimento transformador-beta (TGF-f), um
dos principais responsaveis pelos efeitos osteoindutores e imunomoduladores no
tratamento de lesbes 0sseas.

Diante do exposto, considera-se que a possibilidade de incorporacdo do HGM com
Chr pode representar uma estratégia promissora para o desenvolvimento de biomateriais
com propriedades osteoindutoras, imunomoduladoras e antioxidantes, dadas as

propriedades de ambos. A incorporacdo desse flavonoide natural em uma matriz
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polimérica vegetal visa ampliar o potencial terapéutico do sistema, promovendo um
microambiente favoravel a regeneracdo Gssea e ao controle da resposta inflamatoria.
Além disso, pode contribuir, a longo prazo, para o estimulo & producédo regional de
mandioca e ampliacdo do valor agregado da producdo apicola, pelo acréscimo de
aplicacdes técnico-cientificas.

Neste contexto, esta dissertagdo teve como objetivo investigar a interagédo entre a
molécula de Chr e 0 HGM, bem como a integracdo de suas propriedades fisico-quimicas
para as caracteristicas fisiopatologicas de interesse a reparacdo  0ssea
(osteoimunomodulacdo), num modelo predominantemente in silico, como etapa preditora
para um futuro estudo in vitro. A avaliagdo in vitro restringiu-se a obtencdo e
caracterizacdo de MSC, macrofagos (MO) e na investigacdo da biocompatibilidade do
HGM, estabelecendo as bases bioldgicas para a futura aplicacdo do HGM-Chr. A
abordagem in silico se prop6s a: 1) Identificar e validar os alvos terapéuticos da crisina
na reparacao 0ssea e sua interacdo com proteinas de osteoimunomodulacdo, utilizando
farmacologia de redes, redes de interagdo proteina-proteina, analise de ontologia génica,
docking molecular, predicdes ADMET; 2) Prever as caracteristicas estruturais e
comportamentais da crisina, do HGM e do sistema HGM-Cr por meio de célculos da
Teoria do Funcional da Densidade.

Esta dissertacdo esta estruturada em cinco secdes. Sendo a primeira, uma
introducao geral, contextualizando o tema e destacando a relevancia do estudo. A segunda
secdo consiste na revisdo de literatura, abordando os principais conceitos e temas
relacionados a pesquisa. A terceira se¢do, chamada de capitulo 1, apresenta 0 manuscrito
cientifico nas normas do periodico International Journal of Polymeric Materials and
Polymeric Biomaterials, contendo os resultados obtidos e as discussbes pertinentes. A
quarta secdo traz as considerac@es finais e implicacdes dos achados. Por fim, a quinta

secdo inclui as referéncias bibliogréficas.



18

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fisiopatogenia do reparo 0sseo

O reparo 6sseo € um processo complexo e dindmico que se inicia imediatamente
apos a ocorréncia de uma lesdo, envolvendo uma sequéncia de eventos celulares e
moleculares coordenados no intuito de restaurar a integridade do tecido, didaticamente
categorizado em 4 fases: uma fase inflamatéria, uma fase proliferativa, uma fase de
mineralizacdo e por fim, uma fase de remodelagéo (EIHawary et al., 2021) (Figura 1).

Figura 1. Processo de reparo 0sseo ap0s lesdo: (A) Na fase inflamatoria, forma-se um hematoma que inicia
a resposta de cicatrizacdo. (B) Durante a fase proliferativa, ocorre a formacdo de um calo mole de tecido
fibroso e cartilaginoso para estabilizar a fratura. (C) Na fase de mineralizacdo, o calo mole se torna duro e
comeca a unir as extremidades 6sseas. (D) Finalmente, na fase de remodelagdo, 0 0sso lamelar substitui o
calo dsseo, restaurando a estrutura original

(A) (B) (€) (D)

Fonte: Adaptado de Shaik; Kumar; Palaniswamy (2023)
A fase inflamatéria é desencadeada pela resposta ao dano tecidual, no qual a

ativacdo das vias moleculares de coagulacdo induz a rapida formacdo de um hematoma
ao redor da area lesionada, com finalidade de estabilizacdo mecanica da regido e formacéo
de um microambiente propicio para a regulacdo do processo de regeneracdo 0ssea
(Maruyama et al., 2020). Esse processo envolve a ativacdo plaquetaria e de células
endoteliais, que liberam uma série de fatores bioguimicos, incluindo o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o TGF-B, que desempenham papéis
fundamentais na modulacdo da resposta celular inicial (Duda et al., 2023). Em pesquisa
realizada por Tao, Ma e Yang (2024), utilizando o agente imunossupressor ciclosporina

A em modelo murino, observou-se alteragGes significativas no padréo de citocinas e
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fatores de crescimento sintetizados, associando o achado a reducdo de indices de
osteogénese e aumento de ostedlise.

Portanto o microambiente inicial rico em plaquetas, células endoteliais, e fatores
de coagulacéo ativados induz a producéo e liberacéo de citocinas pré-inflamatorias, como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 1-beta (IL-1pB) ¢ a interleucina-6
(IL-6), que regulam a ativacdo da resposta imunoldgica, induzindo a quimiotaxia e
diapedese de neutrofilos e mondcitos, fundamental no processo de remocgédo de debris
celulares e no preparo tecidual para a fase subsequente de proliferacdo (Maruyama et al.,
2020) (Figura 2).

Figura 2. Representagdo esquematica do microambiente inicial da reparacéo tecidual. O codgulo formado
por plaquetas ativadas, células endoteliais e debris celulares estimula a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-1p e IL-6. Essas moléculas promovem a ativacdo imunoldgica, favorecendo
a quimiotaxia e a diapedese de neutrofilos e mondcitos. Este processo é essencial para a remogao de debris
celulares e para o preparo do tecido, facilitando a transi¢do para a fase proliferativa da cicatrizaco
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Células endotelials, debris PDGF, TGF-B, CXCL12,
celulares, plaquetas ativadas Quimiotaxia de leucécitos: IGF, BMP

Fase inflamatoria

Fonte: Autoria propria.

Instaurada a fase inflamatdria, o processo de reparo 0sseo transita para a fase
proliferativa, na qual o hematoma, agora rico em células inflamatérias e fatores de
crescimento, atua como um nicho para a mobilizacdo e diferenciacdo de células
progenitoras (Schell et al., 2017). Neste contexto, o processo de quimiotaxia, regulado
pela sintese e liberagcdo de fatores de crescimento e quimiocinas produzidas por células
inflamatorias e endoteliais, induz a migracdo de células indiferenciadas estromais
medulares e pré-osteoblastos periosteais para o local da lesdo (Ghodadra; Singh, 2008)
(Figura 3). Impulsionadas por fatores de crescimento como as proteinas morfogenéticas
0sseas (BMP) e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), estas células entéo se
diferenciam em osteoblastos e condrdcitos, contribuindo para a formacéo inicial do calo

0sseo. De acordo com Ding et al. (2021) os condrécitos sintetizam uma matriz
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cartilaginosa rica em col&geno tipo Il e proteoglicanos, formando o calo mole que
estabiliza temporariamente a fratura, estes séo regulados por TGF-p e pelo fator de
transcricdo Forkhead box O1 (FOXO1). Em seus estudos demonstrou que a auséncia de
FOXO1 leva a maior formacdo de cartilagem inicial, porém uma menor formagéo 06ssea
posterior (Ding et al., 2021).

Figura 3. Mobilizacéo e diferenciacdo celular na fase proliferativa do reparo 6sseo. Na fase proliferativa,
0 hematoma rico em fatores de crescimento como PDGF e TGF-$ mobiliza células progenitoras através da
quimiotaxia. Esses fatores promovem a angiogénese mediada por VEGF e ativam células progenitoras que,
sob a acdo dos BMPs liberados pela matriz dssea, diferenciam-se em osteoblastos e condroblastos,
contribuindo para a formagdo inicial do calo 6sseo e a regeneragdo da estrutura 6ssea
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Fonte: Adaptado de Ghodadra; Singh, (2008).

Angiogénese

Na fase de mineralizacdo, a matriz chamada ostedide passa por um processo de
deposicdo mineral no intuito de fortalecer o calo 6sseo (Figura 4), mediado por uma
sequéncia coordenada de eventos bioquimicos, nos quais ions de célcio e fosfato sdo
depositados na matriz, levando a formacédo de cristais de hidroxiapatita, que conferem
rigidez e resisténcia ao tecido em desenvolvimento, este processo é regulado por proteinas
produzidas pelos osteoblastos, como osteocalcina (OC) e fosfatase alcalina (FA)
(Salhotra et al., 2020). A OC atua como uma proteina de ligacéo ao calcio, facilitando a
nucleacdo de cristais de hidroxiapatita na matriz extracelular (Martiniakova et al., 2024).
Ja a FA ¢é responsavel pela exocitose de fosfato inorganico para o0 meio extracelular para

que ocorra a formacéo de hidroxiapatita (Halling Linder; Enander; Magnusson, 2016).
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Figura 4. Micrografia mostrando a formagéo do tecido 6sseo. A matriz 6ssea recém-sintetizada, chamada
osteoide, é visivel como uma camada ndo mineralizada adjacente aos osteoblastos (seta preta), que séo
células responsaveis pela deposi¢do de matriz extracelular. O osso ja mineralizado pode ser observado na
regido superior (seta verde), indicandog progresséo do processo de mineralizacdo dssea. Aumento de 400x.
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Fonte: (Neupatimagem-UNICAMP, acesso em mar¢o de 2025).
Durante essa fase, 0 microambiente local é modificado para favorecer o depdsito

mineral. As células osteoblasticas continuam a secretar colageno tipo | e outras proteinas
da matriz, criando um arcabouco que sustenta a deposicdo mineral subsequente (Salhotra
et al., 2020). A mineralizacdo é fortemente influenciada pela ativagdo da via Wnt/p-
catenina, iniciada pela ligacdo de proteinas Wnt aos receptores Frizzled e pela
estabilizagdo da p-catenina no nucleo celular, o que regula a diferenciagdo osteobléstica
e a expressdo de genes associados a mineralizacao (detalhado na secdo 2.5), como o gene
SPP1, que codifica a osteopontina (OTP), responsavel pela adesdo e interacdo entre as
células, a matriz extracelular e os cristais de hidroxiapatita, consolidando a mineralizacao
do tecido (Murshed, 2018). A medida que o calo mole se transforma em calo duro, agora
formado por tecido dsseo primario mineralizado, comeca a substituir a cartilagem e a
matriz osteoide (Jiang et al., 2024).

Essa transicdo marca o inicio da fase de remodelacdo, onde ha uma ativacéo
coordenada de osteoclastos e osteoblastos, células responséveis pela reabsor¢do e
formacdo Ossea, respectivamente (Bahney et al., 2019). Durante este processo, 0S
osteoclastos degradam a matriz cartilaginosa e osteoide, enquanto o0s osteoblastos
depositam nova matriz 6ssea lamelar, que adquire resisténcia adequada para suportar

cargas biomecanicas (Hart et al., 2020). A medida que a matriz amadurece, 0s
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osteoblastos sdo incorporados a estrutura como ostedcitos, organizados em torno de
canaliculos que permitem a comunicagdo celular e o transporte de ions, regulando o
ambiente bioquimico para uma mineralizacéo eficiente (Blair et al., 2017).

A remodelacdo do osso lamelar recém-formado conclui o processo natural de
reparo 0sseo, resultando em um tecido que se integra gradualmente ao 0sso circundante,
restaurando sua resisténcia e funcionalidade, no entanto, diante de lesdes mais complexas
ou em pacientes com capacidade regenerativa limitada, surge a necessidade de recorrer a
intervencdes que auxiliem na restauracao do tecido (Junior; Henrique, 2020).

Além das vias de sinalizacdo envolvidas no processo de reparo 0sseo,
diferenciacdo e crescimento celular, deposicdo de matriz 6ssea como BMP/Smad e
Whnt/B-catenina, proteinas reguladoras como Sclerotin e noggin desempenham papéis de
suma importancia no equilibrio da regeneracdo 6ssea e diferenciacdo osteogénica. A
Sclerotin, uma glicoproteina secretada pelos ostedcitos, atua como um inibidor negativo
da via Wnt ao se ligar aos receptores LRP5/6, bloqueando a sinalizagdo necessaria para a
ativagdo da f-catenina (Delgado-Calle; Sato; Bellido, 2017). Isso resulta na supresséo da
formacgdo Ossea, sendo um mecanismo chave para evitar a ossificacdo descontrolada
(Figura 5). Por outro lado, 0 Noggin regula negativamente a via BMP ao se ligar as
proteinas BMP, prevenindo sua interacdo com os receptores celulares. Essa modulacéo é
essencial para evitar a hiperatividade da via BMP/Smad, garantindo um controle fino
entre formacao e remodelacdo Ossea (Khattab et al., 2019). Juntas, essas proteinas atuam
como reguladores homeostaticos, assegurando que a regeneracao 6ssea ocorra de maneira

controlada e eficiente.
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Figura 5. Regulagdo da Sclerostina na homeostase 6ssea: fatores como estimulos mecénicos, horménios,
BMPs e condigdes patoldgicas influenciam sua expressdo, modulando a via Wnt/B-catenina e o equilibrio
entre formagdo Gssea (osteoblastos) e reabsorcao 6ssea (osteoclastos), mediado por OPG e RANKL.
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Fonte: Adaptado de Marini et al. (2023)

A regeneracdo 6ssea é um processo bioldgico complexo que envolve a interacdo
de multiplos fatores, incluindo células, proteinas da matriz extracelular, fatores de
crescimento e sinais mecanicos (Salhotra et al., 2020). Em muitos casos clinicos, como
grandes fraturas, defeitos 6sseos ou perda de osso devido a doencas, a capacidade de
regeneracdo natural do tecido 6sseo € insuficiente para garantir uma cicatrizacdo
completa. Nesse contexto, o uso de biomateriais tem se destacado como uma abordagem
promissora na medicina regenerativa para acelerar e otimizar o processo de cicatrizacao

6ssea (Wang et al., 2024).

2.2 Biomateriais na regeneracao 0ssea

Biomateriais sdo substancias projetadas para interagir com sistemas bioldgicos e
desempenhar um papel terapéutico ou funcional. Na reparacdo 0ssea, eles podem servir
como arcabougos (scaffolds) tridimensionais, proporcionando suporte estrutural,
facilitando a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular e adaptaveis ao local da leséo
(Dec; Modrzejewski; Pawlik, 2022). O objetivo principal de um biomaterial osteoindutor
é mimetizar as propriedades quimicas e fisicas da matriz éssea natural, promovendo a

osteoconducéo, osteoinducéo, e osteointegracdo (Figura 6) (Peri¢ Kacarevi¢ et al., 2020).
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Figura 6. Representacdo esquematica das trés principais propriedades de um biomaterial osteoindutor. (A)
Osteoconducéo: o biomaterial serve como suporte estrutural para o crescimento celular e promove
angiogénese no local da lesdo. (B) Osteoinducéo: estimulo da diferenciagdo de células progenitoras em
osteoblastos, promovendo a formacdo de novo tecido dsseo. (C) Osteointegracdo: integracao fisica e
funcional do biomaterial com o tecido 6sseo circundante, ativando a remodelacao 6ssea através da acao de
osteoclastos e osteoblastos.

A B C
Osteocondugao Osteoindugao Osteointegracao
Angiogénese e suporie Diferenciagao de Integracdo do material com o tec
celular células em osteoblastos 0sseo formado - ativagdo de

osteociastos
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os biomateriais podem ser classificados em varias categorias, incluindo polimeros
naturais e sintéticos, ceramicas e metais (Festas; Ramos; Davim, 2020). Cada tipo possuli
caracteristicas distintas que influenciam seu uso na regeneracdo Ossea. Polimeros
naturais, como colageno, quitosana e alginato, tém sido amplamente utilizados devido a
sua biocompatibilidade e propriedades biodegradaveis (Su et al., 2021). No entanto, a
pesquisa tem se expandido para incluir materiais mais acessiveis e versateis, como 0s
derivados de polissacarideos naturais, exemplificados pela goma de mandioca (Lima et
al., 2024b). J& os biomateriais sintéticos, como o &cido polilatico (PLA) e o &cido
poliglicélico (PGA), sdo customizaveis em termos de suas propriedades mecénicas e taxa
de degradacdo, oferecendo flexibilidade no design de scaffolds (Alvarez Echazu et al.,
2022).

Um aspecto relevante na escolha de biomateriais para a regeneragdo éssea € a sua
interacdo com o sistema imunoldgico. Além de promover a formacao de tecido 6sseo, 0s
biomateriais devem possuir propriedades imunomoduladoras, que ajudam a controlar a
resposta inflamatoria inicial, prevenindo rejeicdes e complicagdes no processo de
cicatrizacao (Lee, Jinkyu et al., 2019a). A capacidade de regular a inflamacéo local € um
fator decisivo para garantir que o processo de regeneracdo ocorra de forma eficaz, sem
resultar em reacgOes adversas que possam comprometer a integracdo do material com o

0SS0 nativo.
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Outra caracteristica relevante dos biomateriais aplicados a regeneragdo 0ssea € sua
capacidade de atuar como plataformas para liberagdo controlada de fatores bioativos,
como proteinas, citocinas, peptideos ou &cidos nucleicos, que participam ativamente da
modulacéo da inflamacéo, da angiogénese e da diferenciacao osteogénica. A formulacao
desses sistemas pode envolver a incorporacgéo de diversos componentes, como moléculas
quimicas, fibras, ceramicas, MSC, vesiculas extracelulares e compostos bioativos de
origem natural, como os flavonoides. Estes ultimos, assim como antimicrobianos e
antioxidantes, atuam na protecao contra infeccGes e no controle do estresse oxidativo,
favorecendo um microambiente mais adequado a regeneracdo, aumentando as chances de
sucesso da intervencdo terapéutica (Amiryaghoubi et al., 2020). A figura 7 ilustra a
diversidade de componentes que podem ser utilizados na formulacdo de biomateriais

voltados a regeneracdo tecidual.

Figura 7. Diversidade de componentes utilizados na formulacdo de biomateriais naturais e sintéticos para
aplicacOes na regeneragdo tecidual
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Fonte: Elaborado pelo autor.
2.3 Hidrogeis como biomateriais: propriedades e aplicacfes

Hidrogéis sdo redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos que podem absorver
grandes quantidades de adgua ou fluidos biologicos, mantendo sua estrutura por periodo
suficiente para garantir o processo de reparo. Devido a sua alta capacidade de retencéo de
agua e a estrutura porosa e flexivel que imita as propriedades fisicas e mecéanicas da matriz
extracelular, os hidrogéis sao utilizados como biomateriais para engenharia de tecidos,

particularmente na regeneracdo 0ssea, cartilaginosa e cutanea (Ho et al., 2022).
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Uma das principais propriedades dos hidrogéis € sua diversidade de composicao.
Os hidrogéis podem ser sintetizados a partir de polimeros naturais, como alginato, goma
de mandioca, colageno e quitosana, ou de polimeros sintéticos, como poliacrilamida e
polietilenoglicol (PEG) (Chen et al., 2023; Li et al., 2024; Lima et al., 2021; Zhang et al.,
2021). A escolha do tipo de polimero depende das necessidades clinicas especificas, como
biodegradabilidade, biocompatibilidade e propriedades mecénicas (Peppas; Hoffman,
2020). Em casos de regeneracdo 0ssea, por exemplo, a biodegradabilidade é essencial,
pois 0 material deve apoiar a formacéo Ossea inicial e depois ser absorvido naturalmente,
evitando a necessidade de remocao cirurgica posterior (Amiryaghoubi et al., 2020).
Polimeros como o &cido polilatico-co-glicélico (PLGA) sdo utilizados justamente por
suas propriedades degradaveis e sua capacidade de serem gradualmente substituidos por
novo tecido 6sseo (Seyyed Nasrollah; Karimi-Soflou; Karkhaneh, 2023). Por outro lado,
em aplicacbes que envolvem curativos para feridas crénicas, como Ulceras diabéticas, a
biocompatibilidade é fundamental para promover cicatrizacdo sem provocar reagdes
adversas (Saharan et al., 2024).

Na regeneracao 0ssea, 0s hidrogéis atuam como arcaboucos tridimensionais que
facilitam a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, enquanto proporcionam suporte
mecéanico temporério ao defeito dsseo. Além de servirem como arcabougos fisicos, os
hidrogéis podem ser funcionalizados com moléculas bioativas, como fatores de
crescimento, proteinas, peptideos ou acidos nucleicos, para promover a osteogénese e a
angiogénese (Lee, Jinkyu et al., 2019) (figura 8).

Figura 8. Representa¢do do uso de hidrogel funcionalizado com compostos bioativos na regeneracdo de
lesBes dsseas
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A maleabilidade e capacidade de preencher defeitos irregulares, séo caracteristica
especialmente Uteis dos hidrogéis na regeneracdo de fraturas complexas ou defeitos
0sseos de grandes dimensfes. Além disso, a alta porosidade dos hidrogeis permite a
difusdo de nutrientes e oxigénio para as células, facilitando a sobrevivéncia celular e o
crescimento tecidual (Chyzy; Plonska-Brzezinska, 2020).

Hidrogéis também tém sido alvo de modificacdes para melhorar suas propriedades
mecanicas, como a adi¢do de nanoparticulas, fibras de reforco ou cerdmicas bioativas.
Essas modificagbes sdo essenciais quando os hidrogeis precisam suportar forcas
mecanicas significativas, como ocorre em defeitos 6sseos de grandes dimensdes ou areas
sujeitas a carga constante (Cardoso et al., 2024). O desenvolvimento de hidrogéis
hibridos, que combinam polimeros naturais e sintéticos com aditivos bioativos, tem sido
uma area de crescente interesse para 0 avango dos biomateriais em terapias regenerativas
(Mohanty et al., 2024).

2.4 Goma de mandioca como componente de hidrogéis

A goma de mandioca é um polissacarideo natural extraido das raizes da Manihot
esculenta, planta amplamente cultivada em regides tropicais (Amelework; Bairu, 2022).
Esse composto tem atraido crescente interesse como biomaterial devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade e abundante disponibilidade, caracteristicas
essenciais para seu uso na engenharia de tecidos e, mais especificamente, na formulacéo
de hidrogéis para aplicacdes regenerativas (Fang et al., 2022).

Como polissacarideo, a goma de mandioca é composta por moléculas de amilose
e amilopectina, que proporcionam a capacidade de formar estruturas tridimensionais com
elevada retencdo de agua, similar a matriz extracelular dos tecidos. Isso faz da goma de
mandioca um material promissor para a criacdo de hidrogéis, especialmente em
aplicacdes que exigem hidratacdo, maleabilidade e suporte celular, como a regeneragéo
Ossea (Lima et al., 2024).

Uma das principais vantagens do uso da goma de mandioca na criagdo de
hidrogéis é sua biocompatibilidade, uma caracteristica importante para qualquer
biomaterial em contato com tecidos vivos. Estudos demonstram que a goma de mandioca,
por ser um material natural, ndo induz reagcdes imunologicas adversas quando implantada

no corpo, 0 que a torna segura para aplicagdes biomédicas (Compart et al., 2023).
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A goma de mandioca também apresenta propriedades mecanicas e reoldgicas que
podem ser ajustadas para diferentes aplica¢des clinicas (EI Halal et al., 2018). Por meio
de modificagdes quimicas ou fisicas, como reticulagdo com agentes quimicos ou adi¢ao
de nanoparticulas, suas propriedades mecanicas podem ser otimizadas para atender as
necessidades de regeneracdo Ossea ou de outros tecidos, onde é necessario um suporte
mais rigido e duréavel (Chen, 2019).

Os hidrogéis de goma de mandioca ja tém sido testados com diferentes
finalidades, incluindo a liberacdo controlada de medicamentos (Fang et al., 2022),
atividade antimicrobiana (Lima et al., 2024) e na reparacéo tecidual, em curativos para
feridas relacionadas a diabetes (Savekar et al., 2024).

Outra propriedade interessante dos polissacarideos em geral, é sua capacidade de
ser funcionalizada com compostos bioativos, como fatores de crescimento, proteinas,
peptideos e flavonoides, como a crisina (Mohanty et al., 2024). A combinacgédo da goma
de mandioca, por exemplo, com esses agentes bioativos permite a criacdo de hidrogéis
multifuncionais que servem como arcabougos fisicos para o crescimento celular, e
promovem ativamente a osteogénese, angiogénese e a modulacdo da resposta
imunoldgica no local da lesdo (Liu et al.,, 2021). Além disso, esses hidrogéis
funcionalizados, podem ser projetados para liberar gradualmente os compostos bioativos,
proporcionando uma liberagdo controlada que sustenta o processo de regeneracdo por
periodos prolongados (Thones et al., 2019).

No contexto da medicina regenerativa, a goma de mandioca apresenta uma
solucdo acessivel e ecologicamente sustentadvel para a criacdo de biomateriais. Sua
abundancia em regides tropicais, como o Brasil, e sua facil obtencdo tornam este material
atraente para uso em larga escala, reduzindo os custos de producdo em comparagdo com
biomateriais mais sofisticados e raros. Isso é especialmente importante em paises em
desenvolvimento, onde a demanda por tratamentos regenerativos de baixo custo é

elevada.

2.5 Células sinalizadoras medicinais na regeneracao éssea

As celulas sinalizadoras medicinais (MSC) sdo uma das principais ferramentas da
medicina regenerativa devido a sua capacidade de modulacéo imunologica e regeneracao
tecidual. Essas células sdo amplamente estudadas por sua plasticidade e capacidade de se

diferenciar em maltiplas linhagens celulares, além de sua habilidade em modular o
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microambiente inflamatorio, facilitando a regeneracdo de tecidos danificados (Song;
Scholtemeijer; Shah, 2020). Sdo conhecidas por células sinalizadoras medicinais devido
a capacidade de atuar como "fébricas celulares" de moléculas sinalizadoras (Caplan,
2017).

As MSC sao células multipotentes que podem ser isoladas de varias fontes adultas,
incluindo medula 6ssea, tecido adiposo, cordao umbilical, polpa dentéria, dentre outros.
Elas apresentam a capacidade de se diferenciar em células do tecido mesodérmico, como
0s osteoblastos, condrdcitos e mioblastos, sendo especialmente atrativas para a
regeneracdo Ossea (Lee et al., 2019). A caracterizacdo das MSC, de acordo com 0s
critérios estabelecidos pela Sociedade Internacional para Terapia Celular, envolve a
expressdo de marcadores de superficie especificos, como CD73, CD90 e CD105, a
auséncia de marcadores hematopoiéticos, como CD34, CD45 e CD14, e a capacidade de
se diferenciar em trés linhagens celulares(osteogénica, adipogénica e condrogénica)
quando induzidas in vitro (Dominici et al., 2006).

Além de sua plasticidade, ou seja, capacidade de se diferenciar em outras
linhagens celulares, as MSC possuem uma notavel capacidade de migrar para os locais
de lesdo, onde desempenham um papel fundamental na regeneracéo tecidual. Isso se da
principalmente por meio da secrecdo de fatores bioativos, quimiocinas, responsaveis pela
migragéo celular, e citocinas como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformador beta
(TGF-PB), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), interleucina-10 (IL-10),
interleucina-6 (IL-6), prostaglandina E2 (PGE2), que modulam a resposta inflamatoria,
estimulam a angiogénese e promovem a diferenciacdo celular (Vizoso et al., 2017).

Os mecanismos moleculares que regem a atuacdo das MSC na regeneracdo dssea
sdo complexos e envolvem tanto a diferenciacdo celular direta quanto a modulacdo do
microambiente tecidual. No contexto osteogénico, estas células podem ser induzidas a se
diferenciar em osteoblastos, células responsaveis pela sintese de matriz dssea, através da
ativacdo de vias de sinalizagdo especificas, como as vias BMP/Smad, Wnt/p-catenina e
MAPK/ERK (Chenetal., 2016). Essas vias sdo ativadas por fatores de crescimento, como
as proteinas morfogenéticas 0sseas tipo-2 (BMP-2), que promovem a expressao de genes
osteogénicos, como RUNX2, ALP e SP7, fundamentais para o processo de mineralizacdo
Ossea (Cai et al.,2021).



30

A viade sinalizacdo BMP/Smad é particularmente importante para a diferenciacdo
osteogénica (Figura 9). O fator de crescimento BMP-2 liga-se aos receptores especificos
de BMP (BMP-1 e BMP-I1) na membrana celular das MSC, fosforilando as proteinas
Smadl, Smad5 e Smad8. Essas proteinas ativadas por meio de fosforilacdo se associam
a Smad4 e translocam-se para 0 nucleo, onde regulam positivamente a transcricdo de

genes osteogénicos (Beederman et al., 2013).

Figura 9. Sinalizacdo da Via BMP-2 na diferenciacdo osteogénica. A proteina morfogenética dssea 2
(BMP-2) liga-se aos receptores BMPRI e BMPRII na superficie celular, levando a fosforilagdo dos fatores
SMAD1/5/8. Os SMADs fosforilados se associam com SMADA4, formando um complexo que € translocado
para o nucleo. No ndcleo, este complexo ativa a transcricdo de genes osteogénicos (Runx2, ALP e SP7),
promovendo a sintese de proteinas essenciais para a formagao 6ssea
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Além disso, a ativagdo da via Wnt/B-catenina é fundamental para a proliferacdo
celular e a formagdo 6ssea (Figura 10). Quando a via Wnt ¢ ativada, a B-catenina se
acumula no citoplasma e se transloca para o nucleo, onde interage com fatores de
transcricdo para promover a expressdo de genes como Runx2, Sp7, ALP, que suportam a

formacéo Ossea (Houschyar et al., 2019).

Figura 10. Interagdo entre as vias de sinalizagdo Wnt/p-catenina e BMP-2 na osteogénese. A ativacdo da
via BMP-2 induz a expressdo de proteinas Wnt (Wnt3a, Wntl, Wnt10b) e correceptores LPR (LPR5 e
LPR6). As Wnt se ligam ao receptor Frizzled/LRP, ativando a proteina Dishevelled, que inibe o complexo
de degradacdo GSK-3p/Axin/CKIa/APC, permitindo o acaimulo de B-catenina. A B-catenina € translocada
para o ndcleo, onde se associa a fatores de transcricdo TCF/LEF promovendo a transcrigdo de genes

osteogénicos.
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Fonte: Autoria propria.

Além de seu papel na diferenciacdo osteogénica, as MSC secretam citocinas anti-
inflamatdrias, como 1L-10, TGF-B e PGE2, que suprimem a resposta inflamatdria
exacerbada, promovendo um ambiente regenerativo propicio (Song; Scholtemeijer; Shah,
2020). Essa imunomodulagdo é especialmente importante nos estagios iniciais da

cicatrizagdo 0ssea, onde uma resposta inflamatoria controlada é essencial para evitar
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complicacdes, como ativacdo de osteoclastos, fibrose e rejeicdo de implantes. As MSC
sdo capazes de interagir com células do sistema imune inato e adaptativo (figura 11),
modulando suas funcgdes e, assim, favorecendo a regeneracdo tecidual (Wang et al.,
2022).

Figura 11. Interagdo das células sinalizadoras medicinais (MSC) com o sistema imunolégico na modulagéo
da resposta inflamatéria e regeneracédo 6ssea. As MSC interagem com células do sistema imune inato, como
macréfagos, modulando suas funcgdes para favorecer a regeneracao tecidual. Em um ambiente inflamatorio
de lesdo 0Ossea, ha recrutamento de mondcitos que sdo prontamente diferenciados ao fenétipo M1, estes
produzem citocinas pré-inflamatorias (IL-6, TNF-o, NF-kB e RANKL) levando a ativacéo de osteoclastos,
promovendo reabsorcdo e perda 6ssea. Em contrapartida, as propriedades imunomoduladoras das MSC,
polarizam macréfagos para o perfil M2, que, por meio da secre¢do de IL-10, TGF-B ¢ VEGF, ativam
osteoblastos, induzem proliferagdo e diferenciagdo celular, promovendo o reparo e regeneragdo dssea.

Ambiente - ) é
inflamatdrio ; L-6, TNF-3, > S0
NF-KB, RANKL
Manrafa ¥ ~ ~
viacrotag Ativacao neab.
e Osteoclzstos perda osses
.
Les3odssea  Recrutament
de monccitos [r—
L-1Rs, IL-10,
Arg1, VEGF
POGF, TGF-B
SC AL g e
IL-10, TGF- > —p
- B.PGE2 '
acrofago M2 Reparo ossec

Fonte: Autoria propria.

Outro mecanismo relevante envolve a capacidade das MSC de secretar vesiculas
extracelulares, como exossomas, que contém proteinas, RNAs e microRNAs (miRNA),
atuando como mediadores de sinalizacdo intercelular (Vyas et al., 2023). Tan et al. (2020)
relata 23 estudos em que exossomas derivados de MSC promoveram a proliferacdo e
diferenciacéo de celulas progenitoras em osteoblastos, alem da supresséo de respostas
inflamatdrias prejudiciais ao processo de cicatrizagao 0ssea.

Na regeneracao 0ssea, as MSC tém se mostrado promissoras em inimeros estudos
pré-clinicos (Cabrera-Pérez et al., 2019; Harman; Marx; Van de Walle, 2021; Jia et al.,
2021; Ofiteru et al., 2020). Aplicacdes terapéuticas incluem o uso de MSC em

combinagdo com biomateriais, como hidrogeis, para promover a cicatrizacao de fraturas
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e defeitos 6sseos criticos (Ji et al., 2020; Li et al., 2023; Zhang et al., 2021). Quando
incorporadas em hidrogéis funcionalizados, as MSC contribuem diretamente para a
neoformacdo Ossea e regulam o microambiente inflamatério, promovendo uma

regeneracdo mais eficiente e controlada.

2.6 Crisina e seu potencial na medicina regenerativa e engenharia tecidual

A crisina (Figura 12) € um flavonoide natural amplamente encontrado em plantas,
como as espécies do género Passiflora (maracuja), e em produtos apicolas, como a
prépolis e o mel (Mani; Natesan, 2018). A crisina tem sido estudada por suas acgoes
antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticancerigenas, neuroprotetoras e osteoprotetoras.
Este flavonoide atua inibindo a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
regulando vias inflamatorias, como a NF-kB e a COX-2, o que contribui para a reducao
do estresse oxidativo e da inflamagdo (Ibrahim et al., 2021). Essas propriedades tém
despertado interesse crescente no uso dessa substancia na medicina regenerativa e na
engenharia tecidual, particularmente no campo da regeneracdo 6ssea, no qual pode
desempenhar um papel importante na modulacdo da osteogénese e principalmente na

protecao contra o estresse oxidativo.

Figura 12. Estrutura 2D e 3D da molécula da crisina. (A) A imagem 2D exibe a disposicdo atdmica e as
ligagBes quimicas da crisina, um flavonoide com estrutura basica composta por dois anéis benzénicos
ligados a um anel pirona. (B) A imagem 3D mostra a conformagéo espacial da crisina, destacando as regifes
aromaticas e a geometria plana da molécula. Os atomos estdo representados por cores padrdo: carbono
(cinza), oxigénio (vermelho) e hidrogénio (branco)
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Fonte: Extraido do PubChem® (2024).
Na regeneracao 0ssea, a crisina promoveu a diferenciacdo osteogénica em MSC
por meio da ativagdo das vias de sinalizagdo ERK/MAPK e Smad (Li; Wang, 2022).
Estudos indicam que a crisina pode regular a expressdo de genes osteogénicos como

Runx2, CollAl, ALP e osteocalcina (OCN), facilitando a formacdo de nodulos
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mineralizados e a sintese da matriz 6ssea (Cao et al., 2022; Ibrahim et al., 2021; Li; Wang,
2022; Wu et al., 2022; Zhang et al., 2023).

A crisina atua na inibicdo da via RANKL/RANK, essencial para a diferenciacéo
dos osteoclastos e, consequentemente, para a reabsorcdo 0ssea. Ao inibir a expressao de
RANKL, a crisina suprime a ativacdo dos osteoclastos, reduzindo a reabsorcéo 0ssea e
promovendo um ambiente mais favoravel a formacéo 6ssea (Ibrahim et al., 2021).

Outro mecanismo importante envolve a ativacdo da via de sinalizagdo
BMP/Smad. A crisina, em particular, tem sido associada ao aumento da expressédo de
BMP-2, ativando a sinalizacdo Smad e promovendo a transcri¢do de genes osteogénicos
(Cao et al., 2022). Além disso, a via Wnt/B-catenina também é favorecida pela presenca
de flavonoides, que aumentam a estabilidade da -catenina no citoplasma, permitindo sua
translocacdo para o nucleo, onde ativa a transcricdo de genes importantes para a
proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos (Zhang et al., 2023).

Na engenharia tecidual, a crisina e outros flavonoides tém sido incorporados a
biomateriais, como hidrogéis e scaffolds, com o propésito de aprimorar sua bioatividade,
favorecer a regeneracdo Ossea e conferir propriedades adicionais, como atividade
antimicrobiana e potencial antiproliferativo (Abbasalizadeh et al., 2022; Martins et al.,
2015; Menon et al., 2018; Alipour et al., 2021). A crisina complexada com cobre
aumentou a biocompatibilidade e promoveu a osteogénese em células pré-osteoblasticas
e melhorou a angiogénese, fator importante para a vascularizacédo do tecido 6sseo (Zhang
etal., 2023).

A capacidade da crisina em proteger as células contra o estresse oxidativo é uma
caracteristica altamente desejavel na engenharia tecidual, onde as células frequentemente
enfrentam condicGes adversas, como hipoxia ou exposicdo a altos niveis de espécies ROS
(Mani; Natesan, 2018). Li e Wang (2022) relataram que a crisina foi capaz de ativar a via
de sinalizacdo da PI3K/AKt/Nrf2, induzindo a sintese de enzimas antioxidantes heme-
oxigenase-1 (HO0-1), superdxido dismutase (SOD) e, inibindo a produgdo de ROS por
meio da inibicdo da via Jak/STATSs.

O desenvolvimento de novos biomateriais funcionais contendo crisina,
combinados com MSC, oferece uma abordagem promissora para o tratamento de defeitos
0sseos e outras condicdes degenerativas. Além disso, sua ampla gama de atividades
bioldgicas, como modulacdo imunoldgica, efeitos antioxidantes e promogdo da

osteogénese, tornando a abordagem altamente valiosa para futuras terapias regenerativas.
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Predicdo in silico das propriedades osteoindutoras e imunomoduladoras

do Hidrogel de Goma de Mandioca incorporado a Crisina

H& uma demanda mundial por solugdes eficazes na reparacao dssea, impulsionada
pelo envelhecimento populacional, traumas e limitagdes das terapias atuais. O
Brasil destaca-se como potencial protagonista dada sua vasta producdo de
mandioca, mel e propolis. A sinergia desses recursos naturais favorece a producéo
de hidrogéis a base de goma de mandioca (HGM) enriquecidos com o derivado
apicola crisina (Cr), com propriedades gelificantes e antioxidantes promissoras.
Este estudo objetivou investigar a incorporacdo da molécula de Cr com 0 HGM,
para as caracteristicas fisiopatoldgicas de interesse a reparacdo 6ssea, num modelo
predominantemente in silico, como etapa preditora para um futuro estudo in vitro.
Avaliou-se a biocompatibilidade do HGM por ensaios experimentais in vitro
preliminares e investigou-se o potencial bioativo da Cr e a viabilidade de sua
incorporacdo a0 HGM por estratégias computacionais in silico. O HGM
demonstrou biocompatibilidade em ensaios in vitro, sendo ndo-hemolitico (<5%
de hemodlise), ndo citotoxico e induzindo resposta inflamatéria moderada em
macrdfagos. Analises in silico predisseram que a crisina possui alvos moleculares
relevantes para osteoimunomodulacdo (PPARG, GSK-3B, ESR1, PTGS2,
PARP1), interage favoravelmente com proteinas osteoimunoldgicas e tem perfil
ADMET compativel com aplicacdo local. Simulagbes DFT indicaram que a
formacdo do complexo HGM-crisina é termodinamicamente favoravel. Em
conjunto, esses achados corroboram a viabilidade te6rica e experimental
preliminar da formulacdo HGM-crisina como biomaterial funcional biointerativo,

justificando validagdo funcional adicional em estudos futuros.

Palavras-chave:  bioinformatica; imunomodulacdo; bioativos  naturais;

diferenciagdo osteogénica; rede PPI.

Introducéo

O reparo 6sseo € um processo biologico coordenado, mas frequentemente limitado em
lesGes extensas ou condigdes clinicas adversas. Globalmente, milhGes de individuos sdo

afetados anualmente por fraturas complexas, perdas 0sseas e doencas degenerativas,
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gerando uma demanda crescente por solucGes regenerativas eficazes. Os custos
associados a esses desafios sdo expressivos, sobrecarregando os sistemas de satde com
despesas diretas de tratamento e reabilitacdo, além de perdas econémicas indiretas [,
Nesse contexto, o desenvolvimento de hidrogéis bioativos capazes de mimetizar a matriz
natural e liberar compostos com atividade osteoindutora e imunomoduladora de forma
controlada tem se mostrado uma estratégia promissora na engenharia de tecidos ™ %1, Tais
abordagens aliam-se a atuacdo de células sinalizadoras medicinais (MSCs), responsaveis
por orquestrar o processo de reparo tecidualf®,

Dentre os diversos biopolimeros naturais utilizados na formulacéo de hidrogéis, a
goma de mandioca (Manihot esculenta) se destaca por suas propriedades hidrofilicas,
biocompatibilidade, facilidade de processamento e abundancia em regides tropicais, com
destaque no ambito Nordeste brasileiro, caracteristicas que a tornam um material viavel
para aplicacbes biomédicas em paises em desenvolvimentol”” 8. Sua estrutura
polissacaridica permite a incorporacdo de compostos bioativos sem comprometer a
estabilidade da matriz, tornando-a uma excelente candidata & incorporacaol®l.

Dentre 0os compostos naturais com potencial osteoindutor, os flavonoides tém
atraido cada vez mais atencdo. A crisina (5,7-di-hidroxiflavona), encontrada no mel,
prépolis e plantas do género Passiflora, apresenta propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes e moduladoras da diferenciacéo celular [°]. Estudos recentes demonstraram
que a crisina pode atuar em vias osteogénicas importantes, como a proteina morfogenética
6ssea/Smad (BMP/Smad), Wnt/B-catenina e cinases reguladas por sinais extracelulares,
que pertencem & via da proteina cinase ativada por mitdgeno (ERK/MAPK). Essas a¢Oes
promovem a expressao de genes osteoblasticos, como fator de transcri¢do runt-related 2

(RUNX2), a fosfatase alcalina (ALP) e a osteocalcina (OCN), ao mesmo tempo que
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inibem a reabsorcao 6ssea mediada pela via do ligante do receptor do fator nuclear kappa-
B/ativador do receptor do fator nuclear kappa-B (RANKL/RANK) 11-131,

Apesar das evidéncias experimentais promissoras sobre os efeitos da crisina na
diferenciacéo osteoblastica, sua incorporacdo em matrizes poliméricas naturais, como a
goma de mandioca, permanece pouco explorada no contexto do reparo 0sseo. Diante
disto, o presente estudo teve como objetivo investigar a incorporacdo da molécula de Cr
com o0 HGM, para as caracteristicas fisiopatologicas de interesse a reparacao 6ssea, num
modelo predominantemente in silico, como etapa preditora para um futuro estudo in vitro.
Para tanto, empregou-se uma abordagem multifacetada, que incluiu a avaliacdo da
biocompatibilidade de HGM por meio de ensaios experimentais in vitro preliminares,
bem como a investigacdo das propriedades e do potencial bioativo da crisina e a
viabilidade predita de sua incorporacdo ao HGM através de estratégias computacionais in
silico, abrangendo a caracterizacdo fisico-quimica (simulada por DFT), andlise de
farmacologia de redes, predi¢do de interacGes moleculares e perfil farmacocinético e
toxicolégico (ADMET), visando elucidar a viabilidade cientifica dessa formulacdo como

um biomaterial funcional biointerativo para uso em engenharia de tecidos 6sseos.

Materiais e métodos

Obtencéo do Hidrogel de Goma de Mandioca

Os biomateriais utilizados neste estudo foram gentilmente cedidos pelo Laboratério
Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV) da Universidade Federal do Piaui
(UFPI). A sintese e caracterizacdo fisico-quimica do hidrogel de goma de mandioca

(HGM) foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Lima et al.[l.
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Isolamento e cultivo de células-sinalizadoras medicinais (MSCs) e macréfagos

peritoneais (M®)

Quatro ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), com 30 dias de idade e
peso médio de 260 £ 2,6 g, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui
(UFPI), foram utilizados de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA n.° 686/2021). Os animais foram mantidos em condi¢6es
convencionais de alojamento, com racdo e agua fornecidas ad libitum, temperatura
controlada (25 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas. A eutanasia foi conduzida conforme
as diretrizes da Resolucdo Normativa n.° 37 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal®“. O protocolo utilizado consistiu na administracio
intraperitoneal de lidocaina 2% na dose de 10 mg/kg, seguida, ap6s 10 minutos, da
aplicacdo de tiopental sodico (0,5g) na dose de 150 mg/kg, também por via
intraperitoneal.

O isolamento das células sinalizadoras medicinais derivadas da medula 6ssea
(MSCs) foi realizado conforme descrito por Argdlo-Neto et al.'®1, com modificacdes.
Apbs a dissecacdo dos membros pélvicos, os fémures foram coletados e imersos em
solucdo tampao fosfato (PBS) suplementada com 10% de solucédo antibidtica (penicilina-
estreptomicina). Em condicbes estéreis, as epifises dsseas foram removidas e o canal
medular foi lavado com meio de cultivo especifico para MSCs (DMEM alto teor de
glicose suplementado com 15% de soro fetal bovino, 1% de glutamina, 1% de
aminoacidos ndo essenciais e 1% de solucdo antibiotico-antimicotica). A suspensao
obtida foi filtrada por malha de aco inoxidéavel de 0,04 mm, centrifugada a 1500 rpm por

10 minutos a 4 °C, e o pellet celular foi ressuspendido em meio fresco. As células foram
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entdo semeadas em frascos de cultivo de poliestireno e incubadas a 37 °C em atmosfera
com 5% de CO:

Os macroéfagos peritoneais (M®) foram isolados segundo o protocolo descrito por
Ray e Dittell®l. Apos tricotomia e assepsia da regido abdominal, foram injetados 10 mL
de PBS suplementado com 10% de solucéo antibidtica na cavidade peritoneal. Apos leve
massagem abdominal, o fluido peritoneal foi aspirado com seringa esteéril e centrifugado.
O pellet celular resultante foi ressuspendido em meio RPMI-1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino, 2% de glutamina e 1% de solucéo antibio6tico-antimicética. As
células foram cultivadas em frascos de poliestireno e mantidas a 37 °C em atmosfera de

5% de COs: até a realizagao dos ensaios.

Avaliacao de biocompatibilidade de HGM

A biocompatibilidade do HGM foi avaliada segundo as diretrizes estabelecidas pela
norma 1SO 10993 71 utilizando extratos aquosos obtidos a partir do material liofilizado.
Para a preparacdo dos extratos, 0 HGM puro foi incubado na proporgéo de 0,2 g/mL, a
37 °C por 24 horas sob agitagdo constante. Utilizou-se meio de cultivo livre de soro
(DMEM) para os ensaios de viabilidade celular (MTT) e producdo de 6xido nitrico, e
solucdo tampdo PBS para o ensaio de hemdlise. Apds o periodo de incubacdo, 0s
sobrenadantes foram filtrados e empregados nos ensaios de hemocompatibilidade,
citotoxicidade e resposta imunolégica inicial.

Ensaio de hemdlise quantitativa

O potencial hemolitico do HGM foi avaliado conforme protocolo descrito por Szbg et
al.l'® | utilizando hemacias de coelhos (Oryctolagus cuniculus). O sangue foi coletado
com anticoagulante e centrifugado para obtencdo da fracéo eritrocitaria, que foi lavada

trés vezes com tampdo PBS até completa remocdo do plasma. Em seguida, foi preparada
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uma suspensao de hemacias a 1%. Aliquotas de 100 pL da suspensao de eritrocitos foram
misturadas com 100 pL dos extratos de HGM (100%, 75%, 50% e 25%) em microtubos
estéreis e incubadas a 37 °C por 60 min. Tween 80 foi utilizado como controle positivo
de lise, e PBS como controle negativo.

ApOs a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 1700 rpm por 5 min, e 50 pL
do sobrenadante foram transferidos para placas de 96 pogos com fundo transparente. A
absorbancia foi medida a 405 nm em leitor de microplacas. Os valores obtidos das
amostras tratadas com o composto de teste (ODtest) foram normalizados em relacdo as
amostras de controle positivas (100% de lise; ODpos) e negativas (ndo tratadas; ODneg)

para fornecer a razdo de hemdlise (HR) usando a equacao 1:

ODtest—0ODneg
ODpos—0Dneg

OHR (%) = ( )% 100% (1)

Ensaio de MTT

O ensaio de citotoxicidade através de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil
brometo de tetrazolina) foi realizado com MSCs, conforme protocolo adaptado de Ng et
al.?® | As células foram semeadas a densidade de 1,31 x 10° células/pogo em placas de
96 pogos contendo 100 pL de meio de cultivo. Apds 24 horas de incubagdo para
aderéncia, os extratos do HGM foram aplicados em concentracfes de 25%, 50%, 75% e
100%, mantendo-se células ndo tratadas como controle. Apds 24 e 48h de exposicdo,
adicionou-se solu¢do de MTT (5 mg/mL), obtendo-se concentragao final de 0,5 mg/mL
em cada pogo. As placas foram incubadas por 4 horas a 37 °C, o meio foi removido, e os
cristais de formazan foram dissolvidos com 100 uL. de DMSO. A absorbéancia foi medida
a 570 nm utilizando leitor de microplacas (BioTek EIx800, Winooski, VT, EUA). Os
dados foram expressos como densidade 6ptica (OD), proporcional a quantidade de células

viaveis.
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Quantificacao de 6xido nitrico

A quantificacdo de 6xido nitrico foi realizada com M® cultivados em RPMI-1640
suplementado. As células foram semeadas a 2 x 10° cé€lulas/pogo e incubadas com
extratos de HGM por 24 horas a 37 °C e 5% de CO.. A produgdo de NO foi determinada
pela dosagem de nitrito no sobrenadante, utilizando o reagente de Griess, conforme
protocolo adaptado de Carvalho et al.?%l. A curva padrdo foi preparada com nitrito de
sodio (1 a 150 uM). A absorbancia foi medida a 550 nm em leitor de microplacas (BioTek
ELx800). O lipopolissacarideo (LPS, 1 pg/mL) foi utilizado como controle positivo para

ativacdo pro-inflamatdria dos macrofagos.

Farmacologia de redes aplicada a predicdo de alvos osteogénicos da crisina

A estrutura bidimensional, tridimensional e a notacdo SMILES da crisina foram obtidas
a partir do banco de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov; CID: 5281607).
A sequéncia SMILES foi inserida na plataforma SwissTargetPrediction
(http://www.swisstargetprediction.ch) para a identificacdo de alvos proteicos putativos,
conforme metodologia descrita por Luo et al Y. Paralelamente, genes relacionados a
osteogénese foram obtidos no banco GeneCards (https://www.genecards.org), com base
em critérios de relevancia biolégica, conforme adaptacio de Fan et al.[?? |

A intersecdo entre 0s alvos da crisina e 0s genes osteogénicos foi determinada
utilizando a ferramenta Venny 2.1 (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). Os genes
resultantes da intersecdo foram inseridos na plataforma STRING 11.0 (https://string-
db.org) para construcdo da rede de interacdo proteina-proteina (PPI), considerando
interagdes de alta confianga (score > 0,7). A rede foi exportada em formato tabular e
analisada no software Cytoscape® 3.7.1, com calculo de métricas de centralidade (grau,

proximidade e intermediabilidade). A analise de agrupamento funcional foi realizada com
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o0 algoritmo Markov Clustering Algorithm (MCL), com parédmetro de inflacdo ajustado

para 3,0.

Docking molecular com alvos envolvidos em vias osteoimunologicas
A analise de acoplamento molecular foi realizada com alvos proteicos previamente
descritos como relevantes para vias osteoimunologicas. As estruturas tridimensionais
foram obtidas do banco Protein Data Bank (PDB), correspondendo aos complexos entre
agonistas e receptores das seguintes proteinas: interleucina 6 (IL-6/IL-6R, PDB: 8QY5),
interleucina 1p (IL-1RA/IL-1R, PDB: 1IRA), complexo fator de necrose tumoral alfa
(TNF-o/TNFR1, PDB: 7KPS8), ciclo-oxigenase 2 (COX-2, PDB: 5IKQ). Além disso,
foram incluidas proteinas reguladoras das vias Wnt e BMP: glicogénio sintase quinase 3
beta (GSK-3B, PDB: 4PTC), Noggin (PDB: 1M4U), Sclerotin (PDB: 2K8P), receptor de
estrogénio (ER, PDB: 1R5K) e receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma
(PPAR-y, PDB: 2YFE). As estruturas foram preparadas no software Discovery Studio,
com remocdo de moléculas de agua, ligantes e cofatores, e definicdo do sitio ativo com
base nos residuos criticos de interacdo descritos na literatura.

A estrutura da crisina (CID: 5281607) foi obtida no banco PubChem, em formato
SDF, e otimizada no software Avogadro utilizando o campo de forca MMFF94s. O
acoplamento molecular foi realizado no software Molegro Virtual Docker (MVD), com
calculo da energia de ligacdo (kcal/mol) e analise qualitativa das interacfes entre a crisina
e 0s residuos ativos das proteinas selecionadas. Inibidores comparativos descritos para

cada alvo foram utilizados como referéncia.



45

Predicdo das propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas da crisina (ADMET)

As propriedades farmacocinéticas e toxicologicas da crisina foram avaliadas por meio da
plataforma ADMET Iab 3.0 (https://admetlab3.scbdd.com), utilizando a notacdo SMILES
obtida no banco PubChem. Foram analisados parametros relacionados a absorcéo,
distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade (ADMET), incluindo permeabilidade
intestinal, biodisponibilidade oral, ligacdo a proteinas plasmaticas, metabolismo hepatico
(CYP450), meia-vida estimada, toxicidade hepatica, genotoxicidade e potencial
carcinogénico. Os dados preditivos foram organizados em formato tabular e utilizados

para complementar a avaliacdo do potencial farmacoldgico e da seguranca da crisina.

Simulac¢des Computacionais por Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

A estrutura da crisina (5,7-dihidroxiflavona) foi inicialmente construida utilizando o
software Avogadro (versdo 1.9.1), com geometria inicial baseada na conformacéo planar
mais estavel da literatura. A maltotriose, adotada como modelo representativo do hidrogel
de goma de mandioca (HGM), foi também desenhada no Avogadro a partir de trés
unidades de o-D-glucopiranose com ligagdes glicosidicas a(1—4). Para simular a
funcionalizacdo do HGM, foi simulada uma ligacdo do tipo ponte de hidrogénio entre a
crisina e a maltotriose (HGM-Cr).

As trés estruturas (crisina, HGM e HGM-Cr) foram submetidas a otimizagédo
completa da geometria molecular utilizando o pacote ORCA (versdo 6.0.1). Os célculos
foram conduzidos com o funcional hibrido B3LYP e base de funcbes def2-SVP,
empregando o formalismo de aproximacdo RIJCOSX para ganho de eficiéncia
computacional. Apos a otimizacdo, foram realizados céalculos de frequéncia vibracional
para obtencdo dos espectros tedricos de infravermelho (FTIR) e para determinacdo dos

parametros termodinamicos, incluindo a energia livre de Gibbs (G) e a entalpia (H) a
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298,15 K. A interagdo entre a crisina e o HGM foi avaliada com base na variagdo da
energia livre de Gibbs (AG) e da entalpia (AH) do sistema, conforme as seguintes
equacoes:

AG =G

interagdo HGM-Cr - (G + GCrisina) (2)

HGM

AHinteragﬁo = HHGM-Cr - (H + HCrisina) (3)

HGM

Os espectros FTIR foram gerados em unidades de numero de onda (cm™) e
transmitancia (%), permitindo a comparacdo qualitativa com os dados experimentais. Os
arquivos de saida foram processados com auxilio de scripts em Python para a convolucéo
espectral e geracdo dos graficos, empregando funcéo de perfil pseudo-Voigt com largura

a meia altura ajustada para 10 cm™.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). As analises estatisticas
foram realizadas no software GraphPad Prism® versdo 8.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA), com aplicacdo de testes apropriados a cada conjunto de dados. Para o
ensaio de producdo de 6xido nitrico (NO), utilizou-se ANOVA one-way seguida de pds-
teste de Dunnett, comparando os tratamentos com o controle negativo. Os dados do ensaio
MTT foram analisados por ANOVA two-way, também seguida de pos-teste de Dunnett,
avaliando os efeitos combinados do tempo e da concentracdo. J& os resultados do ensaio
de hemolise foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com
comparacdo mdultipla entre grupos. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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Resultados

Isolamento e expanséo celular

As caracteristicas morfolégicas das culturas de MSCs e M® estdo apresentadas na Figura
1. As MSCs exibiram padrao fibroblastoide tipico, com citoplasma alongado, ndcleo
excéntrico e crescimento em monocamada aderente, indicando viabilidade e estabilidade
morfoloégica em meio de cultivo enriquecido. Os M®, por sua vez, apresentaram
morfologia arredondada, com citoplasma compacto e aderéncia parcial ao substrato,
formando monocamada de baixa confluéncia, conforme esperado para culturas primarias

ndo ativadas.

Figura 1 — Imagens representativas da morfologia celular apds 96 horas de cultivo. (A)
Macréfagos peritoneais (MO) com morfologia arredondada e padrdo de adesdo
caracteristico. (B) Células sinalizados medicinais da medula 6ssea (MSCs) com

morfologia fibroblastoide e crescimento aderente. Microscopia éptica com objetiva de

10x%, escala de 50 pum.
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Avaliacao da biocompatibilidade do hidrogel de goma de mandioca (HGM)

A biocompatibilidade do HGM foi avaliada por meio de ensaios de hemolise, MTT e
producdo de NO (Figura 2). A atividade hemolitica residual dos hidrogeis foi quantificada
com base na liberacdo de hemoglobina por hemacias expostas aos extratos de HGM em
diferentes concentracGes, o CP apresentou hemodlise maxima ~100%, enquanto CN e
todas as concentracdes de HGM apresentaram atividade hemolitica <5% (p> 0,05).

O potencial citotoxico do HGM foi avaliado por meio do ensaio de MTT, o qual
ndo evidenciou diferenca significativa entre os grupos tratados e o controle, tanto em 24
quanto em 48 horas de exposicao (p > 0,05). Observou-se uma tendéncia de aumento da
atividade metabolica nas concentracdes de 75% e 100%, sugerindo possivel estimulo a
proliferacdo celular, embora sem significancia estatistica.

Por fim, a producdo de NO por macrofagos tratados com HGM foi
significativamente maior que no grupo controle negativo (CN), mas significativamente

menor que no grupo tratado com LPS (p < 0,05).

Figura 2. Avaliacdo da biocompatibilidade do hidrogel de goma de mandioca (HGM).
(A) Porcentagem de hemolise induzida por extratos de HGM em diferentes
concentragdes. (B) Viabilidade celular de MSCs ap6s 24 e 48 horas de exposicao. (C)
Producdo de dxido nitrico (NO) por macrofagos peritoneais apos 24 horas de incubacéo.

Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. *p < 0,05; ****p < 0,0001.
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Andlise de farmacologia de redes e ontologia genética

A analise farmacol6gica das redes relacionadas a osteogénese da crisina mostrou
potencial promissor. Suas estruturas bidimensional e tridimensional foram obtidas do
banco de dados PubChem. Identificaram-se 61 genes-alvo potenciais associados a crisina.

Em paralelo, foram obtidos 1852 genes relacionados a osteogénese. A intersecao
entre esses dois conjuntos revelou 23 genes compartilhados, o que representa 1,24% do
total de genes osteogénicos e 37,7% dos genes-alvo da crisina (Figura 3A). Esses genes
foram considerados como alvos moleculares convergentes, potencialmente envolvidos
na mediacgéo dos efeitos osteoindutores da crisina.

Na etapa seguinte, os genes compartilhados foram analisados quanto as suas
interacBes em uma rede de interacdo proteina—proteina (PPI) (Figura 3B). As métricas de
centralidade (grau, proximidade e intermediabilidade) indicaram os genes PPARG,
PTGS2, GSK-3B, ESR1 ¢ PARP1 como nos principais da rede, devido a sua alta
conectividade e influéncia topoldgica (Tabela 1).

Esses genes foram associados a fungdes regulatérias criticas, sugerindo sua
relevancia na promocéo de processos osteogénicos mediados por sinalizacéo intracelular

e regulacdo transcricional.
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Figura 3. Intersegdo e conectividade funcional entre os genes-alvo da crisina e 0s genes
relacionados a osteogénese. (A) Diagrama de Venn demonstrando a sobreposicdo entre
0s genes preditos como alvos da crisina e 0s genes associados a osteogénese. (B) Rede de

interacdo proteina—proteina (PPI) construida com os 23 genes.

A Chrysin Osteogenesis

Adora2a
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Tabela 1. Métricas de centralidade calculadas para os genes compartilhados entre a
crisina e a osteogénese na rede PPl. As métricas incluem grau, proximidade e

intermediabilidade.

Gene Grau Proximidade Intermeabilidade
PPARG 24 0,70 0,32
PTGS2 22 0,68 0,19
GSK-3B 22 0,66 0,08
ESR1 20 0,63 0,06
PARP1 16 0,58 0,13
HDAC1 16 0,59 0,04
PPARA 14 0,56 0,03
AR 14 0,54 0,03
ESR2 12 0,50 0,11
APP 10 0,51 0,00
TERT 8 0,49 0,00
AKR1B1 8 0,51 0,11
ACHE 8 0,50 0,00
PRKAAL 6 0,46 0,00
ODC1 4 0,43 0,00
NT5E 4 0,44 0,11
TOP1 2 0,37 0,00
DHFR 2 0,35 0,00
CRHR1 2 0,34 0,00

ADORA2A 2 0,31 0,00
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A andlise de cluster realizada no STRING identificou quatro agrupamentos
principais, que ajudam a contextualizar os papéis funcionais dos genes compartilhados
(Figura 4). O Cluster 1 destacou-se como 0 mais relevante, composto por 14 genes
envolvidos em vias regulatorias importantes para a osteogénese, como a "Hormone-
mediated signaling pathway". Em contraste, os Clusters 2, 3 e 4, cada um com apenas
dois genes, apresentaram menor conectividade na rede. O Cluster 2 incluiu os genes
ACHE e NT5E, o Cluster 3 agrupou os genes TOP1 e CRHR1, enquanto o Cluster 4 foi
composto por DHFR e ADORA2A, associados a processos metabdlicos especificos,
como a "Folate biosynthesis".

A analise de ontologia génica (GO) realizada para os genes do Cluster 1 revelou
categorias funcionais relacionadas a osteogénese, incluindo a "Hormone-mediated
signaling pathway" e a "Regulation of transcription by RNA polymerase II" (Figura 5).
A "Hormone-mediated signaling pathway" envolve genes como ESR1, ESR2, PPARG e
PTGS2, que participam da modulacéo de fatores osteogénicos por meio da ativacdo de
receptores hormonais e sinalizacdo celular, fundamentais para a diferenciacdo de
osteoblastos. Ja a "Regulation of transcription by RNA polymerase II" destaca genes
como HDAC1, PPARA e GSK-3B, que regulam a expressdao de genes envolvidos na
sintese de matriz dssea e no controle do ciclo celular osteoblastico.

Outras categorias incluem "Cellular response to hormone stimulus"”, que reflete a
ativacdo de vias hormonais em resposta a estimulos externos, e "Positive regulation of
gene expression”, que envolve genes como PARP1, AR e ESR1, conhecidos por
promover a transcrigdo de genes osteogénicos e regular a homeostase 6ssea. Alem disso,
categorias como "Regulation of DNA-templated transcription™ e "Response to steroid
hormone™ sugerem a participacdo de genes como GSK-3B e PPARG na resposta a

esteroides e no controle transcricional.
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Figura 4. Analise de clusters da rede PPI dos genes compartilhados entre a crisina e a osteogénese. (A) Distribuicdo dos genes por cluster. O

Cluster 1, associado ao "Hormone-mediated signaling pathway," contém 14 genes. (B) Rede PPI com clusters destacados por cores, evidenciando

0 Cluster 1 (vermelho) como o mais conectado.
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Figura 5. Analise de Gene Ontology (GO) do Cluster 1. Enriquecimento funcional dos genes do Cluster 1, com tamanho dos circulos representando
a contagem de genes e cores indicando o FDR (False Discovery Rate). Categorias destacadas incluem "Hormone-mediated signaling pathway" e

"Regulation of transcription by RNA polymerase I1", associadas a osteogénese.
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Andlise de docking molecular entre a crisina e alvos de vias osteogénicas e
inflamatorias

A simulacdo de acoplamento molecular entre a crisina e proteinas-alvo envolvidas na
osteoimunomodulacéo revelou interacfes energeticamente favoraveis com moduladores
criticos do microambiente 6sseo. s menores energias de ligacdo foram observadas nos
complexos com Noggin (—95,08 kcal/mol), IL-6/IL-6R (90,41 kcal/mol), TNEF-
a/TNFR1 (—89,79 kcal/mol) e Sclerostin (—74,20 kcal/mol). Energias intermediarias
foram registradas para GSK-3p (=67,00 kcal/mol) e IL-1B/IL-1RA (66,59 kcal/mol).

Na comparacgdo com os ligantes padrao co-cristalizados ou descritos na literatura,
a crisina apresentou afinidades inferiores. No entanto, os valores observados encontram-
se dentro da faixa considerada compativel com ligagdes moleculares estaveis, reforcando
seu potencial como agente funcionalizante com atividade osteoimunomoduladora (Tabela
2)[231,

A analise tridimensional dos complexos (Figura 6) evidenciou o encaixe adequado
da crisina nos sitios de ligacdo das proteinas-alvo, com formacéo de pontes de hidrogénio,
interagdes 7 e hidrofobicas com residuos funcionalmente relevantes. Os principais
residuos envolvidos nas interacbes moleculares estdo apresentados de forma resumida na
Figura S1, que sintetiza os alvos, residuos interagentes e 0s tipos predominantes de

interacdo.
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Tabela 2. Energia de interacdo (kcal/mol) entre a crisina e diferentes alvos osteogénicos,

em comparacdo com inibidores padrdo utilizados como referéncia.

Alvo Proteico

Ligante

Energia da Crisina

Energia do Ligante

Comparativo (kcal/mol) Padréo (kcal/mol)
IL-6/IL-6R Bazedoxifeno -90,41 113,06
IL-1p/IL-1RA ZINC32854294 —66,59 —40,98
TNF-o/TNFR1  ZINC2968981 —-89,79 -165,41
GSK-3p CHEMBL3410089 -66,99 -104,87
Noggin AKO0S016943781 -95,08 -120,54
Sclerostin Baicalina —74,20 —96,58
COX-2 Ac. meclofenamico -100,16 -101,48
ER GW5638 -84,43 -124,01
PPAR-y Amorfrutin 1 -87,98 -129,90
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Figura 6. RepresentacOes tridimensionais dos complexos formados entre a crisina e os alvos osteoimunoldgicos selecionados, obtidas por
simulacdes de docking molecular. Os painéis (A—I) mostram o encaixe da crisina nos sitios ativos das proteinas IL-6/IL-6R, IL1B/IL-1RA, TNF-

o/TNFR1, GSK-3p, Noggin, Sclerostin, COX-2, ER e PPAR-y, respectivamente, com destaque para 0s principais residuos interagentes.
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Propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas da crisina (ADMET)

A predicdo computacional do perfil ADMET da crisina indicou propriedades compativeis
com compostos bioativos de interesse terapéutico, com énfase na seguranca, estabilidade
metabdlica e auséncia de toxicidade relevante®l. O coeficiente de ligacdo as proteinas
plasmaticas (PPB) foi elevado (> 90%), indicando afinidade por ambientes lipofilicos, o
que favorece sua ancoragem em matrizes poliméricas e sua liberacdo controlada em
sistemas de aplicacdo local. Do ponto de vista metabolico, a crisina ndo demonstrou
inibicdo significativa das principais isoformas do sistema enzimatico do citocromo P450
(CYP), com excecdo da CYP1AZ2, para a qual foi predita uma inibicdo moderada. Esse
perfil indica baixo risco de interagdes metabdlicas, o que favorece sua utilizacdo em
formulacBes combinadas com outras moléculas bioativas.

Em relacdo a toxicidade, os modelos preditivos ndo indicaram mutagenicidade
nem carcinogenicidade. A toxicidade aguda oral predita, expressa como dose letal
mediana (LDso), foi de 2000 mg/kg, 0 que a classifica na Classe IV segundo o sistema
ProTox-112%%1, sendo considerada de baixa toxicidade aguda. Esse dado é especialmente
relevante para o uso local, pois sugere seguranca em caso de eventual absorcao sistémica
residual. Os pardmetros fisico-quimicos da crisina, como peso molecular, lipofilicidade e
estabilidade estrutural, também se mostraram compativeis com sua incorporacdo em
hidrogéis naturais, favorecendo sua funcionaliza¢do em sistemas de liberacdo controlada

aplicados a regeneracdo 6ssea (Tabela 3).
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Tabela 3. Perfil farmacocinético e toxicogendmico predito para a crisina com base em

ferramentas in silico.

Parametro Resultado predito Interpretagdo
Ligacdo a proteinas plasmaticas > 90% Alta lipofilicidade
Substrato de P-glicoproteina Néo Baixo risco de efluxo celular
Inibicdo de CYP1A2 Sim (moderada) Potencial metabolismo hepatico
Inibicdo de outras CYPs Néo Baixa interacdo farmacologica
Mutagenicidade (Ames test) Né&o N&o mutagénico
Carcinogenicidade Nao Né&o carcinogénico
Toxicidade aguda oral (LDso) 2000 mg/kg Classe 1V (baixa toxicidade)
Classe de toxicidade (ProTox-II) IV Seguro em modelo roedor
Perfil fisico-quimico Compativel Estavel e funcionalizavel

Simulagdes por DFT

Analise termodindmica da interacdo HGM-Crisina

Os resultados da analise termodinamica, detalhados na Tabela 4, confirmam a viabilidade
da encapsulagdo da crisina na matriz HGM. O principal indicador deste processo, a
Variagdo da Energia Livre de Gibbs de Interacao (AGint), apresentou um valor expressivo
de -321,2 kcal/mol. Este resultado demonstra a alta espontaneidade na formacéo do
complexo HGM-Cr.

Analisando os componentes dessa energia, observa-se que a interacdo é
fortemente impulsionada pela entalpia, indicando a formacéo de interacGes favoraveis
que liberam energia. Essa contribuicdo entalpica supera a pequena penalidade entrépica
(T*S= —16,1kcal/mol), que geralmente reflete uma maior organizagdo do sistema ao

formar o complexo.



60

Tabela 4. Valores de Energia Livre de Gibbs (G) e Entalpia (H) para a Crisina, 0 HGM
e o complexo HGM-Cr, calculados pela Teoria do Funcional da Densidade (DFT) a
298,15 K. A linha "Interacdo (A)" representa a variacao termodindmica. Todos os valores

sdo expressos em kcal/mol.

Sistema G (kcal/mol) H (kcal/mol)
Crisina -550482,7 -550447,3
HGM -1149479,0 -1149356,3
HGM-Cr -1700282,9 -1700141,6
Interagdo (A) -321,2 -337,3

Caracterizacao por Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos para
Cr, HGM e HGM-Cr, representados na figura 7. A crisina (linha vermelha), apresentou
as bandas de absorcéo esperadas para sua estrutura. Um pico acentuado foi observado em
aproximadamente 1650 cm™*, referente ao grupo C=0 conjugado. Na regido de 1600 cm™
a 1500 cm™, foram identificadas bandas correspondentes aos anéis aromaticos (C=C).
Adicionalmente, sinais relacionados a grupos O-H foram vistos na regido de 3300-3400
cm! e entre 1350-1150 cm™.

Para HGM (linha verde), o espectro foi dominado por uma banda larga e intensa
centrada em ~3350 cm™ (O-H/Ligac¢des de H). Observaram-se também picos em ~2930
cm ! (C-H) e um conjunto de bandas fortes na regido de 1150 cm ' a 1000 cm ™, atribuidas
a vibracoes C-O-C e C-O.

No espectro de HGM-Cr (linha azul), observaram-se bandas provenientes de
ambos os componentes, Cr e HGM. Em comparagdo com os espectros dos materiais de
partida, foram identificadas modifica¢des nos picos: a banda C=0O em ~1650 cm™!

mostrou-se presente, porém com ligeiro deslocamento e menor defini¢do; a banda O-H
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em ~3350 cm™! apresentou alteragdes em sua forma e largura; e a regido entre 1300 cm™
e 1000 cm™ exibiu um padrdo de absorcdo que difere da simples sobreposi¢édo dos
espectros de Cr e HGM.

Figura 7. Espectros FTIR simulados por DFT para a crisina (vermelho), hidrogel de goma
de mandioca (HGM, verde) e sistema funcionalizado HGMCR (azul). (A) Espectro
completo. (B) Ampliacdo da regido O-H (3200-3600 cm™). (C) Ampliacdo da regido

C=0 (1600-1800 cm ™).
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Discusséo

Este estudo visou empregar uma abordagem multifacetada, combinando avaliagdes
computacionais e experimentais preliminares, a fim de investigar a interacdo entre a molécula
de crisina e 0 HGM, bem como a funcionalizacdo de suas propriedades fisico-quimicas para as
caracteristicas fisiopatoldgicas de interesse a reparacao 6ssea, num modelo in silico, como etapa
preditora para um futuro estudo in vitro. O HGM e a crisina destacam-se pelo elevado potencial
para aplicacBes bioativas e obtencdo biorrenovavel [ 26-281 cujo potencial reparador e
imunomodulador in vitro vem sendo explorado em aplicacdes na medicina regenerativa 2% 301,
Nesse contexto, o estudo in silico desempenhou um papel preditivo do potencial bioativo do
flavondide e da capacidade da sua funcionalizacgdo ao HGM, servindo como base para
direcionar futuras validacdes experimentais 31231,

Os métodos computacionais empregados geraram hipdteses mecanisticas e estimaram
comportamentos moleculares que, em situagdes experimentais, seriam dificeis, dispendiosos ou
demorados de investigar, principalmente em estudos prospectivos, nos quais 0 comportamento
bioativo dos compostos em estudo ainda n&o s&o devidamente elucidados [3+2¢1,

Ao se utilizar o0 método de ‘network pharmacology’, foi possivel identificar 23 alvos
compartilhados entre os alvos putativos da crisina e genes relacionados ao processo de
osteogénese 2 37 31 Tal sobreposicdo, embora modesta (1,24% do total de genes
osteogénicos), é funcionalmente relevante concentrando-se em hubs na rede PPI. Genes
descritos com alta conectividade, como PPARG, PTGS2, GSK3B, ESR1 ¢ PARP1 mostraram
relacdo direta com vias metabolicas de importancia no processo de reparo 6sseo. Como
ressaltado por Wang et al.l*¥l, a ativacdo da via Wnt/p-catenina é indispensavel para o
recrutamento e diferenciagdo de osteoblastos durante a formacdo Ossea. De forma

complementar, outro estudo destacou que a atividade de PARP1 regula positivamente a
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expressao de genes osteogénicos como RUNX2, refor¢ando seu papel no controle transcricional
do processo regenerativol*?l,

PPARG é um regulador cléssico da adipogénese e atua como antagonista funcional da
diferenciagio osteoblastica (Y1, Sua ativacio promove a linhagem adipocitica em detrimento da
osteogénica, principalmente por meio da supressio da via Wnt/B-catenina (421, Em estudo com
cultivo de MSCs em meio livre de soro, Ho et al.[*l observaram que a adipogénese foi
aumentada no grupo sem soro, com maior expressao de PPARG e acumulo lipidico, sugerindo
que aregulacao desse fator de transcricao é sensivel ao microambiente extracelular. Além disso,
Baroi et al.[*l reforcam que PPARG é essencial para a producdo de Sclerotin em ostedcitos e
regula diretamente a remodelacdo Gssea por meio da modulacdo da expressdo de SOST. A
identificacdo de PPARG como um dos principais hubs na rede funcional analisada sugere que
a crisina, reconhecida como agonista parcial desse receptor, possa modular sua atividade de
forma seletiva, atenuando processos inflamatérios e promovendo um ambiente mais favoravel
a diferenciacdo osteoblastica, sobretudo em condicBes de desbalango metabdlico ou inflamacéo
cronical*®l,

A presenca de GSK-3p na rede ¢ particularmente relevante, uma vez que essa quinase ¢
um inibidor direto da B-catenina, componente central da via Wnt, essencial para a maturacao
osteoblastica e formacdo de matriz mineralizadal®®l. A via Wnt/B-catenina ¢é ativada
fisiologicamente durante a regeneracdo dssea e esta entre 0s principais alvos terapéuticos para
biomateriais funcionalizados™’ *]. Ao inibir GSK-3p, a crisina pode potencialmente amplificar
essa sinalizacdo, hipotese reforgada pelos resultados do docking molecular, que mostraram
interacdo estavel entre 0 composto e a proteina.

A ativacdo de ESR1 exerce influéncia direta sobre a homeostase dssea, especialmente
em contextos de inflamacéo e desequilibrio hormonal. No presente estudo, a sua identificacéo

como alvo funcional da crisina é relevante, considerando que esse receptor atua como
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modulador da diferenciacio osteoblastica e da manutencdo da massa mineral 1. De acordo
com Pelusi et al.[*%l a ativacdo de ESR1 promove a atividade osteobléstica em células de
pacientes osteoporoticos, mediando sua agdo por meio da ativagdo subsequente da via Wnt/p-
catenina.

PTGS2, que codifica a enzima COX-2, exerce papel essencial na mediacdo da
inflamacdo aguda e no inicio da ossificagdo endocondral, por meio da sintese de prostaglandinas
osteoativast®. Segundo Salhotra et al./?), a indugfo de COX-2 é necessaria para a formagéo do
calo dsseo primério, atuando como elo funcional entre os estimulos inflamatorios iniciais e a
diferenciacdo osteocondrogénica. Sendo recentemente identificado como um fator também
angiogénicol®,

A identificacdo desses genes centrais individualmente, contudo, ganha maior robustez
quando analisada sob a perspectiva topolégica da rede de interacdo. Observa-se que 0s genes
com maior conectividade funcional estdo concentrados em um mesmo agrupamento (Cluster
1), configurando um nucleo de sinalizacdo com implicacBes diretas para a osteogénese, a
modulacdo hormonal e o controle transcricional (evidenciadas nas analises de enriquecimento
funcional). Estudos prévios ja demonstraram que genes altamente conectados em redes de
coexpressdo ou interacdo fisica tendem a ocupar papéis centrais na diferenciacao osteoblastica
de MSCs, como demonstrado por Wu et al.®? em modelo induzido por BMP-9 e por Zhao e
Tul®®l em modelo de osteoporose. Permitindo criar hipoteses mais claras da viabilidade da
utilizacdo da crisina como um agente funcionalizador com potencial osteomodulador.

De maneira complementar, as simulagdes de docking molecular predizeram interagdes
favoraveis entre a crisina e proteinas-alvo relevantes para a osteoimunomodulagdo. As energias
de ligacdo calculadas, mesmo sendo inferiores aos ligantes padrdo em alguns casos, foram
consideradas compativeis com interaces moleculares estaveis. Esses resultados preditivos

reforcaram a hipotese de que a crisina pode atuar como um modulador dual, potencialmente
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atenuando a resposta inflamatdria inicial (via interagbes com citocinas e COX-2) e ativando
vias pré-osteogénicas (via interagcbes com GSK-3p, Sclerostin, Noggin ¢ receptores hormonais)
que é altamente desejavel no contexto da regeneracéo ossea > 2°1. A atuagfo simultanea sobre
mediadores inflamatdrios e alvos osteogénicos indica que o composto pode contribuir para uma
transicdo molecular mais coordenada entre a resposta inflamatoria inicial e os eventos
subsequentes de diferenciacdo celular, o que é particularmente relevante no contexto da
regeneragao 6sseal>l,

Adicionalmente, a predicdo ADMET da crisina indicou um perfil de segurancga e
farmacocinética preditiva compativel com a aplicacdo local em biomateriais. a auséncia de
mutagenicidade/carcinogenicidade preditas e, notavelmente, a alta ligacdo a proteinas
plasméticas (>90%) sugerem que a crisina seria adequada para integracdo em matrizes
poliméricas como o HGM, o que pode contribuir para a retencdo local, estabilidade e
prolongamento do tempo de liberagao™!,

Por fim, as simulacbes de DFT complementaram a caracterizacdo experimental,
indicando que a formacdo do complexo HGM-Cr ¢ termodinamicamente favoravel (AGint =
-321,2 kcal/mol) e espontanea 16 571, Adicionalmente, os espectros simulados de FTIR obtidos
por DFT complementam e reforcam os achados teoricos, confirmando que a funcionalizacéo
promove modificac@es vibracionais condizentes com a estrutura quimica do derivado formado
e a manutencdo da estabilidade estrutural do polimero base, métodos estes descritos por
Montenegro et al.®8] como ferramentas computacionais poderosas e confidveis essenciais para
guiar assertivamente o design e a otimizacéo de sistemas para aplica¢des biomédicas através da
modelagem matematica.

Apesar do valor inegdvel na geracdo de hipoteses e racionalizacdo, é fundamental
reconhecer as limitagdes inerentes aos estudos in silico. Os resultados obtidos séo simulac6es

e predigcdes baseadas em modelos computacionais, e ndo representam a prova experimental
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direta da interacdo e do efeito biolégico em um sistema vivo ou celular real, como reforcam
diversos trabalhos [32 3659601 ' A afinidade predita no docking molecular, por exemplo, sugere
um potencial de ligagdo, mas ndo confirma que essa interacdo ocorrerd na complexa matriz
celular e extracelular nem que resultara no efeito funcional esperado in vitro ou in vivol®ll,

A seguranca e a confiabilidade dos resultados de testes in vitro e in silico diferem
fundamentalmente em sua natureza. Testes in vitro fornecem evidéncias experimentais diretas
da interacdo de um material ou composto com células ou tecidos em um ambiente controlado,
refletindo seu comportamento bioldgico real(®? 531,

No presente trabalho, os ensaios in vitro de biocompatibilidade, embora realizados com
0 HGM puro, demonstraram experimentalmente que a matriz é ndo-hemolitica (<5% de
hemolise)®+%81 n3o citotoxica para MSCs®” %1 e nfo induz resposta inflamatdria exacerbada
em macrdfagos®® 7. Estes sio dados experimentais que atestam a seguranca e aplicabilidade
da matriz base em contato com sistemas biolégicos, baseados em ensaios atestados por comités
internacionais de validacdo de materiais biologicost’H.

Por outro lado, os resultados in silico, sdo predi¢cdes que permitem inferéncias racionais
para justificar, ou ndo, testes in vitro posteriores. Dessa forma, subsidia e fortalece as hipoteses
assumidas antes de serem testadas em sistemas in vitro, reduzindo custos, uso de animais
cobaias e alocacdo de técnicos e equipamentos laboratoriais. Os resultados in silico sdo
ferramentas poderosas para a triagem inicial, para focar a investigacdo em alvos ou mecanismos
promissores e para otimizar o desenho experimental, mas ndo devem substituir a validacdo
experimental direta em sistemas bioldgicos relevantes.

Apesar disso, a escolha do biomaterial HGM e a incorporagéo a crisina, demonstrou-se
uma estratégia de bioengenharia racionalmente delineada, conforme ja indicado
anteriormentel’?. A combinag&o do perfil de biocompatibilidade experimental do HGM com as

predi¢des in silico favoraveis da crisina (potencial bioativo em multiplos alvos, perfil ADMET
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promissor, viabilidade termodindmica da interacdo) compdem evidéncias empiricas racionais
que justificam a ampliacdo subsequente do estudo com ensaios in vitro.

Este estudo demonstrou in silico o promissor potencial osteoimunomodulador da
crisina, evidenciado por interacdes favoraveis com alvos moleculares chave para a osteogénese
e inflamacdo, perfil ADMET e a formacdo termodinamicamente estavel do complexo com o
hidrogel de goma de mandioca (HGM-Cr). Tais estimativas, somadas aos resultados in vitro
que atestaram a biocompatibilidade do HGM puro (ndo-hemolitico, ndo-citotdxico e com baixa
inducdo inflamatoria), fornecem embasamento para a subsequente validagdo experimental in
vitro do complexo HGM-Cr como um biomaterial funcional destinado & engenharia de tecido
0sseo. Pretende-se ampliar este estudo com ensaios in vitro da diferenciacdo osteoblastica e
modulacdo imunol6gica de MSCs e MO em contato com o HGM-Cr, bem como a
caracterizagdo da cinética de liberacdo da crisina.

Agradecimentos

Os autores gostariam de agradecer ao Nucleo de Pesquisas com Células-Tronco (NUPCelt) e
ao Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV) da Universidade Federal do
Piaui (UFPI), assim como ao Grupo de Pesquisa em Quimica Quéantica Computacional e
Planejamento de Farmacos da Universidade Estadual do Piaui (UESPI), pelo valioso apoio
técnico e cientifico.

Contribuicéo dos autores

Wanderson Gabriel Gomes de Melo foi responsavel pela conceituacdo, delineamento
metodoldgico, investigacdo, curadoria dos dados, andlise formal e redagdo do manuscrito
original. Napoledo Martins Arg6lo Neto contribuiu com a supervisdo, revisdo critica e edicao

do manuscrito. Ambos os autores leram e aprovaram a versao final do manuscrito.

Declaracao de Interesses

Os autores declaram ndo haver conflitos de interesse.



68

Financiamento

Este trabalho foi financiado pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior — CAPES (Brasil), por meio da bolsa n® 88887.878371/2023-00, no ambito do
“Programa de Desenvolvimento da Pés-Graduagdo — Parcerias Estratégicas nos Estados Il

(PDPG — Parcerias Estratégicas nos Estados III1)”

Disponibilidade dos dados

Os dados que sustentam os achados deste estudo estdo disponiveis no material suplementar que
acompanha este artigo. Informacdes adicionais podem ser obtidas com o autor correspondente

mediante solicitagdo razoavel.

Referéncias

[1] ElHawary, H.; Baradaran, A.; Abi-Rafeh, J.; Vorstenbosch, J.; Xu, L.; Efanov, J. |. Bone
Healing and Inflammation: Principles of Fracture and Repair. Seminars in Plastic Surgery,
2021, 35, 198-203. https://doi.org/10.1055/s-0041-1732334.

[2] Salhotra, A.; Shah, H. N.; Levi, B.; Longaker, M. T. Mechanisms of Bone Development
and Repair. Nat Rev Mol Cell Biol, 2020, 21 (11), 696-711. https://doi.org/10.1038/s41580-
020-00279-w.

[3] Govoni, M.; Vivarelli, L.; Mazzotta, A.; Stagni, C.; Maso, A.; Dallari, D. Commercial
Bone Grafts Claimed as an Alternative to Autografts: Current Trends for Clinical Applications
in Orthopaedics. Materials, 2021, 14 (12), 3290. https://doi.org/10.3390/mal14123290.

[4] Amiryaghoubi, N.; Fathi, M.; Pesyan, N. N.; Samiei, M.; Barar, J.; Omidi, Y. Bioactive
Polymeric Scaffolds for Osteogenic Repair and Bone Regenerative Medicine. Med Res Rev,
2020, 40 (5), 1833-1870. https://doi.org/10.1002/med.21672.

[5] Dec, P.; Modrzejewski, A.; Pawlik, A. Existing and Novel Biomaterials for Bone Tissue
Engineering. Int J Mol Sci, 2022, 24 (1), 529. https://doi.org/10.3390/ijms24010529.

[6] Caplan, A. I.; Correa, D. The MSC: An Injury Drugstore. Cell Stem Cell, 2011, 9 (1),
11-15. https://doi.org/10.1016/j.stem.2011.06.008.

[7] Fang, K.; Zhang, Y.; Yin, J.; Yang, T.; Li, K.; Wei, L.; Li, J.; He, W. Hydrogel Beads
Based on Carboxymethyl Cassava Starch/Alginate Enriched with MgFe204 Nanoparticles for
Controlling Drug Release. International Journal of Biological Macromolecules, 2022, 220,
573-588. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2022.08.081.



69

[8] Lima, I. S. de; Silva, A. S.; Nascimento, A. M. S. S.; de Oliveira, L. H.; Morais, A. I.
S.; Barreto, H. M.; Pefia-Garcia, R.; Cuevas, M. D. M. O.; Argdlo Neto, N. M.; Osajima, J. A,;
et al. Synthesis and Characterization of Cassava Gum Hydrogel Associated with Chlorhexidine
and Evaluation of Release and Antimicrobial Activity. Macromol Biosci, 2024, 24 (6),
€2300507. https://doi.org/10.1002/mabi.202300507.

[9] Chen, Y. Hydrogels Based on Natural Polymers; Elsevier, 20109.

[10] Mani, R.; Natesan, V. Chrysin: Sources, Beneficial Pharmacological Activities, and
Molecular  Mechanism  of  Action.  Phytochemistry, 2018, 145, 187-196.
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2017.09.016.

[11] Cao, L.; Wang, J.; Zhang, Y.; Tian, F.; Wang, C. Osteoprotective Effects of Flavonoids:
Evidence from <em>in Vivo</Em> and <em>in Vitro</Em> Studies (Review). Molecular
Medicine Reports, 2022, 25 (6), 1-9. https://doi.org/10.3892/mmr.2022.12716.

[12] Li, Y.; Wang, X. Chrysin Attenuates High Glucose-Induced BMSC Dysfunction via the
Activation of the PI3BK/AKT/Nrf2 Signaling Pathway. Drug Des Devel Ther, 2022, 16, 165—
182. https://doi.org/10.2147/DDDT.S335024.

[13] Zhang, S.; Sadhasivam, D. R.; Soundarajan, S.; Shanmugavel, P.; Raji, A.; Xu, M. In
Vitro and in Vivo Investigation of Chrysin Chelated Copper Complex as Biocompatible
Materials for Bone Tissue Engineering Applications. 3 Biotech, 2023, 13 (2), 45.
https://doi.org/10.1007/s13205-022-03449-z.

[14] de Experimentacdo Animal, C. C. Resolugdo Normativa N° 37, de 15 de Fevereiro de
2018. Baixa a Diretriz Da Pratica de Eutandsia Do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal-CONCEA. Diério Oficial da Uni&o, 2018, 1, 5.

[15] Argd6lo Neto, N. M.; Feitosa, M. L. T.; Sousa, S. S.; Fernandes, P. B.; Pessoa, G. T;
Bezerra, D. de O.; Almeida, H. M. de; Carvalho, Y. K. P. de; Rocha, A. R. da; Silva, L. M. C.;
et al. Isolation, expansion, differentiation and growth kinetics essay in mesenchymal stem cells
culture from the bone marrow of collared peccaries (Tayassu tajacu). Acta Scientiae
Veterinariae, 2016, 44, 01-11.

[16] Ray, A.; Dittel, B. N. Isolation of Mouse Peritoneal Cavity Cells. J Vis Exp, 2010, No.
35, 1488. https://doi.org/10.3791/1488.

[17] Standardization, I. O. for. ISO 10993-1:2018, Fifth Edition: Biological evaluation of
medical devices - Part 1: Evaluation and testing within a risk management process; Multiple.
Distributed through American National Standards Institute, 2018.

[18] Sabg, I. P.; Bjeras, M.; Franzyk, H.; Helgesen, E.; Booth, J. A. Optimization of the
Hemolysis Assay for the Assessment of Cytotoxicity. Int J Mol Sci, 2023, 24 (3), 2914.
https://doi.org/10.3390/ijms24032914.

[19] Ng, W.-C.; Lokanathan, Y.; Fauzi, M. B.; Baki, M. M.; Zainuddin, A. A.; Phang, S. J.;
Azman, M. In Vitro Evaluation of Genipin-Crosslinked Gelatin Hydrogels for Vocal Fold
Injection. Sci Rep, 2023, 13 (1), 5128. https://doi.org/10.1038/s41598-023-32080-y.

[20] Carvalho, C.E. S. de; Reis, F.daS.; Silva, E.R. D. de F. S.; Bezerra, D. de O.; Pacheco,
I. K. C.; Fialho, A. C. V.; Matos, J. M. E. de; Melo, W. G. G. de; Leite, Y. K. P. de C.; Arg6lo



70

Neto, N. M.; et al. Characterization of Brazilian Buriti Oil Biomaterial: The Influence on the

Physical, Chemical Properties and Behaviour of Goat Wharton’s Jelly Mesenchymal Stem
Cells. Anim. Reprod., 2023, 20, e20230071. https://doi.org/10.1590/1984-3143-AR2023-0071.

[21] Luo, S.; Xiao, X.; Luo, W.; Zhang, X.; Zhang, J.; Tang, S. Investigating the Molecular
Mechanism of Qianghuo Shengshi Decoction in the Treatment of Ankylosing Spondylitis
Based on Network Pharmacology and Molecular Docking Analysis. Processes, 2022, 10 (8),
1487. https://doi.org/10.3390/pr10081487.

[22] Fan,J.; Zhou,J.; Qu, Z.; Peng, H.; Meng, S.; Peng, Y.; Liu, T.; Luo, Q.; Dai, L. Network
Pharmacology and Molecular Docking Elucidate the Pharmacological Mechanism of the
OSTEOWONDER Capsule for Treating Osteoporosis. Front Genet, 2022, 13, 833027.
https://doi.org/10.3389/fgene.2022.833027.

[23] Paggi, J. M.; Pandit, A.; Dror, R. O. The Art and Science of Molecular Docking. Annual
Review  of  Biochemistry, 2024, 93  (Volume 93, 2024), 389-410.
https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-030222-120000.

[24] Fu, L.; Shi, S.;Yi, J.; Wang, N.; He, Y.; Wu, Z.; Peng, J.; Deng, Y.; Wang, W.; Wu, C.
ADMETIab 3.0: An Updated Comprehensive Online ADMET Prediction Platform Enhanced
with Broader Coverage, Improved Performance, APl Functionality and Decision Support.
Nucleic acids research, 2024, 52 (W1), W422—-\W431.

[25] Banerjee, P.; Eckert, A. O.; Schrey, A. K.; Preissner, R. ProTox-11: A Webserver for the
Prediction of Toxicity of Chemicals. Nucleic acids research, 2018, 46 (W1), W257-W263.

[26] Alvarez Echazu, M. I.; Perna, O.; Olivetti, C. E.; Antezana, P. E.; Municoy, S.;
Tuttolomondo, M. V.; Galdopérpora, J. M.; Alvarez, G. S.; Olmedo, D. G.; Desimone, M. F.
Recent Advances in Synthetic and Natural Biomaterials-Based Therapy for Bone Defects.
Macromolecular Bioscience, 2022, 22 (4), 2100383. https://doi.org/10.1002/mabi.202100383.

[27] Bacakova, L.; Novotna, K.; Pafizek, M. Polysaccharides as Cell Carriers for Tissue
Engineering: The Use of Cellulose in Vascular Wall Reconstruction. Physiol Res, 2014, 63
(Suppl 1), S29-47. https://doi.org/10.33549/physiolres.932644.

[28] Berradi, A.; Aziz, F.; El Achaby, M.; Ouazzani, N.; Mandi, L. A Comprehensive
Review of Polysaccharide-Based Hydrogels as Promising Biomaterials. Polymers, 2023, 15.
https://doi.org/10.3390/polym15132908.

[29] Ibrahim, S. O.; Mada, S. B.; Abarshi, M. M.; Tanko, M. S.; Babangida, S. Chrysin
Alleviates Alteration of Bone-Remodeling Markers in Ovariectomized Rats and Exhibits
Estrogen-like Activity in Silico. Hum Exp Toxicol, 2021, 40 (12_suppl), S125-S136.
https://doi.org/10.1177/09603271211033777.

[30] Kaparekar, P. S.; Poddar, N.; Anandasadagopan, S. K. Fabrication and Characterization
of Chrysin - A Plant Polyphenol Loaded Alginate -Chitosan Composite for Wound Healing
Application. Colloids Surf B Biointerfaces, 2021, 206, 111922.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2021.111922.

[31] Popov, V. L.; Poliakov, A. M.; Pakhaliuk, V. I. In Silico Evaluation of the Mechanical
Stimulation Effect on the Regenerative Rehabilitation for the Articular Cartilage Local Defects.
Front Med (Lausanne), 2023, 10, 1134786. https://doi.org/10.3389/fmed.2023.1134786.



71

[32] Lafuente-Gracia, L.; Borgiani, E.; Nasello, G.; Geris, L. Towards in Silico Models of
the Inflammatory Response in Bone Fracture Healing. Front Bioeng Biotechnol, 2021, 9,
703725. https://doi.org/10.3389/fbioe.2021.703725.

[33] Kamimoto, K.; Stringa, B.; Hoffmann, C. M.; Jindal, K.; Solnica-Krezel, L.; Morris, S.
A. Dissecting Cell Identity via Network Inference and in Silico Gene Perturbation. Nature,
2023, 614 (7949), 742-751. https://doi.org/10.1038/s41586-022-05688-9.

[34] Trejo, I.; Kojouharov, H.; Chen-Charpentier, B. Modeling the Macrophage-Mediated
Inflammation Involved in the Bone Fracture Healing Process. Mathematical and
Computational Applications, 2019, 24 (1), 12. https://doi.org/10.3390/mca24010012.

[35] Borgiani, E.; Duda, G. N.; Checa, S. Multiscale Modeling of Bone Healing: Toward a
Systems Biology Approach. Front. Physiol., 2017, 8.
https://doi.org/10.3389/fphys.2017.00287.

[36] Ghiasi, M. S.; Chen, J.; Vaziri, A.; Rodriguez, E. K.; Nazarian, A. Bone Fracture
Healing in Mechanobiological Modeling: A Review of Principles and Methods. Bone Reports,
2017, 6, 87-100. https://doi.org/10.1016/j.bonr.2017.03.002.

[37] Lotfi, M.-S.; Jamali, H.; B Rassouli, F. Network Pharmacology and in Silico Study of
Quercetin and Structurally Similar Flavonoids as Osteogenesis Inducers That Interact with
Oestrogen Receptors. Arch Physiol Biochem, 2025, 1-12.
https://doi.org/10.1080/13813455.2025.2483910.

[38] Zhang, Y.; Wang, L.; Shi, Y.; Cheng, D.; Zhu, D.; Mi, Z.; Dang, J.; Zhang, Z.; Liu, X.;
Fan, H. Using Network Pharmacology to Fabricate Crosslinked Hyaluronan-Chondroitin
Sulphate-Resveratrol Composite Hydrogels for Cartilage Regeneration. Biomed. Mater., 2023,
18 (5). https://doi.org/10.1088/1748-605X/aceac?.

[39] Wang, H.; He, X.-Q.; Jin, T.; Li, Y.; Fan, X.-Y.; Wang, Y.; Xu, Y.-Q. Wntl11 Plays an
Important Role in the Osteogenesis of Human Mesenchymal Stem Cells in a PHA/FN/ALG
Composite Scaffold: Possible Treatment for Infected Bone Defect. Stem Cell Res Ther, 2016,
7, 18. https://doi.org/10.1186/s13287-016-0277-4.

[40] Wang, C.; Xu, W.; An, J.; Liang, M.; Li, Y.; Zhang, F.; Tong, Q.; Huang, K. Poly(ADP-
Ribose) Polymerase 1 Accelerates Vascular Calcification by Upregulating Runx2. Nat
Commun, 2019, 10 (1), 1203. https://doi.org/10.1038/s41467-019-09174-1.

[41] Stechschulte, L. A.; Czernik, P. J.; Rotter, Z. C.; Tausif, F. N.; Corzo, C. A.; Marciano,
D. P.; Asteian, A.; Zheng, J.; Bruning, J. B.; Kamenecka, T. M.; et al. PPARG Post-
Translational Modifications Regulate Bone Formation and Bone Resorption. eBioMedicine,
2016, 10, 174-184. https://doi.org/10.1016/j.ebiom.2016.06.040.

[42] Burkhardt, L.-M.; Bucher, C. H.; Loffler, J.; Rinne, C.; Duda, G. N.; Geissler, S.;
Schulz, T. J.; Schmidt-Bleek, K. The Benefits of Adipocyte Metabolism in Bone Health and
Regeneration. Front Cell Dev Biol, 2023, 11, 1104709.
https://doi.org/10.3389/fcell.2023.1104709.

[43] Ho, S. T.B.; Tanavde, V. M.; Hui, J. H.; Lee, E. H. Upregulation of Adipogenesis and
Chondrogenesis in MSC Serum-Free Culture. Cell Med, 2011, 2 (1), 27-41.
https://doi.org/10.3727/215517911X575984.



72

[44] Baroi, S.; Czernik, P. J.; Chougule, A.; Griffin, P. R.; Lecka-Czernik, B. PPARG in
Osteocytes Controls Sclerostin Expression, Bone Mass, Marrow Adiposity and Mediates TZD-
Induced Bone Loss. Bone, 2021, 147, 115913. https://doi.org/10.1016/j.bone.2021.115913.

[45] Zeinali, M.; Rezaee, S. A.; Hosseinzadeh, H. An Overview on Immunoregulatory and
Anti-Inflammatory Properties of Chrysin and Flavonoids Substances. Biomed Pharmacother,
2017, 92, 998-1009. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2017.06.003.

[46] Marini, F.; Giusti, F.; Palmini, G.; Brandi, M. L. Role of Wnt Signaling and Sclerostin
in Bone and as Therapeutic Targets in Skeletal Disorders. Osteoporos Int, 2023, 34 (2), 213—
238. https://doi.org/10.1007/s00198-022-06523-7.

[47] Ma, C.; Kim, Y.-K.; Lee, M.-H.; Jang, Y.-S. Development of Gelatin
Methacryloyl/Sodium Alginate Interpenetrating Polymer Network Hydrogels for Bone
Regeneration by Activating the Wnt/B-Catenin Signaling Pathway via Lithium Release. Int J
Mol Sci, 2023, 24 (17). https://doi.org/10.3390/ijms241713613.

[48] Saghati, S.; Avci, C. B.; Hassani, A.; Nazifkerdar, S.; Amini, H.; Saghebasl, S.;
Mahdipour, M.; Banimohamad-Shotorbani, B.; Namjoo, A. R.; Abrbekoh, F. N.; et al.
Phenolated Alginate Hydrogel Induced Osteogenic Properties of Mesenchymal Stem Cells via
Wnt Signaling Pathway. Int J Biol Macromol, 2023, 253 (Pt 5), 127209.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2023.1272009.

[49] Pelusi, L.; Mandatori, D.; Di Pietrantonio, N.; Del Pizzo, F.; Di Tomo, P.; Di Pietro, N.;
Buda, R.; Genovese, S.; Epifano, F.; Pandolfi, A.; et al. Estrogen Receptor 1 (ESR1) and the
Wnt/B-Catenin Pathway Mediate the Effect of the Coumarin Derivative Umbelliferon on Bone
Mineralization. Nutrients, 2022, 14 (15), 3209. https://doi.org/10.3390/nu141532009.

[50] Jamshidi, P.; Chouhan, G.; Williams, R. L.; Cox, S. C.; Grover, L. M. Modification of
Gellan Gum with Nanocrystalline Hydroxyapatite Facilitates Cell Expansion and Spontaneous
Osteogenesis. Biotechnol Bioeng, 2016, 113 (7), 1568-1576. https://doi.org/10.1002/bit.25915.

[51] Beheshtizadeh, N.; Asgari, Y.; Nasiri, N.; Farzin, A.; Ghorbani, M.; Lotfibakhshaiesh,
N.; Azami, M. A Network Analysis of Angiogenesis/Osteogenesis-Related Growth Factors in
Bone Tissue Engineering Based on in-Vitro and in-Vivo Data: A Systems Biology Approach.
Tissue Cell, 2021, 72, 101553. https://doi.org/10.1016/j.tice.2021.101553.

[52] Wu, J.-Q.; Mao, L.-B.; Liu, L.-F.; Li, Y.-M.; Wu, J.; Yao, J.; Zhang, F.-H.; Liu, T.-Y;
Yuan, L. Identification of Key Genes and Pathways of BMP-9-Induced Osteogenic
Differentiation of Mesenchymal Stem Cells by Integrated Bioinformatics Analysis. J Orthop
Surg Res, 2021, 16 (1), 273. https://doi.org/10.1186/s13018-021-02390-w.

[53] Zhao, H.; Tu, X. The Potential Key Genes within Focal Adhesion That Regulate
Mesenchymal Stem Cells Osteogenesis or Adipogenesis in Microgravity Related Disuse
Osteoporosis: An Integrated Analysis. Front Endocrinol (Lausanne), 2025, 16, 1469400.
https://doi.org/10.3389/fendo.2025.1469400.

[54] Duda, G. N.; Geissler, S.; Checa, S.; Tsitsilonis, S.; Petersen, A.; Schmidt-Bleek, K.
The Decisive Early Phase of Bone Regeneration. Nat Rev Rheumatol, 2023, 19 (2), 78-95.
https://doi.org/10.1038/s41584-022-00887-0.



73

[55] Parveen, R.; Wadhwa, S.; Babu, M.; Vishwas, S.; Corrie, L.; Awasthi, A.; Khan, F.; Al-
Bazi, M.; Alharthi, N.; Al-Otaibi, F.; et al. Formulation of Chrysin Loaded Nanostructured
Lipid Carriers Using Box Behnken Design, Its Characterization and Antibacterial Evaluation
Alone and in Presence of Probiotics Co-Loaded in Gel. Journal of Drug Delivery Science and
Technology, 2023, 84, 104411. https://doi.org/10.1016/j.jddst.2023.104411.

[56] Tohamy, H.-A. S. Cellulosic Schiff Base Hydrogel Biosensor for Bacterial Detection
with pH/Thermo-Responsitivity: DFT Calculations and Molecular Docking. Int J Biol
Macromol, 2024, 283 (Pt 1), 137389. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2024.137389.

[57] Carrascal-Hernandez, D. C.; Mendez-Lopez, M.; Insuasty, D.; Garcia-Freites, S.;
Sanjuan, M.; Marquez, E. Molecular Recognition between Carbon Dioxide and Biodegradable
Hydrogel Models: A Density Functional Theory (DFT) Investigation. Gels, 2024, 10 (6), 386.
https://doi.org/10.3390/gels10060386.

[58] Montenegro, E. D.; Nunes, J. M.; Ramos, I. F. S.; Almeida, R. G.; da Silva Janior, E.
N.; Rizzo, M. S.; da Silva-Filho, E. C.; Ribeiro, A. B.; Silva, H. S.; Costa, M. P.
Characterization of the Interaction of a Novel Anticancer Molecule with PMMA, PCL, and
PLGA Polymers via Computational Chemistry. Applied Sciences, 2025, 15 (1), 468.
https://doi.org/10.3390/app15010468.

[59] Wagar, L. E.; DiFazio, R. M.; Davis, M. M. Advanced Model Systems and Tools for
Basic and Translational Human Immunology. Genome Med, 2018, 10 (1), 1-14.
https://doi.org/10.1186/s13073-018-0584-8.

[60] Papantoniou, I.; Nilsson Hall, G.; Loverdou, N.; Lesage, R.; Herpelinck, T.; Mendes,
L.; Geris, L. Turning Nature’s Own Processes into Design Strategies for Living Bone Implant
Biomanufacturing: A Decade of Developmental Engineering. Adv Drug Deliv Rev, 2021, 169,
22-39. https://doi.org/10.1016/j.addr.2020.11.012.

[61] Blanes-Mira, C.; Fernandez-Aguado, P.; de Andrés-Lopez, J.; Fernandez-Carvajal, A.;
Ferrer-Montiel, A.; Fernandez-Ballester, G. Comprehensive Survey of Consensus Docking for
High-Throughput  Virtual Screening. Molecules, 2022, 28 (1), 175.
https://doi.org/10.3390/molecules28010175.

[62] Owen, R.; Reilly, G. C. In Vitro Models of Bone Remodelling and Associated
Disorders. Front Bioeng Biotechnol, 2018, 6, 134. https://doi.org/10.3389/fbioe.2018.00134.

[63] Ramos-Infante, S. J.; Pérez, M. A. In Vitro and in Silico Characterization of Open-Cell
Structures of Trabecular Bone. Comput Methods Biomech Biomed Engin, 2017, 20 (14), 1562—
1570. https://doi.org/10.1080/10255842.2017.1390086.

[64] Atef, A. K.; Mostafa, T. B.; El-Sherif, H. M. Hemocompatible Gelatin-Glycidyl
Methacrylate/Graphene Oxide Composite Hydrogels for Vascular Catheter Applications. Sci
Rep, 2025, 15 (1), 10224. https://doi.org/10.1038/s41598-025-93040-2.

[65] Sun, J.; Wu, X.; Zhang, X.; Sun, A.; Ye, W.; Liu, J.; Liu, S.; Zhang, C.; Wang, L.; Li,
H.; et al. Fabrication of Functionalized Chitosan Hydrogels Triggered by Charge Interactions
and pH Response for Bacterial Capture and Killing. Colloid and Interface Science
Communications, 2022, 50, 100666. https://doi.org/10.1016/j.colcom.2022.100666.



74

[66] Wu, H.; Zhang, X.; Wang, Z.; Chen, X.; Li, Y.; Fang, J.; Zheng, S.; Zhang, L.; Li, C.;
Hao, L. Preparation, Properties and in Vitro Osteogensis of Self-Reinforcing Injectable
Hydrogel. Eur J Pharm Sci, 2024, 192, 106617. https://doi.org/10.1016/j.ejps.2023.106617.

[67] Canciani, B.; Semeraro, F.; Herrera Millar, V. R.; Gervaso, F.; Polini, A.; Stanzione,
A.; Peretti, G. M.; Di Giancamillo, A.; Mangiavini, L. In Vitro and In Vivo Biocompatibility
Assessment of a Thermosensitive Injectable Chitosan-Based Hydrogel for Musculoskeletal
Tissue Engineering. Int J Mol Sci, 2023, 24 (13). https://doi.org/10.3390/ijms241310446.

[68] Durairaj, K.; Balasubramanian, B.; Arumugam, V. A.; Easwaran, M.; Park, S.; Issara,
U.; Pushparaj, K.; Al-Dhabi, N. A.; Arasu, M. V.; Liu, W.-C.; et al. Biocompatibility of Veratric
Acid-Encapsulated  Chitosan/Methylcellulose  Hydrogel:  Biological Characterization,
Osteogenic Efficiency with In Silico Molecular Modeling. Appl Biochem Biotechnol, 2023, 195
(7), 4429-4446. https://doi.org/10.1007/s12010-023-04311-5.

[69] Salthouse, D.; Novakovic, K.; Hilkens, C. M. U.; Ferreira, A. M. Interplay between
Biomaterials and the Immune System: Challenges and Opportunities in Regenerative Medicine.
Acta Biomaterialia, 2023, 155, 1-18. https://doi.org/10.1016/j.actbio.2022.11.003.

[70] Tripathi, A. S.; Zaki, M. E. A.; Al-Hussain, S. A.; Dubey, B. K.; Singh, P.; Rind, L.;
Yadav, R. K. Material Matters: Exploring the Interplay between Natural Biomaterials and Host
Immune System. Front. Immunol., 2023, 14. https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1269960.

[71] Kim, H.-K.; Kim, Y.-T.; Cho, Y.-H.; Roh, H.-W.; Kim, M.-A.; Kim, S.-Y.; Huh, K.-
M.; Park, J.-S. Cytotoxicity Evaluation on Hydrogels for Medical Devices Based on the
International Organization for Standardization. Journal of Korean Pharmaceutical Sciences,
2009, 39, 127-131. https://doi.org/10.4333/KPS.2009.39.2.127.

[72] Broda, M.; Yelle, D. J.; Serwanska-Leja, K. Biodegradable Polymers in Veterinary
Medicine—A Review. Molecules, 2024, 29 (4), 883.
https://doi.org/10.3390/molecules29040883.



Material suplementar

Figura S1. Residuos de amino&cidos envolvidos nas interaces entre a crisina e os alvos
osteoimunologicos, conforme identificado pelas simulacBes de acoplamento molecular
(docking). A — Complexo IL-6/IL-6R e Crisina; B - Complexo IL-1p/IL-1RA e Crisina; C -
Complexo TNF-a/TNFR1 e Crisina; D - Complexo GSK-3f e Crisina; E - Complexo Nogguin
e Crisina; F - Complexo Sclerotina e Crisina, G: Complexo acido meclofendmico e COX-2, H:

Complexo GW5638 e receptor de estrogénio, I: Complexo Amorfrutin 1 e PPAR-y.
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4. CONSIDERACOES FINAIS:
A presente pesquisa, ao investigar a funcionalizacdo do hidrogel de goma de mandioca,

um recurso natural de vasta ocorréncia e relevancia socioecondmica para o Piaui, com o
flavonoide crisina, transcende seus objetivos técnicos imediatos, projetando significativos
impactos cientificos e econdmicos para a regido. Cientificamente, este trabalho contribui para
a consolidacdo de linhas de pesquisa em biotecnologia e engenharia de tecidos no estado,
capacitando recursos humanos em metodologias avangadas in silico e fomentando o uso de
matérias-primas locais em aplicacGes biomédicas de alto valor agregado. Economicamente, a
valorizagdo da cadeia produtiva da mandioca através de sua aplicacdo em biomateriais
inovadores para reparo 6sseo tem o potencial de diversificar a economia local, estimular o
surgimento de novas industrias de base tecnoldgica e, a longo prazo, oferecer alternativas
terapéuticas mais acessiveis, fortalecendo a autonomia regional no setor de satde e promovendo
o0 desenvolvimento sustentavel do Piaui.

Fundamentando este potencial de impacto, os resultados técnicos do presente estudo
foram notaveis: experimentalmente, demonstrou-se a biocompatibilidade da matriz de HGM
pura, atestando sua seguranca para aplicacdes bioldgicas. Concomitantemente, as investigacdes
in silico predisseram um robusto potencial osteoimunomodulador para a crisina, sua favoravel
interacdo e estabilidade termodinamica ao ser incorporada ao HGM, e um perfil ADMET
promissor. Em conjunto, estes achados fornecem uma caracterizacdo fundamental do HGM
como plataforma viavel e da crisina como agente bioativo com multiplas frentes de atuacéo,
contribuindo para o avanco no desenho racional de novos biomateriais para o reparo 6sseo ao
estabelecer as bases cientificas e preditivas para a formulacdo HGM-Cr.

N&do obstante o estabelecimento dessas bases cientificas e preditivas, a validagdo
experimental direta da formulagéo incorporada (HGM-Cr) representa uma limitacao do escopo
atual do estudo, direcionando o0s préximos passos da investigacdo. Os achados de
biocompatibilidade da matriz base e as predi¢des robustas in silico para a crisina e sua interacdo
com o HGM estabelecem, contudo, uma base sélida para a continuidade da pesquisa. Este
trabalho, portanto, cumpriu seu objetivo de fornecer a justificativa e o direcionamento para
estudos futuros, que deverdo validar experimentalmente o potencial osteoindutor e
imunomodulador da crisina incorporada ao HGM e caracterizar o sistema de liberagdo. A
dissertagdo avanca, assim, na construcdo de um modelo conceitual para o desenvolvimento de

biomateriais biointerativos de baixo custo e alto impacto potencial na medicina regenerativa.
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