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RESUMO 

 

A associação entre polímeros naturais e compostos bioativos com propriedades antioxidantes e 

anti-inflamatórias tem sido uma abordagem de interesse para o desenvolvimento de alternativas 

terapêuticas sustentáveis. Este estudo tem como objetivo caracterizar e avaliar a 

biocompatibilidade de um novo hidrogel à base de goma de mandioca associado ao flavonoide 

natural, a crisina. Foi realizado inicialmente um teste in silico por meio de docking molecular 

da crisina com resíduos do sítio ativo de superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e uma 

isoforma de óxido nítrico sintase (iNOs) para investigação da interação da crisina com alvos 

proteicos relacionados ao estresse oxidativo. Para a caracterização do hidrogel, foi utilizado 

espectroscopia infravermelho transformada de Fourier (FTIR), difração de raio-X (DRX), 

ensaio de liberação com UV-Vis e microtomografia computadorizada. Para a avaliação da 

biocompatibilidade in vitro do hidrogel incorporado com crisina, foram realizados os ensaios 

de MTT e Live Dead. Os resultados demonstraram que a crisina tem afinidade moderada a alta 

com resíduos de sítios ativos de enzimas antioxidantes, que indicam potencial para interação e 

modulação das suas funções proteicas. O hidrogel incorporado com crisina foi capaz de liberar 

a crisina com eficiência, em um perfil bifásico e biocompatível, com efeito dose-dependente 

não linear. Nas concentrações utilizadas nesse estudo, não foi encontrado atividade 

antimicrobiana. Está sendo finalizado uma etapa posterior de avaliação do efeito antioxidante 

in vitro do hidrogel incorporado com crisina e será acrescido ao trabalho final para publicação.  

 

Palavras-chave: Biopolímeros; Flavonoides; Biocompatibilidade. 



ABSTRACT 

 

The combination of natural polymers and bioactive compounds with antioxidant and anti-

inflammatory properties has attracted interest for developing sustainable therapeutic 

alternatives. This study aims to characterize and evaluate the biocompatibility of a novel 

cassava gum-based hydrogel containing the natural flavonoid chrysin. An initial in silico test 

was conducted using molecular docking of chrysin with the active site residues of superoxide 

dismutase (SOD), catalase (CAT), and an inducible nitric oxide synthase (iNOS) isoform to 

investigate chrysin's interaction with protein targets related to oxidative stress. For hydrogel 

characterization, Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), a 

UV-Vis release assay, and computed microtomography were used. In vitro biocompatibility of 

the chrysin-loaded hydrogel was assessed using MTT and Live/Dead assays. The results 

showed that chrysin has moderate to high affinity for the active site residues of antioxidant 

enzymes, indicating potential for interaction and modulation of their protein functions. The 

chrysin-loaded hydrogel efficiently released chrysin, displaying a biphasic and biocompatible 

profile with a non-linear dose-dependent effect. No antimicrobial activity was observed at the 

concentrations used in this study. A subsequent step involving in vitro evaluation of the chrysin-

loaded hydrogel's antioxidant effect is currently being finalized and will be included in the final 

work for publication. 

Keywords: Biopolymers; Flavonoids; Biocompatibility.  
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1 INTRODUÇÃO 

O Brasil dispõe de condições estruturais favoráveis ao avanço da produção tecnológica de 

biopolímeros voltados para aplicações biomédicas, destacando-se pela ampla disponibilidade 

de biomassa renovável.  Apesar da abundância de recursos naturais, o aproveitamento dessa 

biomassa no Brasil ainda não se reflete de maneira proporcional na geração de produtos de alto 

valor agregado ou em avanços de propriedade intelectual.  

Os biopolímeros naturais se destacam pela biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixo 

potencial imunogênico, características que os tornam alternativas sustentáveis e seguras para 

aplicações biomédicas (Ryu et al., 2019; Shaik et al., 2021;). A possibilidade de modificação 

química e estrutural desses polímeros amplia suas propriedades físico-químicas, permitindo o 

desenvolvimento de sistemas inovadores, como hidrogéis, scaffolds e nanocompósitos, capazes 

de atuar em processos complexos para a engenharia de tecidos (Yang et al., 2025), sistema de 

administração de medicamentos (Li et al., 2023) e medicina regenerativa (Thakare et al., 2024).  

A mandioca (Manihot esculenta) é uma fonte rica de amido e fibra alimentar e 

representa uma das culturas agrícolas mais relevantes do nordeste brasileiro, sendo o Brasil o 

maior produtor de mandioca no hemisfério ocidental (FAOSTAT, 2022). Por ser uma planta 

rústica, de fácil adaptação a solos pobres e condições climáticas adversas, ela constituiu uma 

fonte estável de carboidratos para populações rurais e uma base importante para o 

desenvolvimento de produtos derivados, como féculas, farinhas e gomas (Wang et al., 2022).  

A goma de mandioca, em especial, é um polímero natural de baixo custo e ampla 

disponibilidade, que agrega valor à cadeia produtiva da mandioca, promovendo 

desenvolvimento sustentável (Matheus et al., 2023), e apresenta características favoráveis para 

formulação de hidrogéis, sendo uma matriz biocompatível e biodegradável (Matheus et al., 

2023; Wang et al., 2022). 

     Além da mandioca, o Brasil também se destaca na produção de mel de abelhas, sendo 

o Piauí o segundo maior produtor nacional, impulsionado pelas condições climáticas, vegetação 

nativa e predominância da apicultura familiar (Sant’ana et al., 2020). O mel piauiense é 

reconhecido por sua qualidade, composição singular, contendo flavonoides, ácidos fenólicos, 

entre outros compostos bioativos com elevado potencial antioxidante, como a crisina. O estudo 

desses componentes naturais e seus derivados, como a crisina, fortalece o elo entre os recursos 

regionais e a inovação científica (Adesina et al., 2024).  

A crisina é um flavonoide natural amplamente encontrado no mel, na própolis e em 

diversas plantas medicinais. A aplicação terapêutica da crisina é limitada pela baixa 
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solubilidade em água e reduzida biodisponibilidade oral, o que tem motivado a busca por 

sistemas de liberação que melhorem a sua estabilidade e eficácia (Borase et al., 2022). 

Entretanto, diversos estudos demonstram que a crisina possui propriedades antioxidantes, anti-

inflamatórias e antitumorais, atuando na modulação de vias celulares relacionadas à resposta 

ao estresse oxidativo (Choi et al., 2017; Li & Wang et al., 2022).  

O estresse oxidativo desempenha papel central em diferentes condições patológicas, 

incluindo doenças cardiovasculares (Aldosari et al., 2018), enfermidades neurodegenerativas 

(Mishra et al., 2021; Teleanu et al., 2021), distúrbios metabólicos, como o diabetes mellitus 

(Dewi et al., 2022), além de estados inflamatórios sistêmicos. A associação entre biopolímeros 

e compostos bioativos naturais com propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias tem sido 

uma estratégia de interesse para o desenvolvimento de alternativas terapêuticas sustentáveis 

para a exploração racional dos recursos naturais, visando o controle de radicais livres e suas 

patologias associadas (Wang et al., 2022). 

Apesar do rico potencial natural e produtivo, o estado do Piauí ainda apresenta carência 

significativa de inovação tecnológica e de investimentos voltados à pesquisa aplicada. A 

exploração científica de produtos naturais e biopolímeros regionais representa um importante 

avanço para o desenvolvimento de novos compostos bioativos, capazes de agregar valor às 

cadeias produtivas locais e contribuir para o progresso científico e tecnológico do país (Sant’ana 

et al., 2020).  

Desta forma, este trabalho tem como objetivo caracterizar e avaliar a biocompatibilidade 

de um novo hidrogel à base de goma de mandioca associado a crisina. O trabalho está 

estruturado por uma revisão bibliográfica sobre hidrogéis funcionais, na aplicação biomédica e 

sobre as propriedades anticancerígenas, anti-inflamatórias e antioxidantes da crisina, e na 

apresentação de uma proposta de artigo científico sobre a caracterização e biocompatibilidade 

in vitro de um novo hidrogel de goma de mandioca incorporado com crisina. Está sendo 

finalizada a etapa de avaliação do efeito antioxidante in vitro do hidrogel incorporado com 

crisina, a qual será acrescida ao trabalho final para sua publicação. 

 

 



2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 HIDROGÉIS  

Os hidrogéis são estruturas tridimensionais compostos por redes de polímeros sintéticos 

ou naturais, unidos por ligações de hidrogênio, com alta capacidade de absorção de água, 

adsorção e liberação controlada de substâncias, dependente de variações de temperatura, pH, 

força iônica e pressão (Darban et al., 2022; Souza et al., 2012). Devido suas características 

hidrofílicas e composição iônica, os hidrogéis podem servir como sistemas de liberação 

controlada de substâncias e têm se destacado na engenharia tecidual, com uso em cicatrização 

óssea, tratamento de feridas (Ahmad et al., 2025). 

Os hidrogéis podem ser classificados segundo sua origem (naturais, sintéticos ou 

híbridos)  sua composição polimérica (sistemas homopoliméricos, copoliméricos ou 

multipoliméricos interpenetrantes), suas características de carga iônica (iônicos, não iônicos, 

eletrólitos anfotéricos e zwitteriônicos) e quanto à organização estrutural (natureza cristalina, 

semicristalina ou amorfa) (Ahmed, 2015). 

Os atributos biológicos, físicos e químicos dos hidrogéis permitem grande variabilidade 

de aplicação. A biocompatibilidade dos hidrogéis os tornam disponíveis para uso a favor na 

medicina regenerativa. Fisicamente, os hidrogéis apresentam capacidade de intumescimento, a 

partir da facilidade em difusão de água, relaxamento das cadeias poliméricas e expansão da 

rede do hidrogel; resistência mecânica, possibilitada pela reticulação e incorporação de 

polímeros, e estabilidade térmica (Bashir et al., 2020).  

Em relação às propriedades químicas, os hidrogéis podem apresentar sensibilidade a 

estímulos físicos (temperatura e luz), químicos (pH e força iônica) e biológicos (enzimas). 

Hidrógeis que apresentam polímeros aniônicos ou catiônicos podem aceitar ou liberar prótons 

quando ocorre mudança no pH, a partir da ionização (Todkar et al., 2025; Das e Bal et al., 

2024). Xu et al., (2022) desenvolveram um hidrogel à base de ácido hialurônico, composto por 

uma rede tridimensional, responsiva à glicose, com finalidade de cicatrização de feridas 

provocadas pela diabetes através da liberação de catequina, uma substância antioxidante.  

Em relação aos métodos de preparo, os hidrogéis podem ser formulados  a partir de: 

reticulação iônica, quando ocorre a partir de duas moléculas com carga oposta ou polieletrólitos 

(Zhao et al., 2023) ; reticulação química, em função de ligações covalentes entre as moléculas 

dos hidrogéis (Liu et al., 2024); rede polimérica interpenetrante, uma forma que combina 

ligações covalentes separadamente em dois polímeros, que se comunicam através de um 



15 

 

emaranhamento entre elas (Yang et al., 2022); método de congelamento e descongelamento,  e 

induzidos por radiação gama (Todkar et al., 2025). 

No que se refere a associação de polímeros naturais e substâncias com propriedades anti-

inflamatórias, cicatrizantes e antioxidantes, Ferreira et al., (2023) desenvolveram um hidrogel 

à base de quitosana em combinação com nerolidol, uma substância encontrada em óleos 

essenciais de plantas, que apresentou eficiência na cicatrização de feridas cutâneas e atividade 

antimicrobiana. De forma semelhante, Sousa et al., (2023) desenvolveram um hidrogel à base 

de mesocarpo de babaçu, que se mostrou eficiente na liberação de fosfato de potássio, um 

fertilizante amplamente utilizado na agricultura.  

A aplicabilidade dos hidrogéis podem apresentar limitações envolvendo fatores como 

desempenho mecânico, quanto a hidrofilicidade e capacidade de adesão celular, custo das 

matérias-primas, biodegradabilidade e biocompatibilidade (Klein; Poverenov, 2020). Xu et al. 

(2025) desenvolveram um hidrogel a base de amido de mandioca, produzido por meio de 

oxidação com alto teor de periodato, com propriedades mecânicas superiores, alcançadas por 

meio de interações moleculares dinâmicas,  incluindo complexos de base de Shiff e ligações de 

hidrogênio  oriundas do amido de mandioca. A numerosa presença de grupos hidroxila também 

favorecem a formação de redes entre as moléculas que permitem excelente estabilidade ao 

inchamento e boa resistência à tração e compressão, propriedades importantes para hidrogéis 

com utilização biomédica.  

Além disso, sua matriz polissacarídica possibilita modificações químicas que ampliam 

sua estabilidade e desempenho funcional, diferindo de hidrogéis altamente especializados como 

GelMA, cuja produção envolve etapas complexas e custos elevados associados à origem 

proteica animal. Por outro lado, a gelatina destaca-se pela excelente biocompatibilidade e pela 

capacidade de promover adesão celular, atribuída às sequências RGD, embora a sua 

estabilidade térmica seja reduzida na ausência de reticulação (Koshenaj et al., 2024). 

Em relação a outros biopolímeros utilizados na produção de hidrogéis, a goma de 

mandioca apresenta particularidades relevantes, principalmente por se tratar de um 

polissacarídeo neutro. Diferentemente disso, materiais como alginato e quitosana possuem 

grupos funcionais carregados (–COO⁻ e –NH₃⁺, respectivamente), que facilitam a formação de 

géis por meio de interações eletrostáticas e complexação iônica (Kongseng et al., 2023). O 

alginato, por exemplo, gera hidrogéis estáveis quando exposto a íons cálcio, originando 

estruturas de maior integridade mecânica e degradação mais controlada, características 

desejáveis em scaffolds para engenharia tecidual (Koshenaj et al., 2024). A quitosana, por sua 

vez, por ser um polímero catiônico, apresenta boa resistência mecânica inicial e forte afinidade 



por moléculas aniônicas, além de possuir atividade antimicrobiana natural (Koshenaj et al., 

2024).  

Pesquisas envolvendo compostos bioativos, como a crisina, evidenciam o interesse 

crescente por matrizes poliméricas biocompatíveis capazes de promover encapsulação eficiente 

e liberação modulada de moléculas terapêuticas (Khaledi et al., 2020; Khasteband et al., 2024). 

A interação entre a crisina e a matriz polimérica ocorre predominantemente por meio de 

ligações de hidrogênio. Nessa configuração, as hidroxilas presentes no amido podem tanto doar 

quanto aceitar elétrons, permitindo que se estabeleçam interações com os grupos hidroxila e 

carbonila da crisina (Shahdi et al., 2025). Esse tipo de associação tende a favorecer a 

permanência da molécula bioativa dentro da rede do hidrogel, contribuindo para uma liberação 

mais lenta em ambientes aquosos. O pH do meio também influencia esse comportamento: em 

valores superiores a 6,5, a crisina sofre ionização parcial, tornando-se mais solúvel e reduzindo 

sua afinidade pela matriz polimérica — um fenômeno que pode ser aproveitado em sistemas de 

liberação modulados por pH (Kurkiewicz et al., 2025). 

Além de atuarem como suportes tridimensionais, os hidrogéis exercem papel ativo na 

modulação do microambiente celular, influenciando a difusão de solutos, a disponibilidade 

local de moléculas bioativas e o comportamento das células em contato com a matriz. Assim, a 

escolha do polímero, bem como de seus aditivos funcionais, torna-se determinante não apenas 

para a estabilidade estrutural do material, mas também para sua biofuncionalidade. Nesse 

contexto, hidrogéis naturais com potencial para incorporação e liberação controlada de 

compostos bioativos emergem como plataformas promissoras para aplicações biomédicas in 

vitro. 

Dessa forma, o desenvolvimento de um hidrogel à base de goma de mandioca 

incorporado com crisina apresenta não apenas viabilidade tecnológica, mas também relevância 

científica e socioeconômica ao propor um sistema funcional sustentável e de alta aplicabilidade 

em diferentes áreas. 

 

2.2 CRISINA 

A crisina (5,7-di-hidroxiflavona) é um flavonoide natural encontrada em mel, própolis, 

vegetais e frutas, como maracujá. Pertence ao grupo di-hidroxiflavonas, e possui um anel 

aromático nas posições 5 e 7, fórmula química C 15 H 10 O 4 e molar, 254,241 g·mol−1 . A sua 
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estrutura química correspondente a um esqueleto difenilpropano, e a posição do grupo hidroxila 

compõem farmacóforos (Figura 1), característicos dos flavonoides e seus subgrupos (Mishra et 

al., 2021), fundamentais para as suas propriedades anti-inflamatórias,antioxidantes e, 

consequentemente, antitumorais, cardioprotetores, hepatoprotetores e neuroprotetores (Sassi et 

al., 2023; Zhou et al., 2021; Adesina et al., 2024; Zheng et al., 2017).  

 

 

Figura 1. Estrutura molecular da crisina e farmacóforos responsáveis pela sua atividade 

anti-inflamatória e antioxidade. Fonte: Mishra et al., 2021. 

 

A crisina e seus derivados demonstraram atividade anticâncer. Estudos demonstraram 

que a crisina induz a apoptose por meio da via mitocondrial intrínseca, possibilitando a 

fragmentação do DNA, produz proteínas pró-apoptóticas, incluindo Bax e Bak, e ativa a 

caspase-9 e a caspase-3 em várias células cancerígenas (Xu et al., 2017), interrompe o ciclo 

celular e ativa a via da proteína quinase ativada por AMP (AMPK), que está envolvida na 

inibição do crescimento e na apoptose em células neoplásicas (Gao et al., 2023).  

A crisina já foi utilizada na sensibilização das células tumorais aos agentes 

quimioterápicos e adjuvantes ao tratamento de câncer (Zhou et al., 2021; Salari et al., 2022). In 

vitro, a crisina exerceu modulação da via PI3K/AKT/mTOR, resultando em apoptose e 



autofagia de células MDA-MB-231, modelo de câncer de mama triplo negativo (Hou et al. 

(2025). A crisina também suprimiu o reparo de quebras de DNA de fita dupla em modelos de 

células de câncer de mama (Geng et al., 2022).  

Em linhagens celulares de melanoma, estimulou a produção de quinases ATR-

checkpoint1 e ATM-checkpoint2, estimulando essas vias de resposta a danos ao DNA, levando 

a apoptose (Sassi et al., 2023). A crisina também apresentou potencial citotóxico em linhagens 

celulares de câncer de fígado (Alshetaili et al., 2023), câncer cervical (Pawar et al., 2022), 

câncer pancreático (Zhou et al., 2021), câncer colorretal (Salama et al., 2021) e câncer de 

tireóide (Li et al., 2023).  

Entretanto, O efeito quimioprotetor da crisina também já foi avaliado. A redução em toxicidade 

induzida por fármacos como doxorrubicina, ciclofosfamida, bleomicina, 5-fluoracil, também 

foi observada, por meio da redução do estresse oxidativo e liberação de radicais livres (Belhan 

et al., 2020; Temel et al., 2020; Kilic et al., 2014; Khaledi et al., 2020). O uso de crisina 

contribuiu na redução do estresse oxidativo induzida por doxorrubicina através da supressão a 

expressão de NF-κB, um fator de transcrição importante na imunomodulação (Zheng et al., 

2017); 

A capacidade de modulação na resposta inflamatória da crisina também é alvo de 

estudos. A crisina foi associada a inibição da expressão gênica de interleucinas responsáveis 

pela cascata inflamatória, regulação negativa da expressão gênica de marcadores de superfície 

de macrófagos M1 do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe II, e 

superexpressão de marcadores de superfície de macrófagos M2 em células MHC classe II (Feng 

et al., 2014). No trabalho de Choi et al. (2017), a crisina inibiu as respostas inflamatórias das 

células Th1, Th2 e Th17 de linfonodos, infiltração de mastócitos e níveis de histamina, bem 

como a expressão de IL-33 e regulação negativa da subunidade p38 MAPK, NF-κB e STAT1 

em queratinócitos humanos, mediadores importantes no desenvolvimento da dermatite atópica.  

Em células endoteliais, lisados de tecido encefálico e renal, a crisina demonstrou inibição da 

expressão da proteína do receptor 4 semelhante a Tol (TLR4) e da subunidade p65 do NF- κB 

induzida por IL-1β (Zhao et al., 2018; Ibrahim et al., 2021). Em tecidos hepáticos, a crisina 

contribuiu para redução de enzimas bioquímicas como ALT, AST, ureia e creatinina, como 

também de NF- κB, IL-1β, TNF-α, IL-6, COX-2 e iNOS (Temel et al., 2020). 

 Os flavonoides possuem como característica na maior parte de seu grupo propriedades 

antioxidantes. Isso ocorre devido à inibição competitiva da formação de ácido úrico ou à forma 
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reduzida da enzima xantina oxidase, levando a uma diminuição na geração de radicais livres 

(He et al., 2021).  

A crisina foi amplamente estudada e sua eficiência na eliminação de radicais livres foi 

descrita por diversos trabalhos. A crisina demonstrou atividade antioxidante em lesão de células 

tronco derivadas de medula óssea induzidas por hiperglicemia por meio da via PI3K/ATK/Nrf2, 

uma via de sinalização envolvida em transmissão de sinais antiapoptóticos e sobrevivência 

celular (Li & Wang, 2022).  

No estudo de Zhang et al. (2020), a administração de nanopartículas de crisina em ratos 

promove a expressão de Nrf2, e dos genes HO-1 e NQO-1 nas regiões do córtex e do 

hipocampo, promovendo citoproteção. Em tecidos hepáticos, a crisina também foi observada 

como um agente na restauração da homeostase redox e alívio da lesão por estresse oxidativo 

induzida por acrilamida (Gencer et al., 2025).  

Apesar de muitas propriedades biológicas, a crisina possui valor biológico limitado 

devido sua baixa solubilidade e baixa absorção via oral. Por esta razão, pesquisas com 

alterações na molécula, estudos de análogos e conjugados estão sendo desenvolvidos para 

aprimorar e facilitar o emprego clínico desta flavona (Borase et al., 2022).  

A inclusão da crisina em nanopartículas favorece sua solubilidade e absorção por 

organismos murinos. A crisina conjugada com metoxipolietilenoglicóis resultou em maior 

solubilidade em água, com propriedades conservadas (Oggero et al., 2023). Com alvo na terapia 

antifibrótica na diabetes, uma formação supramolecular com ciclodextrina-calixareno foi 

possível aumentar a solubulidade da crisina, bem como seu efeito no reparo de feridas 

(Hermenean et al., 2024). 

Além da absorção intestinal, estudos com scaffolds à base de quitosana foram 

realizados, e foi observado eficiência na liberação controlada da crisina substância, utilizada no 

processo de diferenciação osteoblástica (Menon et al., 2018).  

Embora a crisina apresente propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias amplamente 

descritas na literatura, sua aplicação direta em sistemas biológicos é limitada por fatores como 

baixa solubilidade, instabilidade e rápida metabolização. Dessa forma, estratégias que permitam 

sua incorporação em matrizes poliméricas biocompatíveis podem representar uma abordagem 

viável para preservar sua atividade e possibilitar sua liberação gradual, minimizando efeitos 

citotóxicos e maximizando sua interação com o microambiente celular. 

 



2.3 ESTRESSE OXIDATIVO 

A manutenção da vida ocorre por meio de vias metabólicas, cuja parte dos produtos 

correspondem a moléculas instáveis e reativas, que possuem potencial de dano celular. Como 

um produto da respiração celular, ou por efeito de substâncias ou radiação, as espécies reativas 

de oxigênio (ERO) e as espécies reativas de nitrogênio (ERN) são produzidas. Em 

concentrações fisiológicas atuam como sinalizadores celulares; porém, quando produzidas em 

excesso geram desequilíbrio entre a produção de ERO e ERN e o sistema antioxidante 

intracelular, resultando em estresse oxidativo (Ebrahimi et al., 2020). Alterações no estado 

redox normal dos tecidos podem elevar os níveis de ERO e ERN, resultando em danos em todos 

os componentes da célula, incluindo macromoléculas como proteínas, lipídios e DNA, além de 

causar a depleção de antioxidantes de baixo peso molecular e cofatores redox (Ren et al., 2022).  

O estresse oxidativo está envolvido em doenças cardiovasculares, como aterosclerose, 

insuficiência cardíaca e infarto do miocárdio (Aldosari et al., 2018), bem como em distúrbios 

neurodegenerativos, como a doença de Alzheimer e a doença de Parkinson (Teleanu et al., 

2021; Mishra et al., 2021), doenças metabólicas como diabetes mellitus (Dewi et al., 2022) ou 

estados inflamatórios, por exemplo, sepse (Egea et al., 2017).   

A interação das ERO com certos átomos atua na regulação de funções que variam desde 

a homeostase, imunomodulação, carcinogênese até a morte celular. A principal fonte de ERO 

endógenas é a mitocôndria, responsável por cerca de 90% da produção celular de ERO, devido 

ao seu papel central na produção oxidativa de ATP (Snezhkina et al., 2019). A produção 

exógena de ERRO, por sua vez, pode ocorrer fisicamente pela exposição a patógenos, produtos 

químicos e radiações ultravioleta (Phaniendra et al., 2015). No grupo de ERO, temos os radicais 

livres hidroxila (OH) e superóxido (𝑂2
−), e os radicais não livres, como o peróxido de 

hidrogênio. Outras fontes de ERO intracelulares incluem retículo endoplasmático, 

peroxissomos e fagossomos (Le Thi et al., 2022). ERO também pode induzir disfunção 

mitocondrial, que gera mais ERO por meio de complexos respiratórios disfuncionais. 

Essas ações resultam na inibição e ativação de proteínas, a mutagênese do DNA e a 

ativação da transcrição genética (Ebrahimi et al., 2020; Jelic et al., 2021). As ERO mediam 

diretamente modificações oxidativas de resíduos de cisteína, responsáveis pela sinalização 

redox. A oxidação da cisteína pode resultar na mudança de conformação, consequentemente, 

de sua função e promover a regulação de vias de sinalização sensíveis a redox, tais como AP-

1, HIF1- alfa, Nfr2 e NF- Kappa B, estabelecendo um estado pró-inflamatório (Glorieux et al., 

2024). 
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As isoformas do sistema NADPH oxidases também correspondem a uma fonte de 

formação controlada de ROS, presente no citosol celular. Esse sistema enzimático está 

correlacionado ao estabelecimento do estresse oxidativo através da diferenciação de monócitos 

para macrófagos, bem como sua polarização, regulação de vias de sinalização relacionadas a 

osteogênese, e angiogênese (Xu et al., 2016). A expressão e/ou ativação aberrante de isoformas 

de NADPH oxidases também está relacionada a diversas doenças através da desregulação do 

metabolismo celular, em especial, desordens neurodegenerativas, cardiovasculares e 

neoplásicas (Ganguly et al., 2021; Szanto, 2022; Cimmino et al., 2023).  

A família NADPH é composta por 7 membros: NOX1, NOX2, NOX 3, NOX4, NOX5, 

DUOX1 e DUOX 2, estes, divididos em 3 grupos, baseado em seu modo de atividade. Ao grupo 

1, é dado o nome de oxidases agudamente ativáveis e fazem parte NOX1-3. Estas dependem da 

associação das subunidades ligadas à membrana com proteínas citosólicas e seus componentes 

são classificados em organizadores (NOXO1) ou ativadores (NOXA1) (Rezende et al., 2018). 

O grupo 2 corresponde a NOX5, DUOX1 e DUOX2, são ativados com cálcio e independentes 

de componentes citosólicos. NOX4 é o único membro do grupo 3 e tem como característica a 

estabilização por um componente citosólico (p22phox), porém é independente de outros 

componentes citosólicos para ser ativado (Schroder, 2020). 

Para proteger a célula dos danos oxidativos causados pela superprodução de ERO, as 

mitocôndrias de mamíferos possuem antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. Dentre as 

defesas enzimáticas tem-se a superóxido dismutase (SOD) que é responsável por converter o 

superóxido em peróxido de hidrogênio (H2O2). O peróxido de hidrogênio é, então, removido 

pela ação da catalase e da glutationa peroxidase, também enzimas antioxidantes endógenas, 

resultando em água e oxigênio (Checa & Aran, 2020). Os antioxidantes não enzimáticos podem 

ser hidrofílicos, como a vitamina C (ácido ascórbico), a vitamina E (α-tocoferol) e a glutationa 

redutase (GSH), ou hidrofóbicos, como os carotenoides (β-caroteno) e a ubiquinona (Cerqueni 

et al., 2021). 

No processo de cicatrização de feridas, ERO regulam a formação de colágeno, 

proliferação celular, diferenciação e migração. Dependendo das concentrações de ERO 

produzidas durante essas fases, o processo de cicatrização da ferida pode ser melhorado ou 

prejudicado. Em um nível moderado de ERO, ele estimula a migração celular e a angiogênese, 

promovendo, portanto, a cicatrização normal da ferida. No entanto, se a produção de ERO 

sobrecarregar as atividades dos sistemas antioxidantes celulares, o estresse oxidativo é induzido 

e, subsequentemente, paralisa o processo de cicatrização da ferida. Por exemplo, as feridas 



crônicas diabéticas são causadas pelo acúmulo excessivo de ERO resultante de altos níveis de 

glicação avançada no sangue sob hiperglicemia persistente (Dunnil et al., 2015). 

No nível molecular, além da transcrição mediada por ERO, que pode resultar na 

secreção contínua de citocinas pró-inflamatórias e na indução de metaloproteases de matriz, o 

excesso de ERO e RNS pode modificar e/ou degradar diretamente ou indiretamente (através da 

ativação da proteólise) as proteínas da matriz extracelular (MEC). Esse excesso também pode 

comprometer a função dos fibroblastos dérmicos e dos queratinócitos (Dunnil et al., 2015). 

Em relação a formação e desenvolvimento do tecido ósseo, Goettsch et al. (2013) 

observaram menor atividade de osteoclastos com a inibição da expressão de NOX4 em 

camundongos ovariectomizados, associando NOX4 a perda de massa óssea, por meio da 

sinalização de RANKL.  Ko et al. (2024) avaliaram a ossificação endocondral em camundongos 

knockdown de NOX4 e observaram que a deficiência de NOX4 favorece a participação de 

células sinalizadoras medicinais no processo se ossificação endocondral. 

Vários materiais responsivos a ERO nos formatos de nanopartículas, andaimes e 

hidrogéis que podem responder a microambientes oxidativos fisiológicos foram preparados. Os 

hidrogéis são redes poliméricas reticuladas física ou quimicamente e têm sido amplamente 

utilizados como biomateriais avançados para uma ampla gama de aplicações biomédicas, como 

tratamento de feridas, regeneração de tecidos e sistemas de administração de medicamentos 

(Zhao et al., 2022). Nesse contexto, a incorporação de compostos bioativos com potencial 

antioxidante em matrizes poliméricas naturais surge como uma estratégia promissora para a 

modulação do microambiente celular. 

Diante desse cenário, a associação entre hidrogéis biopoliméricos e compostos bioativos 

naturais configura-se como uma estratégia racional para o desenvolvimento de biomateriais 

funcionais. A goma de mandioca, por sua disponibilidade, biocompatibilidade e potencial de 

modificação estrutural, apresenta-se como uma matriz promissora para a incorporação de 

flavonoides como a crisina. Entretanto, apesar do crescente interesse por esse tipo de sistema, 

ainda são escassos estudos que integrem, de forma sistemática, a caracterização estrutural do 

material, o perfil de liberação do composto bioativo e sua biocompatibilidade celular. Assim, 

torna-se necessário investigar se a incorporação da crisina em um hidrogel de goma de 

mandioca é capaz de manter a integridade do material, permitir liberação controlada e 

apresentar comportamento biocompatível in vitro. 
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1. INTRODUÇÃO 

A ampla oferta de biomassa renovável confere ao Brasil condições estruturais propícias 

para o fortalecimento da produção tecnológica de biopolímeros destinados à biomedicina. De 

acordo com o Levantamento Sistemático da Produção Agrícola (LSPA) do IBGE (2023), a 

produção nacional de mandioca alcançou 18,9 milhões de toneladas, representando uma 

importante fonte de polímeros e adjuvantes naturais — como carboidratos e sílicas orgânicas 

— com potencial uso em formulações de interesse biotecnológico e médico.  

Além da mandioca, o Brasil também se destaca na produção de mel de abelhas, sendo o 

Piauí o segundo maior produtor nacional, impulsionado pelas condições climáticas, vegetação 

nativa e predominância da apicultura familiar (Sant’ana et al., 2020). Apesar disso, o Estado do 

Piauí, no Nordeste brasileiro, ainda se encontra excluído desse movimento de inovação, 

deixando de explorar um potencial significativo de geração de riqueza, emprego qualificado e 

independência tecnológica. Nesse contexto, a valorização de insumos agrícolas como base para 

o desenvolvimento de tecnologias inovadoras representa uma alternativa concreta e sustentável 

para fortalecer a economia nacional e mitigar as disparidades regionais.  

Dentre os biopolímeros, os hidrogéis se destacam pelo seu potencial de 

biocompatibilidade, elevada capacidade de retenção de água e versatilidade estrutural, o que os 

tornam promissores para aplicações em engenharia tecidual, liberação controlada de fármacos 

e cicatrização (Zhao et al., 2022). Sua aplicabilidade nas áreas biomédicas tem sido observada 

em diversas formulações, que buscam combinar a função estrutural do polímero com agentes 

bioativos capazes de liberar substâncias com atividade antimicrobiana, como cobre (Abdollahi 

et al., 2021) e clorexidina (Lima et al., 2024), bem como no processo de reparo tecidual e 

atividade anticâncer (Panwar et al., 2023; Fang et al., 2022; Massoumi et al., 2018).  

A goma de mandioca, um polissacarídeo de baixo custo, tem despertado atenção como 

material de base para hidrogéis devido às suas propriedades físico-químicas favoráveis e 

potencial de modificação estrutural (Fang et al., 2022). A transformação da goma de mandioca 

em insumos tecnológicos amplia significativamente o potencial econômico dessa cultura, 

promovendo o aproveitamento integral da planta, estimulando o surgimento de novos 

mercados, promovendo o avanço científico e também a valorização dos recursos naturais 

regionais e o fortalecimento da economia local (Wang et al., 2022). 

A crisina, um flavonoide natural, está presente em diferentes espécies vegetais e em 

produtos como mel e própolis. Esse composto bioativo, a crisina, apresenta potencial 

antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatório (Li & Wang, 2022; Zhang et al., 2022; Choi et 



25 

 

al., 2017). Essas características habilitam a crisina como um candidato promissor para 

formulações biomédicas, e há uma busca por sistemas de liberação que prolonguem sua 

estabilidade e biodisponibilidade (Ebrahimi et al., 2021).  

O objetivo deste estudo foi sintetizar, caracterizar e avaliar in vitro a biocompatibilidade de 

um hidrogel biopolimérico à base de goma de mandioca incorporado com crisina, investigando 

sua interação molecular potencial, perfil de liberação, estabilidade estrutural e comportamento 

celular. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1        DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Foi realizado teste in silico por meio de docking molecular a fim de avaliar a interação 

da crisina com resíduos do sítio ativo de enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e uma isoforma de óxido nítrico sintase (iNOs). 

Para a definição das concentrações de crisina a serem incorporadas no hidrogel, 

realizou-se um teste de dose letal de 50% da população (DL50), realizado com Artemia salina, 

conforme Filipi et al. (2022), nas concentrações de 0,3mg/mL, 0,03mg/mL, 0,003mg/mL e 

0,0003mg/mL, diluídas em solução salina com dimetilsulfóxido (DMSO) a 2% e um grupo 

contendo DMSO a 2%.  

Para o ensaio in vitro de biocompatibilidade, adotou-se um delineamento inteiramente 

casualizado, composto por três tratamentos com três repetições cada e dois controles (positivo 

e negativo). Foram avaliadas três concentrações de crisina: 5mg/g (5mg de crisina para 1 grama 

de hidrogel de goma de mandioca), 10mg/g e 30mg/g, incorporadas ao hidrogel de goma de 

mandioca. DMSO a 10% (controle positivo) e apenas hidrogel de goma de mandioca sem 

adição de crisina (controle negativo), respectivamente. Foram realizados os ensaios de MTT 

(3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio) e fluorescência por calceína (Live Dead), 

com análise nos tempos de 24, 48 e 72 horas, para avaliação da taxa de sobrevivência de 

fibroblastos L929 cultivados.  

Realizou-se ainda um estudo in vitro, em triplicata, de inibição de crescimento 

bacteriano com Escherichia coli, por meio do teste de difusão em disco com ágar.  

Baseado no estudo de biocompatibilidade, escolheu-se a apresentação do hidrogel de 

goma de mandioca com maior concentração de crisina e maior taxa de sobrevivência celular 

para a caracterização do hidrogel. Para tanto, foram realizadas a caracterização, com 



espectroscopia infravermelho transformada de fourier (FTIR), difração de raio-x (DRX), ensaio 

de liberação com UV-Vis e microtomografia computadorizada.  

 

2.2. ASPECTOS ÉTICOS 

As células L929 foram doadas pelo Núcleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com 

Células-Tronco (NUPCelt/UFPI), oriundas do banco de células do Laboratório de Cultivo 

Celular (LABCelT). Avaliou-se a viabilidade das amostras após descongelamento por meio do 

ensaio de azul de tripan, conforme descrito por Strober et al. (2019). O isolamento, expansão e 

criopreservação celular foi autorizada pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal do Piauí (UFPI) sob o número 662/2020.  

2.3. REAGENTES  

Para o cultivo de células L929, foi utilizado o meio Eagle’s minimal essential (DMEM), 

suplementado com 1% de solução de penicilina e estreptomicina (Gibco™, Thermo Fisher 

Scientific Inc, catálogo 15140122, 10.000U/mL, v.100mL), 1% de aminoácidos não essenciais 

(Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catálogo 11140050, 100x, v.100mL) e 15% de soro 

fetal bovino (Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catálogo 10500064, v.500mL). Para a 

tripsinização das células L929, utilizou-se a Trypsin EDTA phenol red (Gibco™, Thermo 

Fisher Scientific Inc, catálogo 25200056, 0,25%, v.500mL). Como solução de lavagem, 

utilizou-se tampão fosfato 1x, pH 7,2 (PBS - Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catálogo 

70013032, 10x, v.500mL). 

A crisina foi obtida junto a Farmácia de Manipulação Artesanal de Belo Horizonte/ MG, 

Lote de fabricante: CBYS-C-A002792, Número de registro químico: Cas 480-40-0, com grau 

de pureza mínima: 97%, com os resultados obtidos em análises realizada no laboratório de 

controle de qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACÊUTICOS LTDA. A substância 

foi cedida gentilmente pelo pesquisador professor Dr. Francisco das Chagas Alves Lima, da 

Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO/UFPI).  

O hidrogel de goma de mandioca foi sintetizado com goma de mandioca, acrilamida 

98.0% (Aldrich, St. Louis, MO, USA); persulfato de potássio —K2S2O8–KPS –99.0% 

(Aldrich St. Louis, MO, USA); N,N0 – metilenebisacrilamida—MBA –99.0% (Aldrich St. 

Louis, MO, USA); N,N,N0 ,N0 – tetrametilenediamino—TEM, –99.0% (Aldrich St. Louis, 

MO, USA); hidróxido de Sódio— NaOH −97.0% (Aldrich St. Louis, MO, USA); bicarbonato 

de potássio —KHGMO3 –99.5% (Aldrich, St. Louis, MO, USA). 
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O ensaio de fluorescência por calceína (Live Dead) utilizou o fluoróforo Calcein-AM 

Viability Dye – Invitrogen. Para o ensaio de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio 

(MTT), utilizou-se 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

(Aldrich St. Louis, MO, USA), CAS 298-93-1. 

 

2.4. DOCKING MOLECULAR  

O docking molecular foi empregado como uma abordagem exploratória in silico, com o 

objetivo de avaliar o potencial teórico de interação da crisina com sítios ativos de enzimas 

relacionadas ao metabolismo oxidativo. Essa análise não foi utilizada como evidência funcional 

direta de atividade antioxidante, mas sim como uma ferramenta complementar, destinada a 

subsidiar a interpretação dos resultados experimentais obtidos in vitro e a explorar a 

plausibilidade bioquímica das interações propostas. 

Para os procedimentos de docking, foram utilizadas estruturas dos alvos proteicos obtidas 

no Protein Data Bank (PDB) sendo catalase (PDB: 1dgb), superóxido dismutase 2 (PDB: 5vf9), 

óxido nítrico sintase indutível (iNOS), (PDB: 3E6T) 

Em seguida, a preparação dos alvos se deram por meio do software Discovery Studio, 

onde foi feita à remoção de moléculas de água, ligantes e cofatores, além da definição das 

coordenadas do sítio ativo. A preparação das estruturas proteicas foi conduzida com o uso do 

AutoDock v1.5.7 com a adição de hidrogênios polares e a atribuição das cargas de Gasteiger e 

foram salvos no formato pdbqt. 

A estrutura da crisina (CID: 5281607), foi obtida na plataforma PubChem, sendo baixada 

em formato SDF, e posteriormente otimizada utilizando o campo de força molecular da Merck 

(MMFF94s) por meio do software Avogadro (Santos et al., 2018), para a obtenção da 

conformação de menor energia, em seguida foi salvo no formato pdbqt com o uso do AutoDock 

v1.5.7  

Após a preparação das estruturas, foi feita a execução do docking molecular, utilizando o 

software AutoDock Vina 1.2.3 (https://vina.scripps.edu/downloads/) para obtenção das 

respectivas energias de interação entre os ligantes e o alvo assim como as interações com os 

resíduos de aminoácidos (Trott; Olson, 2010). 

As energias de interação e os perfis de ligação obtidos foram utilizados exclusivamente 

para análise comparativa in silico, sem inferência direta de efeito funcional biológico. 

https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/298-93-1?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=298-93-1&type=cas_number


2.5. TOXICIDADE AGUDA E DOSE LETAL 50 (DL50) 

Para a determinação da DL50 de crisina, por meio da avaliação da toxicidade aguda em 

náuplios de Artemia salina, a crisina, diluída em solução salina com DMSO a 2%, foi testada 

nas concentrações de 0,3mg/mL, 0,03mg/mL, 0,003mg/mL e 0,0003mg/mL (Pinto et al., 2025). 

Para tanto, 10 náuplios foram distribuídos aleatoriamente em tubos com 5mL da solução com 

cada concentração de crisina ou de solução salina com DMSO a 10% (controle positivo), ou 

solução salina (controle negativo). Todos os grupos foram testados em triplicata. Após 24 horas 

de exposição dos náuplios em cada solução, foi calculada a taxa de sobrevivência dos náuplios. 

A partir da taxa de sobrevivência foi determinada a DL50 com o auxílio da calculadora Quest 

Graph ™ LD50 (AAT Bioquest, Inc, 2025). 

2.6.SÍNTESE DO HIDROGEL DE GOMA DE MANDIOCA E INCORPORAÇÃO A 

CRISINA  

A síntese do hidrogel de goma de mandioca (HGM) foi realizada conforme a 

metodologia de Silva et al (2007) e Lima et al (2024). Foi utilizado 1g da goma de mandioca, 

dissolvida em 30mL de água destilada. Em seguida, foi adicionado 2,10g de acrilamida, 0,016 

g do KPS e 0,024 g de MBA e 100,0 mg de KHGMO3, com borbulhamento de nitrogênio 

gasoso e agitação constante durante 5 minutos. Após esse período, foi adicionado 100,0 µL do 

TEM (acelerador). A solução foi adicionada em uma placa de 96 poços e deixado em atmosfera 

de nitrogênio até a gelificação. O gel obtido foi lavado com uma solução aquosa de metanol a 

30,0% (v/v) e deixado para secar em estufa durante 24 horas, a 70°C.  

     A incorporação de crisina ao HGM foi realizada por meio de absorção. Tendo em vista 

os resultados de toxicidade aguda e DL50 da crisina, foram incluídas no hidrogel de goma de 

mandioca 5, 10 e 30mg de crisina para cada 1g de HGM. A crisina foi diluída em solução de 

água destilada com DMSO a 2%. O hidrogel imerso na solução permaneceu sob agitação 

constante durante 24 horas, a 37ºC para a completa absorção da substância. 

2.7. TOXICIDADE AGUDA DO EXTRATO DO HIDROGEL COM CRISINA COM 

ARTEMIA SALINA 

O teste de toxicidade utilizando Artemia salina foi realizado por meio da exposição 

desses crustáceos ao extrato do HGM puro e com as concentrações de 5, 10 e 30mg/g. O extrato 
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foi preparado segue a diretriz descrita na ISO 10993-121, utilizando solução salina. Para a 

produção do extrato, foi utilizado 0,5 g de HGM puro e com crisina. Após o intumescimento, 

realizado com solução salina, durante o período de 2 horas, foi adicionado mais 5 ml de solução 

salina. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 1500rpm e, 

posteriormente, incubadas a 37 °C por 24 h. Após 24 horas, os extratos foram transferidos para 

um novo tubo e mantido em refrigeração até a administração dos tratamentos. Dez náuplios 

foram distribuídos aleatoriamente em tubos com 5mL da solução de cada extrato, ou solução 

salina com DMSO a 10% (controle positivo), ou solução salina (controle negativo). Todos os 

grupos foram testados em triplicata. Após 24 e 48 horas de exposição dos náuplios em cada 

solução, foi calculada a taxa de sobrevivência dos náuplios. 

2.8.CULTIVO CELULAR  

As células L929 foram descongeladas conforme o protocolo descrito por Bezerra (2018). 

Resumidamente, as células foram descongeladas em temperatura ambiente, adicionadas a meio 

de cultivo DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino e 1% de antibiótico – 

penicilina/estreptomicina, centrifugadas, e ressuspendidas em meio de cultivo em garrafas de 

25cm². As garrafas foram mantidas incubadas em uma estufa de CO2 (Thermo Fisher Scientific 

Inc, jacket water, série 310) a 5% de CO2, 37°C e 95% de umidade. As culturas foram avaliadas 

individualmente a cada 24 horas e submetidas a tripsinização ao atingirem 80% de confluência, 

seguindo o protocolo descrito por Leite et al. (2023).  

2.9. ENSAIO DE  3-(4,5-DIMETIL-2-TIAZOLIL)-2,5-DIFENIL-2H-TETRAZÓLIO (MTT) 

Para avaliação da citotoxicidade e atividade metabólica, foi realizado o ensaio de MTT. 

Fibroblastos (L929) foram descongelados e semeados com densidade celular de 5x10³ células, 

em placas de 96 poços. Os grupos foram dispostos em triplicata. Foi avaliada a taxa de 

sobrevivência das células cultivadas em DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino e 

1% de antibiótico – penicilina/estreptomicina (controle negativo), cultivadas em meio controle 

e expostas a fragmentos intumescidos  de HGM puro ou HGM com crisina 5, 10 e 30mg/g,  ou  

 
1 O preparo do extrato do hidrogel de goma de mandioca incorporado com crisina foi conduzido 

conforme as recomendações da norma ISO 10993-12:2021, que estabelece diretrizes para a preparação 

de amostras e extratos utilizados em ensaios biológicos, incluindo parâmetros como razão 

superfície/volume, tempo, temperatura e tipo de solvente empregados. Essa padronização assegura a 

reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados obtidos nos testes realizados com os extratos. 
 



em meio de cultivo com DMSO 10% (controle positivo). Após 24, 48 e 72 horas, o meio de 

cultivo foi descartado e os poços foram lavados duas vezes com PBS. Em seguida, foi 

adicionado solução de brometo de MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio) e 

D-MEM High Glucose na proporção de 1:9. Após a incubação em estufa com CO² a 37ºC por 

4 horas, o meio foi descartado e foi adicionado DMSO (100 µl). o qual foi mantido por 30 

minutos sob agitação. Em seguida, foi realizada a leitura da placa em espectofotômetro 

utilizando comprimento de onda de 570 nm.  

2.10.  ENSAIO DE FLUORESCÊNCIA POR CALCEÍNA (LIVE DEAD) 

As células foram semeadas diretamente sobre as amostras de HGM puro ou com crisina 5, 

10 e 30mg/g, dispostas em uma placa de 96 poços em uma concentração de 1,25 x 107 por poço. 

Após o semeio, as amostras foram incubadas por 30 minutos a 37°C, 5% CO2. Em seguida, as 

amostras foram imersas com meio suplementado (DMEM, 10% de SBF e 1 % de antibiótico - 

penicilina/estreptomicina), incubadas por 24, 48 e 72h. A preparação do fluoróforo foi realizada 

segundo as recomendações do fabricante. As amostras foram coradas com 24h, 48h e 72h de 

cultivo (White et al., 2021). Após cada um desses períodos, o meio de cultivo foi aspirado e as 

amostras foram cobertas pela solução de calceína por 30 minutos sob proteção da luz. Em 

seguida, os hidrogéis celularizados foram lavados duas vezes com PBS estéril para remoção de 

excesso de fluoróforo e qualquer material impertinente. Após a lavagem, foi realizada a 

identificação de material celular viável por microscopia de fluorescência utilizando um 

microscópio invertido (NEXCOPE NIB620 com filtro FITC, excitação 488 nm / emissão 515 

nm) com observação de células viáveis em verde. Para de densidade celular, as células foram 

contadas manualmente através da aquisição de imagens por câmera acoplada ao microscópio 

invertido (Wang et al., 2024). As imagens utilizadas para contagem foram obtidas com 

aproximação de 100x. 

2.11. TESTE DE DIFUSÃO 

Para o teste de difusão em disco de difusão com ágar, foram utilizadas placas de Petri 

com meio Mueller-Hinton foram inoculadas com Escherichia coli na escala de 1,2 x 10⁸. Após 

inoculação, hidrogéis com crisina, nas concentrações de 5, 10 e 30mg/g foram adicionadas a 

placa, e HGM puro como controle negativo e hidrogel com clorexidina como controle positivo. 

As placas com o inóculo e hidrogéis permaneceram em estufa a 37ºC por 24 horas. Ao finalizar 
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esse período, a placa foi observada e mensurado o diâmetro do halo formado ao redor dos 

hidrogéis. 

3.  CARACTERIZAÇÃO DO HIDROGEL DE GOMA DE MANDIOCA INCORPORADO 

COM CRISINA 

3.1. ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHO TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 

Para a avaliação da incorporação da crisina no HGM foi realizada a técnica de 

espectroscopia infravermelho transformada de Fourier (FTIR). As análises de FTIR foram 

realizadas em um espectrômetro infravermelho com transformada de Fourier modelo VERTEX 

70 BRUKER, no modo ATR, com resolução espectral de 4 cm-1, intervalos de variando de 600 

a 4000 cm-1 e 128 varreduras. A análise foi realizada com o HGM com crisina na concentração 

de 30mg/g, após secagem do hidrogel.  

3.2. DIFRAÇÃO DE RAIOS -X 

O difratograma da amostra HGM com crisina foi realizada utilizando um difratômetro 

D8 Advance (Bruker AXS), utilizando radiação CuKα (λ = 1,5418 Å), operando a 40 kV/40 

mA e equipado com o detector linear LynxEye e um goniômetro  θ / θ , configurado na 

geometria Bragg-Brentano. O padrão de difração foi coletado de 10 a 90° (em 2θ) no modo 

step-scan, com passo de 0,025° e tempo de 1,0 segundo por passo. A análise foi realizada com 

o HGM com crisina na concentração de 30mg/g, após liofilização do hidrogel. 

3.4.  ENSAIO DE LIBERAÇÃO COM ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VIS 

Para a determinação da taxa de liberação da crisina pelo hidrogel, foram utilizadas 

amostras (50mg) dos hidrogéis puro e com as concentrações de 5, 10 e 30mg/g de crisina 

incorporadas. Essas amostras foram adicionadas a 50mL de PBS e etanol a 2% onde 

permaneceram sob agitação constante a 37ºC. Alíquotas de 5mL de cada solução foram 

coletadas nos tempos de 5, 15 e 30 minutos e após 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h e 72h. Após a 

retirada de cada alíquota, foi reposto 5mL com solução isogênica (PBS + DMSO 2%). As 

alíquotas foram avaliadas através de espectrofotômetro UV-Vis com no comprimento de onda 

de 660 nm (Meng et al. 2009). 



3.5. MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA 

A microtomografia computadorizada foi realizada com HGM com crisina a 30mg/g, 

após secagem.  O hidrogel foi inserido no Skyscan 1272 CMOS Edition, da Bruker Company, 

e a execução foi definida em 50 kV com 200 µA, sem filtro, matriz de pixels de 2048x2048, 

com um tamanho de pixel de 10,3 µm, passo de rotação de 0,2° de 0° a 180°, média de quadros 

de 5, movimento aleatório de 50 pixels e tempo de exposição de 180 ms. O NRecon (Bruker) 

foi usado para a reconstrução das projeções obtidas, usando uma suavização de 2, correção de 

endurecimento do feixe de 5% e artefatos de anel de 0, e definindo os valores do histograma do 

coeficiente de atenuação entre -0,006926 e 0,262710 para garantir a comparabilidade das 

amostras de teste (Nair et al., 2020).  

As imagens 3D foram produzidas utilizando o software CTVox (Bruker), aplicando a 

função de transferência correta para separar as estruturas por baixa e alta densidade. A análise 

quantitativa utilizou o software CTAnalyzer (Bruker), e todas as análises foram realizadas na 

seguinte ordem: uma filtragem para difusão anisotrópica no espaço 2D com 10 interações e 

limiar de gradiente de 4, limiar entre X e X para os valores da escala de cinza, um despeckle 

para remover manchas brancas com volume inferior a 16 voxels e a análise 3D (Nair et al., 

2020). Os parâmetros da varredura, reconstrução e análise quantitativa foram mantidos os 

mesmos para todas as amostras para aumentar a confiabilidade dos dados. 

4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados do teste de viabilidade com MTT foram analisados por meio da Análise de 

Variância (ANOVA), seguido do teste de Tukey, considerando nível de significância de p < 

0,05, com o auxílio do software BioEstat 5.3. Para análise estatística do teste Live Dead, foi 

utilizado o teste de Tukey considerando significância com p<0,05. 
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5. RESULTADOS  

5.1.DOCKING MOLECULAR 

A análise de dockagem molecular demonstrou que a crisina apresentou diferentes perfis 

de interação com as enzimas avaliadas. Em relação à catalase, foi observada uma energia livre 

de ligação de –6,8 kcal/mol, indicando uma afinidade moderada (Figura 2).  

 

 

 

Figura 2: Representação tridimensional da interação da crisina (em amarelo) com os resíduos do sítio 

ativo da catalase, destacando os resíduos-chave envolvidos na ligação. A seta à direita indica que o 

mapa eletrostático abaixo corresponde à cavidade do sítio de ligação em destaque acima. O mapa 

eletrostático da cavidade revela regiões de potencial eletrostático negativo (vermelho) e positivo (azul); 

(PDB: 1dgb). Fonte: Autor (2025).  

 

 

Já na interação com a iNOS, observou-se a energia de ligação mais favorável (–9,4 kcal/mol), 

indicando alta afinidade. (Figura 3).  



 
 

Figura 3: Representação tridimensional da interação da crisina (em amarelo) com os resíduos do sítio 

ativo do Óxido nítrico sintase indutível (iNOS), destacando os resíduos-chave envolvidos na ligação. A 

seta à direita indica que o mapa eletrostático abaixo corresponde à cavidade do sítio de ligação em 

destaque acima. O mapa eletrostático da cavidade revela regiões de potencial eletrostático negativo 

(vermelho) e positivo (azul); (PDB: 3E6T). Fonte: Autor (2025). 

 

 

Para a SOD2, foi observada uma energia livre de ligação de –5,6 kcal/mol, considerada 

mais baixa (Figura 4). 

 

 
 

Figura 4: Representação tridimensional da interação da crisina (em amarelo) com os resíduos do sítio 

ativo da Superoxido dismutase 2 (SOD2), destacando os resíduos-chave envolvidos na ligação. A seta 

à direita indica que o mapa eletrostático abaixo corresponde à cavidade do sítio de ligação em destaque 

acima. O mapa eletrostático da cavidade revela regiões de potencial eletrostático negativo (vermelho) e 

positivo (azul); (PDB: 5vf9).  Fonte: Autor (2025).  
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Através da representação bidimensional é possível observar que a crisina formou 

ligações de hidrogênio com Pro162, e interação π-alkil com Ala357, Val73 e Hem1200, 

resíduos do sítio ativo da catalase. Já com iNOS, a crisina formou numerosas ligações de 

hidrogênio com Gln 257, Asp 376, Trp 340 e Tyr367, ligação π-cation com Hem901 e π-

alkil com Pro344. Ademais, apresentou uma ligação desfavorável com Arg382. Porém 

devido às fortes ligações com os resíduos-chave mencionados, apresentou energia de ligação 

altamente favorável e a maior das proteínas analisadas. Com SOD2, as ligações de 

hidrogênio ocorreram com os sítios Leu167, His163, ligação π- anion com Glu162 e π–π 

com Tyr166, indicando uma menor interação, porém ainda favorável com a enzima 

antioxidante (Adesina et al., 2024) (Figura 5). 

 

 

 
Figura 5: Representação bidimensional da interação da crisina com os resíduos do sítio ativo de: A- 

Complexo Crisina/Catalase; B- Complexo Crisina/iNOS; c- Complexo Crisina/SOD2. Fonte: Autor (2025) 

 

Os resultados obtidos pelo docking molecular indicam afinidade teórica entre a crisina 

e os alvos avaliados, devendo ser interpretados como uma estimativa computacional preliminar, 

sem inferência direta sobre atividade biológica in vitro ou in vivo. 

5.2.TOXICIDADE AGUDA E DL50 DA CRISINA 

Os náuplios apresentaram um percentual de viabilidade de 100% em concentrações até 

0,003mg/ mL de crisina. A partir de 0,03mg/mL, a taxa de sobrevivência se manteve em 96%, 

e na concentração de 0,3mg/mL a sobrevivência foi de 20% da população.  Por meio da taxa de 

sobrevivência a DL50 da crisina foi determinada em 0,0435mg/mL (40 µg/mL ou 158 µM) 

(Figura 6). 

 



 

Figura 6: Taxa de sobrevivência dos náuplios em diferentes concentrações de crisina (0,3 mg/mL, 

0,03mg/mL, 0,003mg/mL e 0,0003mg/mL), controle negativo (solução salina) e controle positivo 

(DMSO 10%).. Fonte: Autor (2025).  

 

5.3. SÍNTESE DO HIDROGEL INCORPORADO COM CRISINA 

O hidrogel com crisina é apresentado em uma estrutura irregular, com superfície porosa 

e úmida, semelhante ao hidrogel de goma de mandioca puro, porém com coloração amarelada, 

devido a presença da crisina (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Hidrogel de goma de mandioca com crisina 30mg/g intumescido, após a completa 

absorção da crisina, sem secagem. Fonte: Autor (2025). 
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5.4.TOXICIDADE AGUDA DO EXTRATO DE HIDROGEL COM CRISINA COM 

ARTEMIA SALINA 

Os extratos de HGM com crisina não apresentaram toxicidade em Artemia salina nas 

primeiras 24 horas, semelhante aos grupos com HGM puro e controle negativo. Após 48 horas, 

houve redução na sobrevivência de forma dose dependente nos grupos com crisina. O grupo 

com maior percentual de letalidade foi HGM com crisina 30mg/g, porém, ainda apresentando 

76,66% de viabilidade (Figura 8). 

 

      

  

Figura 8. Viabilidade de náuplios de Artemia salina em ensaio de toxicidade aguda com extrato de 

hidrogel de goma de mandioca puro e com concentrações de crisina 5, 10 e 30mg/g, variando entre 100 a 

76,66% de sobrevivência. A viabilidade dos náuplios reduz proporcionalmente a elevação da 

concentração de crisina nos extratos de HGM. Fonte: Autor (2025).  

      

5.5.MTT 

Nas primeiras 24 horas, as taxas de sobrevivência dos grupos 5, 10 e 30mg foram 

semelhantes e estatisticamente menores que grupo controle e HGM puro. No entanto, após 72 

horas, apenas os grupos HGM puro e HGM com 10 mg/g de crisina foram estatisticamente 

semelhantes, apresentando elevada taxa de sobrevivência. Os demais grupos apresentaram uma 

redução de viabilidade, porém ainda superiores, quando comparadas com o grupo controle 

positivo (Figura 9).   
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Figura 9. Taxa de viabilidade celular avaliado por MTT do HGM puro e com crisina (5mg, 10mg e 

30mg), controle positivo (DMSO 10%) e controle negativo (meio de cultivo). Fonte: Autor (2025). 

 

 

5.6.ENSAIO DE CALCEÍNA-AM  

O ensaio de Calceína-AM demonstrou que ao final de 72 horas, a densidade, 

proliferação e adesão de fibroblastos L929 foi semelhante no grupo HGM e HGM com crisina 

30mg/g, com a ampla cobertura fluorescente, boa dispersão celular, bem como morfologia 

fusiforme habitual de fibroblastos e formação de aglomerados celulares (Figura 10).  
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 Figura 10. Microscopia de fluorescência de fibroblastos expostos a HGM e HGM + crisina 30mg/g e, 

posteriormente, corados com Calceína-AM (FITC). A-D: 24h de cultivo; B-E: 48h de cultivo; C-F: 72h 

de cultivo.. Fonte: Autor (2025). 

 

No período inicial de 24 h, o grupo HGM apresentou densidade significativamente maior 

que os grupos HGM + crisina 30mg/g.  Após 48 h, o grupo HGM + crisina 30mg/g apresentou 

aumento no volume celular, sem diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

apenas HGM (p < 0,05) (Figura 11). 



 

Figura 11. Densidade celular dos grupos HGM e HGM + Cris (crisina 30mg/g) correspondente 

ao tempo 24, 48 e 72 horas de cultivo. p<0,05 (*). Os grupos HGM e HGM + crisina 30mg/g 

apresentaram variabilidade na taxa proliferativa em 24 horas, porém não apresentaram 

diferenças significativas ao final das 72 horas. Fonte: Autor (2025). 

 

5.7.TESTE DE DIFUSÃO 

No presente estudo, as amostras de HGM puro e HGM com crisina não apresentaram 

efeito inibitório contra E. coli. No ensaio de difusão em ágar apenas o grupo controle positivo 

(HGM com clorexidina a 1%) apresentou zona de inibição de crescimento bacteriano (Figura 

12).  
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Figura 12. Teste de difusão em ágar utilizando amostras de HGM com diferentes concentrações 

de crisina 5, 10 e 30mg/g, HGM puro como controle negativo e HGM com clorexidina a 1% como 

controle positivo. A- Placa de Petri com as amostras de HGM com crisina com 5, 10 e 30mg/g, 

HGM puro e  HGM com clorexidina 1% no momento da inoculação; B – Placa de Petri 

apresentando halo de zona de inibição apenas no grupo controle positivo de HGM com 

clorexidina 1% após 24 horas em estufa. Fonte: Autor (2025). 
 

5.8.      FTIR 

Os espectros obtidos com FTIR da crisina apresentaram bandas de absorção em 3300 

cm-1 que são referentes ao estiramento das ligações CH, e em 1600 cm-1referentes ao 

estiramento de grupos carbonila (C=O). É possível observar os modos vibracionais de grupos 

aquila (C-H) de carbono alifático em 2800 cm-1, e aromático em 3000 cm-1, bem como uma 

interação em C-O e C-C, encontrada nas bandas de absorção em 850 - 1010 cm-1 . 

O espectro de infravermelho do hidrogel associado com crisina apresentou bandas de 

absorção em 3400 – 3510 cm-1, modos vibracionais nas bandas em 2800 a 2950 cm-1, de CH2 

e em 3300 cm-1. Encontramos nas bandas de absorção em 1600 – 1700 cm-1 o estiramento de 

C=O e em 950-1010 cm-1 as interações em C-O e C-C que são observadas na crisina, 

confirmando a sua presença no hidrogel (Figura 13).  

 



 

Figura 13. Espectros obtidos por FTIR de hidrogel de goma de mandioca associada a crisina 

30mg/g (A) e FTIR da crisina (B). Fonte: Autor (2025). 

 

5.9.DIFRAÇÃO DE RAIOS - X 

O padrão de difração do HGM com crisina foi consistente com suas propriedades 

cristalinas, e apresentou picos em um ângulo de difração 2 ômega (18,2º, 29,3º, 34,2º, 40º e 

44,7º) (Figura 14).   

 

Figura 14. Picos de difração obtidos por DRX de hidrogel de goma de mandioca associada a crisina 

30mg/g, em um ângulo de difração 2 ômega (18,2º, 29,3º, 34,2º, 40º e 44,7º). Fonte: Autor (2025). 

 



43 

 

5.10. ENSAIO DE LIBERAÇÃO COM UV-VIS 

 O ensaio de liberação do HGM com crisina por meio de UV-Vis demonstrou que o 

hidrogel permite a liberação de crisina, ocorrendo de forma rápida nas primeiras 8 horas e, após 

esse período, permanece liberando de forma mais lenta até 72 horas (Figura 15).  

   

 

Figura 15. Liberação de crisina dos HGM com  5, 10 e 30mg/g de crisina (C5, C10 e C30, 

respectivamente), ao longo do tempo (72 horas). Os percentuais de liberação variaram de 2,52% a 

3,2% nas primeiras 8 horas, atingindo platô de liberação após 24 horas. Fonte: Autor (2025). 

 

  

Quanto a concentração de crisina liberada pelos hidrogéis, as amostras utilizadas de 

5mg/g, 10mg/g e 30mg/g liberaram em 24 horas o total de 2,84%, 3,56% e 1%, às 48 horas, 

3%, 3,9% e 1,16%, e às 72 horas, o total de 3,22%, 4,19% e 1,23% de crisina, respectivamente. 

O ensaio de liberação com UV-Vis permitiu observar a liberação eficiente da crisina pelo HGM, 

em todas as concentrações observadas, e em doses dentro dos limites da DL50. 

5.11. MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA 

O hidrogel desenvolvido a base de HGM e crisina possui superfície rugosa, porosidade 

e interconectividade (Figura 16). Essas propriedades podem ser um fator chave para utilização 

de um material sintético como enxerto, já que este aspecto permite a difusão facilitada de fluidos 



fisiológicos que possibilitam o fornecimento de fatores essenciais de crescimento celular e 

tecidual de material biológico agregado ao enxerto (Kamadjaja et al., 2019).  

 

 

Figura 16: Aquisição de imagens por microtomografia de HGM com crisina 30mg/g. A) Visão 

superior da superfície do hidrogel; B) Recorte transversal do hidrogel da porção medial interna 

apresentando a porosidade do hidrogel (seta). Fonte: Autor (2025). 
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6.  DISCUSSÃO 

Os resultados deste estudo apresentam, pela primeira vez, a síntese, caracterização e 

análise de biocompatibilidade in vitro de um hidrogel biopolimérico de goma de mandioca 

incorporado com crisina. Este resultado inédito ilustra o potencial de transformação de insumos 

agrícolas abundantes, como a mandioca, em biomateriais de relevante valor agregado para 

aplicações biomédicas. Além disso, o uso da crisina, um flavonoide natural com propriedades 

potencialmente antioxidantes e anti-inflamatórias (Mishra et al., 2021), associado a um 

polímero natural e biocompatível, amplia as possibilidades terapêuticas e agrega valor a cadeias 

produtivas rurais subaproveitadas. 

Por meio da análise de docking molecular, nosso estudo demonstrou a afinidade da 

crisina com as enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), que, 

embora não tenham apresentado valores de energia de ligação entre os mais elevados do 

conjunto testado, apresentaram interações que sugerem um encaixe estável e específico no sítio 

ativo de ambas as proteínas. Essa estabilidade intermolecular sugere a possibilidade da crisina 

exercer efeito modulador indireto sobre o equilíbrio redox celular, potencializando a defesa 

contra espécies reativas de oxigênio (ROS) e, portanto, contribuindo para a cicatrização e 

regeneração tecidual (Jomove et al., 2025; Zhao et al., 2021). Estudos prévios demonstram que 

compostos flavonoides podem atuar como ligantes moderados, mas altamente seletivos, de 

enzimas antioxidantes, estabilizando suas conformações ativas e prevenindo a inativação por 

radicais livres (Mishra et al., 2021; Baranwal et al., 2022). 

     A energia livre de ligação de –6,8 kcal/mol observada para o complexo crisina–

catalase indica uma afinidade moderada, sustentada por múltiplas interações de Van der Waals 

e ligações de hidrogênio convencionais, o que sugere um encaixe estável e específico no sítio 

ativo da enzima (Mani et al., 2018). Tal resultado é coerente com a natureza da catalase, cuja 

estrutura tetramérica e cavidade ativa favorecem o acoplamento de compostos fenólicos com 

potencial antioxidante, capazes de proteger o centro heme contra a oxidação excessiva (He et 

al., 2010). Em relação à superóxido dismutase (SOD), a energia de ligação de –5,6 kcal/mol, 

considerada inferior, pode estar associada ao predomínio de interações hidrofóbicas e a um 

menor número de ligações direcionais, como as de hidrogênio, resultando em uma estabilização 

menos robusta do complexo. Essa menor afinidade, contudo, não exclui a possibilidade de 

modulação enzimática indireta, visto que flavonoides como a crisina podem atuar como 

cofatores redox ou estabilizadores conformacionais de SOD em microambientes oxidativos 

(Baranwal et al., 2022; Jomove et al., 2025).  



Por outro lado, a interação com a óxido nítrico sintase induzível (iNOS) apresentou a 

energia de ligação mais favorável (–9,4 kcal/mol), indicando alta afinidade. Esse resultado 

sugere a formação de interações específicas e fortes, como ligações de hidrogênio, π–π e π–

cation, que contribuem significativamente para a estabilização do ligante no sítio catalítico 

(Mani et al., 2018). A iNOS é uma enzima-chave em respostas pró-inflamatórias, induzida por 

citocinas e endotoxinas bacterianas, e sua superexpressão está associada à liberação excessiva 

de óxido nítrico (NO) e ao aumento do estresse oxidativo (Lubos et al., 2009). Assim, a 

interação observada pode representar um mecanismo molecular potencial pelo qual a crisina 

exerce efeito anti-inflamatório, atenuando a produção exacerbada de NO e a disfunção redox.  

Em acordo com nossos achados in silico , Saleh et al. (2025) observaram que a crisina 

suprimiu a resposta inflamatória mediada por iNOS em modelo de cardiotoxicidade induzida 

por ciclofosfamida, reduzindo biomarcadores oxidativos e inflamatórios. De forma integrada, 

os resultados sugerem que a crisina apresenta potencial modulador relevante sobre enzimas 

antioxidantes e inflamatórias, com maior afinidade para iNOS, seguida pela catalase. Tal perfil 

pode explicar, ao menos em parte, sua atividade protetora em contextos de estresse oxidativo e 

inflamação tecidual, e reforça sua aplicabilidade como agente bioativo incorporado em matrizes 

biopoliméricas de liberação controlada, como o hidrogel de goma de mandioca desenvolvido 

neste estudo (Mishra et al., 2021; Baranwal et al., 2022). 

Embora o docking molecular sugira uma interação favorável da crisina com enzimas 

associadas ao estresse oxidativo, essa abordagem não permite inferir atividade funcional ou 

efeito antioxidante direto em sistemas biológicos. Assim, os achados in silico devem ser 

compreendidos como indicativos de potencial bioquímico, que carece de validação 

experimental específica. No contexto do presente estudo, o docking foi utilizado como 

ferramenta exploratória, não constituindo evidência primária de eficácia biológica. 

Além dos efeitos antioxidantes sugeridos, os resultados de toxicidade aguda com 

Artemia salina e ensaios de viabilidade celular (MTT) revelaram que a crisina possui uma janela 

de concentração crítica para efeitos biológicos. Até cerca de 0,003 mg/mL houve 100 % de 

viabilidade em náuplios, enquanto a DL₅₀ foi estimada em 0,0435 mg/mL (40 µg/mL ou 158 

µM). Esse padrão indica não apenas um comportamento dependente de dose, mas 

possivelmente não-linear, em que concentrações baixas podem ser insuficientes para ativar 

mecanismos celulares adaptativos/proliferativos, e concentrações elevadas podem induzir 

citotoxicidade ou inibição de metabolismo celular. Este fenômeno já foi descrito para 

flavonoides como crisina, que apresentam efeitos moduladores de viabilidade em função da 

dose e tipo celular (Pitchakarn et al., 2024) e que em níveis mais altos podem ativar mecanismos 
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de morte ou alterações mitocondriais (Samarghandian et al., 2016). No ensaio de MTT, 

observa-se que após 24h os grupos com 5, 10 e 30 mg/g de crisina no hidrogel apresentaram 

viabilidade estatisticamente menor que o controle, mas após 72h apenas o hidrogel puro e o 

hidrogel com 10mg/g de crisina mantiveram viabilidade elevada, sugerindo que concentrações 

intermediárias (10mg/g) promovem um balanço entre efeito bioativo e citoproteção. Tal padrão 

corrobora a hipótese de que a crisina incorpora-se ao biomaterial de forma que a liberação 

gradual e a interação com a matriz influenciam a exposição celular efetiva, mais do que a mera 

concentração nominal (Menon et al., 2018; Abbasalizadeh et al., 2022). 

Os resultados obtidos no ensaio de Live Dead demonstraram que o grupo HGM com 

crisina a 30 mg/g manteve alta viabilidade e morfologia típica de fibroblastos L929 até 72 horas 

de incubação. As células apresentaram-se predominantemente fusiformes, com fluorescência 

verde intensa de calceína e cobertura homogênea da superfície, tanto no grupo HGM quanto no 

grupo HGM com crisina, indicando ausência de citotoxicidade relevante a médio prazo. A 

densidade celular observada foi discretamente menor para o grupo HGM com crisina nas 

primeiras 24 horas, mas sem diferenças estatisticamente significativas após 48 e 72 horas, 

sugerindo que a interação inicial com o composto não comprometeu a adesão ou a proliferação 

celular de forma permanente. Esta diferença temporal inicial pode estar decorrente de uma 

liberação rápida, referida como burst release, da crisina do hidrogel, induzindo uma 

concentração local momentaneamente mais alta e capaz de modular a adesão celular nas 

primeiras horas (Lei et al., 2022; Arslan, 2020; Penn & Hennessy, 2022). Esse comportamento 

foi descrito em hidrogéis supramoleculares semelhantes ao HGM deste estudo, cuja estrutura 

baseada em interações do tipo hospedeiro-convidado (host–guest) apresenta propriedades de 

tixotropia, alta porosidade e liberação controlada de moléculas bioativas (Zheng et al., 2020). 

Acreditamos que após a redistribuição do composto e o provável reequilíbrio do 

microambiente, as células recuperam sua taxa proliferativa normal, como evidenciado às 72h. 

A discreta diferença observada em 24 horas pode representar não um efeito citotóxico, 

mas uma fase de adaptação celular ao novo microambiente químico, como já descrito em 

estudos de transição de substrato (Hayashi et al., 2022; Zhang et al., 2021). A recuperação 

completa da densidade celular aos tempos de 48 e 72h reforça a hipótese de ausência de efeitos 

tóxicos cumulativos e sugere estabilidade das interações célula-matriz. Contudo, novos estudos 

analisando a cinética de liberação da crisina do HGM por uma técnica de cromatografia líquida 

(HPLC/UV), bem como ensaios de MTT/Calceína-AM com concentrações variadas de crisina 

dissolvida e aferição da citotoxicidade por perda de membrana e por marcadores de apoptose 

poderão contribuir para mitigar as dúvidas suscitadas neste estudo. 



Esta hipótese baseia-se em alguns estudos que descreveram a crisina (5,7-

diidroxiflavona) como um flavonoide com propriedades potencialmente antioxidantes, anti-

inflamatórias e antiproliferativas dependentes da concentração e do tipo celular. Em células 

tumorais, concentrações elevadas podem induzir apoptose, enquanto em células não tumorais, 

como fibroblastos, o composto pode atuar de forma protetora, reduzindo o estresse oxidativo e 

preservando a integridade celular (Samarghandian; Azimi-Nezhad; Farkhondeh, 2016; Kasala 

et al., 2015). Estes autores demonstraram que fibroblastos toleram exposições prolongadas à 

crisina em faixas entre 1 e 30 µM sem alterações significativas de viabilidade, enquanto células 

neoplásicas exibem queda acentuada na sobrevivência. Desta forma, se torna coerente a 

interpretação de que, na concentração utilizada neste estudo, a crisina incorporada ao HGM não 

atingiu níveis citotóxicos para fibroblastos L929. 

Recentemente, a avaliação da incorporação de crisina em sistemas de liberação 

controlada, como nanopartículas de quitosana e scaffolds poliméricos, resultou em 

comportamento semelhante ao descrito em nosso estudo, com ausência de toxicidade e 

promoção de ambiente anti-inflamatório (Kaparekar et al., 2021; Jori et al., 2025),  ausência de 

indução de alteração morfológica de fibroblastos e favorecimento da cicatrização (alginato com 

quitosana e crisina: Kaparekar et al. 2021), e  efeitos gastroprotetores e antioxidantes em 

modelos in vitro e in vivo, atribuídos à regulação redox induzida pelo composto (Jori et al. 

2025). Esses estudos, assim como nossos achados, sugerem a biocompatibilidade do hidrogel 

com crisina e que a crisina atue positivamente sobre o microambiente celular a médio prazo. 

O hidrogel puro, por sua vez, também pode ter contribuído para a biocompatibilidade 

observada neste estudo. Recentemente, Zheng et al. (2020) demonstraram que hidrogéis de 

gelatina supramoleculares (host–guest gelatin hydrogels) apresentaram boa elasticidade, 

biotolerância e perfis de liberação ajustáveis, tornando-se plataformas promissoras para 

liberação controlada de agentes bioativos. Segundo o autor, as propriedades reológicas de 

tixotropia e recuperação estrutural podem permitir seu uso como biomaterial injetável sem 

induzir morte celular significativa. A manutenção da viabilidade celular observada pela 

marcação com calceína  em até 72 horas é coerente com estas observações prévias. 

Quanto à atividade antimicrobiana, a ausência de zonas de inibição em ensaio de difusão 

com Escherichia coli para os extratos do hidrogel com ou sem crisina sugere que a liberação da 

crisina pela matriz de goma de mandioca pode não atingir concentrações inibitórias no meio de 

cultura ou a difusão do composto está comprometida pela estrutura polimérica ou pelas 

características físico-químicas da crisina (como baixa solubilidade em meio aquoso). Esta 

última limitação é bem documentada e afeta sua aplicação antimicrobiana direta (Ramos et al., 
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2024; Shamsudin et al., 2004). Em contraste, estudos com nanofibras eletrofiadas de 

policaprolactona-quitosana carregadas com crisina relataram zonas de inibição significativas, o 

que pode se dever à liberação mais rápida e maior dispersão do composto ativo no meio 

(Khasteband et al., 2024). Assim, a diferença de resultado neste estudo pode decorrer tanto do 

perfil de liberação da matriz de hidrogel quanto da modificação estrutural da crisina ou 

formulação adotada. Um estudo com derivados de crisina ajustados na cadeia aromática 

demonstrou melhorias em atividade antibiofilme (Samarghandian et al., 2016) e em 

solubilidade (Stompor-Goracy et al., 2023). Essa inferência sugere que, embora a matriz 

desenvolvida seja biocompatível e apta para aplicação celular, para efeito antimicrobiano direto 

em bactérias gram-negativas será necessário otimizar o sistema de liberação, concentrar o 

composto ou combinar com outras tecnologias de formulação. 

O FTIR apresentou uma interação em C-O e C-C, encontrada nas bandas de absorção 

em 850 - 1010 cm-1, semelhantes aos membrana de nanofibra de crisina de Wang et al., (2022). 

As bandas de absorção em 3400 – 3510 cm-1 sugerem a presença de estiramento do grupo OH, 

características do amido, também observado no estudo de Namazi et al., 2018, com hidrogel de 

amido modificado, associado a nanopartículas de óxido de zinco. Nas bandas em 2800 a 2950 

cm-1 foi observado bandas relacionadas a absorção de água, como observado por Lima et al., 

(2024), em seu estudo com hidrogel de goma de mandioca. 

Os picos de difração obtidos pelo DRX do hidrogel incorporado com crisina neste 

estudo corroboram com Sundararajan et al., (2017), que encontrou na sua análise de 

nanoesponjas de β-ciclodextrina carregadas de crisina picos semelhantes (12,7º, 15º, 17,8º e 

27,8º). Os picos posteriores a 30º foram encontrados na análise de Tang et al., (2024), que 

observou os picos 25,22°, 28,45°, 30,76°, 35,96° e 47,30° em nanopartículas de crisina à base 

de caseína. Os picos da crisina encontrados no HGM confirmam a presença da substância no 

biomaterial, mesmo este sendo amorfo, provavelmente devido a incorporação ter sido realizada 

por absorção. 

 No ensaio de liberação com UV-Vis, foi observado uma rápida liberação da crisina 

pelos hidrogéis. De semelhante forma, o experimento de Salama et al. (2025) avaliou o perfil 

de liberação de crisina carreada por novassomas, um sistema de transportador vesicular de 

substâncias, e observaram o perfil bifásico, destacando uma fase de liberação rápida nas 

primeiras 5 horas, e uma fase de liberação mais lenta, até estabilização em 24 horas. A rápida 

liberação inicial pode ser justificada pela presença da crisina adsorvida na superfície do HGM 

(Komath et al., 2018).  



O total de crisina liberada pelo HGM ao final das 72 horas correspondeu entre 1,23% e 

3,22%. Os valores encontrados nesse estudo corroboram com Elhoseny et al. (2024), que 

observaram uma liberação de menos de 10% de crisina de um auto-nanoemulsionante. Esses 

resultados podem ocorrer devido a diminuição gradual da solubilidade da crisina em PBS, ao 

longo do experimento.  

Por meio de microtomografia computadorizada, nossos resultados evidenciam uma 

superfície rugosa, fator de interesse para aplicações direcionadas a enxertia tecidual na busca 

de performance regenerativa (Kamadjaja et al., 2019). A rugosidade de superfície está 

relacionada a uma boa adesão entre enxerto e tecido proporcionada pelo aumento da superfície 

de contato, ancoragem mecânica, e modulação da atividade biológica que ocorre no 

microambiente de exposição entre tecido e biomaterial, além disso, em caso de reparos teciduais 

que se beneficiem de hemostasia, o fator rugosidade de superfície pode ser crucial para o 

controle hemorrágico (Swieringa et al., 2018). 

O presente estudo apresenta algumas limitações que devem ser consideradas na 

interpretação dos resultados. Primeiramente, as análises realizadas concentraram-se na 

avaliação da biocompatibilidade e caracterização estrutural do hidrogel, não contemplando 

ensaios funcionais diretos relacionados à atividade antioxidante ou anti-inflamatória em 

modelos celulares específicos. Além disso, o docking molecular foi empregado como 

ferramenta exploratória, não substituindo experimentos bioquímicos ou celulares de validação 

funcional. Adicionalmente, os ensaios microbiológicos e de citotoxicidade foram conduzidos 

em condições in vitro controladas, o que limita a extrapolação direta dos achados para cenários 

in vivo. Apesar dessas limitações, o estudo fornece evidências consistentes quanto à viabilidade 

tecnológica e biocompatibilidade do sistema desenvolvido, estabelecendo uma base sólida para 

investigações futuras mais aprofundadas. 

 



51 

 

7. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos permitem concluir que o hidrogel de goma de mandioca 

incorporado com crisina apresenta viabilidade estrutural e biocompatibilidade in vitro, não 

sendo possível, no escopo deste estudo, inferir efeitos funcionais específicos relacionados à 

modulação do estresse oxidativo.  

A análise in silico por docking molecular indicou afinidade teórica da crisina por sítios 

ativos de enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo, devendo esses achados ser 

interpretados como indicativos de plausibilidade bioquímica, e não como evidência direta de 

atividade biológica. Ademais, o hidrogel de goma de mandioca contendo crisina apresentou 

liberação controlada da crisina e biocompatibilidade em culturas de fibroblastos, confirmando 

sua adequação como matriz polimérica para incorporação de compostos bioativos.  

Embora o material não tenha exibido atividade antimicrobiana relevante nas condições 

experimentais avaliadas, tal resultado pode estar associado a limitações relacionadas à difusão 

do composto ou às características estruturais da crisina, não invalidando sua aplicabilidade em 

outros contextos biomédicos. 

Este estudo representa uma etapa inicial relevante para o desenvolvimento de 

biomateriais funcionais a partir de recursos renováveis, contribuindo para a mitigação da baixa 

inovação tecnológica nas áreas de biomateriais e biotecnologia em regiões menos favorecidas 

do Brasil. O avanço dessa linha de pesquisa poderá, a médio prazo, estimular políticas de 

incentivo à inovação, fomentar parcerias entre universidade e setor produtivo e fortalecer a 

soberania científica nacional, em consonância com os princípios da bioeconomia sustentável. 
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A pesquisa desenvolvida evidenciou o potencial promissor dos biomateriais na área da 

medicina regenerativa, com destaque para o hidrogel de goma de mandioca incorporado a 

crisina. Os resultados obtidos indicam que essa combinação apresenta propriedade relevantes, 

especialmente relacionadas à sua ação antioxidante e biocompatibilidade, características que 

podem favorecer processos de reparo tecidual. Apesar disso, são necessários mais estudos para 

aprofundar a compreensão sobre seus mecanismos de ação, estabilidade e aplicabilidade em 

modelos biológicos mais complexos, de modo a confirmar sua viabilidade como agente 

terapêutico.  

O desenvolvimento deste trabalho enfrentou alguns desafios ao longo de sua execução, 

especialmente relacionados ao ambiente laboratorial e aos recursos disponíveis. Cabe destacar 

que parte das atividades foi adiada em decorrência da suspensão de procedimentos essenciais. 

Durante o período de junho de 2024 a fevereiro de 2025, a sala de cultivo de células-tronco do 

NUPCelt permeneceu inativa, uma vez que a UFPI não renovou os contratos de manutenção 

dos equipamentos nem adquiriu os gases especiais (como o CO₂) necessários ao funcionamento 

das estufas, conforme detalhado nos documentos anexos a este relatório e formalizado nos 

processos nº 23111.000738/2025-07 e nº 23111.034225/2024-95. Como consequência, as 

tentativas de cultivo celular realizadas em condições inadequadas resultaram em contaminação 

e perda de material experimental. Ademais, a baixa concentração de CO₂ comprometeu a 

viabilidade dos cultivos, impossibilitando a continuidade de parte das análises previstas, motivo 

pelo qual alguns resultados ainda não se encontram disponíveis. 

Além disso, a limitação de recursos e o tempo necessário para o treinamento técnico 

contribuíram para a extensão do cronograma experimental, principalmente nas etapas de 

padronização dos ensaios e caracterização do hidrogel. Apesar dessas dificuldades, a 

experiência proporcionou um aprendizado significativo, fortalecendo as habilidades técnicas e 

a capacidade de adaptação diante dos imprevistos inerentes à pesquisa científica. 

O desenvolvimento desde trabalho representou uma experiência científica e pessoal de 

grande relevância por desafios, aprendizados e conquistas. Essa trajetória reforça a importância 

da ciência como instrumento de transformação, inovação e evolução no campo da saúde.  
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