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RESUMO

A associacao entre polimeros naturais € compostos bioativos com propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias tem sido uma abordagem de interesse para o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas sustentdveis. Este estudo tem como objetivo caracterizar e avaliar a
biocompatibilidade de um novo hidrogel a 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 residuos do sitio ativo de superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e uma
isoforma de 6xido nitrico sintase (iNOs) para investigagdo da interacdo da crisina com alvos
proteicos relacionados ao estresse oxidativo. Para a caracterizacdo do hidrogel, foi utilizado
espectroscopia infravermelho transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raio-X (DRX),
ensaio de liberagdo com UV-Vis e microtomografia computadorizada. Para a avaliagdo 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 residuos de sitios ativos de enzimas antioxidantes, que indicam potencial para interacao e
modula¢do das suas fungdes proteicas. O hidrogel incorporado com crisina foi capaz de liberar
a crisina com eficiéncia, em um perfil bifasico e biocompativel, com efeito dose-dependente
ndo linear. Nas concentracdes utilizadas nesse estudo, nao foi encontrado atividade
antimicrobiana. Estd sendo finalizado uma etapa posterior de avaliacdo do efeito antioxidante

in vitro do hidrogel incorporado com crisina e sera acrescido ao trabalho final para publicacao.

Palavras-chave: Biopolimeros; 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 INTRODUCAO

O Brasil dispde de condigdes estruturais favoraveis ao avanco da produgdo tecnologica de
biopolimeros voltados para aplicagdes biomédicas, destacando-se pela ampla disponibilidade
de biomassa renovavel. Apesar da abundancia de recursos naturais, o aproveitamento dessa
biomassa no Brasil ainda ndo se reflete de maneira proporcional na geracdo de produtos de alto
valor agregado ou em avancos de propriedade intelectual.

Os biopolimeros naturais se destacam pela biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixo
potencial imunogénico, caracteristicas que os tornam alternativas sustentaveis e seguras para
aplicagdes biomédicas (Ryu et al., 2019; Shaik et al., 2021;). A possibilidade de modificacao
quimica e estrutural desses polimeros amplia suas propriedades fisico-quimicas, permitindo o
desenvolvimento de sistemas inovadores, como hidrogéis, scaffolds e nanocompdsitos, capazes
de atuar em processos complexos para a engenharia de tecidos (Yang et al., 2025), sistema de
administracdo de medicamentos (Li et al., 2023) e medicina regenerativa (Thakare et al., 2024).

A mandioca (Manihot esculenta) ¢ uma fonte rica de amido e fibra alimentar e
representa uma das culturas agricolas mais relevantes do nordeste brasileiro, sendo o Brasil o
maior produtor de mandioca no hemisfério ocidental (FAOSTAT, 2022). Por ser uma planta
rustica, de facil adaptacao a solos pobres e condi¢des climaticas adversas, ela constituiu uma
fonte estavel de carboidratos para populagdes 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, ¢ um polimero natural de baixo custo e ampla
disponibilidade, que agrega valor a cadeia produtiva da mandioca, promovendo
desenvolvimento sustentavel (Matheus et al., 2023), e apresenta caracteristicas favoraveis para
formulag¢do de hidrogéis, sendo uma matriz biocompativel e biodegradavel (Matheus et al.,
2023; Wang et al., 2022).

Além da mandioca, o Brasil também se destaca na produ¢ao de mel de abelhas, sendo
o Piaui o segundo maior produtor nacional, impulsionado pelas condi¢des climéaticas, vegetacao
nativa e predomindncia da apicultura familiar (Sant’ana et al., 2020). O mel piauiense ¢
reconhecido por sua qualidade, composi¢do singular, contendo flavonoides, acidos fenodlicos,
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 € a inovagao cientifica (Adesina et al., 2024).
A crisina ¢ um flavonoide natural amplamente encontrado no mel, na propolis e em

diversas plantas medicinais. A aplicagdo terapéutica da crisina ¢ limitada pela baixa
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solubilidade em agua e reduzida biodisponibilidade oral, o que tem motivado a busca por
sistemas de liberacdo que melhorem a sua estabilidade e eficicia (Borase et al., 2022).
Entretanto, diversos estudos demonstram que a crisina possui propriedades antioxidantes, anti-
inflamatoérias e antitumorais, atuando na modulagao de vias celulares relacionadas a resposta
ao estresse oxidativo (Choi et al., 2017; Li & Wang et al., 2022).

O estresse oxidativo desempenha papel central em diferentes condigdes patoldgicas,
incluindo doengas cardiovasculares (Aldosari et al., 2018), enfermidades neurodegenerativas
(Mishra et al., 2021; Teleanu et al., 2021), distarbios metabolicos, como o diabetes mellitus
(Dewi et al., 2022), além de estados inflamatorios sistémicos. A associagdo entre biopolimeros
e compostos bioativos naturais com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias tem sido
uma estratégia de interesse para o desenvolvimento de alternativas terap€uticas sustentaveis
para a exploracdo 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 Piaui ainda apresenta caréncia
significativa de inovagdo tecnoldgica e de investimentos voltados a pesquisa aplicada. A
exploragdo cientifica de produtos naturais e biopolimeros regionais representa um importante
avanco para o desenvolvimento de novos compostos bioativos, capazes de agregar valor as
cadeias produtivas locais e contribuir para o progresso cientifico e tecnoldgico do pais (Sant’ana
et al., 2020).

Desta forma, este trabalho tem como objetivo caracterizar e avaliar a biocompatibilidade
de um novo hidrogel a base de goma de mandioca associado a crisina. O trabalho esta
estruturado por uma revisao bibliografica sobre hidrogéis funcionais, na aplica¢ao biomédica e
sobre as propriedades anticancerigenas, anti-inflamatorias e antioxidantes da crisina, € na
apresentacao de uma proposta de artigo cientifico sobre a caracterizacdo e biocompatibilidade
in vitro de um novo hidrogel de goma de mandioca incorporado com crisina. Estd sendo
finalizada a etapa de avaliagdo do efeito antioxidante in vitro do hidrogel incorporado com

crisina, a qual sera acrescida ao trabalho final para sua publica¢ao.



2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIDROGEIS

Os hidrogéis sdo estruturas tridimensionais compostos por redes de polimeros sintéticos
ou naturais, unidos por ligagdes de hidrogénio, com alta capacidade de absorcao de agua,
adsor¢ao e liberagcdo controlada de substancias, dependente de variagdes de temperatura, pH,
forca idnica e pressdao (Darban et al., 2022; Souza et al., 2012). Devido suas caracteristicas
hidrofilicas e composi¢do i6nica, os hidrogéis podem servir como sistemas de liberacao
controlada de substancias e t€ém se destacado na engenharia tecidual, com uso em cicatrizagdo
oOssea, tratamento de feridas (Ahmad et al., 2025).

Os hidrogéis podem ser classificados segundo sua origem (naturais, sintéticos ou
hibridos)  sua composi¢do polimérica (sistemas homopoliméricos, copoliméricos ou
multipoliméricos interpenetrantes), suas caracteristicas de carga ionica (idnicos, ndo i6nicos,
eletrélitos anfotéricos e zwitteridnicos) e quanto a organizagdo estrutural (natureza cristalina,
semicristalina ou amorfa) (Ahmed, 2015).

Os atributos bioldgicos, fisicos e quimicos dos hidrogéis permitem grande variabilidade
de aplicacdo. A biocompatibilidade dos hidrogéis os tornam disponiveis para uso a favor na
medicina regenerativa. Fisicamente, os hidrogéis apresentam capacidade de intumescimento, a
partir da facilidade em difusdo de agua, relaxamento das cadeias poliméricas e expansao da
rede do hidrogel; resisténcia mecanica, possibilitada pela reticulacdo e incorporagdo de
polimeros, e estabilidade térmica (Bashir et al., 2020).

Em relagdo as propriedades quimicas, os hidrogéis podem apresentar sensibilidade a
estimulos fisicos (temperatura e luz), quimicos (pH e forca idnica) e bioldgicos (enzimas).
Hidrogeis que apresentam polimeros anidnicos ou catidonicos podem aceitar ou liberar protons
quando ocorre mudanga no pH, a partir da ionizacdo (Todkar et al., 2025; Das e Bal et al.,
2024). Xu et al., (2022) desenvolveram um hidrogel a base de 4cido hialurénico, composto por
uma rede tridimensional, responsiva a glicose, com finalidade de cicatrizacdo de feridas
provocadas pela diabetes através da liberagdo de catequina, uma substancia antioxidante.

Em relacdo aos métodos de preparo, os hidrogéis podem ser formulados a partir de:
reticulagdo idnica, quando ocorre a partir de duas moléculas com carga oposta ou polieletrolitos
(Zhao et al., 2023) ; reticulagdo quimica, em fun¢do de ligacdes covalentes entre as moléculas
dos hidrogéis (Liu et al., 2024); rede polimérica interpenetrante, uma forma que combina

ligagdes covalentes separadamente em dois polimeros, que se comunicam através de um
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emaranhamento entre elas (Yang et al., 2022); método de congelamento e descongelamento, e
induzidos por radiagdo gama (Todkar et al., 2025).

No que se refere a associagdo de polimeros naturais e substancias com propriedades anti-
inflamatorias, cicatrizantes e antioxidantes, Ferreira et al., (2023) desenvolveram um hidrogel
a base de quitosana em combinagdo com nerolidol, uma substincia encontrada em Oleos
essenciais de plantas, que apresentou eficiéncia na cicatrizagdo de feridas cutaneas e atividade
antimicrobiana. De forma semelhante, Sousa et al., (2023) desenvolveram um hidrogel a base
de mesocarpo de babacu, que se mostrou eficiente na liberacdo de fosfato de potéassio, um
fertilizante amplamente utilizado na agricultura.

A aplicabilidade dos hidrogéis podem apresentar limitagdes envolvendo fatores como
desempenho mecanico, quanto a hidrofilicidade e capacidade de adesdo 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
oxidacdo com alto teor de periodato, com propriedades mecanicas superiores, alcancadas por
meio de interagdes moleculares dindmicas, incluindo complexos de base de Shiff e ligagdes de
hidrogénio oriundas do amido de mandioca. A numerosa presenca de grupos hidroxila também
favorecem a formagdo de redes entre as moléculas que permitem excelente estabilidade ao
inchamento e boa resisténcia a tragdo e compressao, propriedades importantes para hidrogéis
com utilizacdo biomédica.

Além disso, sua matriz polissacaridica possibilita modificagdes quimicas que ampliam
sua estabilidade e desempenho funcional, diferindo de hidrogéis altamente especializados como
GelMA, cuja produgdo envolve etapas complexas e custos elevados associados a origem
proteica animal. Por outro lado, a gelatina destaca-se pela excelente biocompatibilidade e pela
capacidade de promover adesdo celular, atribuida as sequéncias RGD, embora a sua
estabilidade térmica seja reduzida na auséncia de reticulacdo (Koshenaj et al., 2024).

Em relacdo a outros biopolimeros utilizados na produ¢do de hidrogéis, a goma de
mandioca apresenta particularidades relevantes, principalmente por se tratar de um
polissacarideo neutro. Diferentemente disso, materiais como alginato e quitosana possuem
grupos funcionais carregados (—COO~ e —NHs", respectivamente), que facilitam a formagao de
géis por meio de interagdes eletrostaticas e complexacdo ionica (Kongseng et al., 2023). O
alginato, por exemplo, gera hidrogéis estaveis quando exposto a ions calcio, originando
estruturas de maior integridade mecanica e degradagdo mais controlada, caracteristicas
desejaveis em scaffolds para engenharia tecidual (Koshenaj et al., 2024). A quitosana, por sua

vez, por ser um polimero catidnico, apresenta boa resisténcia mecanica inicial e forte afinidade



por moléculas anidnicas, além de possuir atividade antimicrobiana natural (Koshenaj et al.,
2024).

Pesquisas envolvendo compostos bioativos, como a crisina, evidenciam o interesse
crescente por matrizes poliméricas biocompativeis capazes de promover encapsulacao eficiente
e liberacdo modulada de moléculas terapéuticas (Khaledi et al., 2020; Khasteband et al., 2024).
A intera¢do entre a crisina € a matriz polimérica ocorre predominantemente por meio de
ligagdes de hidrogénio. Nessa configuracao, as hidroxilas presentes no amido podem tanto doar
quanto aceitar elétrons, permitindo que se estabelecam interagdes com os grupos hidroxila e
carbonila da crisina (Shahdi et al., 2025). Esse tipo de associacdo tende a favorecer a
permanéncia da molécula bioativa dentro da rede do hidrogel, contribuindo para uma liberagao
mais lenta em ambientes aquosos. O pH do meio também influencia esse comportamento: em
valores superiores a 6,5, a crisina sofre ionizagao parcial, tornando-se mais soluvel e reduzindo
sua afinidade pela matriz polimérica — um fenomeno que pode ser aproveitado em sistemas de
liberagdo modulados por pH (Kurkiewicz et al., 2025).

Além de atuarem como suportes tridimensionais, os hidrogéis exercem papel ativo na
modulagdo do microambiente celular, influenciando a difusdo de solutos, a disponibilidade
local de moléculas bioativas € o comportamento das células em contato com a matriz. Assim, a
escolha do polimero, bem como de seus aditivos funcionais, torna-se determinante ndo apenas
para a estabilidade estrutural do material, mas também para sua biofuncionalidade. Nesse
contexto, hidrogéis naturais com potencial para incorporagdo e liberagdo controlada de
compostos bioativos emergem como plataformas promissoras para aplicacdes biomédicas in

vitro.

Dessa forma, o desenvolvimento de um hidrogel & base de goma de mandioca
incorporado com crisina apresenta nao apenas viabilidade tecnologica, mas também relevancia
cientifica e socioecondmica ao propor um sistema funcional sustentavel e de alta aplicabilidade

em diferentes areas.

2.2 CRISINA

A crisina (5,7-di-hidroxiflavona) ¢ um flavonoide natural encontrada em mel, propolis,
vegetais e frutas, como maracuja. Pertence ao grupo di-hidroxiflavonas, e possui um anel

aromatico nas posigdes 5 e 7, formula quimica C 15 H 10 O 4 e molar, 254,241 g'mol ™! . A sua
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estrutura quimica correspondente a um esqueleto difenilpropano, e a posi¢ao do grupo hidroxila
compdem farmacoforos (Figura 1), caracteristicos dos flavonoides e seus subgrupos (Mishra et
al., 2021), fundamentais para as suas propriedades anti-inflamatdrias,antioxidantes e,
consequentemente, antitumorais, cardioprotetores, hepatoprotetores e neuroprotetores (Sassi et

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

Anti-inflammatory Activity Antioxidant Activity

Figura 1. Estrutura molecular da crisina e farmacoéforos responsaveis pela sua atividade
anti-inflamatoria e antioxidade. Fonte: Mishra et al., 2021.

A crisina e seus derivados demonstraram atividade anticancer. Estudos demonstraram
que a crisina induz a apoptose por meio da via mitocondrial intrinseca, possibilitando a
fragmentacdo do DNA, produz proteinas pré-apoptoticas, incluindo Bax e Bak, e ativa a
caspase-9 e a caspase-3 em vdrias células cancerigenas (Xu et al., 2017), interrompe o ciclo
celular e ativa a via da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), que estd envolvida na
inibicao do crescimento e na apoptose em células neoplasicas (Gao et al., 2023).

A crisina ja foi utilizada na sensibilizagdo das células tumorais aos agentes
quimioterapicos e adjuvantes ao tratamento de cancer (Zhou et al., 2021; Salari et al., 2022). In

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



autofagia de células MDA-MB-231, modelo de cancer 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 cancer de mama (Geng et al., 2022).

Em linhagens celulares de melanoma, estimulou a producao de quinases ATR-
checkpointl e ATM-checkpoint2, estimulando essas vias de resposta a danos ao DNA, levando
a apoptose (Sassi et al., 2023). A crisina também apresentou potencial citotdxico em linhagens
celulares de cancer de figado (Alshetaili et al., 2023), cancer cervical (Pawar et al., 2022),
cancer pancreatico (Zhou et al., 2021), cancer colorretal (Salama et al., 2021) e cancer de
tiredide (Li et al., 2023).

Entretanto, O efeito quimioprotetor da crisina também ja foi avaliado. A redugdo em toxicidade
induzida por farmacos como doxorrubicina, ciclofosfamida, bleomicina, 5-fluoracil, também
foi observada, por meio da reducdo do estresse oxidativo e liberagdo 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 reducdo do estresse oxidativo induzida por doxorrubicina através da supressao a
expressao de NF-kB, um fator de transcricdo importante na imunomodulacdo (Zheng et al.,

2017);

A capacidade de modulagdo na resposta inflamatoria da crisina também ¢ alvo de
estudos. A crisina foi associada a inibi¢do da expressdo génica de interleucinas responsaveis
pela cascata inflamatdria, regulacdo negativa da expressdo génica de marcadores de superficie
de macréfagos M1 do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe 11, e
superexpressao de marcadores de superficie de macréfagos M2 em células MHC classe II (Feng
et al., 2014). No trabalho de Choi ef al. (2017), a crisina inibiu as respostas inflamatorias das
células Thl, Th2 e Th17 de linfonodos, infiltracdo de mastdcitos e niveis de histamina, bem
como a expressao de IL-33 e regulagdo negativa da subunidade p38 MAPK, NF-xB e STAT1
em queratindcitos humanos, mediadores importantes no desenvolvimento da dermatite atdpica.
Em células endoteliais, lisados de tecido encefalico e renal, a crisina demonstrou inibi¢ao da
expressao da proteina do receptor 4 semelhante a Tol (TLR4) e da subunidade p65 do NF- kB
induzida por IL-1B (Zhao et al., 2018; Ibrahim et al., 2021). Em tecidos hepaticos, a crisina
contribuiu para reducdo de enzimas bioquimicas como ALT, AST, ureia e creatinina, como
também de NF- kB, IL-1B, TNF-q, IL-6, COX-2 e iNOS (Temel et al., 2020).

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

antioxidantes. Isso ocorre devido a inibi¢do competitiva da formagdo de acido Urico ou a forma
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reduzida da enzima xantina oxidase, levando a uma diminui¢ao na geragdo de radicais livres
(He et al., 2021).

A crisina foi amplamente estudada e sua eficiéncia na eliminacao de radicais livres foi

descrita por diversos trabalhos. A crisina demonstrou atividade antioxidante em lesao de células
tronco derivadas de medula 6ssea induzidas por hiperglicemia por meio da via PI3K/ATK/Nrf2,
uma via de sinalizagdo envolvida em transmissdo de sinais antiapoptdticos e sobrevivéncia
celular (Li & Wang, 2022).
No estudo de Zhang et al. (2020), a administracdo de nanoparticulas de crisina em ratos
promove a expressdo de Nrf2, e dos genes HO-1 e NQO-1 nas regides do cortex e do
hipocampo, promovendo citoprotecdo. Em tecidos hepaticos, a crisina também foi observada
como um agente na restauragdo da homeostase redox e alivio da lesdo por estresse oxidativo
induzida por acrilamida (Gencer et al., 2025).

Apesar de muitas propriedades biologicas, a crisina possui valor bioldgico limitado
devido sua baixa solubilidade e baixa absor¢do via oral. Por esta razdo, pesquisas com
alteracdes na molécula, estudos de andlogos e conjugados estdo sendo desenvolvidos para
aprimorar e facilitar o emprego clinico desta flavona (Borase et al., 2022).

A inclusdo da crisina em nanoparticulas favorece sua solubilidade e absor¢do por
organismos murinos. A crisina conjugada com metoxipolietilenoglicois resultou em maior
solubilidade em 4gua, com propriedades conservadas (Oggero et al., 2023). Com alvo na terapia
antifibrotica na diabetes, uma formacdo supramolecular com ciclodextrina-calixareno foi
possivel aumentar a solubulidade da crisina, bem como seu efeito no reparo de feridas
(Hermenean et al., 2024).

Além da absorcao intestinal, estudos com scaffolds a base de quitosana foram
realizados, e foi observado eficiéncia na liberagao controlada da crisina substancia, utilizada no
processo de diferenciagdo osteoblastica (Menon et al., 2018).

Embora a crisina apresente propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias amplamente
descritas na literatura, sua aplicacdo direta em sistemas bioldgicos € limitada por fatores como
baixa solubilidade, instabilidade e rapida metabolizacdo. Dessa forma, estratégias que permitam
sua incorpora¢do em matrizes poliméricas biocompativeis podem representar uma abordagem
viavel para preservar sua atividade e possibilitar sua liberacdo gradual, minimizando efeitos

citotdxicos e maximizando sua interacdo com o microambiente celular.



2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

A manuten¢ao da vida ocorre por meio de vias metabolicas, cuja parte dos produtos
correspondem a moléculas instaveis e reativas, que possuem potencial de dano celular. Como
um produto da respiracao celular, ou por efeito de substancias ou radiagdo, as espécies reativas
de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo produzidas. Em
concentragoes fisioldgicas atuam como sinalizadores celulares; porém, quando produzidas em
excesso geram desequilibrio entre a producdo de ERO e ERN e o sistema antioxidante
intracelular, resultando em estresse oxidativo (Ebrahimi et al., 2020). Alteragdes no estado
redox normal dos tecidos podem elevar os niveis de ERO e ERN, resultando em danos em todos
os componentes da célula, incluindo macromoléculas como proteinas, lipidios e DNA, além de
causar a deplecao de antioxidantes de baixo peso molecular e cofatores redox (Ren et al., 2022).

O estresse oxidativo esta envolvido em doengas cardiovasculares, como aterosclerose,
insuficiéncia cardiaca e infarto do miocardio (Aldosari et al., 2018), bem como em disturbios
neurodegenerativos, como a doenca de Alzheimer e a doenga de Parkinson (Teleanu et al.,
2021; Mishra et al., 2021), doengas metabdlicas como diabetes mellitus (Dewi et al., 2022) ou
estados inflamatdrios, por exemplo, sepse (Egea et al., 2017).

A interacdo das ERO com certos 4&tomos atua na regulagdo de fun¢des que variam desde
a homeostase, imunomodula¢do, carcinogénese até a morte celular. A principal fonte de ERO
enddgenas ¢ a mitocondria, responsavel por cerca de 90% da produgdo celular de ERO, devido
ao seu papel central na producdo oxidativa de ATP (Snezhkina et al., 2019). A producdo
exdgena de ERRO, por sua vez, pode ocorrer fisicamente pela exposi¢do a patogenos, produtos
quimicos e radiacdes ultravioleta (Phaniendra et al., 2015). No grupo de ERO, temos os radicais
livres hidroxila (OH) e superdxido (0;), e os radicais ndo livres, como o perdxido de
hidrogénio. Outras fontes de ERO intracelulares incluem reticulo endoplasmatico,
peroxissomos e fagossomos (Le Thi et al., 2022). ERO também pode induzir disfuncio
mitocondrial, que gera mais ERO por meio de complexos respiratdrios disfuncionais.

Essas acdes resultam na inibi¢do e ativacdo de proteinas, a mutagénese do DNA e a
ativacdo da transcricdo genética (Ebrahimi et al., 2020; Jelic et al., 2021). As ERO mediam
diretamente modifica¢des oxidativas de residuos de cisteina, responsaveis pela sinalizagcdo
redox. A oxidacdo da cisteina pode resultar na mudanca de conformacgado, consequentemente,
de sua func¢do e promover a regulacdo de vias de sinalizacdo sensiveis a redox, tais como AP-
1, HIF1- alfa, Nfr2 e NF- Kappa B, estabelecendo um estado pro-inflamatorio (Glorieux et al.,
2024).
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As isoformas do sistema NADPH oxidases também correspondem a uma fonte de
formagao controlada de ROS, presente no citosol celular. Esse sistema enzimatico esta
correlacionado ao estabelecimento do estresse oxidativo através da diferenciacao de monocitos
para macrofagos, bem como sua polarizagdo, regulacao de vias de sinalizagao relacionadas a
osteogénese, ¢ angiogénese (Xu et al., 2016). A expressdo e/ou ativagdo aberrante de isoformas
de NADPH oxidases também esta relacionada a diversas doencgas através da desregulacdo do
metabolismo celular, em especial, desordens neurodegenerativas, cardiovasculares e
neoplasicas (Ganguly et al., 2021; Szanto, 2022; Cimmino et al., 2023).

A familia NADPH ¢ composta por 7 membros: NOX1, NOX2, NOX 3, NOX4, NOX5,
DUOXI1 e DUOX 2, estes, divididos em 3 grupos, baseado em seu modo de atividade. Ao grupo
1, ¢ dado o nome de oxidases agudamente ativaveis e fazem parte NOX1-3. Estas dependem da
associacdo das subunidades ligadas a membrana com proteinas citosolicas e seus componentes
sdo classificados em organizadores (NOXOT1) ou ativadores (NOXAT1) (Rezende et al., 2018).
O grupo 2 corresponde a NOXS, DUOX1 e DUOX2, sdo ativados com calcio e independentes
de componentes citosolicos. NOX4 ¢ o tinico membro do grupo 3 e tem como caracteristica a
estabilizacdo por um componente citosélico (p22phox), porém ¢ independente de outros
componentes citosolicos para ser ativado (Schroder, 2020).

Para proteger a célula dos danos oxidativos causados pela superproducdao de ERO, as
mitocondrias de mamiferos possuem antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos. Dentre as
defesas enzimadticas tem-se a superoxido dismutase (SOD) que ¢ responsavel por converter o
superoxido em peroxido de hidrogénio (H202). O perdxido de hidrogénio ¢, entdo, removido
pela agdo da catalase e da glutationa peroxidase, também enzimas antioxidantes endogenas,
resultando em dgua e oxigénio (Checa & Aran, 2020). Os antioxidantes ndo enzimaticos podem
ser hidrofilicos, como a vitamina C (4cido ascérbico), a vitamina E (a-tocoferol) e a glutationa
redutase (GSH), ou hidrofobicos, como os carotenoides (B-caroteno) e a ubiquinona (Cerqueni
etal., 2021).

No processo de cicatrizacdo de feridas, ERO regulam a formacdo de colageno,
proliferacdo celular, diferenciagdo e migracdo. Dependendo das concentracdes de ERO
produzidas durante essas fases, o processo de cicatrizagcdo da ferida pode ser melhorado ou
prejudicado. Em um nivel moderado de ERO, ele estimula a migracao celular e a angiogénese,
promovendo, portanto, a cicatrizagdo normal da ferida. No entanto, se a produ¢do de ERO
sobrecarregar as atividades dos sistemas antioxidantes celulares, o estresse oxidativo ¢ induzido

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



cronicas diabéticas sdo causadas pelo acimulo excessivo de ERO resultante de altos niveis de
glica¢do avancada no sangue sob hiperglicemia persistente (Dunnil et al., 2015).

No nivel molecular, além da transcricdo mediada por ERO, que pode resultar na
secrecdo continua de citocinas pro-inflamatoérias e na inducao de metaloproteases de matriz, o
excesso de ERO e RNS pode modificar e/ou degradar diretamente ou indiretamente (através da
ativacdo da proteolise) as proteinas da matriz extracelular (MEC). Esse excesso também pode
comprometer a fun¢do dos fibroblastos dérmicos e dos queratinocitos (Dunnil et al., 2015).

Em relacdo a formagao e desenvolvimento do tecido 6sseo, Goettsch et al. (2013)
observaram menor atividade de osteoclastos com a inibi¢do da expressio de NOX4 em
camundongos ovariectomizados, associando NOX4 a perda de massa Ossea, por meio da
sinalizacdo de RANKL. Ko et al. (2024) avaliaram a ossificagdo endocondral em camundongos
knockdown de NOX4 e observaram que a deficiéncia de NOX4 favorece a participacdo de
células sinalizadoras medicinais no processo se ossificacdo endocondral.

Varios materiais responsivos a ERO nos formatos de nanoparticulas, andaimes e
hidrogéis que podem responder a microambientes oxidativos fisioldgicos foram preparados. Os
hidrogéis sdo redes poliméricas reticuladas fisica ou quimicamente e t€ém sido amplamente
utilizados como biomateriais avangados para uma ampla gama de aplicagdes biomédicas, como
tratamento de feridas, regeneracdo de tecidos e sistemas de administragdo de medicamentos
(Zhao et al., 2022). Nesse contexto, a incorporagdo de compostos bioativos com potencial
antioxidante em matrizes poliméricas naturais surge como uma estratégia promissora para a
modulacdo do microambiente celular.

Diante desse cendrio, a associacao 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
modificacdo estrutural, apresenta-se como uma matriz promissora para a incorporacdo de
flavonoides como a crisina. Entretanto, apesar do crescente interesse por esse tipo de sistema,
ainda sdo escassos estudos que integrem, de forma sistematica, a caracterizacao estrutural do
material, o perfil de liberacdo do composto bioativo e sua biocompatibilidade celular. Assim,
torna-se necessario investigar se a incorporagdo da crisina em um hidrogel de goma de
mandioca ¢ capaz de manter a integridade do material, permitir liberagdo controlada e

apresentar comportamento biocompativel in vitro.
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1. INTRODUCAO

A ampla oferta de biomassa renovavel confere ao Brasil condigdes estruturais propicias
para o fortalecimento da produgdo tecnoldgica de biopolimeros destinados a biomedicina. De
acordo com o Levantamento Sistematico da Producao Agricola (LSPA) do IBGE (2023), a
producao nacional de mandioca alcangou 18,9 milhdes de toneladas, representando uma
importante fonte de polimeros e adjuvantes naturais — como carboidratos e silicas organicas
— com potencial uso em formulagdes de interesse biotecnologico e médico.

Além da mandioca, o Brasil também se destaca na produgdo de mel de abelhas, sendo o
Piaui o segundo maior produtor nacional, impulsionado pelas condi¢des climaticas, vegetacao
nativa e predominancia da apicultura familiar (Sant’ana et al., 2020). Apesar disso, o Estado do
Piaui, no Nordeste brasileiro, ainda se encontra excluido desse movimento de inovagao,
deixando de explorar um potencial significativo de geragao de riqueza, emprego qualificado e
independéncia tecnoldgica. Nesse contexto, a valoriza¢do de insumos agricolas como base para
o desenvolvimento de tecnologias inovadoras representa uma alternativa concreta e sustentavel
para fortalecer a economia nacional e mitigar as disparidades regionais.

Dentre os biopolimeros, os hidrogéis se destacam pelo seu potencial de
biocompatibilidade, elevada capacidade de retencao de 4gua e versatilidade estrutural, o que os
tornam promissores para aplicagdes em engenharia tecidual, liberagdo controlada de farmacos
e cicatrizagao (Zhao et al., 2022). Sua aplicabilidade nas areas biomédicas tem sido observada
em diversas formulagdes, que buscam combinar a funcao estrutural do polimero com agentes
bioativos capazes de liberar substancias com atividade antimicrobiana, como cobre (Abdollahi
et al., 2021) e clorexidina (Lima et al., 2024), bem como no processo de reparo tecidual e
atividade anticancer (Panwar et al., 2023; Fang et al., 2022; Massoumi et al., 2018).

A goma de mandioca, um polissacarideo de baixo custo, tem despertado atencdo como
material de base para hidrogéis devido as suas propriedades fisico-quimicas favordveis e
potencial de modificagdo estrutural (Fang et al., 2022). A transformacdo da goma de mandioca
em insumos tecnoldgicos amplia significativamente o potencial econdmico dessa cultura,
promovendo o aproveitamento integral da planta, estimulando o surgimento de novos
mercados, promovendo o avango cientifico e também a valorizacdo dos recursos naturais
regionais e o fortalecimento da economia local (Wang et al., 2022).

A crisina, um flavonoide natural, estd presente em diferentes espécies vegetais e em
produtos como mel e propolis. Esse composto bioativo, a crisina, apresenta potencial

antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatério (Li & Wang, 2022; Zhang et al., 2022; Choi et
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al., 2017). Essas caracteristicas habilitam a crisina como um candidato promissor para
formulacdes biomédicas, e hda uma busca por sistemas de liberacdo 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 a base de goma de mandioca incorporado com crisina, investigando
sua interagao molecular potencial, perfil de liberagdo, estabilidade estrutural e comportamento
celular.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado teste in silico por meio de docking molecular a fim de avaliar a interacao
da crisina com residuos do sitio ativo de enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e uma isoforma de 6xido nitrico sintase (iNOs).

Para a definicdo das concentragdes de crisina a serem incorporadas no hidrogel,
realizou-se um teste de dose letal de 50% da populag¢do (DL50), realizado com Artemia salina,
conforme Filipi et al. (2022), nas concentragdes de 0,3mg/mL, 0,03mg/mL, 0,003mg/mL e
0,0003mg/mL, diluidas em solugdo salina com dimetilsulfoxido (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 trés tratamentos com trés repeti¢des cada e dois controles (positivo
e negativo). Foram avaliadas trés concentragdes de crisina: Smg/g (Smg 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
adi¢do de crisina (controle negativo), respectivamente. Foram realizados os ensaios de MTT
(3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazo6lio) e fluorescéncia por calceina (Live Dead),
com andlise nos tempos de 24, 48 e 72 horas, para avaliagdo da taxa de sobrevivéncia de
fibroblastos L929 cultivados.

Realizou-se ainda um estudo in vitro, em triplicata, de inibicdo de crescimento
bacteriano com Escherichia coli, por meio do teste de difusdo em disco com agar.

Baseado no estudo de biocompatibilidade, escolheu-se a apresentacao do hidrogel de
goma de mandioca com maior concentragdo de crisina e maior taxa de sobrevivéncia celular

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



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

de liberagdo com UV-Vis e microtomografia computadorizada.

2.2. ASPECTOS ETICOS

As células L929 foram doadas pelo Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com
Células-Tronco (NUPCelt/UFPI), oriundas do banco de células do Laboratério de Cultivo
Celular (LABCelT). Avaliou-se a viabilidade das amostras ap6s descongelamento por meio do
ensaio de azul de tripan, conforme descrito por Strober et al. (2019). O isolamento, expansao e
criopreservagio celular foi autorizada pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da

Universidade Federal do Piaui (UFPI) sob o nimero 662/2020.
2.3. REAGENTES

Para o cultivo de células 1929, foi utilizado o meio Eagle’s minimal essential (DMEM),
suplementado com 1% de solucdo de penicilina e estreptomicina (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific Inc, catdlogo 15140122, 10.000U/mL, v.100mL), 1% de aminoacidos ndo essenciais
(Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catalogo 11140050, 100x, v.100mL) ¢ 15% de soro
fetal bovino (Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catadlogo 10500064, v.500mL). Para a
tripsinizagdo das células 1929, utilizou-se a Trypsin EDTA phenol red (Gibco™, Thermo
Fisher Scientific Inc, catalogo 25200056, 0,25%, v.500mL). Como solucdo de lavagem,
utilizou-se tampao fosfato 1x, pH 7,2 (PBS - Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catalogo
70013032, 10x, v.500mL).

A crisina foi obtida junto a Farmacia de Manipulagdo Artesanal de Belo Horizonte/ MG,
Lote de fabricante: CBYS-C-A002792, Numero de registro quimico: Cas 480-40-0, com grau
de pureza minima: 97%, com os resultados obtidos em analises realizada no laboratorio de
controle de qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA. A substancia
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 potassio —K2S208-KPS -99.0%
(Aldrich St. Louis, MO, USA); N,NO — metilenebisacrilamida—MBA —99.0% (Aldrich St.
Louis, MO, USA); N,N,NO ,NO — tetrametilenediamino—TEM, —99.0% (Aldrich St. Louis,
MO, USA); hidroxido de S6dio— NaOH —97.0% (Aldrich St. Louis, MO, USA); bicarbonato
de potassio —KHGMO3 —99.5% (Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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O ensaio de fluorescéncia por calceina (Live Dead) utilizou o fluor6foro Calcein-AM
Viability Dye — Invitrogen. Para o ensaio de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio
(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 exploratoria in silico, com o
objetivo de avaliar o potencial tedrico de interagdo da crisina com sitios ativos de enzimas
relacionadas ao metabolismo oxidativo. Essa anélise ndo foi utilizada como evidéncia funcional
direta de atividade antioxidante, mas sim como uma ferramenta complementar, destinada a
subsidiar a interpretacdo dos resultados experimentais obtidos in vitro e a explorar a
plausibilidade bioquimica das interagdes propostas.

Para os procedimentos de docking, foram utilizadas estruturas dos alvos proteicos obtidas
no Protein Data Bank (PDB) sendo catalase (PDB: 1dgb), superoxido dismutase 2 (PDB: 5v{9),
oxido nitrico sintase indutivel (iNOS), (PDB: 3E6T)

Em seguida, a preparacdo dos alvos se deram por meio do software Discovery Studio,
onde foi feita a remocdo de moléculas de dgua, ligantes e cofatores, além da defini¢do das
coordenadas do sitio ativo. A preparacdo das estruturas proteicas foi conduzida com o uso do
AutoDock v1.5.7 com a adigdo de hidrogénios polares e a atribui¢do 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 for¢a molecular da Merck
(MMFF94s) por meio do software Avogadro (Santos et al., 2018), para a obtengdo da
conformagdo de menor energia, em seguida foi salvo no formato pdbgt com o uso do AutoDock
vl.5.7

Ap0s a preparacdo das estruturas, foi feita a execu¢@o do docking molecular, utilizando o
software AutoDock Vina 1.2.3 (https://vina.scripps.edu/downloads/) para obtencao das
respectivas energias de interacdo entre os ligantes e o alvo assim como as interagdes com 0s
residuos de aminoacidos (Trott; Olson, 2010).

As energias de interagdo e os perfis de ligacdo obtidos foram utilizados exclusivamente

para analise comparativa in silico, sem inferéncia direta de efeito funcional bioldgico.


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 determinacdo da DL50 de crisina, por meio da avaliacdo da toxicidade aguda em
nauplios de Artemia salina, a crisina, diluida em solugdo salina com DMSO a 2%, foi testada
nas concentragdes de 0,3mg/mL, 0,03mg/mL, 0,003mg/mL e 0,0003mg/mL (Pinto et al., 2025).
Para tanto, 10 nauplios foram distribuidos aleatoriamente em tubos com SmL da solugdo com
cada concentracdo de crisina ou de solug@o salina com DMSO a 10% (controle positivo), ou
solucao salina (controle negativo). Todos os grupos foram testados em triplicata. Ap6s 24 horas
de exposicao dos nauplios em cada solu¢ao, foi calculada a taxa de sobrevivéncia dos nduplios.
A partir da taxa de sobrevivéncia foi determinada a DL50 com o auxilio da calculadora Quest

Graph ™ LD50 (44T Bioquest, Inc, 2025).

2.6.SINTESE DO HIDROGEL DE GOMA DE MANDIOCA E INCORPORACAO A
CRISINA

A sintese 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 adgua 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 nitrogénio
gasoso e agitacdo constante durante 5 minutos. Apos esse periodo, foi adicionado 100,0 uL do
TEM (acelerador). A solucdo foi adicionada em uma placa de 96 pocos e deixado em atmosfera
de nitrogénio até a gelificagdo. O gel obtido foi lavado com uma solugdo aquosa de metanol a
30,0% (v/v) e deixado para secar em estufa durante 24 horas, a 70°C.

A incorporacao de crisina ao HGM foi realizada por meio de absor¢do. Tendo em vista
os resultados de toxicidade aguda e DL50 da crisina, foram incluidas no hidrogel de goma de
mandioca 5, 10 e 30mg de crisina para cada 1g de HGM. A crisina foi diluida em solugdo de
agua destilada com DMSO a 2%. O hidrogel imerso na solucdo permaneceu sob agitacao

constante durante 24 horas, a 37°C para a completa absor¢ao da substancia.

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 exposicdo

desses crustaceos ao extrato do HGM puro e com as concentragdes de 5, 10 e 30mg/g. O extrato
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foi preparado segue a diretriz descrita na ISO 10993-12!, utilizando solugdo salina. Para a
producdo do extrato, foi utilizado 0,5 g de HGM puro e com crisina. Apds o intumescimento,
realizado com solucao salina, durante o periodo de 2 horas, foi adicionado mais 5 ml de solugao
salina. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 1500rpm e,
posteriormente, incubadas a 37 °C por 24 h. Ap6s 24 horas, os extratos foram transferidos para
um novo tubo e mantido em refrigeragdo até a administragcdo dos tratamentos. Dez nduplios
foram distribuidos aleatoriamente em tubos com 5mL da solucdo de cada extrato, ou solugao
salina com DMSO a 10% (controle positivo), ou solucdo salina (controle negativo). Todos os
grupos foram testados em triplicata. Apds 24 e 48 horas de exposi¢ao dos nauplios em cada

solugdo, foi calculada a taxa de sobrevivéncia dos nauplios.
2.8.CULTIVO CELULAR

As células 1.929 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 antibidtico —
penicilina/estreptomicina, centrifugadas, e ressuspendidas em meio de cultivo em garrafas de
25cm?. 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 tripsinizagao ao atingirem 80% de confluéncia,

seguindo o protocolo descrito por Leite et al. (2023).
2.9. ENSAIO DE 3-(4,5-DIMETIL-2-TIAZOLIL)-2,5-DIFENIL-2H-TETRAZOLIO (MTT)

Para avaliag¢do da citotoxicidade e atividade metabdlica, foi realizado o ensaio de MTT.
Fibroblastos (L929) foram descongelados e semeados com densidade celular de 5x10° células,
em placas de 96 pogos. Os grupos foram dispostos em triplicata. Foi avaliada a taxa de
sobrevivéncia das células cultivadas em DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino e
1% de antibiotico — 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

1O preparo do extrato do hidrogel de goma de mandioca incorporado com crisina foi conduzido
conforme as recomendagdes da norma ISO 10993-12:2021, que estabelece diretrizes para a preparacao
de amostras e extratos utilizados em ensaios biologicos, incluindo parametros como razdo
superficie/volume, tempo, temperatura e tipo de solvente empregados. Essa padronizag¢do assegura a
reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados obtidos nos testes realizados com os extratos.



em meio de cultivo com DMSO 10% (controle positivo). Apos 24, 48 e 72 horas, o meio de
cultivo foi descartado e os pogos foram lavados duas vezes com PBS. Em seguida, foi
adicionado solu¢ao de brometo de MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) e
D-MEM High Glucose na propor¢ao de 1:9. Apos a incubagao em estufa com CO? a 37°C por
4 horas, o meio foi descartado e foi adicionado DMSO (100 pl). o qual foi mantido por 30
minutos sob agitacdo. Em seguida, foi realizada a leitura da placa em espectofotdometro

utilizando comprimento de onda de 570 nm.
2.10. ENSAIO DE FLUORESCENCIA POR CALCEINA (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 pocos em uma concentragio de 1,25 x 107 por poco.
Apos 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 antibiotico -
penicilina/estreptomicina), incubadas por 24, 48 ¢ 72h. A preparagao do fluor6foro foi realizada
segundo as recomendagdes do fabricante. As amostras foram coradas com 24h, 48h e 72h de
cultivo (White et al., 2021). Apds cada um desses periodos, o meio de cultivo foi aspirado e as
amostras foram cobertas pela solugdo de calceina por 30 minutos sob prote¢do da luz. Em
seguida, os hidrogéis celularizados foram lavados duas vezes com PBS estéril para remocao de
excesso de fluordforo e qualquer material impertinente. Apds a lavagem, foi realizada a
identificacdo de material celular viavel por microscopia de fluorescéncia utilizando um
microscopio invertido (NEXCOPE NIB620 com filtro FITC, excitacdo 488 nm / emissdo 515
nm) com observacao de células viaveis em verde. Para de densidade celular, as células foram
contadas manualmente através da aquisi¢do de imagens por camera acoplada ao microscopio
invertido (Wang et al., 2024). As imagens utilizadas para contagem foram obtidas com

aproximacao de 100x.
2.11. TESTE DE DIFUSAO

Para o teste de difusdo em disco de difusdo com agar, foram utilizadas placas de Petri
com meio Mueller-Hinton foram inoculadas com Escherichia coli na escala de 1,2 x 10%. Apos
inoculacdo, hidrogéis com crisina, nas concentragdes 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 inoculo e hidrogéis permaneceram em estufa a 37°C por 24 horas. Ao finalizar
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esse periodo, a placa foi observada e mensurado o diametro do halo formado ao redor dos

hidrogéis.

3. CARACTERIZACAO DO HIDROGEL DE GOMA DE MANDIOCA INCORPORADO
COM CRISINA

3.1. ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHO TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Para a avaliacdo da incorporagdo da crisina no HGM foi realizada a técnica de
espectroscopia infravermelho transformada de Fourier (FTIR). As analises de FTIR foram
realizadas em um espectrometro infravermelho com transformada de Fourier modelo VERTEX
70 BRUKER, no modo ATR, com resolugio espectral de 4 cm’!, intervalos de variando de 600
a 4000 cm™ e 128 varreduras. A anélise foi realizada com o HGM com crisina na concentracio

de 30mg/g, apos secagem do hidrogel.
3.2. DIFRACAO DE RAIOS -X

O difratograma da amostra HGM com crisina foi realizada utilizando um difratdmetro
D8 Advance (Bruker AXS), utilizando radiacdo CuKo (A = 1,5418 A), operando a 40 kV/40
mA e equipado com o detector linear LynxEye e um goniometro 0 / 6, configurado na
geometria Bragg-Brentano. O padrao de difragao foi coletado de 10 a 90° (em 28) no modo
step-scan, com passo de 0,025° e tempo de 1,0 segundo por passo. A analise foi realizada com

0 HGM com crisina na concentragao de 30mg/g, ap6s liofiliza¢do do hidrogel.
3.4.  ENSAIO DE LIBERACAO COM ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VIS

Para a determinacdo da taxa de liberacdo da crisina pelo hidrogel, foram utilizadas
amostras (50mg) dos hidrogéis puro e com as concentragdes de 5, 10 e 30mg/g de crisina
incorporadas. Essas amostras foram adicionadas a 50mL de PBS e etanol a 2% onde
permaneceram sob agitagdo constante a 37°C. Aliquotas de SmL de cada solu¢do foram
coletadas nos tempos de 5, 15 e 30 minutos e apos 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h e 72h. Apds a
retirada de cada aliquota, foi reposto SmL com solu¢do isogénica (PBS + DMSO 2%). As
aliquotas foram avaliadas através de espectrofotometro 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,
apos secagem. O hidrogel foi inserido no Skyscan 1272 CMOS Edition, da Bruker Company,
e a execugao foi definida em 50 kV com 200 pA, sem filtro, matriz de pixels de 2048x2048,
com um tamanho de pixel de 10,3 pm, passo de rotacao de 0,2° de 0° a 180°, média de quadros
de 5, movimento aleatdrio de 50 pixels e tempo de exposicao de 180 ms. O NRecon (Bruker)
foi usado para a reconstru¢ao das projec¢des obtidas, usando uma suavizagao de 2, correcao de
endurecimento do feixe de 5% e artefatos de anel de 0, e definindo os valores do histograma do
coeficiente de atenuacdo 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
func¢do de transferéncia correta para separar as estruturas por baixa e alta densidade. A analise
quantitativa utilizou o software CTAnalyzer (Bruker), e todas as analises foram realizadas na
seguinte ordem: uma filtragem para difusdo anisotropica no espago 2D com 10 interagdes 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 analise 3D (Nair et al.,
2020). Os parametros da varredura, reconstrucdo e analise quantitativa foram mantidos os

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

4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados do teste de viabilidade com MTT foram analisados por meio da Anélise de
Variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey, considerando nivel de significancia de p <
0,05, com o auxilio do software BioEstat 5.3. Para analise estatistica do teste Live Dead, foi

utilizado o teste de Tukey considerando significancia com p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1.DOCKING MOLECULAR

A analise de dockagem molecular demonstrou que a crisina apresentou diferentes perfis
de intera¢do com as enzimas avaliadas. Em relacdo a catalase, foi observada uma energia livre

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

Catalase

Figura 2: Representacdo tridimensional da interagdo da crisina (em amarelo) com os residuos do sitio
ativo da catalase, destacando os residuos-chave envolvidos na ligagdo. A seta a direita indica que o
mapa eletrostatico abaixo corresponde a cavidade do sitio de ligagdo em destaque acima. O mapa
eletrostatico da cavidade revela regides de potencial eletrostatico negativo (vermelho) e positivo (azul);
(PDB: 1dgb). Fonte: Autor (2025).

Ja na interagdo com a iNOS, observou-se a energia de ligagao mais favoravel (-9,4 kcal/mol),

indicando alta afinidade. (Figura 3).
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Figura 3. Representagdo tridimensional da interag@o da crisina (em amarelo) com os residuos do sitio
ativo do Oxido nitrico sintase indutivel (iNOS), destacando os residuos-chave envolvidos na ligagdo. A
seta a direita indica que o mapa eletrostatico abaixo corresponde a cavidade do sitio de ligagdo em
destaque acima. O mapa eletrostatico da cavidade revela regides de potencial eletrostatico negativo
(vermelho) e positivo (azul); (PDB: 3E6T). Fonte: Autor (2025).

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

mais baixa (Figura 4).

Figura 4: Representacdo tridimensional da interagdo da crisina (em amarelo) com os residuos do sitio
ativo da Superoxido dismutase 2 (SOD2), destacando os residuos-chave envolvidos na ligagdo. A seta
a direita indica que o mapa eletrostatico abaixo corresponde a cavidade do sitio de ligagdo em destaque
acima. O mapa eletrostatico da cavidade revela regides de potencial eletrostatico negativo (vermelho) e
positivo (azul); (PDB: 5v19). Fonte: Autor (2025).
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Através da representacdo bidimensional € possivel observar que a crisina formou
ligacdes de hidrogénio com Prol62, e interacdo m-alkil com Ala357, Val73 e Hem1200,
residuos do sitio ativo da catalase. J& com iNOS, a crisina formou numerosas ligagdes de
hidrogénio com Gln 257, Asp 376, Trp 340 e Tyr367, ligacao m-cation com Hem901 e n-
alkil com Pro344. Ademais, apresentou uma ligacdo desfavoravel com Arg382. Porém
devido as fortes ligagdes com os residuos-chave mencionados, apresentou energia de ligagao
altamente favoravel e a maior das proteinas analisadas. Com SOD2, as ligagdes de
hidrogénio ocorreram com os sitios Leul67, His163, ligacao n- anion com Glul62 e n—n
com Tyrl66, indicando uma menor intera¢do, porém ainda favoravel com a enzima

antioxidante (Adesina et al., 2024) (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo bidimensional da interagdo da crisina com os residuos do sitio 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 teorica entre a crisina
e os alvos avaliados, devendo ser interpretados como uma estimativa computacional preliminar,

sem inferéncia direta sobre atividade bioldgica in vitro ou in vivo.

5.2.TOXICIDADE AGUDA E DL50 DA CRISINA

Os nauplios apresentaram um percentual de viabilidade de 100% em concentragdes até
0,003mg/ mL de crisina. A partir de 0,03mg/mL, a taxa de sobrevivéncia se manteve em 96%,
e na concentracao de 0,3mg/mL a sobrevivéncia foi de 20% da populagdo. Por meio da taxa de
sobrevivéncia a DL50 da crisina foi determinada em 0,0435mg/mL (40 pug/mL ou 158 uM)
(Figura 6).



120

m Control
0,
100 = DMSO 10%
® DMSO 2%
- 80 ® 0.0003 mg/ml crysin
=
i ® 0.003 mg/ml crysin
S 60 i
g ®0.03 mg/ml crysin
(0.3 mg/ml crysin
240
20 l
0

Treatments

Figura 6: Taxa de sobrevivéncia dos nduplios em diferentes concentragdes de crisina (0,3 mg/mL,
0,03mg/mL, 0,003mg/mL ¢ 0,0003mg/mL), controle negativo (solugdo salina) e controle positivo
(DMSO 10%).. Fonte: Autor (2025).

5.3. SINTESE DO HIDROGEL INCORPORADO COM CRISINA

O hidrogel com crisina € apresentado em uma estrutura irregular, com superficie porosa
e umida, semelhante ao hidrogel de goma de mandioca puro, porém com coloragdo amarelada,
devido a presenca da crisina (Figura 7).

Figura 7. Hidrogel de goma de mandioca com crisina 30mg/g intumescido, apds a completa
absorcdo 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 ndo apresentaram toxicidade em Artemia salina nas
primeiras 24 horas, semelhante aos grupos com HGM puro e controle negativo. Apds 48 horas,
houve reducao na sobrevivéncia 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).
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Figura 8. Viabilidade de nauplios de Artemia salina em ensaio de toxicidade aguda com extrato de
hidrogel de goma de mandioca puro ¢ com concentragdes de crisina 5, 10 e 30mg/g, variando entre 100 a
76,66% de sobrevivéncia. A viabilidade dos nauplios reduz proporcionalmente a elevagdo da
concentragdo de crisina nos extratos de HGM. Fonte: Autor (2025).

55.MIT

Nas primeiras 24 horas, as taxas de sobrevivéncia dos grupos 5, 10 e 30mg foram
semelhantes e estatisticamente menores que grupo controle e HGM puro. No entanto, apos 72
horas, apenas os grupos HGM puro e HGM com 10 mg/g de crisina foram estatisticamente
semelhantes, apresentando elevada taxa de sobrevivéncia. Os demais grupos apresentaram uma

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

5.6.ENSAIO DE CALCEINA-AM

O ensaio de Calceina-AM demonstrou que ao final de 72 horas, a densidade,
proliferacdo e adesdo de fibroblastos 1.929 foi semelhante no grupo HGM e HGM com crisina
30mg/g, com a ampla cobertura fluorescente, boa dispersdo celular, bem como morfologia

fusiforme habitual de fibroblastos e formagao de aglomerados celulares (Figura 10).
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Figura 10. Microscopia de fluorescéncia de fibroblastos expostos a HGM e HGM + crisina 30mg/g e,
posteriormente, corados com Calceina-AM (FITC). A-D: 24h de cultivo; B-E: 48h de cultivo; C-F: 72h
de cultivo.. Fonte: Autor (2025).

No periodo inicial de 24 h, o grupo HGM apresentou densidade significativamente maior
que os grupos HGM + crisina 30mg/g. Apos 48 h, o grupo HGM + crisina 30mg/g apresentou
aumento no volume celular, sem diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo

apenas HGM (p < 0,05) (Figura 11).
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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 ¢ HGM + crisina 30mg/g
apresentaram variabilidade na taxa proliferativa em 24 horas, porém ndo apresentaram
diferencas significativas ao final das 72 horas. Fonte: Autor (2025).

5.7.TESTE DE DIFUSAO

No presente estudo, as amostras de HGM puro e HGM com crisina ndo apresentaram
efeito inibitoério contra E. coli. No ensaio de difusdo em agar apenas o grupo controle positivo
(HGM com clorexidina a 1%) apresentou zona de inibi¢ao de crescimento bacteriano (Figura

12).
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Figura 12. Teste de difusdo em agar utilizando amostras de HGM com diferentes concentragdes
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 ¢ HGM com clorexidina 1% no momento da inoculacdo; B — Placa de Petri
apresentando halo de zona de inibicdo apenas no grupo controle positivo de HGM com
clorexidina 1% apds 24 horas em estufa. Fonte: Autor (2025).

5.8 FTIR

Os espectros obtidos com FTIR da crisina apresentaram bandas de absor¢ao em 3300
cm-1 que sdo referentes ao estiramento das ligagdes CH, e em 1600 cm-lreferentes ao
estiramento de grupos carbonila (C=0). E possivel observar os modos vibracionais de grupos
aquila (C-H) de carbono alifatico em 2800 cm-1, e aromatico em 3000 cm-1, bem como uma
interagdo em C-O e C-C, encontrada nas bandas de absor¢ao em 850 - 1010 cm-1 .

O espectro de infravermelho do hidrogel associado com crisina apresentou bandas de
absor¢dao 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 absor¢ao em 1600 — 1700 cm-1 o estiramento de
C=0 e em 950-1010 cm-1 as interagdes em C-O e C-C que sdo observadas na crisina,

confirmando a sua presenca no hidrogel (Figura 13).
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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.DIFRACAO DE RAIOS - X

O padrao de difracdo do HGM com crisina foi consistente com suas propriedades
cristalinas, e apresentou picos em um angulo de difragdo 2 dmega (18,2°, 29,3° 34,2°, 40° e
44,7°) (Figura 14).
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Figura 14. Picos de difra¢ao obtidos por DRX de hidrogel de goma de mandioca associada a crisina
30mg/g, em um angulo de difragdo 2 6mega (18,2°, 29,3°, 34,2°, 40° e 44,7°). Fonte: Autor (2025).
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5.10. ENSAIO DE LIBERACAO COM UV-VIS

O ensaio de liberacio do HGM com crisina por meio de UV-Vis demonstrou que o
hidrogel permite a liberacao de crisina, ocorrendo de forma répida nas primeiras 8 horas e, apos

esse periodo, permanece liberando de forma mais lenta até 72 horas (Figura 15).
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Figura 15. Liberag¢do 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 liberagdo variaram de 2,52% a
3,2% nas primeiras 8 horas, atingindo platé de liberagdo apos 24 horas. Fonte: Autor (2025).

Quanto a concentracdo de crisina liberada pelos hidrogéis, as amostras utilizadas de
Smg/g, 10mg/g e 30mg/g liberaram em 24 horas o total de 2,84%, 3,56% e 1%, as 48 horas,
3%, 3,9% e 1,16%, e as 72 horas, o total de 3,22%, 4,19% e 1,23% de crisina, respectivamente.
O ensaio de liberagdo com UV-Vis permitiu observar a liberagao eficiente da crisina pelo HGM,

em todas as concentracdes observadas, e em doses dentro dos limites da DL50.
5.11 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

O hidrogel desenvolvido a base de HGM e crisina possui superficie rugosa, porosidade
e interconectividade (Figura 16). Essas propriedades podem ser um fator chave para utilizacao

de um material sintético como enxerto, ja que este aspecto permite a difusdo facilitada de fluidos



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

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

Figura 16: Aquisicdo de imagens por microtomografia de HGM com crisina 30mg/g. A) Visdo
superior da superficie do hidrogel; B) Recorte transversal do hidrogel da por¢do medial interna
apresentando a porosidade do hidrogel (seta). Fonte: Autor (2025).
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo apresentam, pela primeira vez, a sintese, caracterizacao e
analise de biocompatibilidade in vitro de um hidrogel biopolimérico de goma de mandioca
incorporado com crisina. Este resultado inédito ilustra o potencial de transformagao de insumos
agricolas abundantes, como a mandioca, em biomateriais de relevante valor agregado para
aplicagdes biomédicas. Além disso, o uso da crisina, um flavonoide natural com propriedades
potencialmente antioxidantes e anti-inflamatorias (Mishra et al., 2021), associado a um
polimero natural e biocompativel, amplia as possibilidades terap€uticas e agrega valor a cadeias
produtivas rurais subaproveitadas.

Por meio da analise de docking molecular, nosso estudo demonstrou a afinidade da
crisina com as enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), que,
embora ndo tenham apresentado valores de energia de ligacdo entre os mais elevados do
conjunto testado, apresentaram interagdes que sugerem um encaixe estavel e especifico no sitio
ativo de ambas as proteinas. Essa estabilidade intermolecular sugere a possibilidade da crisina
exercer efeito modulador indireto sobre o equilibrio redox celular, potencializando a defesa
contra espécies reativas de oxigénio (ROS) e, portanto, contribuindo para a cicatrizagdo e
regeneracgao 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 conformacdes ativas e prevenindo a inativagdo por
radicais livres (Mishra et al., 2021; Baranwal et al., 2022).

A energia livre de ligagdo de —6,8 kcal/mol observada para o complexo crisina—
catalase indica uma afinidade moderada, sustentada por multiplas interagdes de Van der Waals
e ligacdes de hidrogénio convencionais, o que sugere um encaixe estavel e especifico no sitio
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 fendlicos com
potencial antioxidante, capazes de proteger o centro heme contra a oxidagdo excessiva (He et
al., 2010). Em relagdo a superoxido dismutase (SOD), a energia de ligacao de —5,6 kcal/mol,
considerada inferior, pode estar associada ao predominio de interagdes hidrofobicas e a um
menor numero de ligagdes direcionais, como as de hidrogénio, resultando em uma estabilizacao
menos robusta do complexo. Essa menor afinidade, contudo, ndo exclui a possibilidade de
modulagdo enzimdtica 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 interacdo com a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) apresentou a
energia de ligagdo mais favoravel (9,4 kcal/mol), indicando alta afinidade. Esse resultado
sugere a formacao de interagdes especificas e fortes, como ligacdes de hidrogénio, n—m ¢ n—
cation, que contribuem significativamente para a estabilizagao do ligante no sitio catalitico
(Mani et al., 2018). A iNOS ¢ uma enzima-chave em respostas pro-inflamatoérias, induzida por
citocinas e endotoxinas bacterianas, e sua superexpressao estd associada a liberacao excessiva
de 6xido nitrico (NO) e ao aumento do estresse oxidativo (Lubos et al., 2009). Assim, a
interacao observada pode representar um mecanismo molecular potencial pelo qual a crisina
exerce efeito anti-inflamatorio, atenuando a producao exacerbada de NO e a disfuncdo redox.

Em acordo com nossos achados in silico , Saleh et al. (2025) observaram que a crisina
suprimiu a resposta inflamatéria mediada por iNOS em modelo de cardiotoxicidade induzida
por ciclofosfamida, reduzindo biomarcadores oxidativos e inflamatérios. De forma integrada,
os resultados sugerem que a crisina apresenta potencial modulador relevante sobre enzimas
antioxidantes e inflamatdrias, com maior afinidade para iNOS, seguida pela catalase. Tal perfil
pode explicar, a0 menos em parte, sua atividade protetora em contextos de estresse oxidativo e
inflamacao tecidual, e refor¢a sua aplicabilidade como agente bioativo incorporado em matrizes
biopoliméricas de liberacdo 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 interagdo favoravel da crisina com enzimas
associadas ao estresse oxidativo, essa abordagem ndo permite inferir atividade funcional ou
efeito antioxidante direto em sistemas bioldgicos. Assim, os achados in silico devem ser
compreendidos como indicativos de potencial bioquimico, que carece de validacao
experimental especifica. No contexto do presente estudo, o docking foi utilizado como
ferramenta exploratdria, ndo constituindo evidéncia primdria de eficacia biologica.

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 concentragdo critica para efeitos biologicos. Até cerca de 0,003 mg/mL houve 100 % de
viabilidade em nauplios, enquanto a DLso foi estimada em 0,0435 mg/mL (40 pg/mL ou 158
uM). Esse padrdao indica ndo apenas um comportamento dependente de dose, mas
possivelmente ndo-linear, em que concentragcdes baixas podem ser insuficientes para ativar
mecanismos celulares adaptativos/proliferativos, e concentragdes elevadas podem induzir
citotoxicidade ou inibicdo de metabolismo celular. Este fendmeno ja foi descrito para
flavonoides como crisina, que apresentam efeitos moduladores de viabilidade em fungdo da

dose e tipo celular (Pitchakarn et al., 2024) e que em niveis mais altos podem ativar mecanismos
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de morte ou alteragdes mitocondriais (Samarghandian et al., 2016). No ensaio de MTT,
observa-se que ap6s 24h os grupos com 5, 10 e 30 mg/g de crisina no hidrogel apresentaram
viabilidade estatisticamente menor que o controle, mas ap6s 72h apenas o hidrogel puro e o
hidrogel com 10mg/g de crisina mantiveram viabilidade elevada, sugerindo que concentragdes
intermedidrias (10mg/g) promovem um balancgo entre efeito bioativo e citoprotecao. Tal padrao
corrobora a hipdtese de que a crisina incorpora-se ao biomaterial de forma que a liberagao
gradual e a interacdo com a matriz influenciam a exposic¢ao celular efetiva, mais do que a mera
concentracdo 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 tipica de fibroblastos L929 até 72 horas
de incubagdo. As células apresentaram-se predominantemente fusiformes, com fluorescéncia
verde intensa de calceina e cobertura homogénea da superficie, tanto no grupo HGM quanto no
grupo HGM com crisina, indicando auséncia 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 diferencas estatisticamente significativas apos 48 e 72 horas,
sugerindo que a interacdo inicial com o composto ndo comprometeu a adesdo ou a proliferagcdo
celular de forma permanente. Esta diferenca temporal inicial pode estar decorrente de uma
liberacdo rapida, referida como burst release, da crisina do hidrogel, induzindo uma
concentracdo local momentaneamente mais alta e capaz de modular a adesdo 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 interagdes do tipo hospedeiro-convidado (host—guest) apresenta propriedades de
tixotropia, alta porosidade e liberacao controlada de moléculas bioativas (Zheng et al., 2020).
Acreditamos que apds a redistribuicdo do composto e o provavel reequilibrio do
microambiente, as células recuperam sua taxa proliferativa normal, como evidenciado as 72h.

A discreta diferenca observada em 24 horas pode representar nao um efeito citotoxico,
mas uma fase de adaptacdo celular ao novo microambiente quimico, como ja descrito em
estudos de transicdo de substrato (Hayashi et al., 2022; Zhang et al., 2021). A recuperagdo
completa da densidade celular aos tempos de 48 e 72h reforca a hipotese de auséncia de efeitos
toxicos cumulativos e sugere estabilidade das interacdes célula-matriz. Contudo, novos estudos
analisando a cinética de liberagdo da crisina do HGM por uma técnica de cromatografia liquida
(HPLC/UV), bem como ensaios de MTT/Calceina-AM com concentra¢des variadas de crisina
dissolvida e afericdo da citotoxicidade por perda de membrana e por marcadores de apoptose

poderdo contribuir para mitigar as dividas suscitadas neste estudo.



Esta hipotese baseia-se em alguns estudos que descreveram a crisina (5,7-
diidroxiflavona) como um flavonoide com propriedades potencialmente antioxidantes, anti-
inflamatoérias e antiproliferativas dependentes da concentragdo e do tipo celular. Em células
tumorais, concentracdes elevadas podem induzir apoptose, enquanto em células nao 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 exposicdes prolongadas a
crisina em faixas entre 1 ¢ 30 uM sem alteragdes significativas de viabilidade, enquanto células
neoplésicas exibem queda acentuada na sobrevivéncia. Desta forma, se torna coerente a
interpretagdo de que, na concentragao utilizada neste estudo, a crisina incorporada ao HGM nao
atingiu niveis citotdxicos para fibroblastos L929.

Recentemente, a avaliagdo da incorporacdo de crisina em sistemas de liberacao
controlada, como nanoparticulas de quitosana e scaffolds poliméricos, resultou em
comportamento semelhante ao descrito em nosso estudo, com auséncia de toxicidade e
promocao de ambiente anti-inflamatorio (Kaparekar et al., 2021; Jori et al., 2025), auséncia de
inducao de alteracdo morfologica de fibroblastos e favorecimento da cicatrizagdo (alginato com
quitosana e crisina: Kaparekar et al. 2021), e efeitos gastroprotetores e antioxidantes em
modelos in vitro e in vivo, atribuidos a regulacdo 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 contribuido para a biocompatibilidade
observada neste estudo. Recentemente, Zheng et al. (2020) demonstraram que hidrogéis de
gelatina supramoleculares (host—guest gelatin hydrogels) apresentaram boa elasticidade,
biotolerancia e perfis de liberagdo ajustaveis, tornando-se plataformas promissoras para
liberagcdo controlada de agentes bioativos. Segundo o autor, as propriedades reoldgicas de
tixotropia e recuperagdo estrutural podem permitir seu uso como biomaterial injetavel sem
induzir morte celular significativa. A manutencdo da viabilidade celular observada pela
marcagdo com calceina em até 72 horas ¢ coerente com estas observagdes prévias.

Quanto a atividade antimicrobiana, a auséncia de zonas de inibi¢ao em ensaio de difusao
com Escherichia coli para os extratos do hidrogel com ou sem crisina sugere que a liberacao da
crisina pela matriz de goma de mandioca pode ndo atingir concentra¢des inibitorias no meio de
cultura ou a difusdo do composto estd comprometida pela estrutura polimérica ou pelas
caracteristicas fisico-quimicas da crisina (como baixa solubilidade em meio aquoso). Esta

ultima limitagdo ¢ bem documentada e afeta sua aplica¢do 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 inibic¢ao significativas, o
que pode se dever a liberacdo mais rapida e maior dispersao do composto ativo no meio
(Khasteband et al., 2024). Assim, a diferenca de resultado neste estudo pode decorrer tanto do
perfil de liberacdo da matriz de hidrogel quanto da modificagdo estrutural da crisina ou
formulagdo adotada. Um estudo com derivados de crisina ajustados na cadeia aromatica
demonstrou melhorias em atividade antibiofilme (Samarghandian et al., 2016) ¢ em
solubilidade (Stompor-Goracy et al., 2023). Essa inferéncia sugere que, embora a matriz
desenvolvida seja biocompativel e apta para aplicagdo celular, para efeito antimicrobiano direto
em bactérias gram-negativas sera necessario otimizar o sistema de liberagdo, concentrar o
composto ou combinar com outras tecnologias de formulagao.

O FTIR apresentou uma interagao em C-O e C-C, encontrada nas bandas de absor¢ao
em 850 - 1010 cm-1, semelhantes aos membrana de nanofibra de crisina de Wang et al., (2022).
As bandas de absor¢ao em 3400 — 3510 cm-1 sugerem a presenga de estiramento do grupo OH,
caracteristicas do amido, também observado no estudo de Namazi et al., 2018, com hidrogel de
amido modificado, associado a nanoparticulas de 6xido de zinco. Nas bandas em 2800 a 2950
cm-1 foi observado bandas relacionadas a absor¢ao de dgua, como observado por Lima et al.,
(2024), em seu estudo com hidrogel de goma de mandioca.

Os picos de difragdo obtidos pelo DRX do hidrogel incorporado com crisina neste
estudo corroboram com Sundararajan et al., (2017), que encontrou na sua analise de
nanoesponjas de B-ciclodextrina carregadas de crisina picos semelhantes (12,7°, 15° 17,8° e
27,8°). Os picos posteriores a 30° foram encontrados na andlise de Tang et al., (2024), que
observou os picos 25,22°, 28,45°, 30,76°, 35,96° e 47,30° em nanoparticulas de crisina a base
de caseina. Os picos da crisina encontrados no HGM confirmam a preseng¢a da substancia no
biomaterial, mesmo este sendo amorfo, provavelmente devido a incorporagdo ter sido realizada
por absorc¢ao.

No ensaio de liberagdo com UV-Vis, foi observado uma rapida liberagdo da crisina
pelos hidrogéis. De semelhante forma, o experimento de Salama et al. (2025) avaliou o perfil
de liberacdao de crisina carreada por novassomas, um sistema de transportador vesicular de
substancias, e observaram o perfil bifasico, destacando uma fase de liberacdo rapida nas
primeiras 5 horas, e uma fase de liberacdo mais lenta, até estabilizacdo em 24 horas. A rapida
liberacao inicial pode ser justificada pela presenca da crisina adsorvida na superficie 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 liberagao de menos de 10% de crisina de um auto-nanoemulsionante. Esses
resultados podem ocorrer devido a diminui¢ao gradual da solubilidade da crisina em PBS, ao
longo do experimento.

Por meio de microtomografia computadorizada, nossos resultados evidenciam uma
superficie rugosa, fator de interesse para aplicacdes direcionadas a enxertia tecidual na busca
de performance regenerativa (Kamadjaja et al., 2019). A rugosidade de superficie esta
relacionada a uma boa adesdo entre enxerto e tecido proporcionada pelo aumento da superficie
de contato, ancoragem mecéanica, ¢ modulagdo da atividade bioldgica que ocorre no
microambiente de exposi¢ao entre tecido e biomaterial, além disso, em caso de reparos teciduais
que se beneficiem de hemostasia, o fator rugosidade de superficie pode ser crucial para o
controle hemorragico (Swieringa et al., 2018).

O presente estudo apresenta algumas limitacdes que devem ser consideradas na
interpretacdo dos resultados. Primeiramente, as analises realizadas concentraram-se na
avaliacdo da biocompatibilidade e caracterizacdo estrutural do hidrogel, ndo contemplando
ensaios funcionais diretos relacionados a atividade antioxidante ou anti-inflamatoria em
modelos celulares especificos. Além disso, o docking molecular foi empregado como
ferramenta exploratdria, ndo substituindo experimentos bioquimicos ou celulares de validagao
funcional. Adicionalmente, os ensaios microbiologicos e de citotoxicidade foram conduzidos
em condig¢des in vitro controladas, o que limita a extrapolacao direta dos achados para cenarios
in vivo. Apesar dessas limitacdes, o estudo fornece evidéncias consistentes quanto a viabilidade
tecnologica e biocompatibilidade do sistema desenvolvido, estabelecendo uma base solida para

investigacoes futuras mais aprofundadas.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que o hidrogel de goma de mandioca
incorporado com crisina apresenta viabilidade estrutural e biocompatibilidade in vitro, ndo
sendo possivel, no escopo deste estudo, inferir efeitos funcionais especificos relacionados a
modulacao do estresse oxidativo.

A analise in silico por docking molecular indicou afinidade tedrica da crisina por sitios
ativos de enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo, devendo esses achados ser
interpretados como indicativos de plausibilidade bioquimica, e ndo como evidéncia direta de
atividade biologica. Ademais, o hidrogel de goma de mandioca contendo crisina apresentou
liberagao controlada da crisina e biocompatibilidade em culturas de fibroblastos, confirmando
sua adequacdo como matriz polimérica para incorporagdo de compostos bioativos.

Embora o material ndo tenha exibido atividade antimicrobiana relevante nas condigdes
experimentais avaliadas, tal resultado pode estar associado a limitagdes relacionadas a difusao
do composto ou as caracteristicas estruturais da crisina, nao invalidando sua aplicabilidade em
outros contextos biomédicos.

Este estudo representa uma etapa inicial relevante para o desenvolvimento de
biomateriais funcionais a partir de recursos renovaveis, contribuindo para a mitigagdo da baixa
inovacdo tecnologica nas areas de biomateriais e biotecnologia em regides menos favorecidas
do Brasil. O avango dessa linha de pesquisa poderd, a médio prazo, estimular politicas de
incentivo a inovacao, fomentar parcerias entre universidade e setor produtivo e fortalecer a

soberania cientifica nacional, em consonancia com os principios da bioeconomia sustentavel.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa desenvolvida evidenciou o potencial promissor dos biomateriais na area da
medicina regenerativa, com destaque para o hidrogel de goma de mandioca incorporado a
crisina. Os resultados obtidos indicam que essa combinagdo apresenta propriedade relevantes,
especialmente relacionadas a sua agdo antioxidante e biocompatibilidade, caracteristicas que
podem favorecer processos de reparo tecidual. Apesar disso, sao necessarios mais estudos para
aprofundar a compreensao sobre seus mecanismos de agdo, estabilidade e aplicabilidade em
modelos bioldgicos mais complexos, de modo a confirmar sua viabilidade como agente
terapéutico.

O desenvolvimento deste trabalho enfrentou alguns desafios ao longo de sua execucao,
especialmente relacionados ao ambiente laboratorial e aos recursos disponiveis. Cabe destacar
que parte das atividades foi adiada em decorréncia da suspensdo de procedimentos essenciais.
Durante o periodo de junho de 2024 a fevereiro de 2025, a sala de cultivo de células-tronco do
NUPCelt permeneceu inativa, uma vez que a UFPI ndo renovou os contratos de manutencao
dos equipamentos nem adquiriu os gases especiais (como o CO:) necessarios ao funcionamento
das estufas, conforme detalhado nos documentos anexos a este relatorio e formalizado nos
processos n° 23111.000738/2025-07 e n® 23111.034225/2024-95. Como consequéncia, as
tentativas de cultivo celular realizadas em condig¢des inadequadas resultaram em contaminagao
e perda de material experimental. Ademais, a baixa concentracdo de CO: comprometeu a
viabilidade dos cultivos, impossibilitando a continuidade de parte das anélises previstas, motivo
pelo qual alguns resultados ainda ndo se encontram disponiveis.

Além disso, a limitacdo de recursos e o tempo necessario para o treinamento técnico
contribuiram para a extensdo do cronograma experimental, principalmente nas etapas de
padronizagdo dos ensaios e caracterizacdo do hidrogel. Apesar dessas dificuldades, a
experiéncia proporcionou um aprendizado significativo, fortalecendo as habilidades técnicas e
a capacidade de adaptacao diante dos imprevistos inerentes a pesquisa cientifica.

O desenvolvimento desde trabalho representou uma experiéncia cientifica e pessoal de
grande relevancia por desafios, aprendizados e conquistas. Essa trajetéria reforca a importancia

da ciéncia como instrumento de transformacao, inovagao e evolucao no campo da saude.
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PRO-REITORIA DE ADMINISTRACAO

MEMORANDO ELETRONICO N° 241/2024 - PRAD (11.00.15)
(Identificador: 202900538)

N° do Protocolo: 23111.032273/2024-31
Teresina-PI, 17 de Julho de 2024.

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

Titulo: RE.: Solicita informagdes sobre pregio para gases, r
de laboratério

Senhor Diretor,

Informamos, para os devidos fins, que o pregdo de gases estd na fase de pesquisa de pregos, na Coordenadoria
de Compras e Licitagdes, O pregdo de reagentes, a Ata esteve vigente até junho de 2024 e o pregéo de
manutengdo de equipamentos, por conta da greve dos servidores, esteve suspenso neste periodo, tendo sido
retomado agora em julho e se encontra na fase de planejamento da contratagdo - sobre este (ltimo, sugerimos
contato com a PROPESQI, para mais informacoes.

Atenciosamente,

EM RESPOSTA AO MEMORANDO ELETRONICO N° 117/2024 - CCA (11.00.27)

(Autenticado em 17/07/2024 11:57)
EVANGELINA DA SILVA SOUSA
PRO-REITOR(A) - TITULAR
Matricula: 2630268

SIPAC | Superintendéncia de Tecnologia da Informagho - STI/UFPI - (86) 3215-1124 | sigjb07.ufpl.br.instancial -
VSIPAC_4.24.283 22/07/2024 12:52
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#ZZZ4WHITE MARTINS o .
PRALAY W White Martins Gases Industriais do Nordeste Lida

CNPJ: 24.380.578/0024-75

UFPI
At.: NAPOLEAO MARTINS ARGOLO NETO
CPF -945.990.505-63
ORCAMENTO
Segue orgcamento como solicitado:
Descrigio do Produto Qtd |Preco unitirio | Total Produto
1 500,00 RS 500.00

1 |CO2 25KG

R$ 500,00

Validade da proposta 15 dias
Teresina, 11 de julho 2024.

Atenciosamente,

Marcus Mourao

Representante Comercial

White Martins Gases Industriais do NE Ltda.
Tel: (86) 99578-0785

E-mail: marcus_mourao_wm@outlook.com
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20107/2024, 12,20 Memorando Eletrdnico - SIPAC

# 2A N

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUL

Teresina-PI, 29 de Julho de 2024,

DIRETORIA ADMINISTRATIVA/PRAD

aquisicio em cariter de urgéncia de 75Kg de gas CO2 e manutengio corretiva de estufa incubadora
de CO2

Ilma Diretora administrativa,
Ao tempo em que lhe saldo com votos de estima e salde, considerando:

1. Memorando eletrénico n.241/2024 - PRAD de 17/07/24;
2. Memorando eletrénico n.117/2024-CCA,

Solicito encarecidamente a andlise de viabilidade da aquisigio em carater de urgéncia de 75Kg de gas CO;,
equivalente & recarga de trés cilindros de 25Kg (cilindros ja disponivels) e da manutencdo corretiva de uma
estufa incubadora de CO2 (inclusa mao de obra e troca de pegas), ambos para o Nucleo Integrado de Morfologia
e Pesquisas com Células-tronco (NUPCelt), utilizando recursos do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), mediante
consentimento do Diretor, obviamente.

Informo que consultel a Diregdo do CCA previamente para obter autorizagdo para montar o presente processo a
PRAD. Contudo, o CCA deverd se manifestar oficialmente no processo sobre o pleito.

Justificativas para o pedido:

1. Auséncia de pregdo de gases vigente;

2. Auséncla de pregdo de manutengdo de equipamento;

3. Dependéncia exclusiva de TODAS as pesquisas do NUPCelt de gés CO; e estufa incubadora de CO; para
o cultivo de células-tronco;

4. Atual paralizacdo de 15 dias de TODAS as pesquisas do NUPCelt, correspondente a 02 teses de
doutorado, 05 dissertacbes de mestrado, ambas do PPGTAIR, além da assisténcia as teses de doutorado e
dissertagdes de mestrado de outros Programas de pés-graduagdo que realizam ensaios com células-
tronco no NUPCelt;

5. Atraso de pesquisas de pés-graduagdo.

Infelizmente, ndo ha diversidade de empresas que prestem os servigos solicitados neste processo no municipio
de Teresina, Em anexo constam dois orgamentos para cada servigo. Ressalta-se que a empresa Teresina
oxigénio LTDA ja inclui no prego orgado, um técnico para manutengdo de possiveis vazamentos durante a troca
dos cilindros de gases. A empresa White Martins ndo Inclul, sendo necessdrio o pagamento & parte de um
técnico para tal,

Aguardo deliberacdo de Vsa Sra sobre o pleito e reitero a excepcionalidade da situagdo.

Estou a disposicio para maiores esclarecimentos, se necessario,

Desde §& agradego

Oecumento st ado dgtaimente
Att.,

NAPOLIAD MANTING ARGOLO NETO
Data 29072004 L2 4% ) 0)00O
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TERESINA OXIGENIO

CNPJ:12.083.900/0001-29 INSC.EST.19.475.762-5

Rua: Domicio Magalhaes, 24 Bairro: Recanto das palmeiras

Fone (86)98822-5551/ 99910-1988 Teresina- Pl

UFPI

At.: NAPOLEAO MARTINS ARGOLO NETO

CPF: 945.990.505-63

Segue abaixo orgamento conforme vossa solicitagao.

Descricdao do Produto UN

Qt

Valor Unit

ValorTotal

CO2 25KG UN

01

462,50

462,50

Estamos a disposigdo para qualquer informagao complementar..

C C CAMPOS & CIA 2:;‘,:‘:8::;::"“3 digital por CC
LTDA:12083900000129 LTPA12083900000129

Dados: 2024.07.25 13:28:29 -03'00°
Atenciosamente

Cesar Campos.

8822-5551
9910-1988

Processo N°: 23111.034225/2024-95

Teresina 25 de JULHO de 2024.
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TECHCLOGIA PIRAVIDS

PROPOSTA N°: 188973 Pag. 2/ 2

455653

REVI

:1 - PROPOSTA REFERENTE AQ SERVICO DE MANUTENCAQ NOS EQUIPAMENTOS,
NS 310214-9839 [ NS: 308896-37953 | .

:2 ATENDIMENTO A SER REALIZADO NO LOCAL DE INSTALACAO:Universidade Faderal do Plaui Campus Universitirio Ministro Petrénio Portela, Csntm
de Cléncias Agrérias - CEP 84048-550 - Teresina - Piaul. '

& - EQUIPAMENTO AVALIADO POR LIGACAQ PELO TECNICO BRENO AS PECAS APONTADAS NESSAS PROPOSTA NAO NECESSARIAMENTE IRAR
DE]XAR O EQUIPAMENTC EM PLENO FUMCIONAMENTO. :

|4 PROPOSTA VALIDA APENAS PARA O SERVICO AQUI DESCRITO. CASO SEJA NECESSARIO MANUTENCAO, REPARC OU TROCA PECAS
OUTRAPROPOSTA SERA APRESENTADA.

PREZADO CLIENTE: Solicitamos que ndo seja efetusda a retengio do I1SSQN, pelo fate do imposte ser devido para o municipio de Belo Horizonte, pois o semvigo prestado ndo
eetd inserido nas excecbes da Lei 116/2003. art. 3.° dos Incisoa | & XX
IMPORTANTE: As propostas emitides para clientes beneficiados por isengBo de ICME, apresentam no campo Total de Produtos, o valor final 8 ser pago, apés aplicagdo do

desconto (ICMS) devido.

*** Valor minimo para faturamento: RS 500,00 *

Rua José Claudic Sanches, 200 - Belo Horizonte | MG 30_855-445 5 = r Rua Doutor Marke Vicente, 137 lpiranga Sao Paulo [ 3P Cep. 04270-000
Fone: (31)2102-8000 Fax: (31)2162-6050 Assisténcia Técnica Fone: (1) 2537-9700  Fax:{11) 2537-9700

PR e Z LR LGNE22312024-95 o datamedweb.com.br O atensamanisamistam i aATe 12



73

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAU
COORDENADORIA DE INFRAESTRUTURA DE PESQUISA/PROPESQI

MEMORANDO CIRCULAR N° 1/2025 - CIP/PROPESQI (11.06.09)
(Identificador: 203017161)

N° do Protocolo: 23111.001423/2025-39
Teresina-PI, 13 de Janeiro de 2025,

ﬁ grupo: DIRETORES DE CAMPUS, DIRETORES DE CENTROS TERESINA, DIRETORES DE COLEGIO
CNICO.

Titulo: Demanda de gases nobres

Caros Diretores,

Em tempo em que os cumprimento e desejo votos de um exitoso 2025, vimos por meio deste solicitar
informacdes a cerca da demanda de gases especiais dos laboratdrios de pesquisa da UFPI. Esse levantamento se
faz necessédrio para iniciarmos o processo de licitagdo/pregdo, viabilizando futura aquisicdo desses insumos.
Dessa forma, pedimos que encaminhem esta demanda para os responsaveis pelos laboratdrios dos seus centros
e coléglos, para que os mesmos possam encaminhar essas informacgdes para o e-mail cip@ufpl.edu.br, até o dia
31/01/2025, prazo necessario para dar celeridade ao processo, evitando prejuizo ac andamento das
pesquisas.

Atenciosamente,

(Autenticado em 13/01/2025 13:01)
MARIA DO SOCORRO PIRES E CRUZ
COORDENADOR - TITULAR
Matricula: 2221697

SIPAC | Superintendéncia de Tecnologia da Informacio - STI/UFPI - (86) 3215-1124 | sigjb15.ufpi.brinstancial -
vSIPAC_4.24,287 13/01/2025 16:50

Processo N°: 23111.034225/2024-95 Phig.: 12 de 12



Data Entrada 25/07/2024

EASY LAB COMERCIO E MANUTENCOES DE EQUIPAMENTOS LTDA.

CNPJ 51.179.517/0001-20
[z LE 206.872.289.114
RUA GETULIO VARGAS, n* 283
) CIDADE  BARUERI /SP
Ccep 06.420-190

Easy Lab WHATSAPP (11)57656 006

sac@easylabbrasil.com.br

weww.easylabbrasil.com.br Dirvidas! Aponte.
ORCAMENTO N° 000413 Ver. 03
do
Dados do Cliente
Cliente UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAU[ - UFPI
Enderego  CAMPUS UNIVERSITARIO MINISTRO PETRONIO PORTELLA Fone (87) 8855-6648
N*® S/N Comp. 0 CEP 64049-550 E-mail REGINALUCIA.VET@GMAIL.COM
Cidade TERESINA Bairro ININGA Contato REGINA
Local CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
Dados do Equipamento
Cédigo Interno 000246 Numero de Série  398896-37953
Equipamento INCUBADORA DE CO2 Equipamento de EVENTUAL
Marca THERMO Especificagdo 37 °Ce 5% CO2
Madel 3110 Patriménio 000000
Servigo e Pegas
Referéncia Descrigdo do Servigo Qtde | Valor Unitario RS | Valor Total R$
000237 DESCONTAMINAGAO (INCUBADORA) 1 RS 600,00 | RS 600,00
000519 REVISAO GERAL C/ AJUSTE DE OFFSET (INCUBADORA) - PIAUI 1 RS 5.900,00 | RS 5.900,00
Referéncia Descrigao de Pecas Qtde | Valor Unitario RS | Valor Total RS
000315 KIT DE DESCONTAMINACAO (INCUBADORA DE CO2) 1 RS 3.550,00 | RS 3.550,00
000313 CABO DA PORTA (INCUBADORA DE CO2) 1 RS 2.430,00 | RS 2.430,00
MAQ DE OBRA RS 6.500,00
PECAS RS 5.980,00
TOTAL ORCAMENTO RS 12.480,00
Observagdo
Forma de Pagamento 700L
Garantia 03 Dias*
Prazo de Execucdo 65 dias teis

*A garantia deste orcamento é a contar da data de conchus3o descrita na Ordem de Servico

Servigo serd executado no cliente.

As despesas de ico, e j estiio inclusas neste orgamento.

Farma de Pagamento em Crédito em Conta 077-Banco Inter - Agéncia 0001-9 Conta Carrente 298559749 ou PIX (CNPJ) $1.179.517/0001-20.

R.SOCAL: EASY LAB COMERCIO £ MANUTENCOES DE EQUIPAMENTOS LTDA
PO N +23111.034225/2024-95 CDAOR TARLER S8 Pag.: 6 de 12
NPl 51.179517/0001° 20 CEP: 06420150

INSC. ESTADUAL: 206572289114 FONE: [11) 22168636 ou |11) 976660456

B otk hitan ansiad ais Saba] dnrtn e ants St Skt dn Fkibn d Puialidde Cletamn Easis b



oy
Datemed PROPOSTA N°: 188973 Pio. 11 2

TECHOUDGLA PELAVIDA

455553

DADOS EMITENTE / VENDEDOR
GNP.J: 38.658.399/0001-T5

ENDEREGO: RUA: JOSE CLAUDIO SANCHES 200 BAIRRO: GEP: 3085544
INSCRIGAD ESTADUAL  DE26E69320042

CIDADE: BELO HORIZONTE ESTADO: MINAS GERAIS
RAZAD SOCIAL: DATAMED LTDA

VENDEDOR: 0
USUARIO: THALESC

TELEFONE: 0290
E-MAIL: contatof@datamedweb_ com_br kil Ao

cLENTE: 3687 - UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI - FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO

CNPJ: E:aLsﬂ: H}armmi c; :En:l:soso
ENDEREGO:  CAMPUS UNIVERSITARIO - 8/N Dt. NEGOCIAGAD: 24/07/2024
CIDADE: TERESINA - PI

BAIRRO: ININGA

TELEFONE:

CONTATO:  SANDRA CRISTINA SANTOS adm.ufpl@comprehense com bhe

e e s e R e e s o e S S i S S e e e s s e E s s S R S e SR s s s S e e e e g "

‘MANUTENCAO CORRETIVA COM TROCA DE PECA. '
‘NS: 310214-9839 | NS: 398596-37953

PECAS / PRODUTOS

jrrem | coo. | mer. | wou | gmo | vim ONIT. ICHS % PREO TOTAL | PRAZO ENTREGA

2 4408 150651 84199040 1 R% 3.139,00 3.25 % 1B.00 % ®5 0,00 R§ 3.241,02

KIT DESCONTAMINACAO PARA ESTUFA
iz 1 Hi: 310714-3833

Incubadora OO

4 9504 150566 85444200 1 RS 2.022,00 5.00 % 18.00 % ™% o.00 R§ 2.123 .10
CRBO DA RESISTENCIA PORTA 3110
Incubacdara CO2 3110 H9: 39BH9E-37453

SERVICOS

coD. S RO VLR 4 § IS8 0 z Gl
ITEM con DESCRICAD QTD VLE UNIT RS Iss PRECO TOTAL PRAZ0D ENTREGA

1 3649 1 RS 7.650,00 5.00 % R$ 382,50 R§ 7.650,00
MANUTENCAD PREVENTIVA

5 10838 1 RS 410,00 5.00 % RS 20,50 R§ 410,00
CALIBRACAD RASTREAVEL DE INCUBADORA CO2

CALIBRACAD RASTREAVEL EM 1 PONTO DE TEMPERATURA E CHECAGEM DE 1 PONTO DE CONCENTRACAC DE CO2 DENTRO DA FAIXA DE
OPERACAC DO EQUIPAMENTO. VALIDADE PADRAO DE 1 ANO.

TOTAIS

TOTAL ICMS R$ 965,54 VALOR DOS PRODUTOS RS 5.364,12
VALOR DOS SERVICOS RS$ 8.060,00
TOTAL IPI RS 203,12
VALOR TOTAL R§ 13.424,12
CONDICOES DE FORNECIMENTO
VALIDADE DA PROPOSTA:  24/08/2024 COMDIGOES DE PAGAMENTO: A VISTA ANTECIPADO
PRAZO DE ENTREGA: 90 DIAS APOS A APROVACAD FRETE: CIF-
MARCA | PROCEDENCIA: THERMO PRAZO DE GARANTIA: 90 DIAS PARA PECAS

SUBSTITUIDAS E SERVICOS
PRESTADOS. A GARANTIA NAO
COBRE EVENTUAIS DESPESAS

COM TRANSPORTES Do
EQUIPAMEMNTO.
OBSERVACOES
Fua José Claudio Sanches, 200 - Bolo Horizonte | MG 30_055-445 o o Rua Doutor Marie Vicente, 137 Ipiranga 530 Paulo | 3P Cep. 04270-000
an [3tj2102-0080 Assisténcia Técnica Fone: (11} 2637-9700  Fam:(11) 2837-9700

e: (31)2102-9000 Fax:

i. £ 'ilﬂ.h."‘ .‘?"‘.‘.l : 024_95 CHNPJ: n.eﬂs_.asm_uni-?ul.s.:pﬁwa,-m 12
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAU{
DESPACHO N" 379/2024 - DA/PRAD (11.00.15.08)

N* do Protocolo: NAO PROTOCOLADO
Teresina-Pl, 30 de Julho de 2024

A PRAD,

Encaminhamos solicitagio do NUPCELT, de aquisi¢do de Gas CO2 e manutengdo de estufa CO2, para analise e
providéncias necessarias.

Atenciosamente,

(Assinado digitalmente em 30/07/2024 15:09)
LARISSA NAIANA MENDES DE SOUSA
DIRETOR
Matricula: 1638174

s/ informando seu

Para verificar a autenticidade deste documento entre em wWww,
nimero, ano, tipo, data de emissio e o codigo de verificagio: c0f55¢70b8

Processo N°: 23111.034225/2024-95 Pig.: 9 de 12
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
DESPACHO N" 1486/2024 - PRAD (11.00.15)

N do Protocolo: NAO PROTOCOLADO
Teresina-PL, 01 de Agosto de 2024

A PROPESQI,
Senhor Pro-Reitor,

Considerando que ndo ha pregio em andamento e que, o ja realizado, ndo obteve sucesso, encaminhamos este
processo para andlise da melhor e mais célere modalidade de contratacdo, levando em consideracdo a existéncia de
outras unidades que também possam ter necessidade do objeto almejado, para centralizagio da demanda, salvo melhor
Juizo.

(Assinado digitalmente em 01/08/2024 15:35)
EVANGELINA DA SILVA SOUSA
Matricula: 2630268

Para verificar a autenticidade deste documento entre em https://swaww.sipac.ufpi.br/documentos! informando seu
niimero. ano, tipo, data de emissio e o codigo de verificagdo: OccbeShd98

Processo N": 23111.034225/2024-95 Pig.: 10 de 12



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUR

DESPACHO N* 6/2025 - CIP/PROPESQI (11.06.09)

N* do Protocolo: NAO PROTOCOLADO
Teresina-PL, 13 de Janeiro de 2025

De ordem, devolvemos o processo e informamos que a CIF/PROPESQI encaminhou aos diretores memorando
(MEMORANDO CIRCULAR N* 1/2025 - CIP/PROPESQI) solicitando levantamento sobre demandas de gases
especiais dos laboratorios da UFPI, visando a realizacio de processo de licitagio/pregio.

{Assinado digitalmente em 13/01/2025 17:37)
DIEGO MEIRELES DE PAIVA
Matricula: 1307848

o/ informando seu

Para verificar a autenticidade deste documento entre em ol

niimero, ano, tipo, data de emissio e o codigo de verificagio: cobe93f53b

Processo N": 23111.034225/2024-95 Pig.: 11 de 12




MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAU{

Teresina-PI, 08 de Janeiro de
2025.

PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVAGAO - PROPESQI

Renovacdo do pregéo de nitrogénio Liquido em carater de urgéncia
Iimo Pré-reitor,

Ao tempo em que lhe saido com votos de estima e salde, solicito onuncldnmcntc a urgéncia nl
renovacio do pregéo de nitrogénio liquido da UFPI, pois o atraso atual ja a

do banco de células do Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com Células-tronco (NUPCelt), Atualmente,
dispomos apenas de 10 litros de nitrogénio liquido previstos para entrega pela empresa contratada F BRASILEIRO
FILHO & CIA LTDA ME CNPJ 02,161.408.0001/70, conforme informado no documento em anexo (anexo 1) a este
memorando.

Desde julho de 2024 que o NUPCelt enfrenta graves probl de aquisicio de gases especiais e
manutencio de equipamentos, o que paralisou TODAS as atividades de pesquisa do setor desde entdo,
causando atraso e prejuizo a diversas dissertacdes, teses e pesqui e iniciacéo cientifica. O processo
23111,034225/2024-95, de 29/07/2024, atualmente na PROPESQI, trata da urgéncia da aquisicdo de gases
especiais e manutencdo de equipamentos, mas até a presente data ndo foi respondido ou dado encaminhamento
(anexo 2).

Agora a coordenagdo do NUPCelt preocupa-se também com a necessidade de aquisicdo de nitrogénio liquido e a
auséncia de pregao para tal. Se ndo houver disponibilidade para aquisicdo de nitrogénio liquido, dado que a
disponibilidade atual estd restrita a apenas 10 litros, corre-se o0 risco de todas as células-tronco armazenas no
setor, provenientes de anos de pesquisa, sejam perdidas.

Aguardo deliberacdo de Vsa Sra sobre o pleito.

Estou & disposigdo para malores esclarecimentos, se necessario,
Desde j& agradego

Att.,

Documento sunado digtalmente

NAPOLEAD MARTING ARGOLO NETO
g( Data: 00/01/202% 11137280300
Ve Ifigue em HEps: /vl i1l gov be

Napoledo Martins Argblo Neto
Coordenador Geral NUPCelt
SIAPE 1691866
SIPAC | Superintendéncia de Tecnologla da Informagdo - STI/UFPI - (86) 3215-
1124 | sigjb07.ufpi.br.instanclal - vSIPAC_4.24.283

Fechar

Processo N“: 23111.000738/2025-07 Pig.: 2 de 6
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Firefox http://192.168.15.114:8080/cfbrasil/financeiro/empenho/impressao.xh

W F.BRASILEIRO FILHO & CIA LTDA ME

X CNPJ 02.161.408.0001/70

sao Jm Rua Dr. Jesus da Cunha Aradjo, 5594

Santa Isabel - Teresina - Pl - CEP: 64.053-170
Fone: (86) 9 9935-0041 / 3233-3401
E-mail: forasileirofitho@gmaid.com
Empenho: 2023NE765 Cliente: UFPI - CELULAS TRONCO
Quantidade Total:350 Quantidade Restante: 10
Data Situagao Quantidade

25/07/2023 PAGO 20.00
29/08/2023 PAGO 20,00
25/09/2023 PAGO 20,00
24/10/2023 PAGO 20,00
29/11/2023 PAGO 20,00
21/12/2023 PAGO 20,00
24/01/2024 PAGO 20,00
27/02/2024 PAGO 20,00
25/03/2024 PAGO 20,00
21/05/2024 PAGO 20,00
26/06/2024 PAGO 20,00
22/07/2024 PAGO 20.00
23/08/2024 PAGO 20,00
30/09/2024 PAGO 20,00
24/10/2024 PAGO 20.00
26/11/2024 PAGO 20,00
17/12/2024 PAGO 20,00

Processo N°: 23111.000738/2025-07 Pig.:3de6
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SIPAC - Sistema Integrado de Patrimdnio, Administragdo e Contratos
trat -+~ MUDAR DE SISTEMA -~ ¥

NAPOLEAO MARTINS ARGOLO NETO

Orgamanto: 2028

~NUCLEO INTEGRADO DE MORFOLOGIA E PESQUISA... {11.00.27.20)

PoRTAL ADMINISTRATIVO > CONSULTA DO PRoCESSO 23111.034225/2024-95

Dapos Genais 0o Phrocessa

Processo: 23111,014225/2024-95

Origem do Processo: Interna
Data de Autuaclo: 25/07/2024

Usuario de Autuacio: CARLOS ALBERTO ALVES DA SILVA
Assunto Detalhado: SOLICITACAO DE AQUISICAO URGENTE DE GAS CO2 E MANUTENCAO DE ESTUFA DE CO2 PARA O NUPCELT

Natureza do Processo: OSTENSIVO
Unidade de Origem: DIVISAC DE
Data de Cadastro: 29/07/2024
Observacio: -
Status: ATIVO
ULTIMA MOVIMENTAGAO REALIZADA
Data de Envio: 05/08/2024
de PRO:

PROTOCOLO £ DOCUMENTACAO/PRAD (11.00.15.08.03)

DE PESQUISA E INOVAGAOD (11.06)

Enviado por: LUIZ DE SOUSA SANTOS JUNIOR (tjunior)

Destino: C

DE INI DE PESQUISA/PROPESQI (11.06.09)

Tempo Esperado no Destino: NAD DEFINIDO

Data de Recebimento: O8/08/2024

Recebido por: ALEXANDRE DE CASTRO MACIEL (acrnacied)

X Dados do

Origem
DIVISAD DE PROTOCOLO E DOCUMENTACACPRAD (11.00.15.08.03)

TRATIVASRAD (11.00.15.08)

Documantos Irtoressados Arquivos Arexados
QJ
D 108 NO P
Tipo de Documento Data de Documento
MEMORANDO ELETRONICO 29072028
Assunto Detalhado: NAO DEFINDO
? DESPACHO
" Assunto Detalhado: NAO DEFINDO
DESPACHO D1082028

Assunto Detalhado: NAO DEFINDO

PROREITORIA OE ADMNIS TRACAD (11.00.15)

|:)‘ Imprimir a Capa do Processo

Natureza
SIGILOSO a | Q

OSTENSIVO a2 Q

osrensivo | G

@ Gula de
Econdmico

j Guia de
2 Normat

Portal Administrativo

Processo N*: 23111.000738/2025-07

1 QY 1o/,
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MINISTERIO DA EDUCAGCAD
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUL

DESPACHO N" 52025 - CIP/PROPESQI (11.06.09)

N* do Protocolo: NAO PROTOCOLADO
Teresina-PL, 13 de Janeiro de 2025

De ordem, devolvemos o processo e informamos que a CIPPROPESQI encaminhou aos diretores memorando
(MEMORANDO CIRCULAR N* 1/2025 - CIP/PROPESQI) solicitando levantamento sobre demandas de gases
especiais dos laboratorios da UFPLL visando a realizagdo de processo de licitagio/pregio.

(Assinado digitalmente em 13/01/2025 17:26)
DIEGO MEIRELES DE PAIVA
Matricula: 1307848

Para verificar a autenticidade deste documento entre em hitps:/www.sipac. ufprbr/documentos’ informando seu

nimero, ano, tipo, data de emissio e o codigo de verificagio: 8049cfeTec

Processo N": 23111.000738/2025-07 Pag.: 5de 6
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUT
COORDENADORIA DE INFRAESTRUTURA DE PESQUISA/PROPESQI

MEMORANDO CIRCULAR N° 1/2025 - CIP/PROPESQI (11.06.09)
(1dentificador: 203017161)

N° do Protocolo: 23111.001423/2025-39
Teresina-PI, 13 de Janeiro de 2025.

Ao grupo: DIRETORES DE CAMPUS, DIRETORES DE CENTROS TERESINA, DIRETORES DE COLEGIO
TECNICO.

Titulo: Demanda de gases nobres

Caros Diretores,

Em tempo em que os cumprimento e desejo votos de um exitoso 2025, vimos por meio deste solicitar
informagdes a cerca da demanda de gases especiais dos laboratdrios de pesquisa da UFPI. Esse levantamento se
faz necessdrio para iniciarmos o processo de licitacdo/pregdo, viabilizando futura aquisicdo desses insumos.
Dessa forma, pedimos que encaminhem esta demanda para os responsaveis pelos laboratdrios dos seus centros
€ colégios, para que os mesmos possam encaminhar essas informagdes para o e-mail cip@ufpi.edu.br, até o dia
31/01/2025, prazo necessario para dar celeridade ao processo, evitando prejuizo ao andamento das
pesquisas.

Atenciosamente,

(Autenticado em 13/01/2025 13:01)
MARIA DO SOCORRO PIRES E CRUZ
COORDENADOR - TITULAR
Matricula: 2221697

SIPAC | Superintendéncia de Tecnologia da Informacdo - STI/UFPI - (86) 3215-1124 | sigjb15.ufpi.br.instancial -
VvSIPAC_4.24.287 13/01/2025 16:50

Processo N”: 23111.000738/2025-07 Pig.: 6de 6



