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RESUMO 

 

Os avanços na medicina e tecnologia levaram a um aumento na expectativa de vida 

da população mundial. Com o envelhecimento, no entanto, surgem desafios 

relacionados à saúde, incluindo doenças crônicas, lesões e degeneração dos tecidos. 

Nesse contexto, a medicina regenerativa desempenha um papel muito importante, 

onde cada vez mais se faz necessário a ampliação de biomateriais. Dentre os 

biomateriais, os polímeros destacam-se por sua ampla versatilidade estrutural e 

funcional, sendo os hidrogéis considerados um dos mais promissores para aplicações 

em medicina regenerativa, especialmente aqueles formados pelo biopolímero ácido 

hialurônico (HA), devido à sua biocompatibilidade e biodegradação. Esse estudo 

propõe o desenvolvimento de um biomaterial polimérico capaz de reticular 

rapidamente em condições fisiológicas. A rápida reticulação visa permitir a injeção do 

material em forma líquida, seguida de sua geleificação. O ácido hialurônico foi 

modificado com furfurilamina (HA-Furano) para posterior reticulação por meio da 

reação Diels-Alder, para que essa reação fosse possível foi sintetizada uma 

bismaleimida (BM) solúvel em água a partir do aminoácido lisina. Os materiais foram 

caracterizados por titulação condutimétrica, FTIR, RMN, análise térmica, teste de 

reticulação e análise reológica. Além disso, foram realizadas análises biológicas, que 

mostraram o potencial de aplicação desses materiais na área da saúde, uma vez que 

não apresentaram toxicidade para as células. Foi observado por meio da titulação 

condutimétrica uma substituição de 40% por grupamento furânico após a modificação 

do HA com a furfurilamina. As análises de FTIR e RMN permitiram confirmar a 

introdução do grupo furano na estrutura do ácido hialurônico, além de evidenciar a 

formação da BM e a reticulação do HA mediada por essa molécula. A reticulação 

ocorreu em um curto período de tempo em aproximadamente 1 minuto após o contato 

do HA-Furano com a BM, o aumento da viscosidade foi confirmado por meio da 

análise visual e análises reológicas. 

 

Palavras chave: Hidrogel; Ácido hialurônico; Bismaleimida; Diels-alder; Medicina 

Regenerativa. 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

Advances in medicine and technology have led to an increase in the life expectancy of 

the world's population. With ageing, however, health-related challenges arise, 

including chronic diseases, injuries and tissue degeneration. In this context, 

regenerative medicine plays a very important role, where the expansion of biomaterials 

is increasingly necessary. Among biomaterials, polymers stand out for their wide 

structural and functional versatility, with hydrogels considered one of the most 

promising for applications in regenerative medicine, especially those formed by the 

biopolymer hyaluronic acid (HA), due to their biocompatibility and biodegradability. 

This study proposes the development of a polymeric biomaterial capable of rapid 

cross-linking under physiological conditions. Rapid cross-linking aims to allow the 

injection of the material in liquid form, followed by its gelation. Hyaluronic acid was 

modified with furfurylamine (HA-Furano) for subsequent cross-linking through the 

Diels-Alder reaction. To enable this reaction, a water-soluble bismaleimide (BM) was 

synthesised from the amino acid lysine. The materials were characterised by 

conductometric titration, FTIR, NMR, thermal analysis, cross-linking test and 

rheological analysis. In addition, biological analyses were performed, which showed 

the potential for application of these materials in the health field, since they did not 

present toxicity to cells. Conductometric titration showed a 40% replacement by 

furanoic group after modification of HA with furfurylamine. FTIR and NMR analyses 

confirmed the introduction of the furan group into the hyaluronic acid structure, as well 

as demonstrating the formation of the BM and the HA cross-linking mediated by this 

molecule. Cross-linking occurred in a short period of time, approximately 1 minute after 

contact between HA-Furan and BM, and the increase in viscosity was confirmed by 

visual analysis and rheological analyses. 

 

Keywords: Hydrogel, Hyaluronic acid, Bismaleimide, Diels-alder, Regenerative 

Medicine. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Biomateriais são um amplo grupo de materiais, naturais ou sintéticos, 

desenvolvidos para interagir de forma específica com sistemas biológicos, com 

aplicações médicas que incluem diagnóstico, terapêutica e regeneração de tecidos 

(HONG et al., 2025). Sua classificação é baseada na composição química, 

abrangendo metais, cerâmicas, polímeros e compósitos (MARIN; BOSCHETTO; 

PEZZOTTI, 2020). Dentre os biomateriais, os polímeros se destacam por sua ampla 

versatilidade estrutural e funcional. Devido à sua biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e baixa toxicidade, esses materiais vêm ganhando destaque no 

desenvolvimento de soluções inovadoras para a área da saúde (ZHU et al., 2021). 

Nos últimos anos, o interesse por esses polímeros tem crescido significativamente, 

especialmente em aplicações como sistemas de liberação controlada de fármacos 

(D’SOUZA; SHEGOKAR, 2016), engenharia de tecidos (SHOJARAZAVI et al., 2021), 

curativos multifuncionais (YUAN et al., 2023), e dispositivos biomédicos (SHARMA; 

SAHA; SATAPATHY, 2022). 

A palavra polímero deriva da palavra grega "poli", que significa muitos, e 

"meros", que significa partes. Mais especificamente, os polímeros são moléculas 

formadas pela repetição de unidades menores, denominadas monômeros, unidas por 

ligações covalentes (KAUSHIK et al., 2016; OLATUNJI, 2016). Os polímeros podem 

ser de origem natural ou sintéticos (KULKARNI et al., 2012). Os polímeros naturais 

são materiais amplamente encontrados na natureza ou extraídos de plantas, animais 

ou microrganismos. Alguns exemplos de polímeros naturais são proteínas, celulose, 

quitosana, ácido hialurônico (HA) e alginato (CAILLOL, 2020). 

Apesar de sua origem natural e de suas propriedades favoráveis, muitos 

desses polímeros apresentam estrutura inicialmente linear, como é o caso do ácido 

hialurônico e do alginato (LINS et al., 2014; WEKWEJT et al., 2024), o que limita sua 

estabilidade mecânica, resistência à degradação e capacidade de formar estruturas 

tridimensionais estáveis. Em razão disso, o uso de polímeros reticulados é preferido 

em aplicações biomédicas. A reticulação aumenta a robustez do material, melhora o 

controle sobre a liberação de fármacos e permite a criação de scaffolds com maior 

integridade estrutural para suporte celular. As reações “click chemistry” são 

amplamente usadas na reticulação de hidrogéis devido às suas condições de reação 

suaves, alta seletividade química e tempo de gelificação rápido, sem adicionar ou 
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produzir agentes de reticulação citotóxicos, aditivos químicos e subprodutos no 

processo de gelificação, além de apresentarem altos rendimentos (ZHU et al., 2022). 

Essas reações envolvem carbonilas, ácidos carboxílicos e maleimidas 

(ESCHENBRENNER‐LUX; KUMAR; WALDMANN, 2014; MIYAGAWA; HASEGAWA; 

YAMAMURA, 2023). 

Os hidrogéis de ácido hialurônico (HA) natural e alginato são frequentemente 

reticulados por meio da condensação de suas cadeias. No entanto, apresentam 

limitações como baixa estabilidade, resistência mecânica reduzida e pode ser 

rapidamente degradado dentro do corpo (PÉREZ et al., 2023). Para ampliar suas 

aplicações em diferentes áreas biomédicas, a modificação química das cadeias 

moleculares é geralmente necessária antes do processo de reticulação. As 

modificações do HA são facilitadas por sua estrutura linear e pela presença de grupos 

carboxila, hidroxila e N-acetila ao longo de sua cadeia (LUO et al., 2023). A presença 

de um número significativo de grupos funcionais reativos, como carboxila e hidroxila 

no alginato também favorece a sua modificação (AGUERO et al., 2021). Ligações 

covalentes são normalmente formadas entre cadeias poliméricas em hidrogéis 

reticulados quimicamente, e a maioria de suas ligações é forte e permanente quando 

comparada com as dos hidrogéis reticulados fisicamente (HU et al., 2019). Diante 

dessas limitações e da necessidade de novos biomateriais para aplicações na área 

da saúde, este trabalho foi desenvolvido. 

Este trabalho é composto por dois capítulos. O primeiro capítulo trata da 

modificação da molécula de HA, um polissacarídeo identificado há quase um século. 

Apesar do tempo decorrido desde sua descoberta, o HA continua a atrair grande 

interesse da comunidade científica devido às suas propriedades únicas e à sua 

relevância em diversos campos da química, biologia e medicina. Sua 

biocompatibilidade, elevada capacidade de retenção de água, viscoelasticidade e 

outras características vantajosas tornam o HA um biomaterial versátil e promissor 

(ABDEL-RAHMAN; ABDEL-MOHSEN, 2023). Na área médica, o ácido hialurônico tem 

sido amplamente estudado em processos que envolvem respostas imunológicas, 

cicatrização de feridas decorrentes de doenças infecciosas e oncológicas, 

mecanismos relacionados ao envelhecimento e em aplicações voltadas à medicina 

regenerativa (KHABAROV; BOYKOV; SELYANIN, 2015). O objetivo principal deste 

estudo foi modificar o ácido hialurônico (HA) com furfurilamina, a fim de incorporar um 



16 
 

grupamento furânico em sua estrutura, possibilitando sua posterior reticulação com 

uma bismaleimida em um curto intervalo de tempo, conforme ilustrado na Figura 1. 

 

Figura 1. Ilustração da formação do ácido hialurônico reticulado por meio da ligação 
furano-maleimida. 

Fonte: elaborada pela própria autora. 

 

No segundo capítulo, uma mudança significativa em relação ao primeiro 

capítulo é a sua aplicabilidade. Inicialmente, o foco do projeto era a modificação do 

alginato com cisteína (alginato-Cys). O objetivo era sintetizar este conjugado de forma 

que o enxofre (S) presente na cisteína permanecesse disponível (livre), permitindo 

que posteriormente fosse reticulado com bismaleimida, formando um gel após a 

aplicação como ilustra a Figura 2(a). Contudo, os resultados obtidos não 

corresponderam às expectativas, resultando na formação de um gel durante a síntese 

do bioconjugado. Após algumas análises, observou-se que durante a síntese ocorreu 

a formação de pontes de dissulfeto, o que levou à rápida reticulação do biomaterial 

(Figura 2(b)). Essa descoberta inviabilizou a continuação do projeto conforme 

proposto inicialmente. No entanto, mesmo diante deste contratempo, o material 

demonstrou ser altamente promissor para aplicações na área biomédica, o que deu 

origem ao capítulo 2. Este trabalho foi publicado como artigo na revista Journal of 

Polymer Research, em 28 de outubro de 2024, e pode ser encontrado em: 
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https://doi.org/10.1007/s10965-024-04178-y. Portanto, este capítulo está sendo 

apresentado em um formato mais próximo ao de um artigo científico. 

 

 

 

Figura 2. Esquema inicial proposto para a reticulação do polímero com a bismaleimida 
(a); em seguida, representação do material final obtido e do mecanismo de reticulação 
que efetivamente ocorreu, resultando na formação de pontes dissulfeto (b). 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral deste trabalho foi a modificação química e a reticulação de novos 

biomateriais poliméricos para aplicações em medicina regenerativa e microbiológica, 

utilizando reações de Click Chemistry para sua síntese. Buscou-se: (a) desenvolver 

um biomaterial a partir do ácido hialurônico modificado com furfurilamina (HA-Furano), 

capaz de sofrer reticulação rápida em condições fisiológicas (pH ~7 e 37 °C), 

permitindo sua injeção na forma líquida e posterior gelificação em curto intervalo de 

tempo (0–5 minutos); (b) sintetizar uma bismaleimida solúvel em água, destinada à 

reticulação com o HA-Furano; e (c) promover a modificação química do alginato com 

L-cisteína, visando à obtenção de um biomaterial com propriedades antimicrobianas 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Realizar a modificação química do ácido hialurônico com a furfurilamina, para 

substituir hidroxilas (OH) por grupamentos furânicos; 

b) Sintetizar aduto furano anidrido maleico, para posterior síntese da 

bismaleimida;  

c) Caracterizar as amostras de Aduto e bismaleimida, por meio de de 1H RMN e 

FTIR para confirmar sucesso na síntese desses materiais; 

d) Realizar a reticulação do ácido hialurônico modificado com furfurilamina por 

reação Diels-Alder; 

e) Caracterizar por meio de FTIR,1H RMN, DSC, TGA, ensaio de reticulação e 

reologia as amostras antes e após a reticulação; 

f) Avaliar a porcentagem de células viáveis nas amostras, (HA, HA-Furano, HA-

Furano-BM-Lis, HA-Furano-BM-PEG, Furfurilamina, BM-Lis e BM-PEG), antes 

e após as modificações químicas, por meio de ensaios de viabilidade celular; 

g) Avaliar a viabilidade celular antes e após a extrusão do hidrogel, nas amostras 

(HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-Lis, HA-Furano-BM-PEG). 

h) Modificação química do alginato com L-cisteína; 

i)  Caracterização Físico-Química do biomaterial (alginato-cisteína), por FTIR e 

1H RMN, análise térmica, teste de reticulação, análise reológica e degradação 

hidrolítica; 
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j)  Caracterização biológica, por determinação da viabilidade celular e   atividade 

antimicrobiana por contato. 

A Figura 3 apresenta um organograma elaborado para evidenciar, de maneira 

estruturada, os principais aspectos que compõem este estudo. Esse recurso visual foi 

desenvolvido com o propósito de organizar e esclarecer a disposição das etapas, 

capítulos e temas abordados, permitindo compreender, de forma mais clara e 

sistemática, a estrutura geral do trabalho. 

 

Figura 3. Organograma dos capítulos e a relação entre as principais etapas 
desenvolvidas. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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CAPÍTULO I 

Reticulação do ácido hialurônico modificado com furano por reação de Diels-

Alder 

1. INTRODUÇÃO  

Nos últimos anos, temos notado um aumento significativo na expectativa de 

vida da população em todo o mundo, resultado direto dos avanços na medicina, na 

tecnologia e nas condições de vida (SUNDBERG et al., 2023; UDDIN et al., 2023). 

Não há um consenso definido sobre quem é considerado uma pessoa idosa, em 

diferentes países, essa definição varia, em alguns é aos 65 anos ou mais, em outros, 

é a idade da aposentadoria, enquanto em alguns é aos 60 anos ou mais como é o 

caso do Brasil (TINKER, 2002).  

O estudo longitudinal da saúde dos idosos brasileiros (ELSI-Brasil) publicado 

em 2023, mostra que as estimativas para o ano de 2020 revelaram que um quarto da 

população brasileira tem idade ≥50 anos cerca de 54 milhões de pessoas, o 

equivalente a toda a população da Itália, e 30 milhões de brasileiros têm idade ≥60 

anos (LIMA-COSTA et al., 2023). Segundo Population Reference Bureau (PRB), em 

escala global, o Brasil se destaca como um dos países com uma das populações mais 

idosas, com 8,5% da população com mais de 65 anos, ocupando o 6º lugar em escala 

global, como mostra a Tabela 1. 

 

Tabela 1. Classificação dos países com o maior número de idosos. 

Classificação País % 65+  

(da população total) 

% População total 

(em milhões) 

1 China 11,9 1398,03 

2 Índia 6,1 1391,89 

3 Estados 

Unidos 

16 329,15 

4 Japão 28,2 
126,18 

 

5 Federação 

Russa 

14,6 146,73 

6 Brasil 8,5 209,33 

7 Alemanha 21,4 
83,10 

 

https://www.prb.org/articles/how-many-people-have-ever-lived-on-earth/
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8 Indonésia 5,6 268,42 

9 Itália 22,8 
60,34 

 

10 França 20,3 64,83 

 

Fonte: Population Reference Bureau (PRB). 

 

Com o envelhecimento da população, no entanto, surgem desafios 

relacionados à saúde, incluindo doenças crônicas, lesões e degeneração dos tecidos 

(OLAYA et al., 2017). Neste contexto, a medicina regenerativa desempenha um papel 

crucial. Esta área da medicina oferece esperança ao buscar soluções inovadoras para 

tratar e até mesmo reverter danos nos tecidos e órgãos do corpo humano (ARITA; 

TOBITA 2023). Um dos biomateriais mais promissores utilizados na medicina 

regenerativa são os hidrogéis (DEPTULA et al., 2023; THI et al., 2023; MUKHERJEE 

et al., 2024), em especial o hidrogel de ácido hialurônico (MORA-BOZA et al., 2017; 

SARAVANAKUMAR et al., 2022). O ácido hialurônico é uma substância naturalmente 

presente no corpo humano, conhecida por suas propriedades biocompatíveis e 

capacidade de retenção de água. Quando formulado como um hidrogel, ele pode ser 

usado como uma matriz tridimensional para suportar o crescimento celular, promover 

a regeneração de tecidos danificados e fornece um ambiente propício para o reparo 

tecidual (BORZACCHIELLO et al., 2015). 

No entanto, para que o hidrogel de ácido hialurônico seja eficaz na medicina 

regenerativa, é necessário que ele seja reticulado, ou seja, que suas moléculas se 

interliguem, geralmente usa-se um agente reticulante, para formar uma estrutura 

tridimensional mais estável. A reação de Diels-Alder tem se destacado como uma 

alternativa promissora para a reticulação do hidrogel. Essa reação química específica 

permite a formação de ligações cruzadas entre as moléculas de ácido hialurônico, 

resultando em um material mais resistente e durável (SEGURA et al., 2005; COLLINS 

et al., 2007; DING et al., 2023). 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Medicina Regenerativa 
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Com o aumento da idade média da população, também cresce a incidência de 

condições relacionadas ao envelhecimento (PETIT-ZEMAN et al., 2001). Até 2020, as 

doenças crônicas - em particular doenças cardiovasculares, câncer, diabetes e 

problemas respiratórios - causarão coletivamente mais de 70% de todas as mortes no 

mundo (TERZIC et al., 2015). Além disso, entre as pessoas com 60 anos ou mais, 

metade sofre de deficiências, mais frequentemente deficiências visuais e auditivas ou 

osteoartrite (ZHAO et al., 2022). No entanto, o aumento da população idosa e a 

prevalência de doenças degenerativas e incapacidades relacionadas à idade exigem 

o desenvolvimento de estratégias seguras e eficazes que limitem ou revertam a 

degeneração tecidual (TERZIC et al., 2015).  Atualmente, a medicina regenerativa é 

um foco importante de pesquisa não apenas para encontrar terapias, mas também 

para compreender a biologia básica e a patogênese das doenças (KOLIOS et al., 

2012). 

 Nesse contexto, o uso da engenharia de tecidos tem ganhado destaque.  A 

engenharia de tecidos é um campo relativamente novo que utiliza células vivas, 

materiais biocompatíveis e fatores físicos e bioquímicos (fatores de crescimento) 

adequados, bem como suas combinações, para criar estruturas semelhantes aos 

tecidos. Mais frequentemente, o objetivo final é a implantação desses materiais no 

corpo para reparar uma lesão ou substituir a função de um órgão deficiente 

(MALDONADO et al., 2023).  

Os biomateriais utilizados para criar essas estruturas devem ser capazes de 

imitar os componentes naturais do tecido (LIU et al., 2023). A seleção de biomateriais 

apropriados é crucial, pois eles precisam replicar as funções biológicas e mecânicas 

da matriz extracelular natural (MEC). Um número crescente de materiais como 

colágeno, alginatos, quitosana e ácido hialurônico, está sendo investigado devido à 

sua biocompatibilidade e à sua capacidade potencial de reconhecimento biológico (HE 

et al., 2023).  

No corpo humano existem tecidos com capacidade limitada de reparação e 

regeneração, representando um desafio que muitas vezes é difícil de superar pelos 

profissionais da saúde (SALGADO et al., 2013) como é o caso do tecido cartilaginoso 

(RAMZAN et al., 2023). A alta prevalência de lesões e a falta de capacidade intrínseca 

de regeneração tecidual da cartilagem deixa uma população propensa ao 

desenvolvimento de patologias deste tecido. Procedimentos artroscópicos revelam a 
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presença de lesões condrais em mais de 60% dos pacientes e as taxas de incidência 

anual destas lesões quase triplicaram entre 1996 e 2011 (MARTÍN et al., 2019). 

A cartilagem articular pode tolerar grande quantidade de estresse físico intenso 

e repetitivo, tem a capacidade de suportar cargas de até 5 vezes o peso corporal 

(SELLARDS; NHO; COLE, 2002). No entanto, manifesta uma incapacidade de 

regeneração. A cartilagem articular é constituída por duas fases diferentes: uma fase 

fluida (65-80%), consistindo principalmente de água e íons inorgânicos dissolvidos, e 

uma fase sólida (20-35%), composta por diferentes tipos de colágenos, 

proteoglicanos, e os condrócitos incorporados. Também contém uma pequena 

quantidade de lipídios, fosfolipídios, proteínas não colágenas e glicoproteínas. Juntas, 

essas substâncias mantêm a quantidade adequada de água dentro da matriz, o que 

confere suas propriedades mecânicas únicas (KRUEGER et al., 2021). 

A resposta da cartilagem à lesão difere de outros tecidos devido às suas 

características avasculares, aneurais e natureza linfática, o que impede o influxo de 

oxigênio, nutrientes e sinais bioquímicos que são necessários para o reparo eficaz da 

lesão. Além disso, a regeneração da cartilagem é promovida pela atuação dos 

condrócitos nativos, porém os condrócitos apresentam imobilidade e têm capacidade 

limitada de proliferação, e de células-tronco mesenquimais (MSCs), que têm 

populações dispersas e insuficientes para promover o reparo completo (SPILLER; 

MAHER; LOWMAN, 2011; ARMIENTO et al., 2017). 

Existe uma grande quantidade de materiais disponíveis para uso em patologias 

do tecido cartilaginoso, destacando-se os produtos comerciais Synvisc (Hylan GF-20) 

(CONROZIER; CHEVALIER, 2008; BOUTEFNOUCHET et al., 2017) e o Osteonil® 

(Hialuronato de Sódio) (LEGRÉ-BOYER, 2015). Atualmente, existem muitos 

viscossuplementos compostos de ácido hialurônico que diferem em peso molecular, 

método de preparação, instruções de dosagem e características biológicas. Estes 

materiais, apesar de vastamente utilizados, são injetados com o propósito de 

lubrificação articular, absorção de choque, facilitando o movimento articular e desta 

forma, diminuindo a dor. Tendo em vista que esses materiais não tem o propósito de 

reparar o tecido lesionado, este efeito é temporário, uma vez que o ácido hialurônico 

pode ser degradado pelas enzimas hialuronidases e espécies reativas de oxigênio no 

organismo, sendo necessária sua reposição (TOROPITSYN et al, 2022). 

Outro tipo de material usado em ortopedia são os implantes ortopédicos 

(próteses) à base de cerâmica ou metais. Estes substituem permanentemente parte 
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da estrutura ósteo/cartilaginosa (CUSTERS et al., 2009). Em ambos os tipos de 

materiais, próteses ou polímeros que substituem o líquido sinovial, os materiais não 

apresentam propriedades de reparo ou regeneração do tecido cartilaginoso. Desta 

forma, o desenvolvimento de um material com propriedades compatíveis tanto 

estruturalmente como quimicamente, teria que auxiliar na regeneração tecidual, sendo 

um desafio para medicina regenerativa. Vários estudos têm demonstrado que o uso 

de biomateriais para o reparo da cartilagem, vem sendo utilizados para apoiar a 

adesão, viabilidade, proliferação e diferenciação celular (WANG et al., 2017; ARAÚJO 

et al., 2021).  

Para engenharia de tecidos, três componentes principais são necessários para 

que seja bem-sucedido o reparo tecidual, que incluem células, materiais de bio-

scaffolds e fatores de crescimento. Entre estes, os bio-scaffolds são essenciais para 

fornecer ambientes biomiméticos para o crescimento celular e formação do novo 

tecido, sendo usados para substituição temporária do tecido (WANG et al., 2017). O 

principal tipo celular usado na engenharia de tecido são as células-tronco 

mesenquimais. Dentre estas células as MSCs, são especialmente interessantes, pois 

são células multipotentes indiferenciadas que residem em vários tecidos humanos e 

têm potencial para se diferenciar em osteoblastos, condrócitos, adipócitos, 

fibroblastos e outros tecidos de origem mesenquimal. No corpo humano, podem ser 

considerados reservatórios prontamente disponíveis de células reparadoras, capazes 

de mobilizar, proliferar e diferenciar-se no tipo de célula apropriado em resposta a 

certos sinais (POUNTOS et al., 2007). 

 Os biomateriais à base de hidrogel, tanto de origem natural, quanto de origem 

sintética são particularmente promissores para o reparo tecidual, devido ao alto teor 

de água, que podem mimetizar o tecido. Hidrogéis compostos de alginato, fibrina, 

ácido hialurônico, polietilenoglicol (PEG), e poli (álcool vinílico) têm sido amplamente 

estudados, sendo usados como sistemas de entrega de fatores de crescimento (FC) 

e de células para engenharia de tecido (SEIMS; HUNT; CHOW, 2021). 

 

2.2 Hidrogéis Injetáveis e ácido hialurônico  

Recentemente, os hidrogéis injetáveis têm despertado interesse como uma 

opção atraente para a reparação de diversos tecidos, incluindo cartilagem, osso, pele, 

tecido cardíaco e nervos. A utilização de hidrogéis é promissora pois os materiais 
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usados são biocompatíveis e biodegradáveis, carregados com células e incorporando 

agentes bioativos, mediante uma injeção tópica minimamente invasiva, possibilitando 

o preenchimento preciso das lesões. Isso contribui para a distribuição eficaz de células 

e agentes bioativos, resultando em uma melhoria na entrega direcionada de terapias, 

como fatores de crescimento e medicamentos, promovendo assim o crescimento 

eficiente dos tecidos (TSANAKTSIDOU et al., 2022) conforme exemplo ilustrado na 

Figura 4. 

 

 

Figura 4.  Diagrama esquemático da aplicação de hidrogel para reparo tecidual.  
Fonte: Adaptado de TSANAKTSIDOU et al., 2022. 
 

Os hidrogéis podem ser divididos em duas categorias de acordo com o seu 

princípio de formação: reticulação física e reticulação química (YÁNEZ-VEGA; 

YÁNEZ-VEGA; BUSTAMANTE-TORRES, 2024). Os hidrogéis formados por 

reticulação física podem realizar uma transição reversível sem quaisquer 

catalisadores ou iniciadores, mas sua resistência mecânica é menor que a dos 

hidrogéis formados por reticulação química (YANG et al., 2023). Os hidrogéis 

formados por reticulação química geralmente contêm um catalisador ou iniciador, que 

é difícil de eliminar e prejudica a biocompatibilidade dos materiais. Além disso, a 

síntese tradicional de hidrogel depende de métodos de reticulação não controlados, 

como a química radicalar (MOROZOVA, 2023). 
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Devido à semelhança entre as redes tridimensionais altamente hidratadas e os 

tecidos corporais, os hidrogéis têm sido amplamente utilizados nas áreas 

biomédicas. Os hidrogéis foram os primeiros biomateriais projetados para uso no 

corpo humano.  (WEI et al., 2009). Diversos polímeros biológicos, como alginato, 

gelatina, sulfato de condroitina, bem como polímeros sintéticos, foram utilizados com 

sucesso para desenvolver construções de engenharia de tecidos para o tratamento 

de articulações lesionadas. Em particular, um dos materiais que vem ganhando cada 

vez mais atenção para o desenvolvimento de construções de engenharia de tecidos 

para o tratamento da desse tecido é o ácido hialurônico (KIM et al., 2022). 

O HA é um composto orgânico, inicialmente isolado por Karl Mayer e John 

Palmer em 1934 a partir do humor vítreo do olho bovino. Mais tarde, em 1937, foi 

extraído pela primeira vez de fontes microbiológicas, como os estreptococos A e C 

(FALLACARA et al., 2017, LUO et al., 2023).  No entanto, sua estrutura foi descrita 

apenas em 1970 por Laurent (ABATANGELO et al., 2020). O HA é um polissacarídeo 

longo e não ramificado composto por dissacarídeos repetidos de ácido D-glucurônico 

e N -acetil-D-glucosamina (Figura- 5 ) com peso molecular (PM) atingindo até 20.000 

kDa (CHEN; QIN; HU, 2019;  TSANAKTSIDOU et al., 2022). É um polissacarídeo do 

grupo dos glicosaminoglicanos que ocorre naturalmente como um componente da 

matriz intracelular na derme e também está presente no corpo humano como um sal 

de sódio denominado hialuronato de sódio ( WEKWEJT et al., 2024).  
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Figura 5. Fórmula estrutural do ácido hialurônico. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 

 O HA é um componente importante da matriz extracelular da pele (MEC) e 

desempenha um papel indispensável numa variedade de processos biológicos, possui 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosaminoglycan
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/polysaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosaminoglycan
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosaminoglycan
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notável importância na resposta inflamatória, na angiogênese e no processo de 

regeneração tecidual (RAO, 2020) e capacidade de direcionamento para numerosas 

células como os macrófagos, células tumorais e condrócitos. Devido às suas 

propriedades físico-químicas, o HA hidrata a MEC e regula a homeostase dos tecidos 

e a resistência às forças de compressão. Além disso, o HA forma um revestimento 

pericelular ao redor da maioria das células, onde funciona como uma molécula 

sinalizadora interagindo com suas proteínas de ligação e regulando a adesão, 

migração e proliferação celular (ABATANGELO et al., 2020).   Ao contrário de outros 

glicosaminoglicanos, que são sintetizados no interior celular pelo aparelho de Golgi e 

posteriormente secretados por exocitose, o ácido hialurônico é sintetizado diretamente 

na membrana plasmática por três enzimas transmembrana: hialuronano sintetase 1 

(HAS1), hialuronano sintetase 2 (HAS2) e hialuronano sintetase 3 (HAS3), conforme 

ilustrado na Figura 6 (ABATANGELO et al., 2020; NAZERI; ARAM; NIAZI, 2024). 

 

 

Figura 6. Ilustração da síntese do ácido hialurônico. 
Fonte: NAZERI; ARAM; NIAZI, 2024. 

 

Devido às suas propriedades viscoelásticas, atividade fisiológica,  

biocompatibilidade, biodegradabilidade, natureza hidrofílica e facilidade de 

modificação química, este material tem sido empregado na fabricação de diversos 

tipos de curativos para lesões, incluindo esponjas, filmes, hidrogéis e membranas 

eletrofiadas(GRAÇA et al., 2020) scaffolds, formulações tópicas e nanoformulações 

(CORTES et al., 2020), aplicações na regeneração de tecidos, medicamentos 

antienvelhecimento e antiinflamatórios (VASVANI et al., 2020). É essencial 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosaminoglycan
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosaminoglycan
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosaminoglycan
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosaminoglycan
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosaminoglycan
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosaminoglycan
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compreender a química do HA, a subsequente modificação de grupos funcionais e 

várias técnicas de reticulação para preparar os hidrogéis para engenharia de tecidos 

(ABATANGELO et al., 2020).  

Tradicionalmente, o ácido hialurônico é extraído quimicamente de resíduos 

animais, como cristas de galo ou cordões umbilicais. No entanto, estes recursos são 

limitados e o HA desses tecidos está geralmente associado a proteoglicanos e 

frequentemente contaminados com enzimas degradantes que tornam o isolamento de 

HA de alta pureza e alto peso molecular muito difícil e muito caro. Além disso, o risco 

de vírus e agentes infecciosos entre espécies tem sido apontado ao usar animais para 

terapias humanas. Portanto, a produção microbiana está gradualmente substituindo a 

extração como o HA, devido ao menor custo de produção, purificação mais eficiente, 

menor poluição ambiental e maior rendimento em comparação com fontes animais 

(PAN et al., 2017). 

A forma linear natural das moléculas de ácido hialurônico é rapidamente 

degradada pela hialuronidase presente no organismo e, devido à sua meia-vida curta, 

pode ser insuficiente para proporcionar preenchimento satisfatório dos tecidos moles. 

É, portanto, necessário modificar as propriedades físicas e químicas para aumentar a 

resistência da molécula de HA à reabsorção. Para atingir esse objetivo, a 

polimerização do HA é aumentada por um processo de reticulação que adiciona uma 

molécula, ligando as cadeias poliméricas entre si (FUNDARÒ et al., 2022) como 

demonstra a Figura 7. 

 

Figura 7. Diagrama esquemático da reticulação do ácido hialurônico. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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Em busca de reações ideais de preparação de hidrogéis, várias estratégias 

químicas têm sido empregadas (BERNE et al., 2022, HEARN et al., 2021). Nos últimos 

anos, a química clique ou “Click Chemistry”, devido à sua alta reatividade, excelente 

seletividade e condições de reação suaves, apareceu como uma estratégia eficaz 

para preparar hidrogéis com dimensões e padrões variados (ZHAO et al., 2023). A 

reação Diels-Alder, em particular, tem se mostrado bastante promissora na reticulação 

de hidrogéis, na literatura podemos encontrar diversos estudos que têm explorado 

essa técnica, com destaque para estudos que utilizam furano-maleimida (GEVREK; 

SANYAL, 2021; CADAMURO; RUSSO; NICOTRA, 2021), possibilitando a formação 

de hidrogéis reticulados em um curto período de tempo (NIMMO; OWEN; SHOICHET, 

2011).  

 

2.3. Click Chemistry e a reação Diels-Alder 

Nos últimos vinte anos, os campos da click chemistry têm apresentado um 

rápido crescimento. O termo foi cunhado pelo químico Karl Barry Sharpless em 2001, 

descrevendo reações altamente eficazes e confiáveis em condições aquosas. Estas 

permitem a rápida construção de diversidade estrutural e funcional, por meio da união 

de pequenos blocos de construção e gerando apenas subprodutos facilmente 

removíveis (POKORSKI; SMITH, 2018; TAIARIOL et al., 2021; RODRÍGUEZ et al., 

2022; ZHAO et al., 2023). Desde então, este conceito tem sido aprimorado, 

identificando um grande número de reações químicas que atendem a esses critérios, 

contribuindo significativamente para a descoberta de medicamentos e fornecendo 

valiosas ferramentas para o desenvolvimento de reações bi-ortogonais. A química bi-

ortogonal, termo cunhado por Carolyn Bertozzi no final dos anos 90, refere-se a 

reações que ocorrem de forma rápida em condições biológicas. Essas condições 

incluem temperatura ambiente ou próxima a ela, soluções aquosas, moléculas 

biológicas e baixas concentrações. Nas células, encontramos diversas moléculas 

contendo diferentes grupos funcionais, essas reações são capazes de seletivamente 

interagir com um grupo funcional específico e são essenciais para elucidar o 

funcionamento de sistemas biológicos (IZQUIERDO; DELGADO, 2018). 

As Reações click chemistry tem um vasto potencial de aplicação na ligação 

entre ácidos nucleicos, lipídios, proteínas e outras moléculas (TAKAYAMA; 

KUSAMORI; NISHIKAWA, 2019). Em reconhecimento a essas contribuições, o 
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Prêmio Nobel de Química de 2022 foi concedido aos professores Karl Barry 

Sharpless, Morten Meldal e Carolyn Bertozzi pelo desenvolvimento do conjunto de 

transformações químicas conhecido como "Click Chemistry" (BAUER et al., 2023).  

Este campo é dinâmico, gerando continuamente novas transformações. Muitos 

desses avanços estão predominantemente focados na bioconjugação e em 

aplicações na ciência dos materiais. Essas abordagens são amplamente utilizadas 

para projetar biomateriais poliméricos avançados para aplicações em engenharia de 

tecidos e medicina regenerativa, devido à sua biocompatibilidade e seletividade por 

grupos funcionais específicos, como os envolvidos na reação azida e alcino, a click 

chemistry não interfere em outros grupos químicos nem em processos biológicos 

(NWE; BRECHBIEL, 2009). Essa técnica também tem sido muito utilizada, na 

conjugação de anticorpos-fármacos, conjugados baseados em peptídeos e sistemas 

poliméricos (BATTIGELLI; ALMEIDA; SHUKLA, 2022). Essas novas moléculas 

híbridas são chamadas de bioconjugados e tornaram-se cruciais para o avanço da 

biologia química, biologia molecular, desenvolvimento de fármacos (CHOI et al., 2020) 

e diagnósticos. Atualmente, são empregadas em uma ampla gama de aplicações, 

incluindo biotecnologia e medicina (SZIJJ et al., 2020; XIE et al., 2021). 

Diversas reações químicas foram identificadas por atenderem os critérios da 

click chemistry. Uma das reações mais populares é a cicloadição de azida-alcino 

Huisgen catalisada por cobre (I) (CuAAC). No entanto, um ponto de preocupação com 

essa reação é a potencial toxicidade do catalisador de cobre (I), o que levanta 

questões no desenvolvimento de sistemas de entrega de medicamentos e 

biomateriais. Além disso, a presença de cobre (I) pode ser prejudicial para as células 

e biomoléculas como lipídios, ácidos nucleicos, polissacarídeos ou proteínas. Embora 

a cicloadição azida-alcino Huisgen também possa ser realizada na ausência de 

catalisadores metálicos, a taxa de reação é extremamente baixa à temperatura 

ambiente, limitando sua utilidade prática (GREGORITZA; BRANDL, 2015).  Nesse 

contexto, há um interesse na busca por reações clique alternativas e isentas de metal. 

A cicloadição de Diels-Alder (DA) se destaca como uma dessas reações, pois não 

requer nenhum catalisador metálico.  A reação Diels-Alder mantém sua eficiência, 

dispensando catalisadores, apresentando reatividade mesmo em temperatura 

ambiente (OLUWASANMI; HOSKINS, 2021). Deste modo tornou-se possível a 

formação de hidrogéis sem a necessidade de catalisadores potencialmente tóxicos 

(BAS; SANYAL; SANYAL, 2023). 
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 A reação de Diels-Alder foi descrita pela primeira vez em 1928 por Otto Diels 

e Kurt Alder (NICOLAOU et al., 2002). Seu trabalho na descoberta e desenvolvimento 

dessa reação rendeu-lhes, em conjunto, o Prêmio Nobel de Química em 1950. A 

reação de Diels-Alder (Figura- 8) é uma cicloadição reversível entre um dieno 

conjugado e um dienófilo (ANSARI; GHIASI; FORGHANIHA, 2019). A reação reversa, 

chamada retro Diels-Alder, pode reverter novamente para seu dieno e dienófilo 

originais, que podem então formar o cicloaduto novamente nas condições adequadas. 

Como tal, o dienófilo e o cicloaduto existem num equilíbrio determinado pelas suas 

condições atuais (OLUWASANMI; HOSKINS, 2021). 

 

 

Figura 8. Reação de Diels-Alder e retro Diels-Alder.  
Fonte: Adaptado de ANSARI; GHIASI; FORGHANIHA, 2019. 

 

A reação DA desempenha um papel essencial na química orgânica, e sua 

importância para aplicações farmacêuticas e biomédicas está aumentando 

constantemente. Pares dieno-dienófilos adequados, por exemplo, furano e maleimida 

(Figura- 9) estão prontamente disponíveis e as moléculas de interesse podem ser 

facilmente funcionalizadas com os grupos reativos (RATWANI; KAMALI; 

ABDELKADER, 2023). Por exemplo, a introdução de unidades furânicas pode ser 

obtida pela reação de ácidos carboxílicos com álcool furfurílico ou furfurilamina. Da 

mesma maneira, as aminas podem reagir com ácido 3-furóico ou ácido 3-(2-furil) 

propiônico. (GREGORITZA; BRANDL, 2015). O equilíbrio da reação de Diels-Alder é 
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controlado termicamente; temperaturas elevadas induzem a reação reversa e a 

reforma das porções maleimida e furano, enquanto temperaturas mais baixas 

favorecem a formação de aduto (GANDINI, 2013; KOEHLER; ANSETH; BOWMAN, 

2013). 

 

 

Figura 9. Reação de Diels Alder envolvendo furano e maleimida. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

2.4. Compostos Furânicos 

Desde o final do século XX, houve um avanço na conversão de derivados de 

furano, que são recursos abundantes e não comestíveis, em produtos químicos de 

alto valor agregado. Esses produtos incluem biocombustíveis, monômeros de 

polímeros de uso geral e novos polímeros (TACHIBANA; KASUY, 2023). A biomassa 

vegetal, predominantemente resíduos agrícolas não comestíveis, constitui a fonte 

essencial de furanos para polímeros por meio de polissacarídeos pentose e hexose, 

que podem ser convertidos, respectivamente, em furfural (F), bem como em seu 

homólogo 5-metil e hidroximetilfurfural (HMF). A produção industrial de furfural tem 

mais de um século e explorou numerosos resíduos ricos em pentoses, incluindo 

bagaço de cana-de-açúcar, casca de arroz e de aveia, sementes de algodão, cascas 

de azeitona e lascas de madeira (GANDINI; BELGACEM, 2008; TONG; MA, 2010) 

dependendo da disponibilidade local e geográfica, com uma produção anual atual 

superior a 200.000 toneladas (GANDINI; LACERDA, 2022).  
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Figura 10. Compostos furânicos derivados de furfural e hidroximetilfurfural. 
Fonte: Adaptado de ANTUNES et al., 2022. 
 

Segundo a European Biomass Industry Association (EUBIA), aproximadamente 

75% da biomassa vegetal consiste em carboidratos, mas o alto teor de oxigênio 

dificulta sua utilização direta na indústria química e na engenharia energética. A 

celulose, a forma predominante de carboidrato na biomassa (60%-80%), é pouco 

solúvel e não pode ser facilmente utilizada em processos e dispositivos químicos 

modernos. Por isso, é necessário converter a biomassa em materiais com menor teor 

de oxigênio, adequados para aplicação na indústria química, engenharia energética e 

transportes (TURSI, 2019). 

O desenvolvimento de métodos eficazes para processar biomassa em produtos 

químicos valiosos é uma prioridade na química e engenharia química modernas. Uma 

abordagem em desenvolvimento para o processamento da biomassa envolve a 

desidratação de carboidratos em derivados de furano, em particular, 5-

hidroximetilfurfural (HMF), que é considerado um reagente chave, um chamado 

produto químico de plataforma, para a síntese de diversos produtos praticamente 

valiosos, incluindo polímeros, produtos farmacêuticos, solventes e combustíveis. Em 

2014, entrou em operação a primeira fabricação industrial de HMF baseada na 
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desidratação de frutose catalisada por ácido (CHERNYSHEV; KRAVCHENKO; 

ANANIKOV, 2017). 

As principais vias sintéticas para o HMF baseiam-se na desidratação das 

hexoses catalisadas por ácido ou metal.  Monossacarídeos (glicose e frutose), 

dissacarídeos (sacarose) e polissacarídeos (amido e celulose), são usados como 

matéria-prima de hexose. Na maioria das publicações, a síntese de HMF a partir de 

polissacarídeos é iniciada com a hidrólise de polissacarídeos em glicose e/ou frutose 

como ilustra a Figura 11 (KASHPAROVA et al., 2021).  A glicose isomeriza-se 

reversivelmente em frutose, que então perde três moléculas de água para resultar em 

HMF (CHERNYSHEV; KRAVCHENKO; ANANIKOV, 2017). 

 

 

Figura 11. Esquema da síntese de 5-hidroximetilfurfural a partir da celulose. 
Fonte: KASHPAROVA et al., 2021. 
 

O interesse na utilização de compostos derivados de furano tem crescido 

exponencialmente, pelo potencial de produção em larga escala a partir de açúcares, 

que podem ser obtidos a partir de biomassa, como uma alternativa promissora de 

base biológica (ELDEEB; AKIH-KUMGEH, 2018). Além disso, o componente de 
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sustentabilidade desses compostos também contribui para o aumento desse interesse 

(GANDINI; BELGACEM, 2008). 

 

2.5. Bismaleimida 

 Os monômeros de bismaleimida (BM) são moléculas que são terminadas por 

dois grupos funcionais maleimida ligados por uma ligação carbono-carbono (Figura- 

12) os grupos maleimida consistem em uma estrutura cíclica com um grupo amida 

(NH) e um grupo carbonila (CO) (LIANG et al., 2024). As BMs são derivadas de 

diversas fontes, por meio da reação entre o anidrido maleico e uma amina primária, 

incorporando diaminas em sua estrutura (IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017). 

Comumente empregadas na indústria, atuam como agentes de reticulação em 

polímeros termorrígidos, melhorando suas propriedades mecânicas e térmicas. Esta 

estabilidade térmica é particularmente vantajosa em engenharia de polímeros, onde a 

resistência ao calor e a estabilidade dimensional são cruciais (KIRMANI et al., 2020).  

O interesse por bismaleimidas, tanto do ponto de vista científico quanto técnico, 

cresceu ao longo da década de 1980. As primeiras bismaleimidas eram chamadas de 

"bismaleimidas de primeira geração”. Embora esses materiais apresentassem alta 

estabilidade térmica e rendimentos sintéticos elevados, eram considerados frágeis em 

termos mecânicos. As bismaleimidas de "segunda geração" foram desenvolvidas com 

foco na superação dessas limitações, apresentando maior tenacidade, melhor 

desempenho em altas temperaturas e maior facilidade de processamento. Além disso, 

esses novos sistemas mantinham o custo relativamente baixo e boa disponibilidade 

dos monômeros utilizados (IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017; LU et al., 2024). 

As BMs fazem parte da família de polímeros termofixos de alto desempenho, 

apresentando uma série de propriedades atrativas para aplicações industriais. Além 

da alta resistência térmica previamente mencionada, as bismaleimidas também se 

destacam por sua estabilidade química e baixa viscosidade. Essas características 

tornam ideais para uma variedade de usos industriais, incluindo processos de 

moldagem por injeção (XIONG et al., 2023). 
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Figura 12. Estrutura geral de um monômero de bismaleimida. 
Fonte: IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017. 
 
 

Pelas propriedades mencionadas acima, as BM também têm sido estudadas 

para uso em medicina, como agentes reticulantes de materiais injetáveis, como 

hidrogéis (OCANDO et al., 2021). Em alguns trabalhos foram destacados que a 

utilização de bismaleimida para criar polímeros e moléculas conjugadas é um campo 

de pesquisa em constante desenvolvimento. As bismaleimidas são precursores úteis 

para reações de Diels-Alder, adições de Michael e conjugação baseada em tiol-

maleimida para a síntese de materiais e polímeros (RAO et al., 2013; TROMBINO et 

al., 2019; MULJANA et al., 2022). 

Atualmente, algumas bismaleimidas (BM) estão disponíveis no mercado, 

incluindo 1, 1'-(4-metil-1,3-fenileno) bismaleimida, BMOE (bis-maleimidoetano), 

BM(PEG)2 (1,8-bismaleimida-dietilenoglicol) e BM(PEG)₃ (1,11-bismaleimido-

trietilenoglicol). No entanto, um grande desafio é a solubilidade aquosa dessas 

moléculas, já que a maioria não é solúvel, o que limita seu uso em ambientes 

fisiológicos. Tendo em vista essa aplicação, é de extrema importância que a 

bismaleimida utilizada em meio fisiológico tenha uma origem natural e renovável e 

sejam solúveis em meio aquoso (IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017). Neste 

trabalho foi proposto a síntese de uma bismaleimida. 

Neste trabalho, foi sintetizado uma bismaleimida solúvel em água. As 

informações contidas nas páginas 40, 41, 49, 50 e 52 foram omitidas, pois os dados 

correspondentes estão atualmente em processo de solicitação de patente. 

 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Materiais  
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O hialuronato de sódio seco (1,9 A 2,2 MDA – Sinovial) foi adquirido da DMC 

São Carlos, a furfurilamina foi adiquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) foram 

adquiridos da Chem-Impex Int'L Inc (Wood Dale, Illinois, EUA), o ácido clorídrico (HCl) 

e o hidróxido de sódio (NaOH) foram adquiridos da Synth (São Paulo, Brasil), as 

membranas de diálise foram adquiridas da Sigma-Aldrich (USA), aduto furano anidrido 

maleico (sintetizado previamente de acordo com metodologia já utilizada pelo grupo). 

dimetilsulfóxido (DMSO) ambos da Êxodo Científica (São Paulo, Brasil), água 

destilada, óxido de deutério (D2O), DMSO deuterado e corante Azul de Tripan foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). 

3.2. Síntese de ácido hialurônico com furfurilamina (HA-Furano)  

Para a enxertia do grupamento furânico, os derivados de HA modificados por 

furano (HA-furano) foram sintetizados pela dissolução de HA (0,5 g) em 90 mL de 

água destilada ao qual o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida  foi adicionado 

(0,18 g), e agitada durante 20 min em temperatura de 40◦C. A furfurilamina foi então 

adicionada gota a gota (250 μL), em seguida foi adicionado N-hidroxisuccinimida (0,2 

g). O EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) ativa grupos carboxila 

formando um intermediário reativo, enquanto NHS (N-hidroxissuccinimida) ou sulfo-

NHS estabiliza esse intermediário e aumenta a eficiência de acoplamento com aminas 

primárias (COFFMAN et al., 2018). A reação foi conduzida à temperatura 40 ºC por 

3h. A suspensão foi então purificada por meio de diálise com água destilada por 7 

dias, para remoção de sais e excessos de reagente. A água foi removida por 

liofilização para obter derivados HA-furano. O grau de substituição será determinado 

por titulação condutimétrica convencional. O esquema da reação é apresentado 

resumidamente na Figura 13-A e 13-B. 
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(A)

 

 

(B) 

 

Figura 13. Esquema da síntese do ácido hialurônico modificado com a furfurilamina 
(a) e reação de enxertia do furano na superfície do ácido hialurônico através da ligação 
entre o grupamento carboxílico presente na molécula de ácido hialurônico com a 
amina presente na furfurilamina (b). 
Fonte: elaborado pela própria autora. 
 



39 
 

 

3.3. Síntese do aduto furano anidrido maleico  

Em um balão de fundo redondo foi adicionado 4,9 g de anidrido maleico e 30 

mL de éter dietílico, os quais foram agitados em temperatura ambiente até completa 

solubilização. Em seguida, foi adicionado 3,4 g de furano e a solução foi mantida em 

agitação até formação de cristais brancos, indicando sucesso da formação do aduto 

furano anidrido maleico, toda reação foi conduzida em atmosfera de nitrogênio. Os 

cristais foram isolados por filtração e agitados com éter dietílico para remover o 

anidrido maleico não reagido.  

(A) 

 

(B) 

 

Figura 14. Esquema da síntese de aduto furano anidrido maleico (a) e estrutura 
química do anidrido maleico, furano e a formação do aduto furano anidrido maleico 
(b). 
Fonte: elaborado pela própria autora. 
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  3.4. Síntese de bismaleimida solúvel em água  

Para que haja reticulação do ácido hialurônico é necessária a utilização de uma 

bismaleimida (agente reticulante) para fazer a ligação covalente entre grupamentos 

furânicos. A reação do grupamento furânico com grupamento maleimida é uma reação 

clássica dentre as bioconjugações (KRAMER et al., 2019). Por tratar-se de materiais 

para utilização em ambiente fisiológico, é necessário que seja utilizada uma 

bismaleimida solúvel em água. A bismaleimida solúvel será sintetizada a partir do 

aminoácido lisina, seguindo metodologia utilizada em trabalho prévio (TROVATTI et 

al., 2017).   

Em um balão de fundo redondo de 25 mL, foram adicionados 0,7304 g de lisina 

e 15 mL de Dimetilsulfóxido (DMSO) para a solubilização do aminoácido. Em seguida, 

1,6641 g de aduto furano anidrido maleico foi adicionado à solução, permanecendo 

em agitação magnética por 72 horas a 65ºC e 200 rpm, formando o produto da 

primeira etapa. Ao fim da primeira etapa da reação, a solução permaneceu no balão 

de fundo redondo e foi submetida à agitação magnética por 24 horas a 110ºC e 200 

rpm, para eliminação do grupamento furano do produto formado na primeira etapa da 

reação, por reação de retro Diels Alder (rDA), formando assim o produto da segunda 

etapa, denominado Bismaleimida-Lisina (BM-Lis), cuja reação está representada no 

esquema da Figura 15. 

 

Figura 15. Esquema da síntese de bismaleimida. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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Após remoção do solvente por evaporação em estufa à 80 ºC, o produto obtido 

na segunda etapa da reação foi lavado com água destilada por centrifugação a 4.000 

rpm por quatro minutos. Esse processo foi repetido por três vezes até total remoção 

do aduto furano anidrido maleico não reagido. A BM-Lis foi caracterizada 

estruturalmente por FTIR e RMN para confirmar se as reações de síntese de 

bismaleimida foram bem-sucedidas. 

3.5. Reticulação do ácido hialurônico modificado e bismaleimida por reação 

Diels-Alder 

 

Para o estudo da reticulação, o ácido hialurônico modificado com a furfurilamina 

foi misturado com a bismaleimida em proporção molar de dois furanos para uma 

bismaleimida (2:1), conforme ilustrado no esquema da Figura 16. A primeira análise 

foi a observação visual da mistura, buscando o aumento da viscosidade até a 

formação do hidrogel, sem fluidez.  

Após a obtenção do ácido hialurônico modificado com furano e da BM-Lis, 

procedeu-se à reticulação desses materiais.  Pesou-se, em uma balança analítica, 12 

mg de HA modificado e 6 mg de BM-Lis (amostras secas). O HA-Furano foi 

solubilizado em 1 mL de água destilada, após total solubilização da amostra, foi 

dividida em dois microtubos de centrífuga de 2 mL contendo 0,5 mL de amostra em 

cada tubo. Então, verteu-se a solução de BM-Lis na solução de HA-Furano em um 

dos tubos e agitou-se suavemente o tubo de forma manual para que houvesse a 

mistura dos materiais e em seguida a amostra ficou em banho maria a 37 ºC, a reação 

ocorreu em aproximadamente 1 minuto. A amostra do segundo tubo foi usada como 

controle.  Realizou-se o procedimento descrito anteriormente utilizando uma segunda 

bismaleimida derivada do Polietilenoglicol (PEG) fornecida de maneira generosa pelo 

Dr. Ricardo Kramer. Essa bismaleimida foi sintetizada durante sua pesquisa de 

doutorado na EESC-USP (KRAMER et al., 2019).  Neste estudo, optou-se por 

denominar essa bismaleimida como BM-PEG.  Ensaios reológicos foram realizados 

posteriormente para determinação precisa das características reológicas do HA não 

reticulado e reticulado. 
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(A) 

 

 

(B)

 

 

 

Figura 16. Esquema da reticulação do ácido hialurônico com a bismaleimida (a) e 
estruturas químicas das moléculas de HA-Furano, BM e do HÁ reticulado (b). 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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 3.6. CARACTERIZAÇÃO DOS MATERIAIS 

 

3.6.1. Titulação condutimétrica 

 

A quantidade de grupamentos carboxílicos dos materiais, antes e após as 

reações de modificação do ácido hialurônico com a furfurilamina, foi determinada por 

meio de titulação condutimétrica ácido/base. A titulação condutimétrica foi realizada 

em condutivímetro (Analyser® 650M). Adicionou-se 0,01 g das amostras de HA e HA 

modificado com furfurilamina, em um Becker com 2 mL de água destilada, 

homogeneizou por 5 minutos a 100 rpm o pH da suspensão foi então ajustado para 

2,5 por meio da adição de HCl 0,1 M em pHmetro (Kasvi®). O material foi então 

titulado com NaOH 0,1 M, adicionado em alíquotas de aproximadamente 10 µL em 

intervalos de 20 segundos sob agitação magnética a 380 rpm, anotou-se os resultados 

para realização dos cálculos para quantificação dos grupamentos carboxílicos nas 

amostras, conforme Equação 1. 

 

X= [C*(V2-V1)] /w 

 

Onde: C é a concentração do titulante, W é a massa da amostra e V1 e V2 são os 

volumes equivalentes em L. 

 

3.6.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier 

(FTIR) 

As amostras de aduto furano anidrido maleico, lisina, BM-Lis, HA, HA-Furano, 

HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG foram analisadas em um Espectrômetro 

Perkin-Elmer Spectrum 100 FTIR equipado com um dispositivo de refletância total 

atenuada (ATR) de diamante revestido com cristal de seleneto de zinco. Os espectros 

foram feitos na faixa de 650 a 4000 cm -1, com resolução de 4 cm -1, 16 varreduras de 

espectro e as saídas espectrais foram registradas em transmitância.  

3.6.3. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

Os espectros de 1 H NMR foram obtidos em um equipamento Bruker Avance II 

HD, a 600 MHz. Os parâmetros utilizados foram: tempo de repetição: 11 s, largura de 
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pulso: 90°; recycle delay: 500 ms; tempo de aquisição: 3.9 s; 16 varreduras, largura 

espectral: 6.4 e lb.: 1. As amostras de HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-Lis, HA-

Furano-BM-PEG, lisina e BM-Lis foram solubilizadas em D2O a 1 % de concentração 

(p/v), enquanto a amostra de aduto furano anidrido maleico foi solubilizada em DMSO 

deuterado, na mesma concentração das amostras anteriores. 

3.6.4. Análise Térmica 

O comportamento de decomposição térmica foi estimado utilizando análise 

termogravimétrica (TGA55, TA Instruments) a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min 

de 25 a 500 °C. As propriedades térmicas foram investigadas por Calorimetria 

Diferencial de Varredura (DSC) usando um DSC250, TA Instruments. As amostras 

foram condicionadas a 40 °C por 24 horas antes do teste. Amostras secas (6 mg) 

foram inseridas na panela de alumínio e os testes foram realizados sob fluxo de 

nitrogênio (50 mL/min), a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min., partindo de 25 °C 

até 400 °C. 

3.6.5. Análise Reológica  

Os parâmetros reológicos foram determinados em Modular Compact 

Rheometer - MCR 92 (Anton Paar® GmbH, Graz, Austria). Os testes foram 

conduzidos a 25 °C, usando uma placa geometria com 25 mm de diâmetro em um 

espaço de 0,2 mm. Para as análises reológicas foram utilizados 300 μL de cada 

amostra HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG. As amostras de 

HA reticulado foram preparadas como descrito no item 3.5. No entanto, essa 

concentração foi utilizada apenas nos ensaios de viscosidade e taxa de cisalhamento, 

pois nas demais análises, não foi possível a leitura das amostras devido às suas 

características (viscosidade). Para os demais testes reológicos, foram utilizados 10 

mg de HA-Furano e 5 mg de BM, os quais foram adicionados sobre a superfície da 

placa de leitura, sendo removido o excesso de amostra. Para determinação de 

viscosidade, foram realizadas medidas na faixa de taxa de cisalhamento de 1 a 1000 

s-1. Enquanto os testes de varredura de amplitude foram realizados a uma frequência 

angular constante de 10 rad. s-1, com a deformação por cisalhamento variando de 0,01 

a 1000 %. 
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 3.6.6. Ensaio de Reticulação 

As amostras foram secas em estufa a 45 ºC até a massa constante. A massa 

foi determinada em balança analítica com precisão de quatro casas decimais. Esta 

massa foi considerada a massa total inicial das amostras. As amostras secas de HA, 

HA-Furano e HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG (10 mg) foram transferida 

para tubos de 15 mL, onde foram adicionados 3 mL de água destilada e este foi 

acondicionado a 30 ºC por 24 horas. Após este período, a amostra foi centrifugada (4 

minutos, 1700 g), o polímero foi ressuspendido em água e novamente centrifugado (4 

minutos, 1700 g). O tubo contendo o polímero foi levado à estufa a 50 ºC até a 

secagem e massa constante da amostra (massa final). A massa total inicial foi 

considerada 100 %. O cálculo da porcentagem de reticulação considerou a massa 

final em relação à massa inicial, conforme equação 2:   

 % reticulação = (Mf x 100) / Mi 

Mf: Massa final    Mi: Massa inicial 

 

3.6.7. Viabilidade Celular 

A viabilidade celular foi investigada utilizando o método padrão de redução de 

resazurina, utilizando células de fibroblastos de camundongo L929. A cultura celular 

foi mantida a 37 ± 2 ºC em atmosfera de 5 % de CO2 até atingir 80-90 % de confluência 

e depois tripsinizada. A suspensão celular foi centrifugada por 5 min a 1200 x g e 0,1 

mL (1 x 105 células) foram semeadas em uma placa de 96 poços e incubadas por 24 

horas a 37 ± 2 ºC em atmosfera de 5 % de CO2. Em seguida, o meio de cultura foi 

substituído pelo meio de cultura com amostras de HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-

Lis, HA-Furano-BM-PEG na concentração de 2 mg/mL, já as amostras de 

furfurilamina, BM-Lis e BM-PEG realizou-se uma diluição seriada a partir da 

concentração de 2 mg/mL até 0,015 mg/mL. O meio de cultura foi utilizado como 

controle negativo (para garantir o crescimento celular livre da amostra) e o controle 

positivo foi DMSO a 10 % (vol) em meio de cultura. Após 24 horas, o meio de cultura 

foi removido e as células foram lavadas com PBS. Solução de resazurina (10 % vol 

em meio suplementado com DMEM) foi adicionada a cada poço e as microplacas 

foram incubadas a 37 ± 2 ºC durante 4 h em atmosfera de 5 % de CO2. 100 μL de 
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cada amostra foram transferidos para a microplaca de 96 poços. A fluorescência foi 

lida em comprimentos de onda de excitação de 570 nm e emissão de 590 nm em um 

leitor de microplacas (CaryEclipse Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). A 

viabilidade celular foi relatada como % de viabilidade em comparação com a amostra 

de controle, utilizando o software Excel para plotagem. Os resultados são 

apresentados como valores médios e desvio padrão. 

 

3.6.8. Viabilidade Celular Após a Extrusão do Hidrogel 

 

Para avaliar a viabilidade celular após a passagem do hidrogel por agulha 

hipodérmica, foram preparadas quatro formulações: HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-

Lis e HA-Furano-BM-PEG. Inicialmente, cada amostra foi dissolvida em tampão PBS 

na concentração de 6 mg/mL, garantindo completa solubilização do material. Em 

seguida, a cada amostra solubilizada foram adicionados 80 µL de meio de cultura 

contendo fibroblastos de camundongo L929 (1 × 10⁵ células), previamente cultivadas 

conforme descrito no item 4.6.7. A mistura resultante foi cuidadosamente 

homogeneizada para assegurar a dispersão uniforme das células no hidrogel. 

Posteriormente, com o auxílio de uma pipeta, as amostras foram transferidas para 

seringas de 3 mL e acopladas a agulhas hipodérmicas de 40 × 1,20 mm. O material 

contendo células foi extrusado lentamente, simulando a injeção em condições clínicas. 

A viabilidade celular foi avaliada imediatamente após a injeção, utilizando o corante 

azul de tripan para distinção entre células viáveis e inviáveis. A leitura dos resultados 

foi realizada em contador automatizado (Bio-Rad TC20TM).  

 

3.6.9. Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas no programa BioEstat 5.3, por meio 

da análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para as análises que 

apresentaram o valor de p < 0,05. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Titulação Condutimétrica 

A quantidade de grupamentos carboxílicos dos materiais (ácido hialurônico e 

HA-Furano) foi determinada por meio de titulação condutimétrica ácido/base (Figura- 

17). A partir da análise gráfica é possível visualizar que na amostra de ácido 

hialurônico, há presença de COOH. Já na amostra de HA modificado, há uma 

quantidade menor de grupamentos carboxílicos, o que era esperado uma vez que a 

etapa de modificação do HA por furfurilamina substitui hidroxilas (OH) por 

grupamentos furânicos, tendo então sucesso na modificação. Para confirmação da 

análise gráfica, foi realizado o cálculo (Equação- 1) utilizando o volume gasto de 

titulante (NaOH 0.1M). A partir desse dado foi possível determinar a quantidade de 

COOH que foi substituída por grupamentos furânicos. Foi determinado para o ácido 

hialurônico 1,25 mmols/g e 0,75 mmols/g para o ácido hialurônico modificado com 

furfurilamina, sendo possível determinar que o grau de substituição foi 

aproximadamente de 0,5 mmols/g, correspondendo a uma substituição de 40%. 

 

Figura 17.  Titulação condutimétrica das amostras de ácido hialurônico (a) e de 
ácido hialurônico modificado com furfurilamina (b) 
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Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

 4.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier 

(FTIR) 

A espectroscopia infravermelha é uma ferramenta instrumental extremamente 

importante nas ciências aplicadas e básicas para a determinação de vários grupos 

funcionais e compostos orgânicos porque examina as transições entre estados 

vibracionais de ligações dentro da molécula (KHAN et al., 2018).  Na Figura 18 está 

representado os espectros de FTIR das amostras de HA, furfurilamina e HA-Furano. 

O espectro do HA mostrou picos característicos de HA, como vibração de estiramento 

–OH e vibração simétrica –NH em 3300 cm–1 na cadeia lateral de N-acetil e amida I 

carbonila (C=O) em 1602 cm–1 (PARK et al., 2014). Uma banda em 1405 cm-1 

corresponde a vibração de deformação C–O–H. As bandas éter foram atribuídas em 

1115 e 1135 cm-1 (ANTUNES et al., 2010; CARNEIRO et al., 2016).  

 No espectro FTIR da furfurilamina é possível observar uma banda na região 

3300 cm–1 correspondente ao grupo amina primária (-NH2) apresentando um pico de 

absorção devido às vibrações de estiramento de NH. As bandas de alongamento CH 

são observadas em torno de 3000 cm–1, abrangendo tanto as regiões alifáticas quanto 

aromáticas da molécula.  Na região de 1600 cm–1 está presente o pico característico 

de alongamento de C=C de anéis aromáticos, esses picos são devido à presença do 

anel furano na estrutura da furfurilamina. Em 1200 cm–1 é observado o pico 

relacionado ao alongamento CN, indicativo da presença do grupo funcional amina. 

Além disso, as bandas de flexão CH foram detectadas na região de 1450 cm–1. O HA-

Furano apresentou as bandas típicas do HA quanto da furfurilamina, conforme 

esperado, e as mudanças no espectro que indicam o sucesso da reação.  No espectro 

do HA foi observado um pico em 1602 cm -1 associado ao estiramento C=O do ânion 

carboxilato (MANJU; SREENIVASAN, 2011). No entanto, esse pico desaparece após 

a formação do conjugado, é possível notar um pico na região 1740 cm-1 associado ao 

C=O. Além disso, em 890 cm-1, destaca-se a característica banda de vibração da 

ligação C=C do furano, enquanto a presença de ligação C-N em 1200 cm-1, indica a 

reação entre o grupo carboxílico do HA com o grupo amina da furfurilamina indicando 

que nessa região ocorreu a reação. 
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Figura 18. FTIR das amostras de Ácido Hialurônico, Furfurilamina e HA-Furano. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

Os espectros de FTIR do aduto, lisina e BM-Lis são mostrados na Figura 19. 

No espectro do aduto furano anidrido maleico, destaca-se uma banda intensa em 

1700 cm-1 associada ao estiramento C=O da maleimida. Em 716 cm-1, é evidente a 

característica banda de vibração da ligação C=C do furano, enquanto em 920 cm-1, 

observa-se a banda relacionada à ligação C-O do anel. 

No espectro da lisina, as bandas localizadas em torno de 3143 cm-1 

representam as vibrações de estiramento da amina (NH₂). Em 1626 cm-1, observa-se 

as vibrações C=O dos grupamentos carboxílicos do aminoácido, enquanto as bandas 

em 1500 e 1330 cm-1 correspondem a vibrações de deformação N-H. Por último, a 

banda em 2870 cm-1 está associada às vibrações de estiramento CH dos grupos 

metileno (CH2) alifáticos presentes na estrutura da lisina. 

A BM-Lis, exibe em seu espectro bandas distintas nas regiões de 1700 cm-1, 

relacionadas ao estiramento C=O da maleimida, preservadas da estrutura do aduto 

furano anidrido maleico, e em 1624 cm-1, correspondentes às vibrações C=O 

preservadas da estrutura da lisina. A banda em 3143 cm-1 praticamente desaparece 
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na estrutura da BM-Lis, indicando modificação nesses grupamentos estruturais, um 

sinal da ligação do aduto (GANDINI et al., 2009). As vibrações de deformação de NH, 

observadas em 1500 e 1330 cm-1, são as mais afetadas, praticamente 

desaparecendo, sugerindo a substituição desses grupamentos na estrutura. As 

bandas correspondentes ao grupamento furano também não são detectadas no 

espectro da BM-Lis, indicando sua remoção durante a Retro Diels Alder, conforme 

esperado. 

 

 

Figura 19. Espectro de FTIR das amostras de aduto furano anidrido maleico, lisina 
pura e BM-Lis. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 

 

 4.3. Ressonância Magnética Nuclear de Prótons (1H RMN) 

Neste estudo, usamos a técnica de Ressonância Magnética Nuclear de Prótons 

(1H RMN) em amostras de HA para confirmar a reação e a incorporação do 

grupamento furano na molécula de HA. Além disso, a mesma técnica foi aplicada em 

amostras de bismaleimida que foram sintetizadas a partir do aminoácido lisina, para 

confirmar a ocorrência da reação. Por fim, foi feita a análise do HA-furano reticulado 

com BM-PEG e BM-Lis. 
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Na Figura 20 estão representados os espectros de 1H RMN do Ácido hialurônico 

(vermelho) e do ácido hialurônico modificado com furfurilamina (azul), O HA-Furano 

foi obtido ligando a furfurilamina ao HA. O espectro correspondente ao HA não 

modificado mostra um pico localizado a 2,0 ppm, que pode ser atribuído aos prótons 

do grupo metil no HA grupo N-acetil (Pérez et al., 2023). Após a reação para 

acoplamento do grupamento furano no HA, é possível observar a presença do pico de 

próton de glucosamina característico do HA nativo na região 1,9 ppm (NIMMO; 

OWEN; SHOICHET, 2011) e o surgimento de dois picos nas regiões de 6,38, 6,5 ppm 

e um na região 7,5 ppm, os picos referem-se aos prótons do furano, esses picos 

mostraram que o grupamento furano foi enxertado com sucesso na molécula de ácido 

hialurônico.  Além disso, é possível comparar os dados obtidos com a literatura onde 

mostra que os prótons de furano aparecem nessa região (AYEDI et al., 2012, WANG 

et al., 2018). 

 

 

Figura 20. Espectros de 1H RMN do ácido hialurônico e HA-Furano. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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Na Figura 21 os espectros de 1H RMN das amostras de aduto (vermelho) lisina 

(verde) e BM-Lis (azul) são apresentados. No espectro do aduto observa-se picos 

característicos do aduto furano anidrido maleico na região 6,2, 3,6 e 2,5 ppm indicando 

que houve sucesso na síntese do aduto (LINS et al., 2003).  No espectro da BM-Lis, 

o pico na região de 6,8 ppm (f) corresponde aos prótons da bismaleimida que se 

encontra desprotegida, ou seja, não está ligada ao furano, produto da primeira fase 

da reação da síntese da bismaleimida deste modo evidenciando a presença de 

maleimida na estrutura e, portanto, indicando que houve formação do produto. No 

entanto, os picos em 2,6 e 6,3 ppm correspondem aos prótons da estrutura do 

grupamento furano, indicando que a reação de desproteção da maleimida (eliminação 

do furano) não foi totalmente completa (TROVATTI et al., 2015).  

 

Figura 21. Espectros de 1H RMN aduto, lisina e BM-Lis. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

A Figura 22, mostra os espectros de 1H RMN do HA-Furano e HA reticulado 

com as duas BMs em estudo, ou seja, amostras de HA antes e após a reticulação. O 

objetivo é avaliar a eficácia da reticulação via Diels-Alder por meio da ligação do furano 

presente na molécula de HA e a maleimida presente nas duas BMs em estudo. Ao 
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analisar os espectros de HA-Furano-BM-PEG, verifica-se a presença de picos em 

6,38, 6,5 ppm e na região de 7,5 ppm que são picos atribuídos ao furano presente no 

HA-Furano. No entanto, observou-se também o aparecimento de um pico na região 

6,2 ppm indicando a presença da BM-PEG. Na amostra de HA-Furano-BM-Lis é 

possível observar o desaparecimento dos picos referente ao furano presente na 

amostra de HA-Furano, indicando assim a ligação via reação Diels-Alder.  Ao analisar 

os espectros de 1H RMN do HA reticulado com a BM-Lis também é possível notar o 

surgimento de um pico na região 6,8 ppm, região característica do espectro de BM-

Lis. Esses resultados demonstram que houve sucesso na reticulação do HA 

modificado com furano com a BM-Lis. 

 

Figura 22. Espectros de 1H RMN HA-Furano, HA-Furano-BM-PEG e  HA-Furano-BM-
Lis. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

Na Figura 23, os espectros de 1H RMN das amostras de HA reticulado com BM 

são apresentados antes (23-A, 23-B) e após (23-C e 23-D) o teste de reticulação. A 

verificação do espectro de 1H RMN das amostras antes e após o teste de reticulação 

visa verificar se houve alguma alteração na molécula durante o processo. Como pode 

ser observado na Figura 23, nas imagens A, B, C e D, não ocorreu modificação na 

estrutura molecular, uma vez que os picos presentes nos espectros antes do ensaio 

de reticulação permaneceram inalterados após o teste. Isso confirma o sucesso da 
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reação de reticulação e indica que não houve alterações significativas durante o teste. 

No entanto, é observado no espectro das amostras 23-C e 23-D que as amostras 

estavam mais puras, demonstrando que a água utilizada durante o ensaio não 

modificou a molécula reticulada, porém removeu o excesso de impureza que estava 

presente nas amostras. Esta constatação de que não houve modificação da molécula 

de HA reticulada com as BMs é fundamental, considerando que uma das 

preocupações deste trabalho é a solubilidade do material em água, devido à sua 

aplicação em ambiente fisiológico. Contudo, observou-se que o material em estudo 

(HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis) não são solúveis em água. O que torna o 

material bastante promissor para uso em meio fisiológico.  

 

Figura 23.  Espectros de 1H RMN HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis antes e 
após o “ensaio de reticulação”. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

4.4. Análise Térmica 

Na Figura 24 estão representadas as curvas do segundo aquecimento obtidas 

por (DSC). Nas curvas de HA e HA-Furano é possível observar que o primeiro pico 

endotérmico das duas amostras aparece em 150 °C e 160 °C respectivamente. Esse 

primeiro pico que aparece em ambas as amostras pode estar relacionado a 

evaporação de água. A intensidade do pico não é tão alterada para o HA-Furano; no 
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entanto, é deslocado para 160 °C, afetando as ligações de hidrogênio do HA por meio 

de ligações cruzadas (HOVHANNISYAN et al., 2023). Ambos os termogramas 

exibiram um pico exotérmico na temperatura de aproximadamente 180 °C 

rapidamente seguido de um sinal endotérmico largo entre 180 e 190 °C para o HA e 

HA-Furano, respetivamente, é atribuído à degradação do esqueleto principal do 

polímero. No entanto, é possível observar que a intensidade do pico do HA-Furano é 

menor quando comparado com o HA não modificado. 

Uma das características da reação Diels-Alder (furano-maleimida) é a 

possibilidade de reverter essa reação, ou seja, a retro Diels-Alder. A eficiência das 

reações rDA pôde ser confirmada pelo comportamento térmico dos hidrogéis de ácido 

hialurônico reticulado. As curvas de DSC presentes na Figura 24, apresentaram um 

pico endotérmico em torno de 80 °C e 100 °C, associado à ocorrência da reação de 

rDA, havendo a cisão das ligações entre o furano e a maleimida. Em trabalho realizado 

por Kramer et al., 2019 foi observado que na faixa de temperatura de 87 °C ocorreu a 

rDA corroborando com nosso trabalho. 

 

 

Figura 24. Curvas de aquecimento DSC HA, HA-Furano, HA-Furano-Lis, HA-
Furano-BM-PEG 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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A Figura 25 mostra as curvas termogravimétricas (TGA) do HA-Furano-BM-Lis 

e HA-Furano-BM-PEG. Para o HA-Furano-BM-Lis, houve perda de massa inicial de 

7% entre 25 e em 100 °C, que pode ser atribuída inicialmente à evaporação de água 

até 100 °C. De acordo com a sua natureza, a subsequente perda de massa 

corresponde à ruptura das interações mais fracas na estrutura polissacarídica do 

ácido hialurônico até atingir a temperatura de aproximadamente 200°C (WU et al., 

2024). A segunda faixa de perda de 200 a 350°C representa a principal perda de 

massa de 30%, correspondendo à degradação do esqueleto principal do polímero, 

incluindo anéis sacarídeos e cadeias de macromoléculas, com a temperatura de início 

de decomposição Tonset de 188, 324 e 420 °C, apresentando 30 % de resíduo sólido 

deixado em 500 °C (AMIRNEJAT; NOSRATI; JAVANSHIR, 2020).  

Na literatura, é mencionado que a molécula de HA é classificada como um 

material sensível ao calor, ou seja, sua temperatura de degradação é relativamente 

baixa (LOPEZ et al., 2020). Ao compararmos a temperatura de degradação do HA 

descrita na literatura com os resultados do nosso trabalho, observamos que a BM 

pode ter influenciado na degradação, já que é conhecida por ser termicamente mais 

resistente (IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017).   

O HA-Furano-BM-PEG apresentou uma perda de massa de 5% até 100°C 

devido à desidratação, tendo uma capacidade semelhante de adsorção de água 

quando comparado ao HA-Furano-BM-Lis. No entanto, apresentou degradação 

praticamente em 3 etapas com Tonset de 194, 220 e outro em 400 °C com perda de 

massa de 70% e resíduo de aproximadamente 25% a 500°C.  A degradação do HA 

reticulado com a BM-PEG, pode ter ocorrido de forma mais rápida devido ter um grau 

de reticulação menor quando comparado com a o HA reticulado com a BM-Lis. 
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Figura 25. Curvas termogravimétrica HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 

 

4.5. Análise Visual de Viscosidade e Formação do Hidrogel 

A Figura 26, mostra as mudanças visuais observadas no HA natural, HA-

Furano, HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis. Na Figura 26-A, é possível notar 

uma diminuição significativa da viscosidade no HA após a modificação com a 

furfurilamina, possivelmente associada à diminuição do número de grupos de hidroxila 

devido a substituição por grupos furânicos. A literatura destaca a importância de 

compreender a influência dos grupos hidroxila (OH) nas propriedades dos materiais. 

A quantidade desses grupos pode influenciar na viscosidade, já que cada grupo OH é 

potencialmente capaz de formar até três ligações de hidrogênio (JADŻYN; 

ŚWIERGIE, 2019). 

Por outro lado, nas imagens da Figura 26-B e C é perceptível o aumento da 

viscosidade do HA-Furano após ser reticulado com a BM-PEG e BM-Lis, o aumento 

da viscosidade ocorreu bem rápido em aproximadamente 1 minuto após o contato 

com as bismaleimidas, indicando que houve a reticulação por meio da ligação do 
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furano presente no HA-Furano e da maleimida presente na BM. Na Figura 26-C é 

possível observar um aumento da viscosidade ainda mais expressivo em comparação 

com a 26-B onde foi reticulado com a BM-PEG. Este resultado evidencia a maior 

eficácia da BM-Lis como agente reticulante. Em trabalho anterior publicado por nosso 

grupo onde foi utilizado o amido modificado com grupamento furânico (álcool 

furfurílico) reticulado com a BM-PEG também foi observado aumento considerável da 

viscosidade corroborando com nosso estudo (ANTUNES et al., 2022). 

  O comportamento de gelificação rápido e controlável não é apenas benéfico 

para o encapsulamento e sobrevivência celular, mas também benéfico para a 

operação do hidrogel HA reticulado na prática clínica. Para confirmação do aumento 

da viscosidade foram realizadas análises reológicas das amostras, antes e após a 

reticulação via reação Diels Alder. 

 

Figura 26.  Mudanças visuais observadas no HA natural, HA-Furano e HA-Furano-
BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 

 

 4.6. Análises Reológicas  

O acompanhamento das mudanças nas propriedades reológicas, ou seja, a 

determinação das propriedades reológicas antes, durante e após a reticulação 

completa dos materiais, é fundamental para estudar e validar as condições de 

aplicação dos hidrogéis injetáveis propostos. A análise reológica ajuda a avaliar o 

comportamento do fluxo dos hidrogéis sob condições de injeção. Ela avalia 

parâmetros como viscosidade e comportamento de afinamento, garantindo que o 
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hidrogel possa ser facilmente injetado por meio de agulhas médicas sem entupir ou 

causar resistência excessiva. Compreender essas características do hidrogel HA 

antes e após a reticulação é de extrema importância para esse estudo, uma vez que 

se pretende colocar células nesse biomaterial. Sabe-se que os hidrogéis podem sofrer 

forças de cisalhamento durante a injeção e compreender como esse material se 

comporta é fundamental, pois o cisalhamento pode causar danos às células (GALLO 

et al., 2019). Outras propriedades reológicas dos hidrogéis, como elasticidade e 

módulo (G’ e G”), são essenciais para manter sua integridade estrutural durante e 

após a injeção. Isto garante que o hidrogel mantenha a sua forma e funcionalidade no 

local de administração.  

Na Figura 27-A, nota-se que o HA é a amostra com maior viscosidade, após ser 

modificado com a furfurilamina (HA-Furano) se torna a amostra com menor 

viscosidade, o que é altamente relevante para este estudo. Espera-se um aumento na 

viscosidade após a aplicação (injeção) do hidrogel, pois, para o transporte celular, é 

fundamental que o material seja mais fluido, reduzindo assim o cisalhamento e, 

consequentemente, minimizando a morte celular. A amostra de HA-Furano-BM-Lis 

apresentou maior viscosidade, quando comparado com HA-Furano-BM-PEG e menor 

viscosidade quando comparado com o HA. O aumento da viscosidade das amostras 

de HA reticulado com ambas as BM se deve à rede polimérica que se formou após a 

reticulação entre o furano presente no ácido hialurônico modificado com furfurilamina 

e a maleimida presente na BM. Também observou-se que em diferentes níveis de 

tensão de cisalhamento ocorre um forte comportamento de afinamento por 

cisalhamento com queda da viscosidade em todas as amostras em estudo, 

demonstrando um comportamento pseudoplástico, o que faz com que fiquem no 

estado sólido em repouso, mas sob tensão de cisalhamento eles possuem 

propriedade líquida e podem fluir (CHEGINI  et al., 2020).  Esse comportamento 

reológico se deve ao desembaraço e alinhamento dessas microestruturas e à quebra 

das estruturas tridimensionais na direção do fluxo. A rigidez da rede depende de seus 

emaranhados mecânicos, do número de pontos de contato ou interações entre 

cadeias poliméricas, de suas forças de coesão e de forças eletrostáticas entre as 

cadeias. A Figura 27-B mostra a relação entre a tensão de cisalhamento e da taxa de 

cisalhamento, mostrando que com o aumento gradual da taxa de cisalhamento, a 

tensão de cisalhamento aumenta continuamente. Essa característica é observada em 

todas as amostras analisadas. 
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Figura 27. Caracterizações reológicas dos hidrogéis antes e após a reticulação com 
BM-PEG e BM-Lis. Viscosidade em função da taxa de cisalhamento (A), curva de fluxo 
de tensão de cisalhamento versus taxa de cisalhamento (B), módulo de 
armazenamento e módulo de perda em função da deformação de cisalhamento (C), 
módulo de armazenamento e módulo de perda em função da frequência angular (D). 
Fonte: elaborado pela própria autora. 

A reação Diels Alder é bem descrita na literatura, em trabalho publicado em 2011 

por Nimmo e colaboradores foi demonstrado que a reação de clique de Diels-Alder é 
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um método de reticulação adequado e muito eficiente para formação de hidrogel de HA. 

Nesse trabalho, eles avaliaram as propriedades reológicas do HA reticulado com BM. 

Também foi observado que todas as amostras apresentaram uma diminuição da 

viscosidade conforme o aumento da taxa de cisalhamento, provavelmente esse 

comportamento ocorreu devido a ruptura da rede estrutural dos polímeros (NIMMO; 

OWEN; SHOICHET, 2011). 

As características viscoelásticas dos hidrogéis como: o comportamento de 

deformação (Figura 27-C) e medições de varredura de frequência (Figura 27-D) foram 

determinadas por testes oscilatórios. Dois parâmetros são importantíssimos para avaliar 

a viscoelasticidade de um fluido. São eles o módulo viscoso (G”) e o módulo elástico 

(G’) (COSTA; NACCACHE; VARGES, 2017).  A varredura de deformação é importante 

pois determina o limite da região linear viscoelástica (região LVE), a região LVE indica 

a faixa na qual o teste pode ser realizado sem destruir a estrutura da amostra. É a região 

representada do lado esquerdo do gráfico, ou seja, a faixa com os valores de 

deformação mais baixos. Na região LVE, esta função mostra um valor constante, 

denominado valor platô. O módulo de elasticidade ou de armazenamento (G’) é uma 

medida da energia armazenada em um material no qual a deformação por cisalhamento 

foi imposta, já o módulo viscoso ou de perda (G”) é uma medida da energia dissipada 

em um material, no qual foi imposta deformação. Acredita-se que os hidrogéis que têm 

G′ relativamente maior tenham efeitos duradouros (FUNDARÒ et al., 2022). 

Ao analisar a Figura 27-C observa-se que na região LVE o HA apresenta o módulo 

de armazenamento (G’) maior que o módulo de perda (G”) indicando que a amostra 

nessa região apresenta estrutura tipo gel ou sólida, no entanto podemos observar que 

no final da varredura o G” foi maior que G’ indicando que nessa região a amostra exibe 

uma estrutura fluida. Em contrapartida a amostra de HA-Furano, apresenta um 

comportamento líquido onde observa-se no gráfico um G” maior que G’. Também se 

observa uma distância bem significativa entre o módulo de perda em comparação ao o 

módulo de armazenamento do HA-Furano, o que não foi observado nas demais 

amostras. Isso pode ter ocorrido devido a substituição das hidroxilas presente na 

molécula de HA que foram substituídas por grupamentos furânicos.  

Como foi observado, a quantidade de OH pode influenciar fortemente, nas 

propriedades dos líquidos (JADŻYN; ŚWIERGIE, 2019), isso também pode explicar a 

proximidade dos módulos G’ e G” do HA não modificado, pois a quantidade de hidroxila 

na molécula é muito maior do que no HA-Furano como foi mostrado na titulação 
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condutimétrica foi substituição de 40%. Por outro lado, amostras de HA reticulado com 

bismaleimida, HA-Furano-BM-PEG, HA-Furano-BM-Lis, apresentou o G’ maior que G” 

demonstrando ter com comportamento elástico predominante, apresentando estrutura 

tipo gel/sólida podendo ser denominada sólido viscoelástico.  

A Figura 27-D contém os resultados das medições de varredura de frequência e 

avaliados os valores do módulo viscoso e elástico. Ao analisar a amostra de HA 

observa-se que o HA possui módulo viscoso (G”) maior que módulo elástico (G’) 

indicando predomínio dos efeitos elásticos. Além disso, é possível determinar a região 

viscoelástica linear, que se encontra dentro da faixa em que os módulos são constantes 

e paralelos com o tempo. Ao final dessa região, quando ocorre o cruzamento das 

curvas, o valor de G’ ultrapassa o valor de G’’, ou seja, o módulo viscoso torna-se maior 

que o módulo elástico, indicando o início do escoamento do fluido. Por outro lado, a 

amostra de HA-Furano apresenta o módulo de viscoso (G”) maior que o módulo elástico 

durante toda varredura de frequência, também é possível notar que não ocorre o 

cruzamento das curvas, indicando predomínio viscoso. As amostras de HA reticulado 

com as BMs apresentaram um comportamento semelhante ao gel  com o módulo de 

armazenamento G' constante e maior que o módulo de perda G”, indicando que 

possuem módulo de elasticidade superior ao módulo viscoso (VON et al., 2017).  

 

4.7. Teste de Reticulação 

A Figura 28 ilustra as amostras de HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-Lis e HA-

Furano-BM-PEG, imediatamente após centrifugação, ainda retendo umidade. Ao 

analisar as imagens 28-C e 28-D, torna-se visível a presença de material reticulado, 

indicando a formação de uma estrutura de rede, característica de ligações cruzadas 

dos polímeros, sugestivos de reticulação (FUNDARÒ et al., 2022). No entanto, ao 

analisar as figuras 28-A e 28-B, torna-se impossível ver a presença de material, 

indicando que a amostra se dissolveu completamente durante o ensaio e foi 

totalmente eliminada. As amostras foram então secas em estufa com temperatura 

controlada a 50°C até alcançarem uma massa estável. Após esta etapa, foi calculada 

a porcentagem de reticulação. Em primeiro lugar, a amostra de HA e HA-Furano não 

apresentaram evidência de reticulação, indicando falta de formação de estrutura de 

rede. Em contraste, o HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG exibiram uma notável 

taxa de reticulação, calculada em 52% e 38% respectivamente. Isso sugere que a 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/storage-modulus
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/storage-modulus
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presença de furano desempenhou um papel crucial na promoção da formação do 

sistema reticulado por meio de ligações entre o furano presente na molécula de HA e 

a maleimida presente na BM-Lis e BM-PEG. 

 

Figura 28. Resultado teste de reticulação, HA (A), HA-Furano (B), HA-Furano-BM-Lis 
(C) e HA-Furano-BM-PEG (D). 
Fonte: Própria autora 

 

4.8. Viabilidade Celular 

O teste de citotoxicidade in vitro foi conduzido utilizando o método baseado em 

resazurina. Em resumo, o método é designado para determinar 

espectrofotometricamente ou fluorometricamente, o número de células em função da 

atividade metabólica usando o corante resazurina. A resazurina pode ser dissolvida 

em tampão fisiológico (resultando numa solução de cor azul profundo). A 

metabolização da resazurina pelas células vivas gera a resorufina que é rosa 

fluorescente (Figura- 29), sendo que é usada para estimular a viabilidade celular por 

meio da medição da intensidade de fluorescência. Segundo o padrão, quando houver 

uma redução de mais de 30% na viabilidade celular é considerada como tendo efeito 

tóxico para as células (MORDMUANG et al., 2019, DORM et al., 2022). 
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Figura 29. Esquema da conversão intracelular de resazurina azul não fluorescente 
em resorufina rosa fluorescente. 
Fonte: Adaptado de MORDMUANG et al., 2019. 

 

Para o ensaio de viabilidade celular foram testadas as amostras de HA, HA-

Furano, HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis e reagentes (BM-PEG, BM-Lis e 

furfurilamina). O controle negativo mostrou uma porcentagem padrão, ou seja, 100% 

de negatividade de citotoxicidade. Nos testes observou-se que nas amostras de HA, 

HA-Furano e HA reticulado com BM-PEG e BM-Lis não foram consideradas tóxicas 

na concentração testada (Figura 30-A), apresentando uma viabilidade celular superior 

a 70%. O resultado sugere material com potencial para aplicações na área da saúde, 

conforme proposto neste trabalho. Já em relação aos reagentes utilizados nas 

reações químicas de modificação (BM-PEG, BM-Lis e furfurilamina), as células foram 

viáveis a partir da concentração de 0,25mg/mL para furfurilamina, já a BM-PEG se 

mostrou viável a partir da concentração 0,5mg/mL e pôr fim a BM-Lis foi viável a partir 

de 1mg/mL (Fig. 30-B), sendo citotóxico (menor que 70% de viabilidade) em 

concentrações mais elevadas. Com base nos resultados encontrados, sugere-se que 

os reagentes não permaneceram livres para exercer o efeito tóxico após a reação 

química com o material, uma vez que o material demonstrou viabilidade superior a 

70% em todas as etapas de modificações químicas e na concentração testada. 
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 * diferença significativa (p<0,01) comparando ao controle negativo. 

** diferença significativa (p<0,05) comparando ao controle negativo. 

Figura 30. Resultados da análise de viabilidade celular, HA, HA-Furano, HA-Furano-
BM-PEG, HA-Furano-BM-Lis (a) e Furfurilamina, BM-Lis, BM-PEG (b). 
Fonte: elaborado pela própria autora. 
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4.9. Viabilidade Celular Após a Extrusão do Hidrogel 

 

Neste estudo, optou-se por utilizar a concentração de 6 mg/mL para a 

preparação do hidrogel. Essa escolha foi baseada em observações obtidas 

previamente no ensaio de reticulação (item 4.5), no qual se verificou que tanto o ácido 

hialurônico (HA) natural quanto o HA reticulado apresentaram viscosidade elevada, 

fato posteriormente confirmado por meio da análise reológica. A elevada viscosidade 

observada poderia trazer duas consequências indesejáveis durante a aplicação do 

material, como o risco de obstrução da agulha durante a injeção e maior dificuldade 

de escoamento do hidrogel através da seringa, exigindo maior pressão para a 

aplicação. Considerando que o primeiro ponto potencial de dano celular pode ocorrer 

no próprio processo de injeção, devido às forças de cisalhamento às quais as células 

são submetidas ao passar da seringa para a agulha (AGUADO et al., 2012). 

A Figura 31, mostra os resultados de viabilidade celular após a extrusão do 

hidrogel pela agulha, observa-se que o número inicial de células viáveis presente nas 

amostras de controle era de 1 × 10⁵ células. Após a passagem do material pela agulha, 

observou-se que a amostra composta apenas por HA que apresentou a maior 

viscosidade, exibiu a menor quantidade de células viáveis, com 2,5 × 10⁴ células vivas. 

Em contraste, as amostras de HA-Furano apresentaram a maior viabilidade celular, 

com 6,1 × 10⁴ células vivas. Esse resultado pode estar diretamente relacionado à 

baixa viscosidade dessa amostra, que provavelmente reduziu a intensidade das forças 

de cisalhamento durante a injeção, minimizando o dano celular. Apesar do melhor 

desempenho em termos de viabilidade, é importante considerar que o HA-Furano não 

é reticulado, ou seja, trata-se de uma molécula linear. Em ambiente fisiológico, essa 

característica resultaria em uma meia-vida reduzida, uma vez que a presença de 

enzimas como as hialuronidases aceleraria sua degradação em comparação aos 

materiais reticulados. Por esse motivo, torna-se necessária a reticulação do HA para 

aumentar sua resistência à degradação enzimática (FUNDARÒ et al., 2022). As 

amostras de HA reticuladas com BM-Lis e BM-PEG apresentaram diferentes níveis 

de viabilidade celular. A formulação HA-BM-Lis apresentou uma viabilidade de 3,8 × 

10⁴ células vivas, enquanto a amostra HA-BM-PEG apresentou uma viabilidade em 

de 2,8 × 10⁴ células vivas. 

Procedimentos de injeção celular tipicamente resultam em déficit de células 

vivas, com viabilidades tão baixas quanto 1% a 32% após o transplante (AGUADO et 
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al., 2012). Grande parte da pesquisa recente sobre carreadores celulares de hidrogel 

tem se concentrado no papel desses materiais após a administração ao tecido ou 

órgão alvo. Por exemplo, os hidrogéis podem atuar como arcabouços para a adesão 

celular local (CHOI et al., 2020). 

O hidrogel injetável ideal tem que ser fluido o suficiente para passar pelas 

agulhas da seringa, mas ainda atingir alta rigidez dentro do corpo. A gelificação 

térmica com foco na mudança de temperatura durante a injeção é útil, e polímeros 

termossensíveis como poli(N-isopropilacrilamida) e Pluronic® têm sido usados para 

esse propósito (CHEON et al., 2024). 

 

Figura 31.  Viabilidade celular após a extrusão do hidrogel pela agulha. 
Fonte: elaborado pela própria autora. 

 

 

5. CONCLUSÃO  

Conclui-se que a modificação química do ácido hialurônico com furfurilamina 

foi bem-sucedida, confirmada por meio de caracterização por RMN e FTIR, que 

revelaram a presença do grupo furânico na amostra modificada. A titulação 

condutimétrica quantificou a presença de furano no ácido hialurônico modificado de 
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aproximadamente 40% de substituição. Além disso, a síntese do aduto furano anidrido 

maleico e da bismaleimida a partir da modificação química da lisina foi confirmada 

após a caracterização desses materiais. Por meio da análise térmica foi possível 

observar a rDA do HA reticulado. 

A etapa de reticulação via reação de Diels-Alder com introdução das 

bismaleimidas (BM-PEG e BM-Lis) foi realizada com sucesso, evidenciada pela 

formação do hidrogel, confirmada por análises visuais e reológicas. O teste de 

citotoxicidade demonstrou a viabilidade do material. Portanto, este estudo demonstrou 

que o ácido hialurônico modificado com furano apresentou mudança de viscosidade e 

formação de hidrogel em um curto período de tempo por meio da reticulação da 

ligação do furano presente na molécula de HA e maleimida presente na BM via reação 

de Diels-Alder. 

A avaliação da viabilidade celular após a extrusão do hidrogel por agulha 

demonstrou que a viscosidade afeta diretamente viabilidade das células. No entanto, 

os resultados obtidos foram considerados promissores, uma vez que, mesmo após a 

passagem do hidrogel pela agulha, as células apresentaram elevada taxa de 

viabilidade. 

Por meio dos resultados obtidos até o momento foi demonstrado que o material 

em estudo é bastante promissor para uso em ambiente fisiológico e para aplicação na 

forma injetável.  

 

6. PERSPECTIVAS 

 

            Com o intuito de aprimorar a viabilidade celular após o processo de extrusão, 

pretende-se testar diferentes concentrações e avaliar o crescimento das células nos 

intervalos de 24h e 48h. Além disso, visando explorar o potencial de aplicação do 

material em tecidos como a cartilagem, propõe-se investigar detalhadamente suas 

propriedades mecânicas. 
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CAPÍTULO ll 

Hidrogel de Alginato Modificado com Cisteína: Biomaterial para Aplicação 

Microbiológica. 

 

RESUMO 

A propagação de infecções microbianas representa um cenário desafiador em 

todo o mundo, com notável demanda por atenção na área da saúde. Tem surgido um 

aumento de estudos para o desenvolvimento de novos biomateriais com o objetivo de 

diminuir ou evitar infecções bacterianas, e os polímeros naturais têm sido foco de 

alguns estudos. O alginato é um polímero natural abundante com potencial para 

modificações químicas com base na sua estrutura química e, até onde sabemos, não 

foi modificado para atividade antimicrobiana. Este estudo tem como objetivo preparar 

um novo biomaterial por meio da modificação química do alginato acoplado à cisteína, 

visando inferir atividade antimicrobiana ao material resultante, e também, capacidade 

de geleificação in situ pela formação de ligações dissulfeto. Os polímeros foram 

caracterizados por FTIR, RMN, análise térmica, teste de reticulação, análise reológica, 

degradação hidrolítica, teste microbiológico (E. coli e S. aureus) e citotoxicidade. Os 

resultados não mostraram toxicidade e demonstraram atividade antimicrobiana contra 

as bactérias estudadas, indicando seu potencial para o desenvolvimento de curativos 

e outros dispositivos médicos destinados à prevenção de infecções. 

 

Palavras-chave: Alginato; cisteína; atividade antimicrobiana; E. coli, S.aureus. 
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ABSTRACT 

 

The spread of microbial infections represents a challenging scenario worldwide, 

with a notable demand for attention in the health area. There has been an 

increase in studies into the development of new biomaterials with the aim of 

reducing or preventing bacterial infections, and natural polymers have been the 

focus of some studies. Alginate is an abundant natural polymer with the potential 

for chemical modifications based on its chemical structure and, as far as we 

know, it has not been modified for antimicrobial activity. This study aims to 

prepare a new biomaterial through the chemical modification of alginate coupled 

with cysteine, with the aim of inferring antimicrobial activity to the resulting 

material, as well as in situ gelling capacity through the formation of disulfide 

bonds. The polymers were characterised by FTIR, NMR, thermal analysis, cross-

linking test, rheological analysis, hydrolytic degradation, microbiological test (E. 

coli and S. aureus) and cytotoxicity. The results showed no toxicity and 

demonstrated antimicrobial activity against the bacteria studied, indicating their 

potential for the development of dressings and other medical devices aimed at 

preventing infections. 

 

Keywords: Alginate, cysteine, antimicrobial activity, E. coli, S.aureus.  
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1. INTRODUÇÃO  

A resistência aos antibióticos é hoje uma das ameaças mais graves à saúde 

pública global, o combate à resistência bacteriana, tem se tornando um desafio cada 

vez mais complexo de enfrentar, pois os antibióticos continuam a ser o principal 

recurso de controle bacteriano. Os dados mostram que para cada antibiótico 

desenvolvido existe um microrganismo que se torna resistente a ele (MATICA et al., 

2019).  

Os agentes antimicrobianos têm sido usados desde pelo menos 2.000 anos atrás, 

quando os antigos egípcios e gregos usavam diferentes extratos de plantas e mofo 

para tratar infecções. No entanto um grande marco para a ciência ocorreu em 1928, 

com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, até os dias atuais, os 

antibióticos têm estado entre os medicamentos mais comumente usados para o 

tratamento de infecções por bactérias (LETEK, 2023). 

Os antibióticos foram introduzidos pela primeira vez na década de 1940, levando 

à crença de que as doenças bacterianas seriam erradicadas. No entanto, os 

microrganismos, incluindo o Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. 

coli) começaram a desenvolver resistência aos antibióticos a partir do aumento do uso 

e abuso de antibióticos e uso incorreto desses medicamentos (PLUMET et al., 2022). 

Com poucos novos antibióticos chegando ao mercado, há uma necessidade de novos 

materiais antimicrobianos. Nesse contexto, a otimização de moléculas já existentes 

ou a criação de combinações de diferentes compostos emerge como uma abordagem 

promissora no combate aos patógenos (MATICA et al., 2019).  

Biomateriais antibacterianos são desenvolvidos como substitutos dos antibióticos 

em alguns casos. Entre eles, os hidrogéis antibacterianos estão atraindo cada vez 

mais atenção devido ao fácil processo de preparação e à diversidade de estruturas, 

alterando seus reticulantes químicos via ligações covalentes ou interações físicas não 

covalentes, o que pode dotá-los de diversas funções específicas, como alta 

tenacidade e extensibilidade, injetabilidade, autocura, adesividade tecidual e 

hemostasia rápida, carregamento fácil e liberação controlada do medicamento, 

biocompatibilidade e antioxidante superiores, bem como boa condutividade (TAO et 

al., 2019; CAO et al., 2021).  Os polímeros antimicrobianos apresentam grande 

potencial para o tratamento de bactérias resistentes a medicamentos; no entanto, 

projetar polímeros antimicrobianos que possam matar seletivamente bactérias 
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ecausar toxicidade relativamente baixa a tecidos/células normais continua sendo um 

desafio importante (GENG et al., 2023).  

A pesquisa e o desenvolvimento de novos biomateriais com propriedades 

antimicrobianas têm aumentado a fim de diminuir a propagação da contaminação 

(GANESAN, 2017). Os polímeros naturais têm ganhado evidência neste campo 

(CALDEIRA et al., 2013). Polímeros de base biológica sintetizados a partir de recursos 

renováveis (CAILLOL, 2020) são materiais promissores para substituir os materiais 

poliméricos de origem fóssil. Além disso, muitos dos polímeros de base biológica 

existentes podem ser biodegradáveis, em particular os polissacarídeos e as proteínas 

(MUÑOZ-BONILLA et al., 2019). 

O alginato é um polímero natural abundante, foi descrito pela primeira vez pelo 

químico britânico ECC Stanford em 1881 (SAJI et al., 2022) é um polissacarídeo 

encontrado naturalmente na parede celular de algas e na cápsula bacteriana de 

espécies como Azotobacter sp e Pseudomonas sp. Nas algas marrons, esse polímero 

confere resistência e flexibilidade às paredes celulares, funcionando como uma 

proteção contra danos causados pela força das ondas marinhas. Já em bactérias, o 

alginato forma a cápsula protetora, favorece a formação de biofilmes e contribui para 

os processos de adesão e colonização (RAUS; NAWAWI; NASARUDDIN, 2021). A 

produção em larga escala de alginato começou no final da década de 1920. Devido à 

sua crescente demanda, o mercado global de alginato atingiu um valor estimado de 

US$ 728,4 milhões em 2020, e deverá atingir US$ 923,8 milhões até 2025 

(VASUDEVAN; LEE; LEE, 2021, CHUDASAMA et al., 2021).  

O alginato pertence à categoria dos copolímeros lineares e é constituído 

principalmente por ácidos β-D-manurônicos (M) e ácidos α-L-gulurônicos (G), que 

estão distribuídos ao longo da estrutura da cadeia polimérica (Fig 32). Pode 

apresentar sequências monoméricas de resíduos M e G, bem como alternância entre 

eles, resultando na formação de blocos M e blocos G (homopolímero) e blocos MG 

(heteropolímero), por meio de ligações glicosídicas (LINS et al., 2014; HUAMANI-

PALOMINO et al., 2019). A distribuição percentual dos blocos M e G varia de acordo 

com a espécie de origem do alginato. Fatores como localização geográfica, habitat e 

espécies influenciam a distribuição desses grupos, resultando em diferentes 

propriedades físico-químicas que dependem da relação M/G (ORE et al., 2020). 
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Figura 32. Estrutura do Alginato (Tipos de blocos de Alginato: G = ácido gulurônico, 
M = ácido manurônico). 
Fonte: GOMATHI et al., 2017. 
 
 

Devido às suas excelentes propriedades como biocompatibilidade, 

biodegradação, não imunogenicidade, gelificação e capacidade de processamento, 

os alginatos têm sido amplamente aplicados e explorados em diversos campos, como 

a engenharia de tecidos (REAKASAME; BOCCACCINI, 2018), distribuição de 

medicamentos (XIE et al., 2022), cicatrização de feridas, têxteis, cosméticos e 

alimentos (SANCHEZ-BALLESTER; BATAILLE; SOULAIROL, 2021, TAO et al., 

2023). Além das propriedades citadas, o alginato possui unidades de grupos 

carboxilato e hidroxila em toda sua estrutura, o que possibilita a funcionalização de 

suas cadeias poliméricas (HUAMANI-PALOMINO et al., 2021, CHUDASAMA et al., 

2021, ZHANG; LAN; XIE, 2022). 

Estudos recentes têm mostrado resultados promissores no uso de alginato para 

encapsulamento e liberação sustentada de medicamentos. Em artigo publicado em 

2023 por Shi et al., foi investigada a liberação sustentada de hidrogéis de alginato 

contendo o peptídeo antimicrobiano Chol-37 (F34-R). O hidrogel carregado com 

peptídeo apresenta uma nova plataforma para aplicações de cicatrização de feridas 

com a capacidade de compensar a desvantagem da instabilidade e facilidade de 

manipulação de peptídeos como agentes antibacterianos para aplicação clínica (SHI 

et al., 2023). Além de encapsular medicamentos, também apresenta propriedades 

promissoras para incorporação de nanopartículas como a prata para atividade 

antimicrobiana (MOHAMED; AHMED; ABDEL-GAWAD, 2022). 

A estrutura química do alginato é suscetível a reações químicas, o que pode ser 

útil para aumentar a eficácia para aplicações in vivo e in vitro, além de inferir 
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propriedades como atividade antimicrobiana. Outras propriedades como solubilidade, 

biocompatibilidade, estabilidade e atividade do componente biológico são mantidas 

ou melhoradas como resultado da natureza do material quimicamente modificado (LI 

et al., 2010). 

A modificação química do alginato com grupos tiol é de grande interesse devido 

às propriedades únicas dos hidrogéis tiolados. Esses hidrogéis possuem propriedades 

como mucoadesividade, capacidade de absorção de água, estabilidade e 

biocompatibilidade. Além disso, os tióis podem reticular cadeias poliméricas. 

Polímeros modificados com tiol têm a capacidade de formar géis in situ por meio de 

ligações dissulfeto. Estas características dos hidrogéis tiolados os tornam promissores 

para aplicações biomédicas (PÉREZ et al., 2023).  

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Materiais  

O alginato de sódio, cloreto de cálcio (CaCl2), foram adquirido da Dinâmica 

Química Conte mporânea LTDA (Brasil), a L-Cisteína foi fornecida pela Ajinomoto 

(98% em peso, Brasil), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-

hidroxisuccinimida (NHS) foram adquiridos da Chem-Impex Int'L Inc (Wood Dale, 

Illinois, EUA), o ácido clorídrico (HCl) e o hidróxido de sódio (NaOH) foram adquiridos 

da Synth (São Paulo, Brasil), o ágar nutriente foi adquirido da Kasvi, E. coli ATCC 

43895 e S. aureus ATCC 14458 foram adquiridos da American Type Culture 

Collection, ATCC, NÓS, resazurina sódica, óxido de deutério (D2O) membranas de 

diálise foram adquiridas da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA ). 

 

 2.2. Métodos 

 

2.2.1. Síntese do bioconjugado alginato-cisteína 

A síntese do biconjugado alginato L-cisteína (alginato-Cys) de sódio foi realizada 

em uma reação de duas etapas, seguindo metodologia descrita na literatura pelo 

trabalho realizado por Bernkop-Schnurch et al., (2001). O grupo ácido carboxílico do 

biopolímero foi ativado pela adição de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida 

(EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) na proporção de 2:1,5 (EDC:NHS). Inicialmente, 
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2,03 g de alginato foram dissolvidos em água destilada (25 mL) e o pH da solução foi 

ajustado para 6 utilizando NaOH (1 M). O EDC (1,96 g) foi então adicionado à solução 

sob agitação por 40 minutos a uma temperatura de 40 ºC. Em seguida, foram 

adicionados NHS (1,72 g) e cisteína (2,42 g) e a reação prosseguiu por 3 h. Após a 

reação, a solução foi dialisada contra água destilada durante 7 dias. Os produtos finais 

foram liofilizados e armazenados em temperatura entre 2 °C e 8 °C. 

A Figura 33 ilustra a bioconjugação alginato-cisteína através da ligação amida 

entre o grupo amino primário de L-cisteína e o grupo ácido carboxílico do alginato. 

Primeiramente, mostra o mecanismo de ativação do alginato usando EDC (1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida). O EDC reage com os grupos carboxila presentes no 

alginato, resultando na formação de um intermediário reativo o-acilisoureia. Este 

intermediário é instável e, na presença do NHS (N-hidroxisuccinimida), converte-se 

em um ativado éster de succinimida, conhecido como éster de succinimida. Este éster 

é mais estável que o intermediário o-acilisoureia e é altamente reativo com grupos 

amina. O grupo amina da cisteína realiza um ataque nucleofílico ao éster succinimida, 

culminando na formação de uma ligação amida entre o alginato e a cisteína. Este 

processo é facilitado pela alta reatividade do éster succinimida gerado na etapa 

anterior. Durante a formação da ligação amida, NHS é liberado como subproduto 

(UDOMSOM et al., 2021). Depois que a cisteína é ligada ao alginato, a oxidação dos 

grupos tiol (-SH) da cisteína levam à formação de pontes dissulfeto (-S-S-) entre duas 

moléculas de cisteína, gerando a cistina. A oxidação de tióis e a formação de 

dissulfeto, portanto, representam a química de reticulação covalente (NAEIMIPOUR 

et al., 2022). A ligação dissulfeto (-SS-) (FRANK et al., 2017) resultante da formação 

de cistina estabiliza a estrutura tridimensional do polímero de alginato modificado. 
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Figura 33. Ilustração esquemática da conjugação alginato-Cys. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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2.2.2 Síntese do Alginato-Cloreto de Cálcio (alginato-CaCl2) 

A síntese de alginato-CaCl2 foi adaptada do Rhim, (2004) com base na 

reticulação física direta. Para preparar uma solução polimérica, 75 mg de alginato 

foram dissolvidos em 5 mL de água destilada sob agitação contínua até completa 

solubilização. Em seguida, uma solução aquosa de cloreto de cálcio a 2% foi 

adicionada gradualmente, gota a gota, até a formação de um hidrogel reticulado. Os 

íons de cálcio (Ca²⁺) interagem com os grupos carboxilatos na estrutura do alginato, 

atuando como pontes que ligam as cadeias poliméricas em uma rede tridimensional. 

Esse processo de ligação dos íons de cálcio às cadeias de alginato resulta na 

gelificação da solução, formando um gel (MALEKTAJ; DROZDOV; DECLAVILLE 

CHRISTIANSEN, 2023). 

 2.3. Caracterização estrutural e físico-química 

2.3.1. Caracterização espectroscópica 

Para espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), as 

amostras secas foram analisadas usando um espectrômetro FTIR Perkin-Elmer 

Spectrum 100 equipado com um dispositivo de diamante de refletância total atenuado 

revestido com cristal de seleneto de zinco. Os espectros estavam na faixa de 600-

4000 cm-1, com resolução de 4 cm-1 após 16 varreduras de espectro. As saídas 

espectrais foram registradas em transmitância. As medidas de 1H RMN foram 

realizadas utilizando um equipamento Bruker 14.1 T, modelo AVANCE III, equipado 

com uma criossonda TCI de 5 mm e uma cabeça de sonda BBI, respectivamente, e a 

temperatura foi mantida a 25 °C. As amostras foram dissolvidas em óxido de deutério 

(D2O). 

2.3.2. Titulação condutométrica convencional 

A titulação condutimetrica foi realizada utilizando um condutivímetro (Analyser® 

650M). As amostras de alginato e alginato-Cys (0,0045 g/mL) foram homogeneizadas 

por 5 minutos a 100 rpm e o pH foi ajustado para 2,5 (medidor de pH (Kasvi®) com 

HCl 0,1 M. Em seguida, a solução polimérica foi mantida sob agitação magnética e 

titulado com 20 µL de NaOH 0,1 M. A condutividade foi determinada após cada adição 

de NaOH, em intervalos de 20 segundos, e os resultados foram utilizados para calcular 

os grupos de ácido carboxílico nas amostras (Eq. 1). 
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X= [C*(v2-v1)] /w 

Equação 1. Quantificação dos grupamentos carboxílicos 

Sendo: 

C = concentração do titulante, W = massa da amostra, V1 e V2 = volumes equivalentes 

em L 

2.3.3. Análise térmica 

As propriedades térmicas foram investigadas por Calorimetria Diferencial de 

Varredura (DSC) em um equipamento DSC250 da TA Instruments. As amostras de 

alginato e alginato-Cys foram condicionadas a 40 °C por 24 horas antes dos testes. 

Amostras secas de 6 mg foram colocadas em uma panela de alumínio 

hermeticamente selada, e os testes foram executados utilizando como gás de purga 

o nitrogênio (50 mL/min), uma taxa de aquecimento de 10 °C/min de 20 °C a 300 °C. 

O comportamento de estabilidade térmica da amostra foi estimado usando análise 

termogravimétrica (TGA55, TA Instruments) a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min 

de 25 °C a 600 °C. 

2.3.4. Análise Reológica 

Os parâmetros reológicos foram determinados em Reômetro Modular 

Compacto - MCR 92 (Anton Paar® GmbH, Graz, Áustria). Os testes foram realizados 

a 25 °C, utilizando uma placa geométrica de 50 mm de diâmetro com um espaço de 

0,2 mm. Para as análises reológicas foram utilizados 600 μL de cada solução amostra 

(alginato, alginato-Cys e alginato-CaCl2) a 15 mg/mL. As amostras foram adicionadas 

sobre a superfície da placa de leitura, sendo removido o excesso de amostra. Para 

determinação de viscosidade, foram realizadas medidas na faixa de taxa de 

cisalhamento de 1 a 1000 s-1. Enquanto os testes de varredura de amplitude foram 

realizados a uma frequência angular constante de 10 rad. s-1, com a deformação por 

cisalhamento variando de 0,01 a 100 %. 

2.3.5. Teste de Reticulação 

As amostras foram secas em estufa a 45 ºC até atingirem massa constante. As 

amostras secas (0,01 g) de alginato, Alginato-Cys e Alginato-Cloreto de Cálcio 

(alginato-CaCl2) foram transferidas para um tubo Falcon de 15 mL, foi adicionado 5 
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mL de água destilada, o tubo foi homogeneizado e em seguida, mantido a 30 ºC por 

24 horas. Após esse tempo, as amostras foram centrifugadas (4 min, 1700 × g), o 

polímero foi ressuspenso em água e centrifugado novamente (4 min, 1700 × g). Os 

tubos contendo os polímeros foram levados à estufa a 50 ºC até secagem total e 

massa constante da amostra (massa final). Os resultados representam a média da 

análise de três amostras. A massa total inicial foi considerada 100 %. O cálculo da 

porcentagem de reticulação considerou a massa final em relação à massa inicial, 

conforme equação: 

  % reticulação = (Mf x 100) /Mi 

Mi= Massa inicial, Mf= Massa final 

2.3.6. Degradação Hidrolítica 

Os testes de degradação hidrolítica foram realizados de acordo com ASTM 

F1635-11. O teste foi realizado durante 8 semanas. O hidrolítico a degradação das 

amostras foi realizada em tampão fosfato salino (pH 7.4 ± 0.2). O teste foi realizado 

em triplicata, inicialmente foi adicionado 0.5 mL de água destilada em 0.08g de 

alginato e de alginato modificado com cisteína, em seguida as amostras foram 

moldadas em formato de discos e secas em temperatura ambiente.  As amostras de 

alginato natural e alginato-Cys foram acondicionadas em tubos de ensaio com 5 mL 

de PBS e mantidas em temperatura ambiente. Em diferentes intervalos de tempo (24h, 

2ª, 4ª, 6ª, 8ª semanas), o polímero foi ressuspendido e as amostras foram secas em 

estufa a 60 °C. Adicionalmente, foi monitorada a perda de peso das amostras. O 

tempo zero foi configurado como antes de iniciar o teste. Os resultados foram obtidos 

por meio de: 

                                               ∆M% = [(M0 - Mf) x 100] /M0                                              

 ᐃM = perda de peso, M0 = massa das amostras antes do teste de degradação e Mf = 

massa das amostras nos diferentes tempos de remoção. 

2.4. Caracterização Biológica 

2.4.1. Ensaio Microbiológico 

 

A atividade antibacteriana das amostras de alginato, cisteína e alginato-Cys 

foram testadas pelo método de teste Dynamic Shake Flask (ASTM E2149-10) contra 
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E. coli e S. aureus. As bactérias foram inoculadas em Ágar Nutriente e cultivadas por 

18 horas a 37 °C. Os microrganismos foram então suspensos em solução estéril de 

cloreto de sódio a 0,85 % para atingir uma turbidez equivalente ao padrão McFarland 

0,5 (~1,5x 108 UFC. mL-1). Diluições adicionais foram realizadas com solução estéril 

de cloreto de sódio a 0,85 % para atingir uma concentração bacteriana de 1x105 UFC. 

mL-1. A amostras de alginato, cisteína e alginato-Cys (30 mg) foram autoclavados e 

esterilizados. Em seguida, 300 μL da suspensão bacteriana (1x 105 UFC. mL-1) foram 

adicionados às amostras e incubadas a 37 ºC sob agitação contínua por 18 horas. A 

suspensão bacteriana foi diluída (método de diluição seriada), 100 μL foram 

espalhados na superfície do Ágar Nutriente e incubados a 37 ºC por 24 horas. O 

número de unidades formadoras de colônias (UFC) foi determinado pela contagem 

das colônias. O controle foi a suspensão bacteriana tratada sem amostras. Todos os 

procedimentos foram realizados em condições estéreis. 

2.4.2. Viabilidade Celular 

A viabilidade celular foi investigada utilizando o método padrão de redução de 

resazurina, utilizando células de fibroblastos de camundongo L929. A cultura celular 

foi mantida a 37 ± 2 ºC em atmosfera de 5 % de CO2 até atingir 80-90 % de confluência 

e depois tripsinizada. A suspensão celular foi centrifugada por 5 minutos a 1200 x g e 

0,1 mL (1 x 105 células) foram semeados em uma placa de 96 poços e incubados por 

24 horas a 37 ± 2 ºC em atmosfera de 5 % de CO2. Em seguida, o meio de cultura foi 

substituído pelo meio de cultura mais as amostras de alginato, cisteína ou alginato-

Cys (2 mg/mL). O meio de cultura foi utilizado como controle negativo (para garantir o 

crescimento celular livre da amostra) e o controle positivo foi utilizado DMSO a 10 % 

(vol) no meio de cultura. Após 24 horas, o meio de cultura foi removido e as células 

foram lavadas com PBS. Solução de resazurina (10 % vol em meio suplementado com 

DMEM) foi adicionada a cada poço e as microplacas foram incubadas a 37 ± 2 ºC 

durante 4 h e atmosfera de 5 % de CO2. 100 μL de cada amostra foram transferidos 

para a microplaca de 96 poços. A fluorescência foi lida em comprimentos de onda de 

excitação de 560 nm e emissão de 590 nm em um leitor de microplacas (CaryEclipse 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). A viabilidade celular foi relatada como 

% de viabilidade em comparação com a amostra de controle, utilizando o software 

Excel para plotagem. Os resultados são relatados como valores médios ± DP. 
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3.RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Caracterização Espectroscópica FTIR e 1H RMN 

Os resultados da espectroscopia FTIR de alginato, cisteína e alginato-Cys são 

mostrados na Figura 34. O alginato exibe bandas de absorção típicas em 3410 cm-1, 

correspondendo às vibrações do grupo hidroxila (OH) (PEREIRA et al., 2013), em 

1605 e 1410 cm-1 atribuído ao C=O e 1023 cm-1 correspondente à vibração do anel 

CO (LIU et al., 2018). O espectro da cisteína apresentou uma banda intensa em 3427 

cm-1 atribuída ao grupo funcional amina (NH2), uma banda em 2550 cm-1 

correspondente à vibração de estiramento de S-H. O Alginato-Cys apresentou as 

bandas típicas do alginato e da cisteína, como esperado, e as alterações no espectro 

que indicam o sucesso da reação, na região de 3370 cm-1, um intenso estiramento da 

hidroxila (TAHA et al., 2005). Particularmente, a nova banda em 1224 cm-1 atribuída 

à ligação C-N indicou a reação do grupo carboxílico do alginato com o grupo amina 

da cisteína. Curiosamente, a banda S-H típica do alginato não foi exibida na linha 

alginato-Cys, e uma nova banda em 658 cm-1 apareceu, indicando a formação da 

ligação S-S (vibrações de estiramento δ SS) (ANKIREDDY; KIM, 2015, WEI et al., 

2021). 
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Figura 34. Espectros FTIR de alginato, cisteína e alginato-Cys. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 

 

 Os espectros de 1H RMN de alginato, cisteína e alginato-Cys são mostrados na 

Figura 35. Os espectros de alginato não modificado mostram os picos típicos na faixa 

de 3,5 a 4,0 ppm correspondendo aos hidrogênios do anel. O espectro de cisteína 

mostra os picos de alta intensidade em 3,1 e 4,2 ppm correspondentes a CH2 (b) e CH 

(a) aos prótons metileno e metino (MAO et al., 2019; DORM et al., 2024). No espectro 

do alginato modificado com cisteína, é possível observar o aparecimento de vários 

picos, que não estavam presentes no alginato não modificado, na região de 2,8 - 4,5 

ppm, indicando que ocorreu funcionalização na reação. O novo pico próximo a 3 ppm 

pertence aos prótons de metileno, e o novo pico localizado a 4,8 ppm é atribuído a 

metila. Esse próton do aminoácido está em um ambiente de alta densidade eletrônica, 

pois é adjacente ao grupo NH e é vizinho do SH, o que faz com que esse próton tenha 

um deslocamento para baixo campo (MARCANO; SABINO, 2018). Alguns dos sinais 

observados no alginato-Cys podem ser atribuídos a possíveis resíduos de 

acoplamento de EDC e compostos NHS, apesar do processo de purificação ao qual o 

alginato-Cys foi submetido. Isto pode justificar a presença de sinais na região entre 1-

1,5 ppm.  
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FIGURA 35. Espectros de 1H-RMN de alginato, cisteína e alginato-cys em D2O. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

3.2. Titulação Condutimétrica 

 A quantidade de grupamentos carboxílicos dos materiais (Alginato e Alginato-

Cys) foi determinada por meio de titulação condutimétrica ácido/base (Fig. 36). A partir 

da análise gráfica é possível visualizar que na amostra de alginato natural, há 

presença de COOH, uma vez que na molécula de alginato antes da modificação 

possui em sua estrutura grupamentos carboxílicos (COOH). Já na amostra de alginato 

modificado com a cisteína, há grupamentos carboxílicos, o que era esperado uma vez 

que a etapa de modificação do alginato substitui hidroxilas (OH) por grupamentos NH. 

No entanto, observa-se uma substituição pequena visto que a cisteína também possui 

grupamentos carboxílicos em sua estrutura. Para confirmação da análise gráfica, foi 

realizado o cálculo (Eq. 2) utilizando o volume gasto de titulante (NaOH 0.1M). A partir 

desse dado foi possível determinar a quantidade de COOH que foi substituída por 



95 
 

grupamentos NH. Foi determinado para o alginato natural e alginato modificado 

respectivamente 8,8 mmols/g e 7,7 mmols/g, sendo possível determinar que o grau 

de substituição foi aproximadamente de 1,03 mmols/g, correspondendo a uma 

substituição de 11,70%. 

 

Figura 36. Resultados titulação condutimétrica das amostras de alginato (A) e 
alginato-Cys (B). 
Fonte: elaborada pela própria autora. 

 

3.3. Análises Térmicas  

A Figura 37-A mostra as curvas termogravimétricas (TGA) do alginato e do 

alginato-cisteína. As curvas TG mostram duas fases de decomposição e perda de 

massa do alginato. Uma perda de massa inicial de 19 % entre 25 e 190 °C, que pode 

ser atribuída inicialmente à evaporação de água até 100 °C, consistente com a 

natureza higroscópica, e seguida de perda de massa correspondente à quebra de 

interações mais fracas na estrutura polissacarídica até 190 °C (ELBAYOMI, 2021). A 

segunda faixa de perda de 190 a 350 °C representa a principal perda de massa de 
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36%, correspondendo à degradação do esqueleto principal do polímero, incluindo 

anéis sacarídeos e cadeias de macromoléculas, com a temperatura de início de 

decomposição Tonset de 232 °C e a temperatura de pico de degradação Tdmax de 242 

°C e apresentou 37 % do resíduo deixado em 600 °C (AMIRNEJAT; NOSRATI; 

JAVANSHIR, 2020). 

O Alginato-Cys apresentou uma perda de massa de 4 % até 100 °C devido à 

desidratação, tendo uma menor capacidade de retenção de água quando comparado 

ao alginato. Apresentou degradação praticamente em uma etapa com Tonset de 182 

°C, Tdmax de 221 °C com perda de massa de 71 % e resíduo sólido de 23 % a 600 °C. 

Embora a temperatura de degradação seja ligeiramente inferior à do alginato, a 

introdução de cisteína melhora a estabilidade da cadeia principal do polímero, 

resultando num único passo de decomposição devido à reticulação. 

As curvas de DSC complementam a caracterização térmica e a figura 37-B 

mostra as curvas de aquecimento e confirma os resultados das temperaturas de 

transição de degradação da TGA. O primeiro pico endotérmico que aparece no 

alginato centrado a 153 °C pode estar relacionado com a evaporação da água 

adsorvida. A intensidade do pico não é tão alterada para o Alginato-Cys; no entanto, 

é deslocado para 160,5 °C. O pico exotérmico a 234,7 °C para o Alginato está 

associado à despolimerização, à clivagem térmica dos grupos carboxilatos e à 

evolução do CO2 do alginato (SUHAIL et al. 2022). Ambos os termogramas exibiram 

um pico exotérmico a 190 °C rapidamente seguido de um sinal endotérmico largo a 

aproximadamente 190,6 e 192,8 °C para o Alginato e Alginato-Cys, respetivamente, é 

atribuído à degradação do esqueleto principal do polímero, o que também pode ser 

confirmado por meio de TGA. 
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Figura 37. Análise termogravimétrica (A) e curvas de aquecimento DSC (B) para 
alginato e alginato-Cys. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 

 

 3.4. Análise Reológica 

No ensaio reológico, foram analisadas três amostras, como é possível observar 

na Figura 38. Além da análise do alginato natural e o alginato modificado com cisteína, 

procedeu-se à análise de uma terceira amostra, que consistia em alginato reticulado 

com cloreto de cálcio. A inclusão desta amostra no ensaio reológico ocorreu devido 

ao interesse em compará-la com o alginato modificado com cisteína. 
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Figura 38. Amostras de alginato (A), alginato-cys (B) e alginato-CaCl2 (C). 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 

 
A viscosidade está diretamente relacionada às interações moleculares; quanto 

maiores as interações moleculares, maior a viscosidade do polímero. Na Figura 39, 

observa-se que o alginato tem uma viscosidade relativamente menor em comparação 

com as amostras reticuladas. Além disso, o alginato-Cys apresentou maior 

viscosidade (Fig. 39-B). A viscosidade foi confirmada nos testes reológicos. Além da 

viscosidade, a amostra reticulada com cisteína também apresentou alteração de cor 

quando comparada ao alginato não modificado, que originalmente era amarelado e 

após reticulado com cisteína apresentou coloração esbranquiçada. O alginato-CaCl2 

mantém sua cor amarelada porque as reticulações de Ca2+ (ou seja, reticulação não 

covalente) não alteraram a estrutura química das cadeias de alginato (LIU et al., 2022). 

(A) (B) (C) 
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Figura 39. alginato (A), alginato-cisteína (B) e alginato-CaCl2 (C). 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

A reologia estuda o comportamento de fluxo e deformação de materiais 

complexos, como soluções poliméricas, quando submetidos a forças de cisalhamento 

ou tensão. Isto inclui compreender como estes materiais respondem quando sujeitos 

a diferentes taxas de deformação ou tensão, bem como como as suas propriedades 

mudam sob diferentes condições, tais como temperatura e concentração. A análise 

reológica permite determinar as propriedades viscoelásticas, como viscosidade e 

elasticidade (LIU et al., 2018). 

As propriedades viscoelásticas das amostras em estudo foram investigadas no 

reômetro. A Figura 40-A mostra o comportamento das amostras em diferentes taxas 

de cisalhamento e explora a influência da reticulação na viscosidade dos polímeros. 

O alginato não modificado apresentou menor viscosidade quando comparado aos 

reticulados. Alginato-Cys apresentou a maior viscosidade. As três amostras 

apresentaram comportamento pseudoplástico, ou seja, à medida que a taxa de 

cisalhamento aumentou, a viscosidade diminuiu relativamente (ESKENS; VILLANI; 

AMIN, 2020), provavelmente devido à quebra estrutural das ligações fracas internas 

dos polímeros, o que contribuiu para a diminuição da viscosidade. A curva de relação 

entre a tensão de cisalhamento do sistema de gel e a taxa de cisalhamento é mostrada 

na Figura 40-B, mostrando que com o aumento gradual da taxa de cisalhamento, a 
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tensão de cisalhamento do sistema de gel aumenta continuamente. Essa 

característica é observada em todas as amostras analisadas. 

A Figura 40-C mostra que G' do alginato é instável. O alginato-CaCl2 e o 

alginato-Cys são estáveis a longo prazo. Ao analisar os módulos de armazenamento 

e perda, percebe-se que o alginato possui características de líquidos viscoelásticos, 

pois apresentou um G" maior que G', indicando um módulo viscoso maior que o 

módulo elástico, a razão para isso é que o alginato é constituído por moléculas livres 

e não reticuladas. As amostras de alginato-CaCl2 e alginato-Cys apresentam o 

comportamento típico de polímeros reticulados, onde G' é maior que G", indicando 

que possuem módulo de elasticidade superior ao módulo viscoso. Isto se deve às 

ligações químicas dentro do material; esses polímeros são considerados polímeros 

viscoelásticos sólidos (ERRAMREDDY; GHOSH, 2014). 

Ensaios de varredura de frequência foram realizados para determinar as 

propriedades mecânicas de materiais viscoelásticos, analisando o módulo G' 

correspondente ao módulo de armazenamento e o módulo de perda G". A análise da 

combinação de G' e G" fornece dados sobre o comportamento dos hidrogéis em 

termos de comportamento newtoniano, comportamento viscoelástico e transição 

sólido-gel (PUTRI et al., 2023). Assim, de acordo com a Figura 40-D, o alginato 

apresentou um G" maior que G', indicando comportamento semelhante a gel. Por 

outro lado, o alginato-Cys e o alginato reticulado com cloreto de cálcio apresentaram 

G′ maior que G″, indicando seu sólido comportamento. 
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Figura 40. Resultados reológicos das amostras de alginato, alginato-Cys e alginato-
CaCl2.Viscosidade em função da taxa de cisalhamento (A), curva de fluxo de tensão 
de cisalhamento versus taxa de cisalhamento (B), módulo de armazenamento e 
módulo de perda em função da deformação de cisalhamento (C), módulo de 
armazenamento e módulo de perda em função da frequência angular (D). 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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3.5. Teste de Reticulação 

As Figuras 41-A e 41-B evidenciam a reticulação dos materiais analisados, o 

que denota a formação da estrutura em rede, típica de polímeros reticulados 

(FUNDARÒ et al., 2022). A Figura 41-C mostra o tubo vazio, indicando que o alginato 

não reticulado foi solubilizado no teste. As amostras foram secas em estufa com 

temperatura controlada a 50 °C até atingirem uma massa estável e utilizadas para 

calcular o teor de reticulação. A amostra de alginato não apresentou evidências de 

reticulação, indicando falta de estrutura de rede. O alginato-CaCl2 atingiu um teor de 

reticulação de cerca de 71,4 %, como esperado, uma vez que o CaCl2 é o método 

clássico para reticulação do alginato. Alginato-Cys exibiu um teor notável de 

reticulação, cerca de 79,1 %. Este resultado sugere que os grupos tiol 

desempenharam um papel crucial na promoção da formação da estrutura reticulada 

por meio da formação de pontes dissulfeto (S-S). 

 

Figura 41. Alginato-Cys (A), alginato-CaCl2 (B) e Alginato (C). 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 

 
3.6. Degradação Hidrolítica  

A Figura 42 mostra os resultados detalhados do teste de degradação das 

amostras de alginato e alginato-Cys durante um período de 24 h, 15, 30, 45 e 60 dias. 

Esta análise revela a dinâmica de degradação do alginato não reticulado e reticulado, 

proporcionando uma compreensão abrangente da estabilidade destes polímeros. Ao 
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avaliar o comportamento das amostras ao longo de 24 h, verificou-se que o alginato 

natural apresentou uma degradação de 6,23 %, indicando uma taxa relativamente 

baixa de perda de massa. Esta baixa cinética de perda de massa pode estar associada 

à lenta taxa de absorção de água e inchaço pelo alginato. O alginato-Cys apresentou 

maior perda de massa, cerca de 26,48 %, o que não era esperado, uma vez que 

polímeros reticulados tendem a se degradar mais lentamente do que polímeros não 

reticulados (KONG et al., 2004). No entanto, esse resultado foi encontrado apenas 

nas primeiras 24 h. Este resultado indicou que o alginato não reticulado foi 

rapidamente solubilizado e a massa seca medida corresponde à contraparte 

reticulada. 

Após 15 dias, a degradação do alginato natural aumentou para 65,76 %, e o 

alginato-Cys atingiu um teor relativamente inferior de 36,3 %. Este aumento 

substancial destaca a diferença significativa na estabilidade do polímero não 

reticulado e reticulado durante um período relativamente curto. Aos 30, 45 e 60 dias, 

a degradação aumentou gradativamente para ambos os tipos de alginato. O alginato 

não modificado apresentou taxas de degradação crescentes, atingindo 97,37 %, 98,88 

% e 99,83 % aos 30, 45 e 60 dias, respectivamente. Em contrapartida, o alginato-Cys 

também registou um aumento gradual da degradação, atingindo 40,1%, 41,54% e 

43,13 % nos mesmos períodos, revelando uma taxa de degradação relativamente 

mais estável em comparação com o alginato natural. Estes resultados fornecem uma 

visão abrangente da degradação do alginato e do alginato-Cys, destacando a 

influência da modificação química (reticulação) na estabilidade e taxa de degradação 

destes biomateriais (MAITRA; SHUKLA,, 2014; FUNDARÒ et al., 2022). 
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Figura 42. Resultado teste de degradação das amostras de alginato e alginato-
cisteína ao longo do período de estudo. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

3.7. Teste Microbiológico 

Este teste avaliou a resposta do alginato, cisteína e alginato-Cys no 

crescimento bacteriano (Figura- 43). Pode-se observar que o alginato-Cys apresentou 

atividade inibitória significativa no crescimento de S. aureus (Gram positivo), 

resultando na inibição completa do crescimento bacteriano. Por outro lado, o 

conjugado alginato-Cys não apresentou atividade contra E coli (Gram negativo). Esse 

achado corrobora com trabalho anterior em que a celulose modificada com cisteína 

apresentou maior inibição contra S. aureus do que K. pneumoniae (CALDEIRA et al., 

2013). Isto sugere que o conjugado Alginato-Cys tem maior atividade contra bactérias 

Gran positivas. 

As bactérias Gram-positivas são geralmente mais sensíveis aos 

antimicrobianos do que as bactérias Gram-negativas devido à estrutura da parede 

celular desses microrganismos. Normalmente, a parede celular das bactérias Gram-

negativas é mais complexa, o que resulta em maior resistência desses organismos 

aos compostos antimicrobianos (LIU et al., 2019). Neste contexto, um estudo que 

investigou a atividade microbiana do revestimento à base de alginato de sódio com L-

cisteína e ácido cítrico em raízes de lótus recém-cortadas descobriu que o número 
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total de Pseudomonas, Erwinia e Bacteroidetes não classificadas foi 

significativamente reduzido, prolongando assim a vida útil das fatias de lótus (GOUDA 

et al., 2021). Estas descobertas enfatizam a importância das modificações químicas, 

especificamente com a cisteína, na melhoria das propriedades inibitórias do alginato 

para o crescimento de bactérias patogênicas. 

 

 

Figura 43. Ensaio microbiológico E. coli e S. aureus. 
Fonte: elaborada pela própria autora. 
 
 

 
3.8. Teste de citotoxicidade celular 

O teste de citotoxicidade in vitro foi realizado utilizando o método baseado em 

resazurina. Em resumo, o método foi desenvolvido para determinar, 

espectrofotometricamente ou fluorometricamente, o número de células em função da 

atividade metabólica utilizando o corante resazurina (Figura- 44 e 45). A 

metabolização da resazurina por células vivas gera a resorufina fluorescente, que é 

utilizada para estimar a viabilidade celular por meio da medição da intensidade da 

fluorescência. De acordo com a norma, uma redução de mais de 30% na viabilidade 

celular é considerada como tendo efeito citotóxico, sendo necessária uma viabilidade 

≥70% (DORM et al., 2022; MCMILLIAN et al., 2002) ISO 10993-5 (ANTUNES et al., 

2022).  
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A determinação da viabilidade celular é uma etapa fundamental na avaliação 

de novos materiais, especialmente aqueles destinados a aplicações biomédicas. Este 

parâmetro essencial visa avaliar qualquer efeito adverso que os materiais possam ter 

sobre as células. Para garantir a segurança e a eficácia de um novo material em um 

ambiente fisiológico, é crucial que ele não seja tóxico para as células. Portanto, esta 

análise permite determinar se o material é seguro para uso em aplicações biológicas, 

garantindo que não cause danos às células (DORM et al., 2024).  

Os resultados dos testes de citotoxicidade para alginato e alginato-Cys são 

mostrados na Figura 44, e os resultados para cisteína em diferentes concentrações, 

na Figura 45. Nenhum efeito citotóxico foi encontrado para nenhuma das amostras 

testadas, uma vez que a viabilidade celular foi alta (≥70%), mesmo na concentração 

máxima da amostra de cisteína. Isso indica que o conjugado alginato-Cys pode ser 

usado com segurança em meios fisiológicos. 

 

 

 

Figura 44. Resultados da viabilidade celular do Alginato e Alginato-Cys.  
Fonte: elaborada pela própria autora. 
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Figura 45. Resultados da viabilidade celular da Cisteína em diferentes 
concentrações.  
Fonte: elaborada pela própria autora. 

 

4. CONCLUSÂO 

 

Neste estudo mostramos uma aplicabilidade inexplorada do novo bioconjugado 

alginato-Cys, a sua capacidade de inibir o crescimento bacteriano. Os resultados da 

caracterização química indicaram o sucesso da reação, conforme demonstrado por 

FTIR e 1H-RMN, análise térmica e reologia. Os resultados desta pesquisa demonstram 

o grande potencial deste novo biomaterial para uso em aplicações biomédicas. Ao 

investigar a sua atividade antimicrobiana, avaliamos a sua eficácia antimicrobiana 

contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o que é crucial para o 

desenvolvimento de curativos e outros dispositivos médicos destinados à prevenção 

de infecções. 
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