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Análise da resposta tecidual ao redor de 
hidrogéis injetáveis no tecido subcutâneo de ratos Wistar
Analysis of tissue response around injectable hydrogels 
in the subcutaneous tissue of Wistar rats
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RESUMO
Objetivo: O estudo buscou analisar a aplicação do hidrogel de Poli (NIPAAm-co-AAc-co-HEMAPLDLA-co-TMC) in vivo, 
acompanhando as reações teciduais desencadeadas ao redor. Métodos: Os implantes desse polímero foram realizados por 
via injetável no tecido subcutâneo do dorso posterior de 21 ratos Wistar. Após o período de cinco, sete, dez, 15, 21 e 30 dias 
ocorreu o sacrifício dos animais e posterior análise histológica. Resultados: Ausência de inflamação no local do implante e 
presença de espaçamentos deixados em decorrência do implante (que foi removido em razão do processamento). A ausência 
de resposta inflamatória significativa inviabilizou a realização de uma análise estatística dela. Conclusão: O hidrogel Poli 
(NIPAAm-co-AAc-co-HEMAPLDLA-co-TMC) apresenta biocompatibilidade e potencial como material de preenchimento, 
sendo necessários maiores estudos para que se possa entender a sua termossensibilidade e localizá-lo sem a presença de corante.
Palavras-chave: hidrogéis; inflamação; teste de materiais; histocompatibilidade; ratos Wistar.

ABSTRACT
Objective: The aim of the present study was to analyze the application of the Poly hydrogel (NIPAAm-co-AAc-co-
HEMAPLDLA-co-TMC) in vivo, following the surrounding tissue reactions. Methods: Implants of this polymer were injected 
into the subcutaneous tissue of the posterior dorsum of 21 Wistar rats. After a period of 5, 7, 10, 15, 21 and 30 days the animals 
were sacrificed and later histologically analyzed. Results: Absence of inflammatory reaction was verified at the implant sites, in 
addition to the presence of gaps in the tissue, left due to the present of the implant (which was removed due to the processing). 
The absence of a significant inflammatory response made it impossible to perform a statistical analysis. Conclusion: Poly 
hydrogel (NIPAAm-co-AAc-co-HEMAPLDLA-co-TMC) has biocompatibility and potential as a filling material; However, 
further studies are needed in order to understand its thermosensitivity and locate it without addition of a dye ink.
Keywords: hydrogels; inflammation; materials testing; histocompability; rats, Wistar.

INTRODUÇÃO
A engenharia de tecidos tem mostrado grande desenvol-

vimento na área da pesquisa científica, principalmente pela 
busca de substitutos de tecidos e órgãos lesados por doença ou 
trauma.1 Assim, o desenvolvimento de materiais que possam 
ser usados como substitutos teciduais tem se elevado, com o 
objetivo principal de ser uma alternativa ao uso dos enxertos 
autógenos e transplantes.2 Nesse cenário, os biomateriais têm 
adquirido importância e destaque. Tratam-se de materiais ar-
tificiais usados na área biomédica com o intuito de substituir 
os tecidos vivos que deixaram de apresentar função.3

Entre os materiais pesquisados, o uso dos polímeros 
como biomateriais tem aumentado, principalmente como 
suportes para regeneração e substituição de tecidos.4 Diante 
desse cenário, destacam-se os hidrogéis, que intumescem e 
mantêm sua forma após entrarem em contato com a água, em 
razão da absorção e da retenção dela.5

Os hidrogéis podem ser convertidos a diversas formas 
e tamanhos6 — na forma líquida, têm a capacidade de for-
mar géis, quando aquecidos ou resfriados.7 Tal versatilidade 
permite que inúmeros produtos possam ser derivados desse 
polímero, além de o hidrogel ter utilidade como arcabouço 
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biológico, podendo estar associado a células-tronco, fatores 
de crescimento ou fármacos.6

Quando na forma líquida, o hidrogel pode ser implan-
tado de modo injetável.8 Os hidrogéis injetáveis podem ser 
formados por meio de métodos químicos ou físicos.5 No en-
tanto, uma vez que a produção química deles envolve a adição 
de compostos químicos, os hidrogéis físicos aparecem como 
melhor alternativa. Entre eles, os termorreversíveis são ex-
tremamente atraentes, por apresentarem um processo de ge-
lificação espontâneo quando em contato com a temperatura 
corpórea e por evitarem qualquer tipo de reação in vivo.9

Nos casos da administração de drogas e da engenharia 
tecidual, é fundamental que os hidrogéis apresentem baixa 
viscosidade antes da injeção subcutânea. Além disso, eles 
devem gelificar rapidamente quando injetados no corpo hu-
mano (em que se espera que ocorra a última etapa de sua 
degradação). O funcionamento consiste na associação de so-
luções poliméricas aquosas com drogas, células ou proteínas, 
em temperaturas específicas, seguida de injeções dela em re-
giões próprias do organismo. Uma vez formados, os hidrogé-
is passam a funcionar como matrizes de liberação de drogas 
ou depósitos de crescimento celular.5 

Diante da grande versatilidade no uso dos hidrogéis 
e em razão de a característica injetável ser uma alternativa 
pouco invasiva — o que exclui a necessidade de intervenções 
cirúrgicas e outros procedimentos invasivos —, o presente 
trabalho teve por finalidade estudar o hidrogel de Poli (NI-
PAAm-co-AAc-co-HEMAPLDLA-co-TMC) in vivo, com a 
aplicação do material no tecido subcutâneo do dorso posterior 
de ratos Wistar, analisando-se posteriormente as reações teci-
duais das áreas adjacentes ao implante. 

MATERIAIS E MÉTODOS
Este trabalho consiste em um estudo quantitativo na for-

ma de investigação experimental em laboratório, envolvendo 
a utilização de um grupo controle para efeitos de compara-
ção. A manutenção e o cuidado aos animais foram feitos de 
acordo com as diretrizes da Faculdade de Ciências Médicas 
e da Saúde da Pontifícia Universidade Católica de São Paulo 
(FCMS/PUC-SP), para o uso de animais em pesquisa.

Os hidrogéis foram sintetizados por meio da polimeri-
zação via radical livre, com concentração de macrômero de 
10% (m/m), conforme preconizado na literatura.10 

Foram utilizados 21 ratos Wistar de ambos os sexos, 
com idade aproximada de dois meses e pesando entre 250 e 
300 g. Os ratos foram obtidos no biotério da FCMS/PUCSP, 
após a aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
(CEP) de Animais da instituição, e divididos aleatoriamen-
te em grupo controle e quanto ao tempo de implante (cinco, 
sete, dez, 15, 21 e 30 dias). Eles permaneceram em gaiolas 
contendo no máximo cinco animais, recebendo ração comer-
cial e água ad libitum, mantidos em regime de claro-escuro 
correspondente a 12 horas e temperatura controlada de cerca 
de 23 ± 2ºC, com exaustão do ar. Os animais foram anestesia-
dos, com posterior tricotomia. O implante ocorreu no dorso 

posterior dos animais, próximo à região da base da cauda, via 
injetável. Após o procedimento cirúrgico, os animais foram 
mantidos em gaiolas até que o efeito da anestesia terminasse 
e todos os animais apresentassem adequada recuperação.11

Para o procedimento cirúrgico, os animais foram pesados 
e submetidos à anestesia geral administrada via intramuscular 
com uma solução de cloridrato de cetamina 10% (40 mg/kg) 
mais cloridrato de xilazina 2% (5 mg/kg) por peso corporal.11 
A fim de se evitar complicações na administração do anestési-
co, os animais foram colocados em jejum de 6 horas antes do 
procedimento cirúrgico. O tempo foi determinado de acordo 
com o horário de funcionamento e o acesso ao biotério, bem 
como o horário previsto para a realização do experimento.

Uma vez anestesiados, os animais permaneceram em 
decúbito ventral, prosseguindo-se com a tricotomia na região 
do dorso posterior, seguida pela implantação via injetável de 
2 mL do hidrogel de Poli (NIPAAm-co-AAc-co-HEMAPL-
DLA-co-TMC) (12% m/v). 

A recuperação dos animais foi monitorada periodicamente 
pelo período de uma semana, na qual possíveis alterações clíni-
cas e relacionadas ao local do implante foram registradas para 
posterior avaliação biológica do potencial de uso do material.

Após cinco, sete, dez, 15, 21 e 30 dias de implante os ratos 
foram sacrificados em sistema fechado, por overdose de Halotano 
embebido em algodão,12 bem como os animais do grupo controle. 
O material foi removido da região do implante (dorso posterior) 
e, com os segmentos de tecido abrangendo toda a região do im-
plante, fixado em formol 10% por um período de 24 horas, a 4ºC.

As amostras foram preparadas para análise histológi-
ca de acordo com as técnicas utilizadas para Microscopia de 
Luz, utilizando-se parafina como meio de inclusão. Assim, 
elas foram colocadas em uma sequência de três cubas, con-
tendo etanol 80, 90 e 100%, em que permaneceram por 30 
minutos em cada cuba para o processo de desidratação. Em 
seguida, foram transferidas para o xilol I e II, em que ocor-
reu a clarificação do material durante 30 minutos em cada 
solução. Finalizando o processamento, os materiais foram 
banhados (impregnação) em parafina histológica granulada 
da Petrobras (Êxodo científica®) a 60ºC I e II pelo período 
de 30 minutos. Em seguida, foram emblocados em formas 
cúbicas medindo aproximadamente 2,5 cm3 com parafina lí-
quida a 60ºC. Depois de gelados e devidamente identificados, 
os blocos foram colocados em micrótomo (Leica RM 2245) 
regulado, para efetuação de cortes de espessura de 4 mm. As 
fitas obtidas foram introduzidas no banho histológico e retira-
das com uma lâmina de vidro. As lâminas, a seguir, foram in-
troduzidas em estufa, à temperatura de 60ºC, para retirada do 
excesso de parafina contida nos cortes histológicos. Por fim, 
as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H.E.).

Os cortes histológicos foram obtidos em micrótomo Lei-
ca® RM2245 com espessura de 3 μm, prosseguindo-se com a 
técnica de coloração das lâminas por H.E. As lâminas foram 
fotografadas em um microscópio óptico (NIKON® — E 800).

A região de cada implante foi objeto de análise histoló-
gica. Para esse fim, as regiões implantadas foram divididas em 
seis seções seguindo o plano sagital e cobrindo o comprimento 
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da região implantada. Com o auxílio de um microscópio óp-
tico, foram realizadas observações da reação tecidual — pela 
presença e pela quantificação de células inflamatórias. 

RESULTADOS
Após um dia de cirurgia, já foi possível verificar redu-

ção do intumescimento observado no local de aplicação do 
hidrogel (Figura 1). Além disso, os primeiros sacrifícios fei-

tos — nos períodos de cinco, dez e 15 dias de implantação — 
não evidenciaram macroscopicamente a presença do hidrogel 
implantado, resquícios dele ou respostas teciduais (Figura 2). 

A diminuição do volume pós-implante impossibilitou 
a realização de uma análise da degradação do material, não 
havendo a possibilidade de quantificar a perda de massa do 
material e a localização dele. Já a ausência de resposta infla-
matória significativa inviabilizou a realização de uma análise 
estatística dela.

Optou-se, então, por implantar o hidrogel associado a 
um corante nanquim, a fim de se tentar localizar o material 
implantado e o comportamento dele após a injeção (Figura 3). 

Após as novas implantações, observou-se evidências do 
nanquim no local da aplicação mesmo após a redução do in-
tumescimento no local (Figura 3B). Nas retiradas de material 
com nanquim foi visto que o hidrogel atingia regiões mais 
profundas, muitas vezes alcançando o tecido muscular sub-
jacente (Figura 3C), além do tecido subcutâneo do animal — 
local onde foi feito o implante. Dessa forma, foi evidenciado 
que o material de fato se dissipava do local de aplicação após 
o hidrogel ser injetado no tecido subcutâneo, confirmando 
que o hidrogel não estava se solidificando após ser injetado.

Posteriormente, os outros implantes também ocorreram 
com o corante nanquim, nos tempos de cinco, sete, dez, 15, 
21 e 30 dias, com a finalidade de confirmar a localização do 
hidrogel e verificar se houve resposta inflamatória decorrente 
do material. Os resultados obtidos foram:
•	 Implante de cinco dias: houve ausência de processo in-

flamatório significativo, mas com a presença de grande 
quantidade de eritrócitos na região onde foi realizada 
a perfuração da agulha de injeção do gel. Nessa região 
em questão, foi notado o rompimento da epiderme e de 
fibras da derme subjacente. Em algumas regiões foram 
vistos remanescentes do hidrogel (Figura 4);

Figura 1. Local da aplicação do hidrogel após um dia do 
procedimento.

Figura 2. Tecido retirado do local do implante do hidrogel: (A) após cinco dias; (B) após dez dias; (C) após 15 dias, evidenciando 
trauma causado pela agulha durante o processo de implante.

A B C
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•	 Implante de sete dias: a presença do hidrogel tornou-se 
cada vez mais escassa, em razão do processamento his-
tológico, mas ficou evidenciada sua presença anterior 
em razão do espaço que ele deixou entre as fibras colá-
genas do tecido conjuntivo;

•	 Implantes de dez e 15 dias: apresentaram resultados se-
melhantes. A biocompatibilidade do hidrogel foi notada 
em razão da permanente ausência de processos infla-
matórios. Notou-se também deposição do hidrogel nos 
amplos espaços entre as fibras na região da hipoderme. 
Em algumas dessas regiões, restos de hidrogel estavam 
ao redor das fibras;

•	 Implante de 21 dias: na região da fáscia muscular, 
entre a hipoderme e o tecido muscular, notou-se a 
presença do hidrogel carregado com nanquim, entre 
as fibras colágenas no tecido conjuntivo. Novamente, 
percebeu-se ausência de resposta inflamatória no local 
avaliado (Figura 5);

•	 Implante de 30 dias: no maior período de implantação 
do experimento, ficaram evidentes os espaços ocupados 
pelo hidrogel antes do processamento histológico. No-
tavelmente, pôde-se ver o corante, que estava junto com 
o hidrogel, entre os amplos espaços na hipoderme.

DISCUSSÃO
Entre os polímeros responsivos, isto é, que exibem 

variação no grau de inchamento, ou, ainda, nas proprieda-
des de transição de fases que variam conforme estímulos 
externos, os mais estudados são os termossensíveis. Um 

hidrogel termossensível é aquele que é capaz de exibir 
comportamento de expansão e/ou contração, como função 
da variação da temperatura.13

O polímero poli(N-isopropil acrilamida), PNIPAAm, 
é um polímero termossensível, apresentando transição hi-
drofílica-hidrofóbica a temperaturas próximas de 32ºC.14 No 
entanto, PNIPAAm não é biodegradável e nem facilmente 

Figura 3. Hidrogel e nanquim. (A) Implante de hidrogel com nanquim via injetável; (B) local do implante após redução do intu-
mescimento; (C) local do implante na retirada do material; (D) retirada do material com nanquim.

A B

C D

Figura 4. Presença de hidrogel encapsulado por fibras coláge-
nas (cabeça de seta), mas sem sinais de células inflamatórias. 
Na vizinhança, grande quantidade de eritrócitos, mostrando a 
presença de hemorragia. Aumento de 100x. Cinco dias.
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eliminado do corpo à temperatura fisiológica. Sistemas de po-
límeros bioabsorvíveis termossensíveis têm sido conseguidos 
por incorporação de segmentos biodegradáveis em polímeros 
à base de PNIPAAm.15 

Em razão da dissipação do hidrogel do local do implan-
te e da ausência de intumescimento no local da aplicação, 
indica-se que esse material não apresentou solidificação, 
como previsto, após ser injetado in vivo. Não sofrendo, por-
tanto, alteração na sua conformação e posterior solidificação 
(transição sol-gel) após a mudança de temperatura no meio 
implantado. A dissipação desse material pode decorrer da 
composição do hidrogel de Poli (NIPAAm-co-AAc-co-HE-
MAPLDLA-co-TMC), que foi associado a outras substâncias 
além do PNIPAAm, modificando, portanto, a sua característi-
ca de termossensibilidade. Ou, então, o local do implante não 
foi propício para a sua solidificação.

Os biomateriais poliméricos devem ser avaliados em 
relação à sua biocompatibilidade, às propriedades mecâni-

cas e à biodegradação para determinar se eles são adequados 
para aplicações médicas específicas.16 A biocompatibilidade 
refere-se a várias características do biomaterial que levam à 
aceitabilidade do material no corpo, tais como: não tóxico, 
não imunogênico, não trombogênico e não carcinogénico.17 
Para determinar a biocompatibilidade in vivo de uma varieda-
de de biomateriais, um dos métodos mais utilizados é basea-
do na análise histológica ou morfológica do tecido adjacente 
e/ou das respostas celulares ao implante.18 

A análise histológica do hidrogel implantado foi inves-
tigada por coloração H.E., a intervalos de tempo diferentes 
(cinco, sete, dez, 15, 21 e 30 dias), de modo que as células 
inflamatórias não foram localizadas no material retirado do 
local do implante. Além disso, durante o procedimento expe-
rimental, não foi evidenciada reação inflamatória em torno do 
local da injeção do hidrogel.

Tanto o implante de hidrogel quanto o de hidrogel as-
sociado a nanquim não manifestaram sinais inflamatórios — 

Figura 5. Implante de hidrogel com nanquim após 21 dias. (A) Região da fáscia muscular, entre a hipoderme e o tecido muscular. 
Tecido conjuntivo (2) entre as fibras musculares e esqueléticas (1 e 3, respectivamente). Nota-se a presença do polímero com nan-
quim (corado em preto) entre as fibras colágenas no tecido conjuntivo (2). Aumento de 20x. (B) Hidrogel corado mostrando-se 
presente entre as fibras colágenas (setas) e com ausência de resposta inflamatória. Aumento de 40x. (C) Hidrogel corado presente 
entre as fibras colágenas (seta), na margem dos espaços deixados pelo material (asterisco). Ausência de resposta inflamatória. Au-
mento de 40x. (D) Hidrogel corado depositado entre as fibras colágenas (setas). Aumento de 100x.

A B

C D



Rev Fac Ciênc Méd Sorocaba. 2019;21(3):102-8.

107

macro e microscopicamente. Dessa forma, o hidrogel Poli 
(NIPAAm-co-AAc-co-HEMAPLDLA-co-TMC) pode ser 
considerado biocompatível, em razão da ausência de resposta 
inflamatória no local de implante do material.

A tinta nanquim é um corante composto de negro-de-
-fumo coloidal.19 O negro-de-fumo é um pigmento inorgânico 
não colorido, além de ser um dos aditivos mais utilizados em 
polímeros. Considerado um material policristalino, sua inte-
ração com a matriz do polímero depende muito da natureza 
dos grupos de superfície, tais como quinonas, fenóis, carboxi-
fenóis e lactonas.20 A coloração de nanquim permaneceu após 
o processamento histológico do material e não interferiu na 
visualização microscópica.21

A degradação dos biomateriais é outro aspecto impor-
tante a ser considerado quando eles são usados na área mé-
dica, uma vez que o funcionamento para uma determinada 
aplicação depende do período de tempo que é necessário 
mantê-lo no organismo. A taxa de biodegradação in vivo de 
um biomaterial está relacionada com as características do po-
límero e com o local implantado.16

Durante a análise histológica, pôde-se visualizar uma 
redução do hidrogel injetado — microscopicamente de modo 
qualitativo — de acordo com o avançar dos tempos analisa-
dos. Entretanto, esse hidrogel apresentou dificuldade na sua 
localização quando na ausência do corante nanquim, pois 
macroscopicamente não era possível localizar o polímero ou 
qualquer tipo de solidificação dele.

Diante da falta de sinais de reação inflamatória, pôde-se 
demonstrar o potencial biocompatível do polímero.22 Além 
disso, a análise histológica também evidenciou a presença 
de espaçamentos deixados após o processamento do mate-
rial, em razão do implante do hidrogel. Dessa forma, pode ser 
considerada a utilização desse biomaterial como material de 
preenchimento. 

CONCLUSÃO
O estudo proposto demonstrou que o hidrogel Poli (NI-

PAAm-co-AAc-co-HEMAPLDLA-co-TMC) pode ser con-
siderado biocompatível, diante da ausência de reação infla-
matória em todos os tempos analisados quando aplicado em 
região subcutânea de ratos Wistar. Além disso, esse biomate-
rial também pode ser uma perspectiva na utilização de mate-
riais de preenchimento, em razão dos espaçamentos deixados 
após o processamento do material, pela presença do hidrogel. 
Entretanto, são necessários mais estudos desse polímero, para 
que se possa entender a sua termossensibilidade e localizá-lo 
sem a presença de corante. 
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