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DESENVOLVIMENTO DE ESPONJAS BIOPOLIMERICAS CONTENDO BIOMASSA
DE CIANOBACTERIA PARA CONTENCAO DE HEMORRAGIAS

Gustavo Venicius da Silva Santos

Resumo

Os elevados indices epidemioldgicos de ébitos por traumas hemorragicos e a necessidade de
intervencdo imediata a esta problematica, tornam promissor o uso de uma fonte rica em
vitamina K1 para o desenvolvimento de um produto hemostatico compressivo. Assim, este
composto foi explorado nas biomassas de microalgas e cianobactérias. O presente estudo
teve por objetivo desenvolver uma esponja hemostética de alginato e quitosana contendo a
biomassa da cianobactéria espirulina (Arthrospira platensis). Optou-se pelo complexo
polieletrélito destes polimeros por sua biocompatibilidade ja demonstrada na literatura. O teor
de vitamina K1 foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os teores de
clorofilas a e b, carotenoides totais e ficocianina, por métodos espectrofotométricos. A esponja
foi desenvolvida a partir da mistura das dispers@es de alginato e quitosana, contendo ou ndo
a espirulina, por congelamento e liofilizacdo. As amostras foram caracterizadas por FTIR,
teste de intumescimento, DSC e TGA, teste mecanico, teste do indice de coagulacdo do
sangue. O alto custo associado as condi¢6es de cultivo favoreceu a elegibilidade da biomassa
da espirulina (Arthrospira platensis), que embora tivesse a menor quantidade de vitamina k1
e carotenoides que as demais, pode ser adquirida comercialmente por um baixo custo. Na
andlise de FTIR, esponjas de alginato com espirulina apresentam intensificagdo de todas as
bandas espectrais quando comparadas as esponjas de alginato, sugerindo uma forte
interagdo quimica entre o polimero e a biomassa incorporada. Nos testes de intumescimento,
esponjas de quitosana pura e com espirulina, bem como as com alginato puro, absorvem
maior quantidade de agua, intumescendo quase 600% nas primeiras 02h. Na analise térmica,
a esponja de alginato mostra menor perda de massa e maior estabilidade térmica, enquanto
outras perdem mais da metade da massa a temperaturas menores que 300°C, podendo inferir
que a insercao da espirulina altera o perfil térmico dos polimeros, sobretudo o de alginato. Em
relacdo a atividade coagulante, até 5 minutos, todas as esponjas tém propriedades
coagulativas favoraveis, exceto as esponjas de alginato puro e as contendo quitosana. Em 10
minutos, esponjas de alginato exibem drastica evolucdo em relacdo as demais. Concluiu-se

gue esponjas contendo espirulina tém potencial hemostatico.

Palavras-chaves: Spirulina; Biopolimeros; Hemostasia.
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DEVELOPMENT OF BIOPOLIMER SPONGES CONTAINING CYANOBACTERIAL
BIOMASS TO CONTAIN BLEEDING

Gustavo Venicius da Silva Santos

Abstract

The high epidemiological rates of death due to hemorrhagic trauma and the need for immediate
intervention in this problem make it promising to use a source rich in vitamin K1 to develop a
compressive hemostatic product. This compound has therefore been explored in microalgae
and cyanobacterial biomass. The aim of this study was to develop an alginate and chitosan
hemostatic sponge containing the biomass of cyanobacteria (Arthrospira platensis). The
polyelectrolyte complex of these polymers was chosen because of its biocompatibility, which
has already been demonstrated in the literature. The vitamin K1 content was determined by
high-performance liquid chromatography. The levels of chlorophylls a and b, total carotenoids
and phycocyanin were determined by spectrophotometric methods. The sponge was
developed from a mixture of alginate and chitosan dispersions, with or without spirulina, by
freezing and lyophilization. The samples were characterized by FTIR, swelling test, DSC and
TGA, mechanical test and blood clotting index test. The high cost associated with the
cultivation conditions favored the eligibility of spirulina biomass (Arthrospira platensis), which
although it had the lowest amount of vitamin k1 and carotenoids than the others, can be
purchased commercially at a low cost. In the FTIR analysis, alginate sponges with spirulina
showed intensification of all the spectral bands when compared to alginate sponges,
suggesting a strong chemical interaction between the polymer and the incorporated biomass.
In the swelling tests, pure chitosan and spirulina sponges, as well as pure alginate sponges,
absorbed more water, swelling by almost 600% in the first 2 hours. In the thermal analysis, the
alginate sponge shows less loss of mass and greater thermal stability, while the others lose
more than half their mass at temperatures below 300°C, suggesting that the insertion of
spirulina alters the thermal profile of the polymers, especially the alginate. With regard to
coagulating activity, up to 5 minutes, all the sponges have favorable coagulating properties,
except for pure alginate sponges and those containing chitosan. At 10 minutes, alginate
sponges show a drastic improvement over the others. It was concluded that sponges

containing spirulina have hemostatic potential.

Keywords: Spirulina; Biopolymers; Hemostasis.



1. INTRODUCAO

Dentre as mortes por causas externas, a hemorragia descontrolada esta entre as
principais desencadeadoras das mortes por causas evitaveis, podendo representar até 40%
entre os 6bitos registrados (JHONSON, 2014; PFEIFER 2009 apud CALLCUT 2019). A perda
volémica desencadeada pelo processo hemorragico favorece ao estado de choque
hipovolémico que, quando ndo interrompido e tratado pode levar & exsanguinacéo, causa de
morte comum no cenario intra-hospitalar (KORNBLITH; MOORE; COHEN, 2019).

Os torniquetes, dispositivos utilizados pelos servigos de atendimento as emergéncias
no tratamento de traumas hemorragicos, quando usados de maneira prolongada podem
causar efeitos iatrogénicos (TREAGER et al, 2021). Ademais, outros dispositivos
hemostéticos de aspecto esponjoso foram desenvolvidos e séo utilizados para a contencao
de sangramentos cirdrgicos, como esponjas biopoliméricas (hemostaticos mecanicos),
selantes liquidos (hemostéticos adesivos) e produtos em formas de granulos ou poé (curativos
hemostéticos). Entretanto, ainda ha pouca comprovacao cientifica quanto aos riscos e
beneficios ofertados por estes (CHIARA et al., 2018).

A hemostasia corresponde ao equilibrio entre os processos de coagulagdo e
anticoagulagéo. O processo de hemostasia se inicia de modo imediato em resposta a uma
lesdo vascular. Este processo ocorre por meio da interagdo entre células do endotélio
vascular, plaquetas, fatores de coagulagéo, fator de VonWillebrand e vitamina K que atuam
sinergicamente visando a formacgdo de um tampéo plaquetario e atenuacéo do sangramento
(SIERRA; MORENO; GARCIA-RUIZ, 2022).

A vitamina K, apés absorvida, € armazenada no figado e contribui para a ativacéo
normal de fatores da cascata de coagulacdo como a Protrombina (II) Proconvertina (VII),
Fator Christmas (IX) e Stuart-Prower (X). Portanto, a auséncia de vitamina K ou a presenca
de doenca hepatica, que impec¢a a formagédo normal da vitamina K1, pode diminuir os niveis
destes fatores a ponto de causar uma tendéncia a hemorragia. Sendo assim, torna-se notéria
a importancia desta substancia na estimulagédo da cascata coagulativa (LIEBMAN; FURIE;
FURIE, 1982).

O elevado potencial de mortalidade por traumas hemorragicos e a necessidade de
intervencao imediata a esta problematica torna estratégica a busca de um produto capaz de
controlar as hemorragias. As microalgas e cianobactérias sédo fontes ricas em vitamina K e
outras vitaminas lipossolliveis e o uso destas para a incorporacdo em formulacdes
compressivas pode ser promissor (NOURI et al., 2018; TARENTO et al., 2018; LUJBIC et al.,
2020).
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Arthrospira é o nome dado ao género de cianobactérias que possuem baixo custo de
producdo, toxicidade desconhecida e ampla distribuicdo mundial. (ISMAIEL; EL-AYOUTI;
PIERCEY-NORMORE, 2016). Estas espécies de cianobactérias passaram a ser conhecidas
por Spirulina/Espirulina, tendo em vista o seu aspecto morfologico espiralado (ALFADHLY et
al., 2020). Além disso, o alto potencial de reproducdo, o baixo custo empregado a este
processo, e a biomassa rica em principios ativos de potencial cicatrizante, antioxidante, anti-
inflamatério, despertou o interesse de industrias de diversos segmentos ao cultivo desta,
fazendo com que fossem comercializadas (GUNES et al., 2017; GOMEZ et al., 2023).

O uso de microalgas e cianobactérias como fontes de vitamina K1 foi investigado por
Tarento et al. (2018), que compararam a quantidade deste composto ha biomassa de diversas
espécies. De acordo com o estudo realizado por ele, a biomassa seca da cianobactéria A.
cylindrica apresentou maior quantidade de vitamina K1 do que qualquer outro recurso ja
explorado (233 pg/g), inclusive que a da espirulina (0,3 pg/g). Este micro-organismo ainda é
pouco explorado, mas alguns estudos ja investigaram o seu potencial como biofertilizante em
hortas de trigo e milho (KHOLSSI et al., 2022; GAVILANES et al., 2023).

A quitosana € um material organico desenvolvido por meio da desacetilacdo da quitina,
principal biomaterial responsavel na composi¢do do exoesqueleto de artropodes, bivalves e
da parede celular de alguns fungos (DU, 2021). As propriedades bioativas, biocompativeis,
biodegradaveis, atoxicas, anti-infecciosa e hemostéticas desse biopolimero contribuiram para
a producdo de produtos hemostaticos (ZHAO et al., 2021). O alginato € um biopolimero
aniénico oriundo de algas marrons e bactérias, muito utilizado na &rea industrial biomédica
pelo baixo custo, amplo potencial carreador de farmacos, alta taxa de absorcéo de agua, baixa
toxicidade, boa biocompatibilidade e biodegradacdo (GARCIA-CRUX; FOGGETTI; SILVA,
2008). Quando associados, formam um polieletrélito que da a estrutura de uma esponja com
potencial hemostatico.

Com base em consulta publica no Instituto Nacional de Propriedade Industrial
Brasileiro (INPI), ndo foram encontradas patentes de um produto hemaostatico utilizando estas
biomassas como agentes hemostaticos. A incorporagdo da biomassa de cianobactérias e
microalgas ou de seus extratos lipidicos em formula¢cdes compressivas na forma de esponjas
poliméricas pode gerar um produto passivel de conter a hemorragia. Assim, o presente estudo
teve como objetivo estudar o potencial hemostatico de esponjas de alginato e quitosana

contendo estes produtos de origem natural.
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2. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma esponja hemostatica de alginato e quitosana contendo biomassa de

cianobactéria

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o teor de carotendides, clorofilas e ficocianinas nas microalgas e
cianobactérias por métodos espectrofotométricos;

¢ Identificar a presenca de vitamina K1 nas fracdes apolares de extratos de microalgas
e cianobactérias utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia

e Determinar as condicdes ideais para a obtencdo de esponjas contendo
polissacarideos e espirulina.

e Caracterizar as esponjas obtidas por meio de analise térmica, espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, indice de intumescimento.

¢ Avaliar o potencial hemostatico in vitro das esponjas

12



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 EVENTOS HEMORRAGICOS

Estima-se que, anualmente, em todo o mundo, aproximadamente 6 milhdes de
pessoas morrem em decorréncia de lesdes e eventos traumaticos. Destes, somente 50% sdo
por choque hemorragico (PENG et al., 2023 apud BICKELL et al., 1994). Segundo Curry e
Davenport (2019), as lesdes traumaticas em sua maioria, desencadeiam processos
hemorragicos e uma hemorragia ndo controlada representa a causa de morte evitavel mais
comum entre individuos de até 40 anos de idade.

Cannon (2018) afirma que somente nos Estados unidos séo registradas cerca de
60.000 mortes anuais por este agravo e que este valor pode chegar a quase dois milhbes
gquando se avalia dados mundiais. De acordo com Mitra et al. (2014), vitimas de traumas
hemorragicos que recebem transfusdo macica e apresentam sobrevida, podem apresentar
piores resultados funcionais e maiores chances de morte a longo prazo.

Os Obitos decorrentes de eventos traumaticos, incluindo os ocorridos por traumas
hemorragicos, sao frequentemente definidos como “ébitos por causas externas”. No que se
refere aos aspectos epidemioldgicos deste agravo no Brasil, 0 nUmero de 6bitos por causas
externas desde 2010 até 2020, representa mais de 1.650.000 casos, sendo 618.021 no
ambiente intra-hospitalar, 546.811 em via publica e 491.210 entre “outros estabelecimentos
de saude”, “domicilio”, “outros” e “ignorado” (DATASUS, 2022).

Hemorragia € o nome dado a perda abrupta de sangue subsequente ao rompimento
de um ou mais vasos sanguineos podendo ocorrer para dentro ou fora do corpo humano.
Essa ocorréncia pode ser tanto um processo natural do corpo em resposta a lesdes, como
também um sinal de doencgas ou traumas (ASATULLAYEV; JABBOROVA, 2022).

As hemorragias externas sdo aquelas onde ha o vazamento de sangue para fora do
corpo. Estas podem ser tratadas por meio de compresséo e ocluséo da lesdo. As hemorragias
internas, por outro lado, sdo aquelas em que o0 vazamento ocorre para outro tecido do corpo,
séo de dificil identificac&o e por esse motivo, apresentam maiores riscos de vida (JOCHEMS
et al., 2018).

Além disso, as hemorragias também podem ser categorizadas de acordo com o tipo
de vaso sanguineo afetado: arterial, quando h& ruptura de uma artéria, que transporta sangue
oxigenado do coracdo para os tecidos; venosa, quando ha rompimento de uma veia, que
carrega sangue desoxigenado dos tecidos de volta ao coracdo; e capilar, que ocorre nos
vasos sanguineos menores e mais delicados, chamados capilares (WENTE et al., 2007).

O tratamento de uma hemorragia depende da causa e da gravidade do quadro. Em

casos leves, medidas simples de primeiros socorros, como aplicar pressao local, elevar o
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membro afetado ou usar curativos e compressas, podem ser suficientes para controlar o
sangramento. No entanto, em situa¢cdes mais graves, podem ser necessarios procedimentos
cirurgicos ou medicamentos especificos para controlar a hemorragia. (JOCHEMS et al., 2018).

Em qualquer situagdo de hemorragia significativa ou que n&o se resolve com medidas
simples, é crucial buscar atendimento médico imediato. A perda excessiva de sangue pode
levar a complicagBes graves e até mesmo colocar a vida em risco. Portanto, é fundamental
procurar ajuda médica para um diagndstico preciso e tratamento adequado (ROSSAINT,
2016).

3.2 HEMOSTASIA

A hemostasia € um processo fisioldgico que visa controlar o sangramento apds uma
les&o vascular. E composto por trés etapas principais: vasoconstricdo, formacio do tampao
plaquetério e coagulacdo sanguinea (TANAKA; KEY; LEVY, 2009). Na fase primaria da
hemostasia ocorre a formacao imediata do tampao plaquetario através da liberagcéo do fator
tecidual (Fator VII) em razdo de uma lesé@o no endotélio, a medida que ocorre a vasoconstricao
o fator VIII unido ao fator de Von Willebrand estimulam a adeséo plaquetaria, potencializando
a formac&o do tamp&o (SIERRA; MORENO; GARCIA-RUIZ, 2022).

Hemostasia Secundaria ou Coagulacdo é de fundamental importancia para a
estabilizacdo do tampéao plaquetario, € nessa fase ocorre a transformacao do fibrinogénio
(proteina solavel) em fibrina (polimero insoltvel) que através da formagdo e do auxilio de
fibras elasticas, estabilizam o tampéo formado na primeira fase (LAPELUSA; DAVE, 2019).

Fibrindlise € o nome dado a ultima etapa da cascata coagulativa, a medida que as
outras etapas vao sendo concluidas e o processo de cicatrizacdo se estabelece, o tampéo
plaguetario e sua fibrina vao perdendo a sua utilidade, com isso, surge a necessidade de
remocdo do que esta sem utilidade, agindo nesse papel de "limpeza" a etapa da fibrindlise,
através da quebra do coagulo pela destruicdo da fibrina (FLORES-RIVERA et al., 2014).

Hemostasia Primaria Coagulo Conversdo do coagulo em Fbrina Fibrina

———

Vasoconstricgdo sanguinea

Figura 1. Fases da Hemostasia. Fonte: Traduzido e Adaptado de Cleveland Clinic (2021).

Apo6s uma lesdo em um vaso sanguineo, ocorre a vasoconstricdo, que é a contracao
das células musculares lisas nas paredes do vaso, reduzindo o fluxo sanguineo no local

afetado. Em seguida, as plaguetas sanguineas aderem e se ativam na &rea danificada,
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formando um tampdao plaquetario temporario para interromper o sangramento. De maneira
subsequente ocorre a coagulacdo sanguinea, a ultima etapa, ativando uma série de reactes
quimicas complexas que levam a formacdo de uma rede de fibrina insollvel. Essa rede
estabiliza o tamp&o plaquetério, formando um coagulo sanguineo que atua como uma barreira
fisica para evitar a perda adicional de sangue e permitindo a cicatrizacdo do tecido lesado
(ZUCKER, 1947).

Apbs o processo de hemostasia, ocorre a reabsorcdo e remodelacdo do coagulo,
restaurando a normalidade dos vasos sanguineos. Logo, a hemostasia € essencial para evitar
a exsanguinacao e promover a regeneracao do tecido danificado. Qualquer problema nesse
processo pode levar a distlrbios hemorragicos ou tromboticos, que sdo condicdes graves e

potencialmente perigosas para a saude (SATYAM et al., 2019).

3.3 CASCATA DE COAGULAGAO

A cascata de coagulacao inicia-se de maneira responsiva e imediata a lesdo endotelial
visando atingir a hemostasia. Os processos envolvidos nesta cascata exigem a participacdo
e coparticipacao de diversas substancias presentes no tecido hematopoiético e nos demais
tecidos do corpo humano. Estes processos ocorrem de maneira sequencial e gradativa
(FLORES-RIVERA et al., 2014).

Este processo passou a ser denominado de “cascata” devido a maneira sequencial e
complexa em que as reac¢des bioquimicas ocorrem para atingir a hemostasia, perpassando
por “vias” intrinsecas e extrinsecas que se interconectam ap0s a ativacdo do Fator Stuart-
Prower (X). A ativacdo da via extrinseca ocorre quando lesdes teciduais externas expéem o
sangue ao fator tecidual (IIl). O fator tecidual forma um complexo com a proconvertina (VII),
levando a ativag&o da via comum da coagulacdo. Esta via € crucial na resposta rapida a leséo
vascular e no processo de formagédo do coagulo.

A via intrinseca, por sua vez, passa a ser ativada quando ocorrem lesGes endoteliais,
isso pode ser explicado pelo fato de o organismo conseguir identificar que o0 sangue entra em
contato com superficies estranhas e a presenca de coladgeno exposto, promovendo o inicio
da cascata coagulativa. Tal contato provoca a ativacdo do fator de Hageman (XII), que
desencadeia em seguida, a ativagéo dos fatores Xl, IX e VIII, resultando na ativagédo do fator

X. A ativacdo dessa via essencial para a manutencgéo e preservagao do coagulo.
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Tanto a via extrinseca quanto a intrinseca, mesmo que ativadas por mecanismos
distintos, acabam convergindo na via comum para a ativacdo do fator X e formacdo da
trombina. A liberacédo da trombina contribui para a conversao do fibrinogénio em fibrina, que
resulta na formacao e estabilizagdo do codgulo. A vitamina K1 € de extrema importancia para
a coagulacéo do sangue pois € indispensavel para que as vias intrinsecas e extrinsecas da
cascata coagulativa consigam ser estabelecidas e convergirem, isso acontece porque esta
vitamina promove a sintese e o armazenamento de 04 fatores essenciais (ll, VII, 1X, X) no
figado. A dinAmica das vias que d&o inicio a cascata de coagulacao esta disposta na Figura
2.

Fator XlI Fator Xla
Pré-calicreina Xl = Xla Cininogénio de alto
Cininogénio de alto peso molecular
peso molecular Fosfolipidio
“Superficie” Ca**Zn*
l IX—> IXa
Fator VI Fator 1Xa
VI = vila | Fator tissular IX —> IXa Fator Vllia
Fosfolipidio ——d Fosfolipidio <Vl
Ca* Ca*™
(’
X —>Xa — R X —>Xa
ator Xa
| Fator Va w
Fosfolipidio
Ca ++
Protrombina —> Trombina (lla) ¢
Trombina
Trombomodulina
Fosfolipidio
ca**

Figura 2. Cascata de coagulacdo pelas vias intrinseca e extrinseca (modelo antigo); I-
Fibrinogénio, Il — Protrombina, V-Pré-acelerina, VII-Pro-convertina, VIII- Fator anti-hemofilico,
IX- Fator de Christmas, X- Fator de Stuart, Xl- Fator de Hagemann, XlI-Fator estabilizador de
fibrina. Fonte: (MANN; BRUMMEL; BUTENAS, 2003).

O processo de coagulacdo sanguinea é desencadeado quando ocorre uma lesdo

tecidual. Essa lesédo leva a liberacdo da tromboplastina, uma substancia que se combina com
outras proteinas e ions calcio, a fim de desencadear uma série de reacdes. Essas interacbes
convergem para a transformacdo de proteinas como o fator X em suas formas ativas,
contribuindo para a formacéo do coagulo sanguineo (BLOOM, 1990).

Embora houvesse uma concepcdo simples deste sistema, composta apenas por
fatores de coagulacéo e plaquetas, acredita-se que ele seja mais complexo, envolvendo ndo
apenas tais elementos, mas também componentes celulares e moleculares. O modelo
tradicional de cascata, embora tenha oferecido avanco significativo na compreensdo do
processo, revelou limitacdes quando observado em contextos clinicos reais (HONG et al.,
2020).
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Sendo assim, como a ativacdo do fator IX através da via extrinseca, ressaltam a
importancia do complexo TF/FVII nesse processo (LAKSHMANAN et al.,, 2022). Em
contraposicdo ao modelo de cascata, o0 novo modelo baseado em células descreve que a
coagulagéo é estabelecida por meio de trés fases sobrepostas: iniciacdo, amplificacdo e
propagacao (YONG; TOH, 2023).

Na fase de iniciagcdo, as células que expressam o Fator Tecidual (FT) entram em
contato com componentes do sangue ap6s uma lesdo. O FT, ao se ligar ao Fator VII (FVII),
forma um complexo (FVIIa/FT) que ativa os Fatores IX (FIX) e X (FX). Isso desencadeia a
formacdo de pequenas quantidades de trombina, favorecendo a coagulacdo (CADE et al.,
2022). De acordo com Claassen et al. (2021), as reacdes de iniciacdo ocorrem
constantemente, mesmo em individuos saudaveis fora do espaco vascular. Essa atividade
basal gera pequenas quantidades de fatores ativados, independentemente de lesdes
vasculares.

Na fase de amplificacdo, plaquetas e Fator VIl (ligado ao Fator de von Willebrand)
entram em agdo no local da lesdo vascular. Pequenas quantidades de trombina, produzidas
durante a fase de iniciagdo, interagem com essas plaquetas e o complexo Fator VII/FVW,
iniciando o processo hemostatico. Isso resulta na formacdo de um plaquetario inicial,
essencial para a hemostasia priméria (KIOUPTSI; REINHARDT, 2020).

A fase de propagacdao € descrita pelo recrutamento de um grande numero de placas
para o local da lesao e pela producdo dos complexos tenase e protrombinase na superficie
das placas ativadas. Nesse estagio, a trombina converte a protrombina em fibrina,
consolidando o coagulo (SANG et al., 2021).

Para controlar a disseminacdo da coagulacdo e evitar a trombose, ha quatro
anticoagulantes naturais que atuam regulando este processo, sendo eles: inibidor da via do
fator tecidual (TFPI), proteina C (PC), proteina S (PS) e antitrombina (AT). Esses
componentes regulam a atividade dos fatores de coagulacdo (DE PABLO-MORENO et al.,
2023).
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Modelo Celular da Hemostasia v

Vila

X
+ — / Va
iciaca I
Iniciagéo o X
(na cél expressadora FT) \

+ Vlla
IXa IX lla (Trombina)
Amplificacio
(nas plaquetas ativadas)
IXa Villa VIl + VWF Va \Y Xla Xl
Propagaga_o (Complexo Va IXa IX
(nas plaquetas ativadas) Protrombinase) + I
Vila + IXa Xa ———»
(Complexo Tenase)
lla (Trombina)
' l

Fibrinogénio ——— Fibrina

Figura 3. Modelo atual de cascata de coagulacdo. Fonte: Adaptado de Vine (2009).

3.4 METODOS DE CONTENCAO HEMORRAGICA

Existem diversos métodos de contencdo hemorragica utilizados na pratica clinica para
controlar a perda excessiva de sangue em situacdes de emergéncia (DONG; ZHANG; GUO,
2022).

Métodos ndo medicamentosos sdo muito utilizados. A compressédo direta é
considerada o método mais simples e eficaz para o controle de hemorragias externas.
Consiste em aplicar pressédo direta sobre o local da leséo utilizando uma mao ou um curativo
limpo. A compressdo direta promove a obstrugdo dos vasos sanguineos lesados,
interrompendo o fluxo sanguineo e iniciando o processo de coagulagéo (BINNETOGLU et al.,
2022).

Além da compresséo direta, a elevacdo do membro afetado € um método utilizado
para reduzir o fluxo de sangue para a area lesada. Essa técnica envolve elevar a extremidade
sangrante acima do nivel do coracdo, o que auxilia na diminui¢do do fluxo sanguineo para o
local da hemorragia. A elevacdo do membro pode ser combinada com a compresséo direta,

potencializando o controle do sangramento (ZAFREN, 2021).
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Em casos de hemorragias graves e quando outras medidas n&o sdo suficientes para
conter o sangramento, 0 uso de torniquetes pode ser considerado como ultimo recurso. O
torniquete € um dispositivo que comprime a circulacdo sanguinea em um membro afetado,
promovendo o blogqueio do fluxo de sangue arterial. E importante destacar que o uso de
torniquetes requer treinamento adequado, pois sua aplicacéo inadequada ou prolongada pode
levar a danos permanentes nos tecidos e nervos do membro afetado (RONCONI et al., 2022).

Métodos utilizando agentes hemostaticos também desempenham um papel importante
na contencao de hemorragias. Esses produtos, geralmente na forma de géis, pds ou esponjas
impregnadas com substancias hemostaticas, sdo aplicados diretamente no local da
hemorragia para auxiliar na coagulacdo e controle do sangramento. Esses agentes atuam
acelerando a formacao de codgulos sanguineos e promovendo a hemostasia local (DONG;
ZHANG; GUO, 2022).

Ademais, outros dispositivos hemostaticos de aspecto esponjoso foram desenvolvidos
e sao utilizados para a contencdo de sangramentos cirdrgicos, como esponjas biopoliméricas
(hemostaticos mecénicos), selantes liquidos (hemostaticos adesivos) e produtos em formas
de granulos ou po6 (curativos hemostaticos). Entretanto, ainda ha pouca comprovacdo
cientifica quanto aos riscos e beneficios ofertados por estes (CHIARA et al., 2018).

Em casos mais graves, como hemorragias internas, a intervencao cirargica pode ser
necessaria. A cirurgia proporciona o acesso direto a fonte do sangramento, permitindo o
controle da hemorragia por meio de técnicas cirdrgicas, como ligadura de vasos sanguineos,
sutura ou cauterizacao. A intervencao cirlrgica € indicada em situagfes em que os métodos
nao invasivos nado sao eficazes para controlar o sangramento e quando ha risco iminente a
vida do paciente (MALIK et al., 2021).

3.4.1. FORMAS FARMACEUTICAS DE AGENTES HEMOSTATICOS

Os agentes hemostaticos podem ser classificados de diversas formas. Uma
classificagcdo importante que auxilia na compreensdo do mecanismo de ag¢édo de cada agente
é a classificacdo com base na forma de atuacdo. Esta classificagcdo categoriza os agentes
hemostaticos em ativos, passivos e vedantes tissulares (HUANG et al., 2021).

Agentes hemostaticos que atuam ativamente sdo aqueles compostos por trombina e
ou fibrinogénio. A utilizacdo dessas substancias estimula a formacao do coagulo de fibrina,
por participarem ativamente das etapas finais da cascata de coagulacdo. O uso desses
agentes é indicado, especialmente, para pacientes portadores de disturbios coagulativos,
sejam eles congénitos ou ndo (HICKMAN et al., 2018).

Os agentes hemostaticos passivos sdo assim denominados pelo modo de atuacéo

empregado para induzir a hemostasia. Construidos a partir de biopolimeros como gelatina,
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celulose, alginato, quitosana e entre outros, sdo também conhecidos como hemostaticos
mecanicos pois auxiliam na agregacao e adesao plaquetaria por formarem matriz no endotélio
lesado. Em contrapartida, estes agentes ndo sao indicados para pacientes com disturbios de
coagulacdo (KANG; NA; JIN, 2012).

Ha ainda, uma nova categoria de dispositivos hemostaticos na qual estao inseridos 0s
vedantes e adesivos tissulares, indicados para a interrup¢éo de sangramentos arteriais, esses
dispositivos atuam promovendo a coagulacao por se aderirem aos tecidos e serem compostos
por substancias que estimulam a formacéo do coagulo (NAM; MOONEY, 2012).

O desenvolvimento de produtos hemostaticos deve considerar ndo somente a forma
do produto e o uso de polimeros com este potencial, mas também a incorporacao de ativos
gque favorecam e potencializem a atividade do mesmo (LIU et al., 2021). Assim, a utilizacao
de esponjas biopoliméricas pode ser considerada uma alternativa promissora ao
desenvolvimento de agentes hemostaticos, ndo sé pelas propriedades biodegradaveis,
biocompativeis, atoxicas, como pela capacidade de liberacdo controlada de farmacos
(CASTILLO-HENRIQUEZ et al., 2021).

Os polissacarideos, polimeros formados por unidades de agucares, desempenham um
importante papel na engenharia de tecidos devido a sua biocompatibilidade, habilidade de
formar estruturas porosas tridimensionais e biodegradabilidade. Acido hialurénico, quitosana,
alginato e celulose sdo os polissacarideos mais utilizados para o desenvolvimento de
bioprodutos (JIM et al., 2021). A capacidade de se adaptarem a manipulacdo quimica, na
criacdo de esponjas porosas e seu potencial para carreamento de farmacos, é o que 0s torna
tdo promissores para a engenharia biomédica (SPICER, 2020).

A quitosana € um material organico desenvolvido por meio da desacetilacao da quitina,
principal biomaterial responsavel na composi¢do do exoesqueleto de artropodes, bivalves e
da parede celular de alguns fungos (DU, 2021). As propriedades bioativas, biocompativeis,
biodegradaveis, atdxicas, anti-infecciosa e hemostaticas desse biopolimero contribuiram para
a producéo de produtos hemostaticos (ZHAO et al., 2021).

O alginato é um biopolimero aniénico oriundo de algas marrons e bactérias. E muito
utilizado na é&rea industrial biomédica pelo baixo custo, amplo potencial carreador de
farmacos, alta taxa de absor¢cdo de agua, baixa toxicidade, boa biocompatibilidade e
biodegradacdo (GARCIA-CRUX; FOGGETTI; SILVA, 2008). De acordo com Chen (2021),
esponjas construidas a partir desse polimero s@o resolutivas no tratamento de feridas
exsudativas, possuem potencial analgésico e podem prevenir o sangramento secundario a
uma lesdo. Majoritariamente, as esponjas construidas a partir desse biopolimero utilizam
também outros polimeros associados.

Quando associados, tais polimeros podem contribuir para a formacao e sustentacdo

de esponjas, isso ocorre porque as cargas opostas formam um conjunto polieletrélito que além
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de conferir propriedades fisicas, tendem a potencializar suas atividades farmacolégicas,
incluindo o potencial hemostético.

Alguns dispositivos hemostaticos disponiveis comercialmente estdo dispostos no
Quadro 1.

21



Quadro 1. Agentes Hemostéaticos

Nome comercial /
Forma farmacéutica

Principio ativo

Funcé&o/Uso/Caracteristicas

Mecanismo de acéo

Referéncias

e medida adjuvante, apds hemostasia cirirgica

e clivagem do fibrinogénio pela trombina

Fibrinogénio | ° melhora sangraNmento . residual leve ou e mondmeros de fibrina formam matriz soltvel.
Tisseel ® / Selante de humagno mod(_arado (exsudagdo e/og Jgrrq) ~ | eativacao do fator XlIl em fator Xllla, (CHI';SASH al,
fibrina purificado e/ou| * eficazes em casos de disturbio de coagulacao) | reticulacdo covalente da matriz de fibrina soltvel 18)
trombina. o dlgturblos de cpagula(;ao espontaneos oul formacao do coagulo estavel
relacionados a medicamentos . .
e caros e requer presenca de ions de célcio
Surgicel® / Celulose e cirurgias ortopédicas, neuroldgicas e toracicas * absorvem flu.|do' . . (BR?DZ%%;T et
Tela absorvivel e oxidada e contra-indicagdo para pacientes com disturbios| ° fo_rmam matriz tr|d~|men5|onal_ . CHaI/-.\,R A ’ |
estéril regenerada | hemorragicos e tromboticos * ativam  coagulagdo pela via extrinseca da etal.,
cascata. 2018)
QuikClot Combat _ . cont(o_le externo temporario de sangramento e inicia a cascata de coag'u_lageNm _ (CHIARA et al.
Gauze® Caulim trauman_co _ _ _ e contato com o endotélio lesado pela via de 2018) '
e gaze cirlrgica revestida com caulim contato
HemCon® / _ e controle externo e temporario de feridas com | e interagdo eletrostatica direta entre as (CHIARA et
Band_agens de Quitosana sangramento intenso membranas celulares (carga negativa) dos al., 2018)
quitosana e Uso de emergéncia. eritrocitos e a quitosana (carga positiva) "
) e esponjas se expandem e incham RAPPOLD;
XS.“’?@ / Cgratlvo . e preenchem a cavidade da ferida (20 s apds éOCHICCHI
miniesponjas c_je Celulose * tratamento o_le feerm_e_nto,s por arma de fogo e 0 contato com o sangue) 0, 2016)
celulose de rapida estilhagos (aplicagéo injetavel) . LY .
expans&o e barreira temptzrarla ao fllfxlo sanguineo (KRAGH et
e fornece pressdo hemostética. al., 2015)
o formacdo de complexo reversivel
Transamin® / Solugdo Acido ¢ Utilizado para o controle de hemorragias por | e desloca o plasminogénio da fibrina (NAPOLITAN
injetavel tranexamico | inibic&o da fibrindlise e inibicdo da fibrinolise Oetal., 2013)
e inibicdo da atividade proteolitica da plasmina
Celox® | P6 _ N e interage com glébulos vermelhos e plgquetas (KOZEN et
hemostatico Quitosana e traumas hemorragicos e forma coadgulo de barreira reticulado, al., 2008)

independente de fatores nativos
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3.5 VITAMINAS E SUA IMPORTANCIA NA PROMOCAO DA HEMOSTASIA

Vitaminas sdo compostos organicos essenciais para o funcionamento adequado do
organismo. Elas desempenham papéis vitais em diversas fun¢bes do corpo, como o
metabolismo, o sistema imunoldgico, a salde dos 0sso0s, a producdo de energia e a regulacao
de processos bioguimicos (PODKOWA et al., 2021).

As vitaminas ndo sdo produzidas pelo corpo em quantidades suficientes, portanto,
devem ser obtidas por meio da alimentacao ou suplementacéo. Existem diferentes tipos de
vitaminas, como as vitaminas A, B, C, D, E e K, cada uma com func@es especificas e fontes
alimentares distintas. A deficiéncia ou excesso de vitaminas pode levar a problemas de saude
(GODSWILL et al., 2020).

As vitaminas diferem em sua estrutura quimica, fungbes no organismo, fontes
alimentares e necessidades diarias recomendadas. Ademais, tais compostos podem se diferir
quanto a sua solubilidade, armazenamento no organismo, necessidades diarias
recomendadas, riscos de toxicidade e interacdes com medicamentos. Das vitaminas citadas,
cada uma possui caracteristicas e papéis especificos no organismo humano (SHAHIDI et al.,
2021).

No que se refere ao papel destas, algumas vitaminas possuem papel importante na
prevencdo de hemorragias, bem como, na regulagéo do funcionamento normal do processo
de hemostasia. A vitamina K, por exemplo, passou a ser conhecida dessa forma em razdo do
seu expressivo papel na prevencdo de hemorragias. O papel de outras vitaminas na
coagulacéo sanguinea, como a C, D e E tem sido investigado (QUICK, 1975; BAYELLE et al.,
2002).

As vitaminas supracitadas expressam atividades que contribuem para o processo de
coagulacdo de diferentes formas. As vitaminas E e C, contribuem por meio de suas
propriedades antioxidantes, estas, auxiliam na revitalizacao do epitélio endotelial e com isto,
interferem indiretamente no tempo de coagulacédo (BAYELLE et al., 2002). Estudos sugerem
uma relacdo indireta da vitamina D com a hemostasia, visto que ela é essencial para a
absorcéo de calcio, e todos os fatores da cascata de coagulacdo s6 podem ser ativados na
presenca deste componente (GHOSHAL; BHATTACHARYYA, 2014).

A vitamina K, por outro lado, exerce papel direto na hemostasia. De aspecto
lipossoluvel, esta molécula é considerada essencial para o funcionamento do corpo humano
e possui diferentes apresentagcfes que variam conforme sua fonte, biodisponibilidade, alvo e
entre outros. Essa substancia apresenta trés isoformas distintas (ZHANG et al., 2019).

A filoquinona corresponde a uma delas, a “K1”, que pode ser encontrada nas plantas
e € a principal responsavel pela ativacdo de proteinas da cascata coagulativa. A “K2” é

derivada de bactérias, conhecida como menaquinona, pode contribuir para a prevencao da
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osteoporose e atuar na calcificacado 6ssea e a “K3” ou menadiona que corresponde a forma
sintética da vitamina K (MLADENKA et al., 2022).

A vitamina K desempenha um papel crucial na coagulagéo sanguinea por meio de sua
participacdo nas caracteristicas dos fatores de coagulacdo. Especificamente, ela esté
envolvida na ativacdo dos fatores de coagulagéo Il (protrombina), VII, IX e X, bem como das
proteinas C e S (YORDANOVA et al., 2018). Esses fatores e proteinas desempenham um
papel fundamental na cascata de coagulacdo, um processo complexo de multiplas etapas que
resultado na formacéo de codgulos sanguineos para interrupcao de sangramentos (SANG et
al., 2021).

A vitamina K atua como um cofator essencial na carboxilacdo desses fatores de
coagulacéo e proteinas anticoagulantes. A carboxilagdo € um processo que adiciona grupos
de carboxila as proteinas, tornando-as ativas. Sem a presenca adequada de vitamina K, a
sintese desses fatores de coagulagéo e proteinas anticoagulantes é comprometida, levando
a uma diminuicdo na capacidade do sangue de coagular eficientemente (BERKNER, 2005).

A carboxilagdo das proteinas depende da disponibilidade de vitamina K, que é
absorvida no intestino delgado a partir da dieta ou produzida por bactérias intestinais.
Deficiéncias de vitamina K podem resultar em problemas de coagulagdo, causando um
aumento no ritmo de sangramento e um risco aumentado de hemorragias (HAO et al., 2021).
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Tabela 1. Fontes nutricionais de filoquinona (ng/g)

Fonte vegetal K1 K2 FK Referéncias
Wakame (alga 12,930 n.d. n.d. KAMAO et al., 2007
marinha)
Couve 6,180- n.d nd SCHURGERS; VERMEER, 2000; SHEARER; BACH;
8,170 o o KOHLMEIER, 1996
Salsinha 3,600- n.d nd KOIVU et al., 1997; SHEARER; BACH; KOHLMEIER,
5,480 e o 1996
Espinafre 2,700- n.d nd BOLTON-SMITH et al., 2000; KAMAO et al., 2007;
p 5,750 o o SHEARER; BACH; KOHLMEIER, 1996
Alga marinha 4,130 n.d. n.d. KAMAO et al., 2007
desidratada
Renolho 1,270- 0-10 n.d KAMAO et al., 2007; SHEARER; BACH; KOHLMEIER,
P 3,390 @ 1996
Brécolis cozido 1,100- n.d nd BOLTON-SMITH et al., 2000; KAMAO et al., 2007;
3,070 o o SHEARER; BACH; KOHLMEIER, 1996
Couve de bruxelas 1,220- n.d nd BOLTON-SMITH et al., 2000; KOIVU et al., 1997;
2,890 e o SHEARER; BACH; KOHLMEIER, 1996
. 1.310- BOLTON-SMITH et al., 2000; FERLAND; SADOWSKI,
Oleo de soja 2'340 n.d. n.d. 1992; KAMAO et al., 2007; SHEARER; BACH,;
! KOHLMEIER, 1996
Oleo vegetal 1,340- 10 )
misturado 1,640 n.d. (MK-7) BOLTON-SMITH et al., 2000; KAMAO et al., 2007
Oleo de colza 0-30 (MK- BOLTON-SMITH et al., 2000; FERLAND; SADOWSKI,
refinado 920-1,500 n.d. 7 1992; KAMAO et al., 2007; SHEARER; BACH;
KOHLMEIER, 1996
BOOTH; SADOWSKI; PENNINGTON, 1995; KAMAO et
Margarina 120-1,100 0-3 0-1 al., 2007; PIIRONEN et al., 1997; SCHURGERS;
VERMEER, 2000
BOLTON-SMITH et al., 2000; FERLAND; SADOWSKI,
Azeite 300-800 0-4 n.d. 1992; KAMAO et al., 2007; SCHURGERS; VERMEER,
2000; SHEARER; BACH; KOHLMEIER, 1996
Kiwi 343 n.d. n.d. KOIVU et al., 1997
Groselha preta 300 n.d. n.d. KOIVU et al., 1997
BOOTH; SADOWSKI; PENNINGTON, 1995; KOIVU et
Abacate 10-200 n.d. n.d al., 1997; SHEARER; BACH; KOHLMEIER, 1996
BOLTON-SMITH et al., 2000; KOIVU et al., 1997;
Uva verde 83-190 n.d. n.d SHEARER; BACH; KOHLMEIER, 1996
9,000-
; KAMAO et al., 2007; SCHURGERS et al., 1999;
Natto 200-450 0-10 (1,3207‘; SCHURGERS; VERMEER, 2000; SUMI, 1999
Queijo Jarlsberg 60 84 65%4%5_9 HOJO et al., 2007
Queijo Edam 19 33 442 KOIVU-TIKKANEN; OLLILAINEN; PIIRONEN, 2000
Queijo Emmental 52 84 26?4%5'9 HOJO et al., 2007
ELDER et al., 2006; KAMAO et al., 2007; KOIVU-
Carne de frango 0-20 89-600 0-0.1 TIKKANEN; OLLILAINEN; PIIRONEN, 2000;
SCHURGERS; VERMEER, 2000
Figado de galinha 0-25 40-141 0-2 ELDER et al., 2006; HIRAUCHI et al., 1989
Ovo inteiro 3-25 56-250 n.d. ELDER et al., 2006; HIRAUCHI et al., 1989
15
ELDER et al., 2006; KAMAO et al., 2007; SCHURGERS;
Gema do ovo 7-70 654:0 0-7 VERMEER, 2000
ELDER et al., 2006; KAMAO et al., 2007; SCHURGERS;
Clara do ovo n.d. 4-10 n.d. VERMEER, 2000
. . HIRAUCHI et al., 1989; KOIVU-TIKKANEN;
Bife de figado 18-58 7-8 73-1148 OLLILAINEN: PIIRONEN, 2000
(HIRAUCHI et al., 1989; KAMAO et al., 2007; KOIVU-
Carne bovina 3-7 11-150 0-6 TIKKANEN; OLLILAINEN; PIIRONEN, 2000;

SCHURGERS; VERMEER, 2000)

Fonte: adaptado de Tarento et al., 2019. Filoguinona (K1), menaquinona-4 (K2) e outras formas de
menaquinonas (FK). “n.d.” denota que nenhum dado estava disponivel, MK-7 Isoforma da VK2
produzida por bactérias, (MK-9 (4H), Isoforma da VK2 presente em queijos fermentados por mais de
90 dias
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3.6 Fontes de Vitamina K1: MICROALGAS e CIANOBACTERIAS

Microalgas e cianobactérias sdo organismos microscépicos que desempenham um
papel fundamental na ecologia, na produgéo de oxigénio, na cadeia alimentar aquatica e, cada
vez mais, na ciéncia, na industria farmacéutica e na nutricdo humana. Esses dois grupos de
organismos possuem importancia para a saide humana e para a industria farmacéutica (DE
OLIVEIRA FERNANDES; CAMARGO-SANTOS; & ZORZAL-ALMEIDA, 2022; IBRAHIM et al.,
2023; AMPOFO; ABBEY, 2022).

Uma distingdo importante reside na origem celular. As microalgas sdo organismos
eucaridticos, enquanto as cianobactérias sdo procariéticas. Essa diferenca fundamental se
relaciona com a estrutura celular, uma vez que as microalgas possuem nucleos celulares
definidos, enquanto as cianobactérias ndo (ANDREEVA et al., 2023).

As microalgas sao organismos unicelulares fotossintéticos que sdo encontrados em
diversos ambientes aquaticos, como oceanos, lagos e rios. Elas sdo conhecidas por sua
capacidade de realizar fotossintese, o processo pelo qual convertem a energia solar em
energia quimica, produzindo oxigénio e capturando dioxido de carbono. Algumas das
microalgas mais conhecidas sédo as do género Nannochloropsis (FURLAN et al., 2021).

As microalgas sdo uma fonte rica de nutrientes essenciais, como proteinas, vitaminas,
minerais e antioxidantes. Muitas pessoas as consomem em forma de suplementos
alimentares devido aos seus beneficios a saude, incluindo a capacidade de refor¢ar o sistema
imunoldgico, fornecer energia e contribuir para a desintoxicagdo do organismo (AMPOFO;
ABBEY, 2022).

Além de sua aplicagdo na nutricdo, as microalgas também se destacam como uma
fonte rica em compostos bioativos com aplicacdes significativas na industria farmacéutica.
Uma diversidade de produtos de alto valor derivados desses microrganismos ja esta presente
no mercado. Carotenoides, acidos graxos, esterdis, poli-hidroxialcanoatos e polissacarideos
sao alguns desses produtos (LUJBIC et al., 2020).

Estes micro-organismos também apresentam em sua biomassa uma concentracao
elevada de diversos tipos de carboidratos, incluindo amido, glicogénio, celulose, agar e entre
outros. Essas substéncias podem ser convertidas de maneira eficiente em acgucares
fermentaveis, possibilitando a producdo de bioetandis e consolidando a industria automotiva
(KHAN; SHIN; KIM, 2018).

Os carotendides séo substancias produzidas por microalgas em grandes quantidades,
estas moléculas possuem alta atividade antioxidante ja demonstrada na literatura.

As cianobactérias, também conhecidas como algas azuis ou cianoficeas, desafiam
categorizacdes ocasionais como algas ou bactérias comuns. Sao micro-organismos

procariontes, semelhantes as bactérias por sua estrutura celular desprovida de membrana
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nuclear, mas dotados de um sistema fotossintético composto como ao das algas, organismos
eucariontes (DA SILVA, 2022). Esta caracteristica Unica torna bactérias capazes de
fotossintese. Inicialmente havia discussfes a respeito da classificacdo taxonémica destes
micro-organismos, contudo, estudos subsequentes revelaram suas caracteristicas
especificas de bactérias.

Em relacdo a fotossintese, ambas compartilham da capacidade de converter a luz
solar em energia quimica, um processo fundamental para a producdo de oxigénio e a
captacao de diéxido de carbono. Uma diferenca importante, é que as cianobactérias possuem
ficobilissomos, capazes de produzir ficobiliproteinas para auxiliar na captacdo de luz, essas
estruturas ajudam a suprir a auséncia da clorofila b existente por microalgas (LI; LI; HO, 2022).
As ficobiliproteinas sdo proteinas pigmentadas produzidas por cianobactérias, sao
mencionadas como potenciais principios ativos para produtos farmacéuticos pelas
propriedades antibiéticas, antivirais e anti-inflamatérias mencionadas (IBRAHIM et al., 2023).

No que diz respeito aos nutrientes, ambos 0s grupos apresentam uma riqueza de
compostos benéficos, embora a composi¢do especifica varie entre as diferentes espécies
(HASSAN et al., 2022). De acordo com Tarento et al. (2018), a espirulina € uma cianobactéria
atoxica com uma biomassa rica em macronutrientes como proteinas, carboidratos, fibras
dietéticas e gorduras boas. Neste mesmo estudo, também sdo demonstradas altas
guantidades destes compostos em A. cylindrica, bem como a presenca de vitamina B12 e
micronutrientes importantes como potéassio, magnésio, calcio e zinco.

Ademais, as cianobactérias merecem atencdo devido a capacidade de algumas
espécies em produzir toxinas prejudiciais a saide humana e ao meio ambiente. Esse é um
desafio que ndo costuma estar associado as microalgas, que geralmente sdo consideradas
seguras para consumo humano. Portanto, a presenca de toxinas é uma distin¢cao critica a ser
considerada ao lidar com cianobactérias (MAFRA et al., 2023).

As toxinas produzidas por cianobactérias sdo denominadas de cianotoxinas e estéo
frequentemente presentes no desenvolvimento de inseticidas e herbicidas. Estas substancias
podem ser categorizadas conforme os impactos causados em mamiferos, sendo descritas
como hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas e toxinas gastrointestinais. Cianobactérias do
género Anabaena, podem produzir cianotoxinas classificadas como: microcistina, anatoxina-

a, homoanatoxina-a, cilindrospermopsina e saxitoxina.
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A utilizagdo desses organismos na producdo de medicamentos oferece vantagens
como a escalabilidade de cultivo, facilidade de manipulagcdo genética e menor impacto
ambiental em comparac&o com outras fontes de compostos bioativos. Embora seja um campo
de pesquisa em expansdo, o potencial das cianobactérias na industria farmacéutica
representa uma area promissora para o desenvolvimento de novos medicamentos e terapias
especialmente pela possibilidade de serem cultivaveis em ambientes artificiais (BRUGHITTA
et al., 2023). Imagens representativas da morfologia das microalgas (B) e cianobactérias
utilizadas neste estudo podem ser observadas na Figura 4.

Figura 4. Aspectos morfolégicos por vista microscopica de microalga e cianobactérias A:
A B C
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Anabaenacyllndrlca B: Nannochloropsus sp.; C: Arthrosplra platensis (Esplrulma) Fonte: A:
Acervo pessoal, 2023; B: Adaptado de Supply (2017) e C: Asghari et al. (2016)

3.6.1 MICROALGAS E CIANOBACTERIAS COMO FONTES DE BIOATIVOS

As cianobactérias tém despertado interesse na industria farmacéutica devido a sua
capacidade de produzir compostos bioativos com potencial terapéutico. Esses
microrganismos sao fontes promissoras de moléculas com atividades antibioticos, antivirais,
antitumorais e antioxidantes. De acordo com Ismail et al. (2021) e Gunes et al. (2017),
ficobiliproteinas da espirulina possuem potencial anti-inflamatoério e antioxidante. O extrato
etandlico desta mesma microalga, quando associado a nanoparticula de prata, pode
apresentar atividades antimicrobianas e antivirais, 0o que atrai atengcdo da industria
farmacéutica.

Além disso, as cianobactérias também séo estudadas como produtoras de enzimas de
interesse agricola, como fitohormonios e fatores de crescimento vegetal (LU; XU, 2015; HAN
et al, 2018; PAN; JEEVANANDAM; DANQUAH, 2019). Os metabolitos secundérios
produzidos por estes micro-organismos podem contribuir para a fertilizacdo do solo,
descontaminacdo, bem como o desenvolvimento e protecdo das plantas contra fatores de
estresse (GORKA et al., 2018; RONGA et al., 2019).

3.6.1.1. Anabaena cylindrica
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A Anabaena cylindrica, uma cianobactéria filamentosa, apresenta morfologia cilindrica
e € composta principalmente por proteinas, vitamina B12 e filoquinona (233 ug/g), além dos
pigmentos clorofila, ficobiliproteinas e beta-caroteno. Destaca-se por sua capacidade de
fixacdo de nitrogénio atmosférico, tornando-a relevante na producdo de biofertilizantes
nitrogenados, contribuindo para a fertilidade do solo, o desenvolvimento de plantas e o
potencial de producao de gas hidrogénio em ambientes desprovidos de N2 (TARENTO et al.,
2018; QIU et al., 2019).

Essas cianobactérias, procariontes fotossintetizantes sem membranas celulares
especializadas, organizam-se em filamentos multicelulares compostos por células cilindricas.
Cepas especificas, como a Anabaena cylindrica, apresentam células especializadas
chamadas heterocistos, responsaveis pela fixacdo do nitrogénio atmosférico,
desempenhando um papel essencial na conversdo do nitrogénio gasoso em amoénia,
beneficiando tanto as préprias cianobactérias quanto outros organismos aquaticos (QIU et al.,
2020).

Comumente encontrada em ambientes aquaticos, como lagos e rios, a Anabaena
cylindrica desempenha papel importante na produgao primaria e no ciclo de nutrientes desses
ecossistemas. Entretanto, determinadas cepas dessas cianobactérias podem produzir
toxinas, como microcistina, apresentando riscos potenciais a salde humana, animal e
ambiental. Tais toxinas s&o liberadas durante o ciclo de vida celular ou em ambientes

desfavoraveis ao crescimento destas cianobactérias (FATHABAD et al., 2019).

3.6.6.2. Nannochloropsis sp.

As microalgas do género Nannochloropsis sp. também sdo amplamente conhecidas
por sua biomassa extremamente rica, por sua alta capacidade reprodutiva e sua resisténcia a
condicbes ambientais adversarias o que as torna interessantes para a industria de
combustiveis renovaveis (ZANELLA; VIANELLO, 2020). No que tange as suas propriedades
bioativas, sua biomassa é rica em substancias como acidos graxos insaturados, acido
eicosapentaenoico, dmega 3, vitamina E, vitamina D3 e carotenoides (MIENIS; VANDAMME;
FOUBERT, 2023), além da presenca de vitamina K1 (LUJBIC et al., 2020).

Parte do grupo Ochrophyta, essa microalga apresenta uma coloragdo castanho-
dourada devido a fucoxantina, pigmento presente nos plastidios secundarios que contém
clorofila a e c. Com seu formato esférico e tamanho médio de 2 a 3 um, a Nannochloropsis é
capaz de produzir biopigmentos de alta qualidade, como astaxantina, zeaxantina e
cantaxantina, além de acumular acidos graxos organicos poli-insaturados (VOLKMAN et al.,
2016)
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Amplamente utilizada na aquicultura, a Nannochloropsis é empregada na larvicultura
de peixes marinhos, no enriquecimento de rotiferos e até como alternativa a farinha de peixe
em racdes. A sua escolha deve ao rapido crescimento, resisténcia ao manejo e adaptabilidade
a uma variedade de ambientes, incluindo variagdes de temperatura, salinidade e luminosidade
(ERYALCIN, 2019).

Seu cultivo em larga escala pode ser realizado com meios de cultura alternativos, como
fertilizantes agricolas ou efluentes de carcinicultura, mantendo niveis de producdo de
carotenoides equivalentes aos métodos tradicionais. Além de seu valor nutricional, as
microalgas desse género sao fontes importantes de acidos graxos essenciais, como o 4cido
eicosapentaenoico e o0 acido araquidbnico, essenciais para o desenvolvimento de aquarios,
sendo nutrientes constituintes ndo produzidos de forma eficiente por esses organismos
(BARTA; COMAN; VODNAR, 2021).

3.6.6.3. Artrhrospira platensis

Arthrospira platensis, comumente conhecida como espirulina, € uma espécie de
cianobactéria. E um organismo multicelular microscépico em forma de espiral que prospera
em ambientes de agua doce quentes e alcalinos. A espirulina é conhecida por seu rico
conteudo nutricional e tem sido consumida como fonte de alimento por séculos (DU et al.,
2021). Pertence a familia Oscillatoriaceae, englobando um grupo de cianobactérias
filamentosas comumente denominadas algas verdes-azuladas. Essas cianobactérias formam
cadeias celulares em filamentos espiralados, denominados tricomas, compostos por células
cilindricas, curtas e largas, revestidas por membranas finas. O didmetro das células varia entre
6 e 12 um, enquanto as estruturas helicoidais formadas pelos filamentos podem apresentar
diametros de 30 a 70 um (IBRAHIM et al., 2023).

Originalmente procedente de lagoas na Africa e na América tropical, a Spirulina
demonstrou notavel adaptabilidade, crescendo em ambientes ricos em sais minerais com pH
entre 8 e 11, até mesmo em locais extremos como desertos, vulcoes e na Antartida. Sua
capacidade de reproducdo rapida e realizacdo de fotossintese oxigénica atrativa para a
producédo de biomassa rica em compostos biologicamente ativos (AMPOFO; ABBEY, 2022).

Os sistemas de cultivo da Spirulina podem ser abertos ou fechados, sendo o0 método
"race-way" ou mais comum em nivel industrial, dependendo da luz solar como fonte primaria
de energia. A aeracdo e a melhoria sdo essenciais para evitar limitagbes no crescimento
devido a fotoinibicdo (DE OLIVEIRA FERNANDES; CAMARGO-SANTOS; & ZORZAL-
ALMEIDA, 2022). Essas cianobactérias sado reconhecidas por seu alto teor proteico, variando

entre 60-70%, sendo utilizadas na nutrigdo animal e humana. A producgéo de Spirulina ocorre
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mundialmente, destacando-se Estados Unidos, Japao, Israel e Australia como principais
produtores (SONI et al., 2021).

Além de sua funcao nutricional, a Spirulina despertou interesse por seus beneficios a
saude e aplica¢des na industria farmacéutica. Estudos cientificos respaldam sua classificacédo
como "Generally Recognized As Safe" (GRAS) pelo FDA, garantindo seu uso seguro na
alimentacdo humana e animal (FAIS et al., 2022). A Spirulina possui propriedades
terapéuticas relacionadas a condicBes como diabetes, artrite, doencas cardiovasculares, entre
outras. Estudos também destacam sua atividade antimicrobiana, evidenciando a inibicdo do
crescimento de microrganismos Gram-positivos, como S. aureus (SONI et al., 2021; HASSAN
et al., 2022).

A Spirulina possui uma biomassa rica em macro e micronutrientes, dentre os
macronutrientes podem ser citados: Proteinas, Carboidratos, Fibras alimentares, Cinzas e
Lipideos. Quanto aos micronutrientes presentes em sua biomassa, podem ser encontrados
Potassio, Magnésio, Calcio, Sdodio, Ferro, Zinco, B-caroteno, Filoquinona (K1), Riboflavina
(B2), Tiamina (B1), Cobalamina (B12), Biotina. Sendo considerada uma fonte importante de
K1, esta cianobactéria possui em sua composicao cerca de 0,3ug/g de biomassa seca, um
valor ainda maior que as maiores fontes alimentares conhecidas (espinafre e couve) (NOURI
et al., 2018; TARENTO et al., 2018).

Dessa maneira, essa cianobactéria é considerada um recurso natural valioso, uma vez
que seus compostos fendlicos também possuem propriedades antioxidantes. No cenario
brasileiro, a Spirulina € contemporanea como um novo ingrediente alimentar, com
recomendacdao de ingestdo diaria ndo superior a 1,6 g. Sua presenca em produtos
farmacéuticos e alimentares, comercializados como alimentos funcionais, nutracéuticos ou
suplementos alimentares, evidencia seu amplo espectro de aplicagdo (ALFADHLY et al.,
2022).

31



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Neste estudo foram utilizadas trés tipos de biomassas. Destas, duas sao provenientes
de cianobactérias, sendo uma cultivada em laboratorio sob condic¢des artificiais. A primeira
corresponde a cepa Anabaena cylindrica (PCC7120) do Instituto Pasteur, que foi gentilmente
cedida pelo Laboratério de Cianobactérias e Ficotoxinas (LCF) da Universidade Federal do
Rio Grande e foi cultivada de acordo com método adaptado (JACINAVICIUS; GAMA-JUNIOR;
AZEVEDO; SANTANNA, 2013). A segunda cianobactéria € de origem comercial e foi
adquirida em forma de po, por meio de compra em farméacia magistral (22E02-B003-91968,
Infinity Pharma). A terceira amostra corresponde a Nannochloropsis sp., uma microalga
isolada do manguezal da regido metropolitana de Aracaju por técnica de diluicdo seriada e
cultivada em fotobiorreatores pelo Laboratério de Cromatografia Gasosa e Bidimensional do

Instituto de Tecnologia e Pesquisa.

4.2 METODOS

4.2.1 CULTIVO DA Anabaena cylindrica

A cepa da cianobactéria A. cylindrica foi cultivada em meio de cultura BG-11 preparado
com algumas adaptacdes (JACINAVICIUS; GAMA-JUNIOR; AZEVEDO; SANTANNA, 2013).
Para o experimento, foi utilizada uma amostra de 10 mL da cepa da cianobactéria Anabaena
cylindrica cedida pelo Laboratério de Cianobactérias e Ficotoxinas (LCF) da Universidade
Federal do Rio Grande.

O meio de cultura foi preparado a partir de solugbes aquosas de acordo com a
composi¢cado apresentada no quadro 2. Cada componente foi pesado e dissolvido
separadamente em 50 mL de agua destilada. Apés total dissolucdo, as solu¢des foram
misturadas na ordem em que se apresentam no quadro 2, obtendo assim 450 mL de meio de

cultura concentrado (solucéo estoque).
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Quadro 2- Composicao do meio de cultura concentrado (solucdo estoque)

Ordem de NUTRIENTES Quantidade (g) Volume de

adicdo dos agua

componentes destilada

(mL)

1 Acido Etilenodiamino Tetra-acético 0,005 50
(C10H16N20s)

2 Citrato férrico amoniacal (CeHsO7 x 0,03 50
Fe 3* . yNHz3)

3 Solucéo de metais tracos (quadro 03) 50

4 Nitrato de sodio (NaNOs3) 7,500 50

5 Fosfato acido dipotassio 0,2 50
trihidratado (K2HPO4 . 3H20)

6 Sulfato de magnésio 0,375 50
heptahidratado (MgSQO4 . 7H20)

7 Cloreto de caélcio dihidratado (CaCl2 0,18 50
.2H20)

8 Carbonato de sédio (Na2CO3) 0,1 50

9 Acido citrico (CeHsO7 . H20) 0,03 50

Volume total 450

A solucéo de metais tracgos foi preparada dissolvendo todos 0os componentes descritos
no quadro 3 em 50 mL de agua destilada, em seguida, esta solucdo de metais tracos de 50
mL foi incorporada no meio concentrado. O meio de cultura preparado foi homogeneizado por
agitacdo magnética. A solugdo apresentou pH de 6,93. O meio concentrado foi armazenado
em frasco plastico no freezer a -15°C, até o momento de uso.

Quadro 3- Composicédo da solucédo de metais tracos

COMPONENTES Quantidade (g)
HsBO3 0,143
MnClz . 4H20 0,090
ZnS04 . 7TH20 0,011
NaMoOg4 0,015
CuSO0Os4 . 5H20 0,003
Co(NOs)z . 6H20 0,002
Agua destilada g.s.p 50 mL
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No momento da utilizagdo, o meio concentrado foi descongelado e diluido em agua
destilada na proporcédo 4:50 (meio concentrado:agua destilada). Apds essa diluicdo, o meio
foi esterilizado em autoclave vertical a 120° C por 30 minutos e resfriado em capela de fluxo
laminar sob luz UV. Em seguida, procedeu-se a inoculagdo da cianobactéria.

As culturas foram mantidas em frascos Erlenmeyer de 250 mL, vedados e sem
aeracdo. No laboratério de cultivo, as culturas incubadas foram monitoradas diariamente com
temperatura controlada (23-25°C), mantendo ciclos diarios de 12h de claro/escuro. Quanto a
iluminacéo, os frascos Erlenmeyer contendo as cepas em meio de cultivo foram posicionados
abaixo de duas lampadas de LED de 9w, fornecendo luz branca e fria.

Os repigues foram realizados a cada trinta dias, utilizando 5 mL de células em 54 mL
de meio. Esse processo permitiu que o estudo e o acompanhamento da A. cylindrica fossem
conduzidos periodicamente a fim de identificar o crescimento regular da biomassa, sendo

este, documentado por registros fotograficos a cada 30 dias.

4.2.2 Caracterizacédo das biomassas

As biomassas das trés fontes de vitamina K selecionadas neste trabalho (espirulina,
Anabaena cylindrica e Nannochloropsis sp) foram avaliadas em relacéo ao seu contetdo de
ficocianina, clorofila a e b e carotenoides.

4.2.2.1. Determinacgao de ficocianinas (fracdo aquosa)

Para recuperacdo da ficocianina presente na biomassa, as amostras foram
introduzidas em 12,5 mL de solucdo tampéao fosfato pH 7,4. A suspenséao foi tratada por
sonicagdo por 20 min em banho de ultrassom (Branson 1510). Apos centrifugagéo por 10 min
a 4.000 rpm (Hettlic Routine 380). A densidade éptica do sobrenadante foi medida em um
leitor de microplacas (Epoch™ - Biotek) em 612, 652 e 562 nm. As concentragdes dos
derivados de ficocianina foram determinadas usando as férmulas do método Benett e Bogorad
(equacGes 1 a 3). Os resultados foram expressos em mg-L™ (Bennett e Bogorad, 1973): A
concentracao total de ficocianina = ficocianina (c-PC) + concentracdo de alocianina (APC) +

ficoeritrina (PE).

[c—PC] = (DO%'5 — 0,474 x D0%?) + 5,34 (1)
[APC] = (D0%? — 0,208 x D0°'®) + 5,09 (2)

[PE] = (0D%%2 — 2,41 (PC) — 0,849 (APC) + 9,62 (3)
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4.2.2.2. Determinacgao de carotenodides e clorofilas a e b (fragcéo lipidica)

Apos a recuperacdo de ficocianinas, a amostra solida resultante foi congelada e
liofilizada para determinacéo de clorofilas a e b e carotenoides totais, realizada em conjunto,
seguindo a metodologia proposta por Lichtenthaler e Buschmann (2001). Foram pesados
0,010 g da amostra liofilizada em balancga analitica (Shimadzu AUY220) e solubilizados em 5
mL de acetona 80% (v/v). A mistura foi homogeneizada (KASVI K40-1010) e depois
centrifugada (Hettich Zentrifuguen Rotina 380 R) a 4000 rpm por 5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi separado e novo volume de acetona adicionado para nova centrifugacao. O
segundo sobrenadante foi misturado ao primeiro e submetido a leitura espectrofotométrica
nos comprimentos de onda 470, 750, 664, 647 and 630 nm. Os rendimentos de pigmentos
foram expressos em pg.mL™" e determinados pelas equacdes 4 e 5. A concentracdo de
carotenoides totais foi calculada de acordo com a equagéo 6 (Lichtenthaler and Buschmann,
2001):

Ca = 11,85 x E®%* — 1,54 x E®*7 — 0,08 x E®30 (4)

Cbh = —5,43 x E®* + 21,03 x E®*7 — 2,66 x E®3° (5)

C(x + ¢) = (1000 x DO*’® — 1.82 x Ca — 85.02Cb)/198 (6)

Onde:

Ca corresponde a Clorofila a
Cb corresponde a Clorofila b
C: carotendide total

4.2.3 Obtencéo e caracterizacdo dos extratos para identificacdo da vitamina K1

O extrato foi obtido por saponificacdo. Misturou-se 1 g de amostra, 4 mL de etanol
99,5%, 0,01 g de Butilhidroxitolueno e 0,01 g de &cido ascorbico (antioxidante) em um tubo
de ensaio. A mistura foi agitada em vortex (KASVI K40-1010) por 10 minutos. Em seguida,
adicionou-se 0,5 mL de Acido Etilenodiamino Tetra-acético saturado e 0,5 mL de KOH (50%)
ao tubo. O tubo foi tampado, agitado e colocado em banho-maria fervente por 20 min, sendo
novamente agitado ap6s 10 min. O tubo foi entdo resfriado em banho de gelo por 10 minutos.
Ap0s a saponificagéo, adicionaram-se 2 mL de 4gua e 2 mL de n-hexano:acetato de etila (8:2,

v/v) para extracdo das vitaminas lipossoliveis. O tubo foi agitado por 10 min antes da
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separacao das camadas. A extracao foi repetida com mais 2 mL de n-hexano:acetato de etila
(8:2 viv).

O solvente da mistura da camada organica foi evaporado e o residuo foi dissolvido em
1 ml de n-hexano, posteriormente foi filtrado com filtro de membrana PTFE 0,22 um (Millipore-
HVHP, MA, EUA), antes de submeter a amostra a analise cromatografica.

A andlise utilizou um cromatégrafo liquido Shimadzu®, equipado com um
desgaseificador DGU-20A3, um auto injetor SIL-20A, duas bombas (A e B) LC 20AD, detector
de arranjo de diodos a SPD-M20 (DAD) com uma interface CBM20A. Uma aliquota de 20 L
dos extratos foi injetada e foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex C18 de fase reversa
de 150 x 4,6 mm (5 um), em uma temperatura de forno de 35°C. A determinacéo foi realizada
com uma fase moével constituida de agua ultrapura 0,1% &cido formico (A) e acetonitrila (B)
ambos desgaseificados em um fluxo constante (0,7 mL/min) e em modo isocrético de (30:70
viv) A:B. O cromatograma obtido foi analisado em um comprimento de onda de 280 nm. Na
auséncia de um padrdo cromatografico para identificacdo e quantificacdo, foi utilizada uma

amostra de vitamina K comercial (Infinity Pharma)

4.3. Desenvolvimento da formulacéo preparada com espirulina

A formulacdo de esponjas contendo a espirulina foi preparada a partir da metodologia
descrita por DAI et al. (2009). Inicialmente, uma dispersdo de quitosana a 2% (m/v) foi
preparada em solucao aquosa de &cido acético 1% em temperatura ambiente. Em outro
béquer, uma dispersao de alginato a 2% foi preparada utilizando agua destilada. As solucdes
foram agitadas separadamente por 24 h até total homogeneizag&do. ApGs esse periodo, as
disperstes foram vertidas em placas de 24 pogos conforme volumes descritos no quadro 4.
O material foi congelado no freezer por 72 h. O material congelado foi liofilizado (modelo L101,
marca LIOTOP, bomba Agilent/Technologies) para obtencéo das esponjas. A biomassa da
espirulina em po foi incorporada nas dispersdes de alginato e quitosana a 2% para a obtencéo
de diferentes esponjas. Foram adicionadas nessas dispers6es 0,4 mg de espirulina

totalizando 2% de espirulina nas dispersoées.
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Quadro 4. Formulacdes para preparacao da esponja contendo espirulina

~ Solucao de Concentragdo de Espirulina (%
. Solucgéo de : o i
Esponjas alginato 2% (mL) quitosana 2% espirulina na final na
9 (mL) solucdo (mg/mL) esponja)
E-A:Q 1,0 1,0 - -
E-AEsp:Q 1,0 1,0 0,4 2
E-A:QEsp 1,0 1,0 0,4 2
E-Q - 2,0 - -
E-QEsp - 2,0 0,4 2
E-A 2,0 - - -
E-AEsp 2,0 - 0,4 2

E-A: esponja de alginato; E-Q: esponja de quitosana; E-AQ: esponja de alginato:quitosana;
E-AEsp: esponja de alginato contendo espirulina; E-AEspQ: esponja de alginato contendo
espirulina:quitosana; E-QEsp: esponja de quitosana contendo espirulina; E-AQEsp: esponja
de alginato:quitosana contendo espirulina.

4.4. CARACTERIZACAO DAS ESPONJAS

4.4.1 Andlise macroscopica das esponjas

As esponjas foram submetidas as analises macroscoépicas para analise da coloracao,
homogeneidade, maneabilidade e porosidade (LOCILENTO, 2012). Esta andlise foi obtida por
meio de avaliagdo macroscopica, atribuindo escores de acordo com o aspecto das esponjas:
(-) deficiente, (+) boa, (+++) excelente, conforme critérios descritos no quadro 5.

Quadro 5. Caracteristicas macroscopicas das esponjas produzidas

Caracteristicas (-) Deficiente (+) Boa (+++) Excelente
Coloracéao Sem uniformidade Parcialmente uniforme Totalmente uniforme
. Separacéo total dos | Homogeneidade parcial Homogeneidade total
Homogeneidade parag: 9 p P genel
polimeros dos polimeros dos polimeros
Manuseabilidade Fragmentacgé&o do Possibilidade de ser Possibilidade de ser
polimero durante manuseado, porém com | manuseado sem risco
manuseio, friavel riscos de fragmentacéo de fragmentacao
. Poroso, com poros Poroso, com poros bem Denso, com baixa
Porosidade - )
fragmentados definidos porosidade
~ N&o incorporou a Incorporou parcialmente | Incorporou totalmente a
Incorporagao . ; )
biomassa a biomassa biomassa
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4.4.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As medidas foram feitas em um espectrofotdmetro modelo Agilent Cary 630 FTIR,
utilizando o método de transmissé&o na faixa de nimero de onda de 400 a 4000 cm™ com 32

varreduras e resolucdo de 4 cm™.

4.4.3. Andlise de intumescimento

A analise de intumescimento foi realizada de acordo com metodologia descrita por
MOHAMED; HAIDER; ALI (2011) com modificagBes. Amostras das esponjas com 2 cm de
didmetro foram pesadas e imersas em 30 mL de solu¢do tampéao de fosfato (pH 6,8) a 37 °C.
As amostras foram retiradas em intervalos de 2 h (tempos 0, 2, 4 e 6 h) e entdo pesadas. O

grau de intumescimento (%) sera determinado de acordo com a Equagéo 7:

Gl = %f"” x100  (7)

Na qual: GI = grau de intumescimento (%), mi= massa inicial da amostra (g), mf = massa

Umida nos diferentes tempos da amostra (Q).

4.4.4 Andlise Térmica

4.4.4.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As propriedades térmicas das esponjas foram avaliadas por calorimetria diferencial de
varredura, utilizando o DSC Q20 (TA Instruments). Amostras de aproximadamente 10 mg
serdo pesadas e armazenadas em recipiente hermético, onde serdo aquecidas de 50 a 450

°C, seguindo 10 °C/min em atmosfera inerte de 50 mL/min de Na.

4.4.4.2 Anédlise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica das amostras foi realizada usando atmosfera de ar em um
STA 7200 RV, Thermal Analysis System, (Hitachi High Technologies). As amostras foram

aquecidas de 20°C a 450°C em uma taxa de aquecimento de 10°C.min™.
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4.4.5 Teste mecanico

A resisténcia mecanica das esponjas (n=10) foi testada em um texturémetro (TAXT -
Texture Analyzer Equipment), equipamento com célula de carga de 5 Kg (Stable Micro
Systems). A fim de avaliar a relacdo tensdo/deformacédo, a deformacdo e a velocidade de
compressao foram fixadas em 50% e 1 mm/min, respectivamente. A tensdo de compressao
maxima foi obtida a partir da curva tensao-deformacéo. O experimento consistiu em colocar a
esponja sob uma sonda de 36 mm de diametro e comprimi-la a uma distancia de 4 mm a uma

velocidade de teste de 0,5 mm s.

4.5 Ensaio de Coagulacéo

Aspectos éticos:

O presente estudo foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Tiradentes (UNIT) e aprovado com parecer n°020123RA conforme anexo 1. Os
experimentos com animais foram realizados no Biotério da Universidade Tiradentes (UNIT).

Para execucdo dos testes que envolvam amostras coletadas de animais, foram
seguidos os principios éticos da experimentacdo animal de acordo com o Conselho Nacional
de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA, 2009) seguidas as normas para a pratica
didatico-cientifica de acordo com a Lei n® 9.605/1998, §1° e o Projeto de Lei n°® 1.691, de 2003,
gue dispde sobre o uso de animais para fins cientificos e didaticos.

A capacidade pré-coagulante das esponjas foi avaliada por meio da medicéo do indice
de coagulacdo sanguinea (BCI) (ZHANG et al., 2018; WANG et al., 2019). As amostras foram
colocadas em tubos e apds o aquecimento por 10 min a 37 °C, 50 yL de sangue de ratos em
tubo com citrato de ratos foi colocada em suas superficies superiores. Apés incubagéo por 5
e 10 min a 37°C, 3 mL de agua deionizada foram adicionados em cada tubo, e o valor da
densidade 6ptica a 540 nm (OD 540 nm) do sobrenadante foi determinado usando um leitor
de microplacas (BIO- RAD, iIMARKTM) e chamado como ODhemostético. A solugcdo mista
adgua/sangue em citrato (3 mL/50 yL) foi usada como controle negativo e sua DO 540 nm valor
foi usado como um valor de referéncia (valor de referéncia OD). O BCI foi calculado com base
na seguinte equacao:

ODhemostat

BCI (%) = x 100%

OD reference value
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4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos para todos os experimentos conduzidos foram apresentados como
média * desvio padrdo. Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett para
avaliagdo de normalidade de distribuicdo e homocedasticidade, respectivamente. Dados
paramétricos foram comparados por meio do teste de Analise de variancia (ANOVA), seguido
do teste post-hoc de comparacdes multiplas de Tukey. Dados ndo paramétricos foram
comparados utilizando teste de Kruskal — Wallis com pos teste Dunn. Em todos os testes
utilizados foi adotado o nivel de significancia de 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZAGCAO DAS CIANOBACTERIAS

5.1.1 Cultivo da A. cylindrica

A biomassa de A. cylindrica foi avaliada macroscopicamente por registro fotografico
em até trés momentos distintos: no inicio (tempo 0), apds 30 dias e, finalmente, aos 60 dias,
conforme indicado na Figura 5. Utilizando o meio de cultura BG11 e um ciclo de luz de 12
horas por dia, observou-se um aumento progressivo na biomassa presente nos meios de
cultura, por meio da avaliagdo dos registros fotograficos ao longo do tempo.

A andlise dos registros fotogréficos revelou que o crescimento da biomassa foi
constante, com um incremento gradual ao longo dos dias. Evidentemente, foi necessario um
periodo de 60 dias para alcangar o maior rendimento de biomassa. Isso sugere que o ciclo de
crescimento da A. cylindrica, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas, demanda tempo
prolongado para atingir seu pico de producao.

Segundo Tarento et al. (2018) apud Hihara et al. (1998) e Anderson, Chow e Park
(1995) que verificaram a intensidade da luz na produgéo de vitamina k1 utilizando o meio de
cultivo MLA. O aumento da intensidade da luz pode levar a uma diminuicdo na concentracao
especifica de filoquinona pelo fato da luz interferir nos fotossistemas | e Il e
consequentemente, na producdo de clorofila. Entretanto, os resultados encontrados por
Tarento et al. (2018) identificaram ainda, que maiores intensidades de luz podem provocar
aumento da biomassa e consequentemente, do teor de filoquinona, divergindo dos autores
anteriormente citados.

Segundo Kharwar, Bhattacharjee e Mishra (2021), o maximo crescimento de AC foi
alcancado em meio de crescimento BG-11 com adi¢cao de sulfato de magnésio de 300 uM
(concentracdo padréo). Por outro lado, baixas concentracfes de sulfato no meio de cultura,

revelaram reducdo no crescimento, no teor de pigmentos fotossintéticos e de rendimento
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guantico, além de danificar o fotossistema Il, as membranas plasmaticas e tilacéide, podendo
resultar em morte celular.

A respeito do ciclo diario, a literatura traz que maiores tempos de incidéncia e
intensidade luz (24h) estavam associados a aumento na producdo de biomassa e de
filoquinona, bem como de esgotamento dos niveis de nitrato no meio liquido. Além disso, o
fotoperiodo de 24h acabava afetando negativamente, em resposta a isso, as cores das células
mudavam de verde-azulado para amarelo, potencialmente como uma resposta protetora a
altos niveis prejudiciais de irradiancia (TARENTO et al., 2019).

Métodos analiticos de crescimento celular podem contribuir para o escalonamento da
producdo de biomassa de microalgas e cianobactérias, além de identificar o potencial de
crescimento de cada cepa em relacdo as condicdbes de cultivo determinadas
(VEERABADHRAN et al., 2021). De acordo com Kaur et al. (2021), a cepa PCC7120 da
Anabaena cylindrica atinge crescimento maximo até o 16° dia de cultivo em meio BG-11,

ficando estagnada apés esse periodo.

Figura 5. Cultivo da cepa A. cylindrica no meio BG-11. A: Tempo 0; B: 30 dias de cultivo;
C: 60 dias de cultivo.

Macario et al. (2023) compararam o0 crescimento das cianobactérias Anabaena
cylindrica, Arthrospira platensis e Nostoc muscorum durante 112 dias em fotobiorreatores de
fotoperiodo 16/08h claro/escuro. Os autores observaram que a espirulina foi a cepa que
apresentou maior rendimento de biomassa que as demais, e ainda, a que apresentou células
mais saudaveis. Enquanto ESP apresentou um tempo de duplicacdo de 5,57 dias, permitindo
atingir o maior valor de crescimento maximo das trés espécies, AC apresentou o maior
aumento na biomassa durante os primeiros 20 dias; mas depois disso o crescimento
desacelerou e a espécie registrou os menores valores de crescimento maximo.

Conforme evidenciado por Mahdi et al. (2022), a avaliacdo da densidade ética e a
contagem celular revelaram que a espirulina produziu uma quantidade significativamente
maior de biomassa em comparacdo com outras algas, nomeadamente "Chlorella" e
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"Nannochloropsis”, durante o0 mesmo periodo de cultivo. Surpreendentemente, embora a
espirulina tenha apresentado um nimero menor de células ao longo do tempo, essa aparente
disparidade pode ser explicada pela sua densidade celular superior. Apesar do menor nimero
de células, a espirulina ainda exibe uma densidade 6tica superior em compara¢do com as
demais.

Dessa maneira, sendo ESP um micro-organismo que apresenta melhor escalabilidade
de cultivo, conforme demonstrado na literatura, bem como melhores resultados no que tange
a quantidade de crescimento de biomassa e qualidade das células formadas, baixo custo de
producdo e de aquisicdo a mesma foi selecionada para compor as esponjas poliméricas

desenvolvidas.

5.1.2 Determinacgéo de ficocianinas totais

Neste estudo, as concentracdes de ficocianina, clorofila a e b e carotenoides totais
foram investigadas em trés micro-organismos distintos (AC; ESP; NS).

Ficocianinas, comumente conhecidas como ficobiliproteinas, s&o proteinas
hidrossollveis de tom azulado presentes em cianobactérias. A principal funcao destas
moléculas esté relacionada a captura da luz solar para realizacdo da fotossintese, auxiliando
secundariamente as clorofilas na obtengé&o luz (SINTRA et al., 2021).

O potencial anti-inflamatdério, antioxidante e antitumoral destas proteinas contribuem
para o aumento da busca da industria farmacéutica e alimenticia por fontes naturais que a
produzam (ESTRADA; BESCOS; DEL FRESNO, 2001; CHITTAPUN et al., 2020; YU et al.,
2023).

Segundo Dev et al. (2020) este pigmento pode estimular a cicatriza¢do de feridas, cujo
processo inicial depende da formacgdo de coagulos de sangue e fatores hemostaticos, por
meio do mecanismo de ativacdo do plasminogénio do tipo Uroquinase (UPA). No estudo de
Jensen et al. (2015) foi possivel observar também, por meio de testes in vitro que a ficocianina
embora ndo tenha afetado o tempo de coagulacdo, contribuiu para a formacao de coagulos
mais fortes.

No presente estudo, a concentracdo de ficocianina variou conforme a espécie
analisada. A biomassa comercial de espirulina apresentou maiores quantidades de ficocianina
0,039 + 0,003 mg/mL em relacédo as demais biomassas. AC apresentou 0,018 + 0,001 mg/L e
NS 0,017 + 0,002 mg/L (figura 6).
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Figura 6. Determinacédo de ficocianina em AC, ESP e NS. Valores apresentados como média
e desvio padrdo. ANOVA seguido de Tukey — ***p<0,001 (AC: Anabaena cylindrica; ESP:
Espirulina; NS: Nannochloropsis sp.)

A quantidade de ficocianina presente na biomassa de espirulina difere das
concentragdes encontrada em Gorgich et al. (2020) e Berrouane et al. (2022).

De acordo com Tavanandi et al. (2018), a extracdo de ficocianina pode ser
potencializada ao empregar outras técnicas associadas ao uso do ultrassom, como o método
de congelamento e descongelamento, que apresentam maior eficiéncia e grau de pureza
dentre as técnicas observadas. No estudo de Sintra et al. (2021), o método empregado para
a extracao de ficocianina em AC foi muito semelhante ao deste estudo, que utilizou a extracdo
sequencial de ficocianina, clorofilas e carotenoides, respectivamente, diferindo apenas o uso
de biomassa fresca, concentragdo molar do solvente, tempo e velocidade de centrifugagéo.
Foi possivel identificar ficocianina presente em AC.

A baixa concentracao de ficocianina encontrada na biomassa de NS, por outro lado,
pode estar associada a auséncia desse pigmento na composicdo dessa microalga. Na
pesquisa realizada por Santiago-Morales et al. (2018), ndo foi possivel detectar a presenca

de ficocianina na biomassa de NS, fato que corrobora os achados deste trabalho.

5.1.3 Determinacgéo de clorofilas a e b e carotenoides totais

7

A clorofila € um pigmento de cor esverdeada essencial para a fotossintese e
desempenha um papel importante na captura de luz solar para a producéo de energia quimica.
A concentracdo de clorofila nesses organismos € de grande importancia, pois esta

diretamente relacionada & sua capacidade de produzir biomassa (OSORIO et al., 2020).
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As concentracdes das clorofilas a e b nas diferentes biomassas estudadas estdo

apresentadas na figura 7.
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Figura 7. Determinacgdo da quantidade de clorofilas em AC, ESP e NS. Valores apresentados
como média e desvio padrdo. ANOVA seguido de Tukey — ***p<0,001 em relagcdo a ESP; ###
p<0,001 em relacdo a NS (AC: Anabaena cylindrica; ESP: Espirulina; NS: Nannochloropsis

sp.)

Apoés a analise estatistica, os resultados demonstraram que a NS apresentou uma
concentracdo média de clorofila “a” maior (11,07 £ 0,39 mg/L) que as demais microalgas,
enquanto a ESP mostrou uma concentracdo média de 9,07 + 0,31 mg/L e a AC, uma
concentragcdo menor, sendo ela de 5,78+0,031 mg/L.

No que se refere a concentragéo da clorofila “b”, observou-se um resultado semelhante
as concentracdes de clorofila a, sendo observada maior quantidade em NS 2,89 + 0,15 mg/L,
seguido da ESP 0,22 £ 0,12 com menor concentragdo e ndo sendo possivel detectar presenca
de clorofila “b” em AC.

De acordo com Osorio et al. (2020), uma das condi¢cdes que podem ter influenciado
no rendimento da extracdo e determinacdo das clorofilas de espirulina pode ser 0 uso da
acetona, que embora seja um bom reagente para extrair as clorofilas e outras moléculas
apolares de outras microalgas, ndo possui tanta afinidade com a estrutura molecular da
espirulina. A utilizacao de acetona em concentra¢cdes maiores, ou mesmo de outros solventes,
pode apresentar rendimentos melhores.

Os resultados encontrados no estudo de Rinawati, Sari e Pursetyo (2020), divergem
dos achados deste estudo. Nele, os autores utilizam de um procedimento metodoldgico
semelhante ao método de extracdo empregado neste, adicionando apenas o0 uso do
aquecimento em banho-maria a 40°C ap6s homogeneizacdo da amostra. Entretanto, obtém
como resultado uma quantidade menor de clorofilas “a” (1,80 vs 11, 07 mg/L) e “b” (0,78 vs
2,89 mg/L) na amostra de NS. Ademais, a cepa que apresentou maior quantidade de clorofilas
foi a Espirulina, outro dado divergente aos achados deste estudo. O uso de temperatura pode

ter influenciado na extracdo destes compostos.
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Quanto a extragdo de clorofilas a partir da biomassa de AC, o estudo realizado por
Sintra et al. (2021) determinou o teor de clorofilas ap6s a extragdo de ficocianinas,
caracteristica semelhante a deste estudo, mas que se difere nos demais procedimentos
metodoldgicos. Sendo assim, a auséncia ou o baixo valor de clorofila “b” encontrados neste
estudo a partir das biomassas de AC e ESP respectivamente, podem estar associados a ndo
producdo destes pigmentos por estes micro-organismos, corroborando os achados de Jones
e Myers (1964).

A auséncia de clorofila “b” pode ser explicada em AC pela existéncia de complexos de
antenas presentes em membranas tilacoide, que auxiliam a clorofila “a” na captacao de luz.
Tais complexos sdo denominados ficobilissomos, que séo estruturas formadas por diferentes
ficobiliproteinas cromoforiladas, como a ficocianina analisada neste estudo (STRIETH et al.,
2020).

Carotendides séo substancias quimicas caracterizadas como pigmentos apolares de
aspecto lipossolavel presentes em alimentos, especialmente nos vegetais, frutas, legumes,
bem como em micro-organismos como microalgas e cianobactérias, conferindo a estas
coloracbes que podem expressar diferentes tonalidades (MELENDEZ-MARTINEZ et al.,
2022). A presenca e quantidade de carotenoide estd, majoritariamente, relacionada a sua
tonalidade, sendo diretamente proporcional, ou seja, quanto maior a tonalidade da
planta/micro-organismo, maior a sua quantidade de carotenoide (LU et al., 2021).

Tais substancias sdo extremamente benéficas a saude humana, tal afirmacdo pode
ser sustentada com base na sua atividade antioxidante demonstrada na literatura (GHAFOOR
et al., 2020). Acredita-se que estas ainda atuem promovendo a sintese de substancias
organicas essenciais para o bom funcionamento do corpo humano, como por exemplo o
retinol, mais conhecido como vitamina A (CARAZO et al., 2021).

A quantidade de carotenoides presentes nas amostras foi determinada na microalga
NS, a qual demonstrou quantidade maior de carotenoides (1673,74 £ 24,21 ug/g) quando
comparada as cianobactérias AC (503,04 + 40,83 ug/g) e ESP (432,42 + 22,64 pg/g) (figura
8).
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Figura 8. Determinacéo da quantidade de carotenoides em Espirulina (ESP), Nannocholopsis
sp (NS) e Anabaena cylindrica (AC). Valores apresentados como média e desvio padrao.
Anova seguido de Tukey — ***p<0,001 em relacédo a ESP; ### p<0,001 em relacdo a NS

Outrossim, Gruszecki e Strzatka (2005) trazem que estes pigmentos também sado
fundamentais para a vitalidade e homeostase dos alimentos e micro-organismos que 0s
produzem, visto que, dentre as inUmeras funcdes, estes desempenham um papel essencial
na estabilizacdo das paredes celulares e atuam auxiliando as clorofilas na captacdo de luz
solar para fotossintese.

Em uma pesquisa realizada por Park et al. (2018), os conteudos de carotenoides foram
extraidos da biomassa de ESP usando solvente semelhante ao deste estudo, mas em
condicbes metodoldgicas distintas. No estudo supracitado, o rendimento de carotenoide na
espirulina de biomassa comercial (p6 seco) foi menor do que o presente nas extracoes de
biomassa fresca secada por liofilizacdo, o que pode ser resultante da degradacdo durante o
processo de producdo, resultado convergente ao deste estudo.

Masamoto e Furukawa et al. (1997) avaliaram o conteludo de carotenoide presente em
diversas cepas de cianobactérias do género Anabaena e conseguiram identificar direta
proporcionalidade entre a intensidade da luz sobre a cepa e a producdo de carotenoides.
Dentre as cepas avaliadas no estudo referido, a AC esteve presente e apresentou aumento
na producao de carotenoide conforme a intensidade da luz.

No estudo de Rinawati, Sari e Pursetyo (2020) que realizaram um comparativo sobre
os pigmentos de clorofila e carotenoides encontrados na biomassa de algas de diferentes
géneros e espécies, incluindo NS e ESP, foi observado conteddo de carotenoides em maior
contetdo em ESP do que em NS. Neste estudo, observou-se presenca destes pigmentos ESP
(432,42+22,64 pg/g) e NS (1673,74 + 24,21 ug/g).

46



5.1.4 Identificacdo da vitamina K1 das amostras

O extrato apolar de AC possui vitamina k1 em sua composicdo (Tarento et al.,2018),
assim como ESP (Nouri et al., 2018) e o extrato apolar de NS, o qual foi estudado por Ljubic
et al. (2021) que evidenciam a presenca de 10 ng/g de vitamina K1.

A identificacdo de vitamina k1 das amostras foi realizada por meio de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e os resultados estdo apresentados no cromatograma
dispostos na Figura 9. A vitamina K1 foi identificada pela comparacéo do perfil cromatografico
dos extratos com a de uma substancia comercial adquirida como vitamina K1. Embora nao
seja um padrdo cromatografico, pode-se sugerir a presenca desta substancia em todas as
amostras, uma vez que todas apresentaram pico cromatografico no tempo de retencéo 27,2
min.

Embora os trés micro-organismos possuam vitamina k1 em sua composi¢do, ainda
ndo foi possivel quantificA-la, devido a auséncia de padrdo. As areas dos picos
cromatogréficos relativos a vitamina k1 estdo representadas na tabela 2 descrita abaixo e
sugere uma maior concentracao do composto na amostra de AC, uma vez que a area do fico
é diretamente proporcional & concentracdo do composto.

Tabela 2. Areas dos picos cromatograficos relativos a vitamina K1 de diferentes fontes

EXTRATOS AREA AC:
PADRAO COMERCIAL (VITK1) 734,23
AC 1981,10
ESP 11,18
NS 614,47

Anabaena cylindrica; ESP: Espirulina; NS: Nannochloropsis sp.
Comparando-se as areas do pico cromatogréafico relativo a vitamina k1, o extrato
apolar de AC apresentou concentracdes maiores de vitamina k1, seguido pela NS. O extrato

apolar de ESP foi 0 que apresentou menor concentracéo entre as fontes estudadas.
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Figura 9. Analise cromatogréfica. ldentificacdo da vitamina K1 em AC = Anabaena cylindrica, tempo de retencdo 27,2 min; ESP =
Espirulina; NS = Nannochloropsis sp., comparando com material comercial (VK1)
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5.2 CARACTERIZACAO DAS ESPONJAS

5.2.1 Desenvolvimento da formulacdo preparada com espirulina e anélise
macroscopica

Na Figura 10 foi apresentada a aparéncia macroscopica das diferentes esponjas
desenvolvidas a partir de polissacarideos alginato de sédio e quitosana, contendo ou ndo
espirulina.

As esponjas construidas a partir de um polimero (E-A; E-AEsp; E-Q; E-QEsp)
apresentaram homogeneidade no que se refere a seu aspecto morfoldégico. As demais
esponjas construidas a partir da unido dos polimeros de alginato e quitosana apresentaram
duas fases (E-AQ; E-AEspQ; E-AQEsp).

Esponjas contendo alginato (E-A; E-AEsp; E-A:Q; E-AEspQ; E-AQEsp),
independentemente da localizagdo ou quantidade, apresentavam grande absorgcéo de
umidade quando submetidas ao ambiente, 0 que fazia com que as esponjas perdessem
rigidez e diminuissem de tamanho. Por outro lado, a quitosana quando incorporada na
esponja, ndo apresentava tanta absorcdo de umidade e conseguia manter a integridade
mesmo quando exposta ao ambiente. O desenvolvimento de esponjas mistas destes

polimeros pode ser considerada uma alternativa viavel, uma vez que combina as propriedades

de ambos os polimeros.

2 JMMJ« AR e

Figura 10. Aspectos macroscopicos das esponjas. E-A: Esponja de Alginato; E-AEsp: Esponja
de Alginato com espirulina a 2%; E-Q: Esponja de Quitosana; E-QEsp: Esponja de Quitosana
com espirulina a 2%; E-AQ: Esponja de Alginato e Quitosana; E-AEspQ: Esponja de Alginato
+ espirulina a 2% e Quitosana; E-AQEsp: Esponja de Alginato e Quitosana + espirulina a 2%.
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A classificacdo das esponjas obtidas em relagdo a coloragdo, homogeneidade,
manuseabilidade, porosidade e incorporacdo da espirulina.

Quadro 6. Escores atribuidos as esponjas em relagdo aos aspectos macroscopicos

Formulagdes Coloracéao Homogeneidade | Maneabilidade | Porosidade | Incorporacédo
E-A +++ +++ +++ + N.D
E-AEsp +++ +++ +++ + +++
E-Q +++ +++ +++ +++ N.D
E-QEsp +++ +++ + - +++
E-AQ - - + +++ N.D
E-AEspQ - - - +++ +++
E-AQEsp - - + e+ 4+

ND: néo se aplica

5.2.2 Espectroscopia naregido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A analise FT-IR foi realizada para verificar as modificagbes dos grupos funcionais
ocorridas nos polimeros que compde as esponjas. A Figura 11 representa 0s grupos
funcionais da quitosana e da espirulina e de esponjas contendo ou ndo a biomassa de

cianobactéria.

— E-Q
— E-QEsp
— Esp

T T T | T
4000 3500 3000 2500 2000 (1500 :1000

Figura 11. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. Q: quitosana, E-Q:
esponja de quitosana; E-QEsp: esponja de quitosana contendo espirulina; Esp: espirulina

Ao comparar as amostras Q (quitosana matéria-prima) e E-Q, observou-se que o
processo de liofilizacdo da dispersao de quitosana altera o perfil espectral da molécula, com
deslocamento da banda na regido entre 3000-3500 cm?, atribuidas a N-H ou O-H, além da
diminuicdo e deslocamento da banda em 1700 cm™ e aparecimento de banda dupla em 1550

cm™ e 1650 cm™ referentes aos grupamentos amida | e amida I, respectivamente (DAl et al.,
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2009; SERGEEVA et al., 2023). Quando se compara o perfil espectral da esponja contendo
apenas moléculas de quitosana (E-Q) com a esponja onde a espirulina foi incorporada (E-
QEsp), observou-se alta similaridade das bandas, ndo apresentando qualquer alteracéo
relevante (Figura 11).

Ja nas amostras A e E-A, representadas pela Figura 12, foi possivel observar que o
processo de liofilizacdo da dispersé@o de alginato ndo alterou o perfil espectral da molécula
drasticamente, mantendo a banda na regido entre 3.250 cm?, atribuidas ao estiramento de
O-H, e suas bandas caracteristicas 1.417 cm?® e 1.613 cm? (vibragbes de estiramento
simétricas e assimétricas de -COO-), corroborando os achados de Song et al. (2023) no que
se refere ao perfil quimico de esponjas de alginato. Foi observado apenas alteracédo na regiao
de 1.033 cm?, possivelmente referente ao estiramento C-O formado apés a liofilizagdo (MA
et al., 2019).

T T T T 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500: 1000 :

Figura 12. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. A:alginato, E-A:
esponja de alginato; E-AEsp: esponja de alginato contendo espirulina; Esp: espirulina

O perfil espectral da esponja contendo apenas moléculas de alginato (E-A) comparado
ao da esponja onde a espirulina foi incorporada (E-AEsp), apresentou aumento da intensidade
das bandas, possivelmente pelo material apresentar polissacarideos com perfil espectral
semelhante. Neste contexto, no que se refere ao espectro da espirulina, as faixas de
frequéncia na regido de 3.500-3.200 cm sdo indicativas da presenca de vibracdes de
alongamento O-H, denotando a existéncia de alcoois e fendis. Ja as frequéncias de 3.000 a
2.850 cm correspondem a picos que sinalizam a presenca de vibragdes de alongamento CH
em alcenos. Na faixa de 3.300 a 2.500 cm™, os picos sdo caracteristicos da vibracédo de
alongamento alifatico O-H em &cidos carboxilicos (LIU et al., 2013).

Segundo Theivandran, Ibrahim e Murugan (2015), as frequéncias entre 2.260 e 2.100
cm! representam as vibrages de alongamento da ligagdo tripla C=C em alcinos. Os picos na
faixa de 1.680-1.640 cm* indicam a presenca da vibracdo de estiramento C=C em alcenos.
Na regido de 1.550-1.475 cm™, os picos estdo associados a vibracdo de alongamento

assimétrico N — O em nitro compostos.
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As frequéncias especificas variam entre 1.320 e 1.000 cm?, abrangendo o
alongamento C-O e as vibragdes de flexdo O-H em alcoois, acidos carboxilicos, ésteres e
éteres. Na faixa de 1.300-1.150 cm™, os picos sdo caracteristicos da vibragdo C — H em
halogenetos de alquila. O pico a 1.250-1.020 cm™ esta relacionado ao alongamento C — N,
indicando a presenca de aminas alifaticas. Na regido de 910-665 cm™, observou-se a
vibragdo primaria de alongamento simétrico NH em aminas secundéarias (CASAZZA et al.,
2020).

Quando se observou as esponjas obtidas pela composi¢cdo AQ, nota-se que os perfis
espectrais sdo extremamente semelhantes a AQEsp e AEspQ, sugerindo que a adicdo de
espirulina ndo alterou a interacdo entre os dois polissacarideos. Esse achado também foi
observado num estudo realizado por Barua et al. (2019) que produziu esponjas poliméricas
de alginato e hidroxiapatita contendo biomassa de microalgas. Na andlise dos grupos
funcionais, ndo foi possivel identificar nenhuma interacdo quimica relevante organica das

microalgas nas esponjas produzidas (Figura 13).

— E-AQ
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Figura 13. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. E-AQ: esponjas de
alginato e quitosana, E-AEsp:Q: esponja de alginato contendo espirulina:quitosana; E-
A:QEsp: esponja de alginato:quitosana contendo espirulina.

Apb6s andlise dos espectros de FTIR foi observada forte interacao entre os grupos
funcionais do alginato e de moléculas contidas na biomassa de espirulina nas formulacées E-
AEsp, 0 que nao ocorre E-QEsp. Além disso, as bandas espectrais de E-AQ quando
comparadas com as bandas de E-AQEsp e E-AEspQ apresentaram-se semelhantes,
sugerindo que a interagdo entre os grupos funcionais da biomassa e os polimeros néo é

relevante, sendo as interagdes entre os dois polimeros prevalentes.

5.2.3 Anélise de intumescimento
O teste de intumescimento contribui para avaliar o potencial de inchaco e absorcéo de
fluidos de um produto. Assim, quanto maior esse potencial em um produto hemostatico,

melhor, sendo esta, uma caracterizacao indispenséavel.
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Apds 2 horas em contato com a solugcdo aquosa de tampéo fosfato, a esponja de
alginato (E-A) dissolveu totalmente. A inclusdo de espirulina em esponjas de alginato (E-
AEsp) ndo alterou esta caracteristica, também se dissolvendo nas primeiras horas do
experimento.

Todos as demais esponjas apresentaram intumescimento superior a 430% sem
diferenca estatistica em relacdo ao comportamento das esponjas de quitosana (E-Q). A
inclusdo de espirulina nas esponjas contendo quitosana (E-QEsp, E-AEspQ e E-AQEsp)
apresentaram comportamento semelhante entre si, independente do modo de preparado
(adicdo de espirulina na disperséo de quitosana ou de alginato).

O comportamento de intumescimento das amostras estudadas foi semelhante ao
encontrado no estudo realizado por Yanovska et al. (2021), que identificou que esponjas de
alginato absorveram agua mais rapido que as demais e se dissolveu em menos de 2h. A
adicdo de quitosana as esponjas de alginato alterou a capacidade de absorcéo e dissolugéo
das esponjas.

Todos as esponjas contendo quitosana permaneceram intumescidas, porém
demonstraram diminui¢do no percentual de intumescimento (entre 282 e 426%). Esta perda
€ provavelmente relativa a dissolucdo de parte das esponjas. As esponjas obtidas com a
mistura E-AQ, contendo espirulina apresentaram intumescimento menor em relagdo ao
controle E-Q. Esponjas de E-QEsp apresentam intumescimento estatisticamente igual a E-Q.
A Figura 14 ilustra os resultados supracitados.
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Figura 14. Grau de intumescimento de diferentes esponjas apos 2h e 4h de contato com
tampéo fosfato pH 7,2. #, ## e ###: diferenca significativa para p<0,05, p<0,01 e p<0,001 em
relacdo ao grupo controle Q respectivamente; ***: diferenga significativa para p<0,001 em
relag@o ao grupo controle A; & e &&: diferenca significativa para p<0,05 e p<0,01 em relacdo
ao grupo controle A:Q, respectivamente. ANOVA seguido de Tukey.

As esponjas apresentaram alto potencial de intumescimento assim como no estudo
realizado por He et al. (2021), que identificaram taxa de intumescimento de 750% utilizando
um intervalo de tempo maior do que o deste estudo (200 — 1000 minutos). Ademais, 0 mesmo
estudo também apresentou resultados semelhantes no que tange a diminuigdo da capacidade
de absorcéo conforme o decorrer do tempo, onde a maior taxa de intumescimento ocorreu
nos primeiros 200 minutos e passou a diminuir gradativamente conforme o decorrer do tempo,
corroborando os achados deste.

Apb6s 6h, a esponja de quitosana contendo espirulina (E-QEsp — 251%) passa a
apresentar intumescimento inferior a E-Q (326%). As espojas contendo os dois polimeros (E-
AQ) mantem seu intumescimento similar a E-Q. Observou-se que as esponjas E-AEspQ e E-
AQEsp diminuiram seu indice de intumescimento quando comparadas a E-AQ. Estes
resultados sugerem que a inser¢do de espirulina pode ter alterado a formacao polieletrolitos

entre as cadeias poliméricas dos polimeros em questao.
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5.2.4 Calorimetria Diferencial de Varredura e Analise Termogravimétrica

As técnicas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Analise
Termogravimétrica (TGA) podem ser utilizadas para compor um método de estudo para
avaliacdo da estabilidade térmica dos materiais. Nesta primeira, é realizada a mensuracao do
fluxo de calor durante a variagdo de temperatura. Na segunda técnica, enquanto a amostra €
aguecida, avalia-se a variacdo da massa em funcéo da temperatura.

As curvas de DSC de todas as amostras apresentaram um pico endotérmico referente
a etapa de desidratacdo, o que é atribuido a energia necessaria para a perda de massa de
moléculas de 4gua adsorvidas as cadeias poliméricas. Todas as esponjas apresentaram
apenas um pico entre a temperatura ambiente e 150°C (Figuras 15 e 16), indicando que néo
existe separacao de fases (ALAGHA et al., 2020).

A etapa de evaporacdo foi registrada por um largo pico endotérmico, localizado
préximo a 100°C. A variagdo entalpica (AH) endotérmica nesta faixa de temperatura se
apresentou baixa para as amostras E-A (58 J/g) e E-AEspQ (48 J/g), aumentando ligeiramente
para as amostras E-Q (122 J/g), E-AQ (103 J/g) e E-QEsp (112 J/g) e drasticamente
aumentada para a amostra E-AQEsp (383,9 J/g) e E-AEsp (168 J/g) (Tabela 3). Este aumento
pode estar relacionado ao aumento de agua adsorvida e/ou forte interacdo da agua com as
moléculas que formam a esponja. Estas duas Ultimas amostras ndo apresentaram pico
exotérmico evidente.

De acordo com os achados de Lencina et al. (2013) o pico endotérmico demonstrado
nas esponjas de alginato pode estar relacionado a perda de agua associada a grupos
hidrofilicos do alginato, enquanto picos exotérmicos resultam da degradacdo do alginato por
desidratacdo e reagfes de despolimerizacdo subsequentes a descarboxilagcdo parcial dos
grupos carboxilicos protonados e reagfes oxidativas.

Por outro lado, E-A e E-AEsp manifestaram pico endotérmico discreto em 246°C e
241°C respectivamente. Segundo Nair, Bindhu e Reena (2020), o pico endotérmico observado
a 245°C pode estar atribuido a temperatura de fusdo do alginato de so6dio. Além disso,
apresentam um pico exotérmico discreto proximo a 294°C, o qual se refere a degradacao de
polieletrélitos e reacbes de despolimerizacao possivelmente devido a descarboxilagao parcial
do polieletrélito (KAPAREKAR; PODDAR; ANANDASADAGOPAN, 2021). Os picos
exotérmicos destas amostras foram discretos ndo sendo possivel a quantificacao da variacdo

entalpica. Os achados supracitados podem ser observados na Figura 15.
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Figura 15. Andlise térmica (TGA/DTG e DSC) das esponjas de alginato (E-A), alginato
contendo espirulina (E-AEsp), alginato e quitosana (E-AQ) e alginato e quitosana contendo

espirulina (E-AEspQ).



Foi possivel observar pico exotérmico na faixa de 294°C para E-AQ (AH = 83,16 J/g,
aumento em relacdo a E-A) e ainda maior para E-AEspQ em 301,1°C (AH = 188,7 J/g),
demonstrando que na etapa de descarboxilacdo, E-AEspQ liberou maior energia para se
degradar que E-AQ (Tabela 3).

Ao comparar a amostra E-Q em relagdo a E-QEsp) tornou-se notoria a presenca de
picos exotérmicos referentes a degradacao em temperaturas préximas (~297°C), com AH
préximos também (64,7 J/g e 71,7 J/g, respectivamente). Destarte, Lesniewski et al. (2023)
trazem achados semelhantes ao deste estudo, nos quais, a quitosana apresenta faixa de
termodegradacao semelhante a ~300°C.

Assim, de maneira semelhante ao ocorrido em (E-Q e E-QEsp), as amostras E-AQ e
E-AQEsp também apresentaram temperaturas aproximadas (~293°C) no que tange ao evento
exotérmico referente a degradacéo. Entretanto, E-AQEsp apresentou AH irrelevante.Os picos
de exotermia, atribuidos geralmente as etapas de degradacdo, foram evidenciados nas
amostras E-Q, E-AQ e E-QEsp com AH variando entre 64 e 83 J/g, sendo aumentado para E-
AEspQ (AH=188 J/g).

O perfil termogravimétrico das amostras estudadas também pode ser observado nas
figuras 15 e 16. Na 12 etapa dos eventos termogravimétricos observados ocorre a
desidratacdo da amostra. A esponja de alginato (E-A) foi a que apresentou menor perda de
massa (11,4%). As esponjas obtidas da mistura de AQ contendo Esp (E-AEspQ e E-AQEsp)
apresentaram perda de massa intermediaria (16,2 e 16,8%), enquanto as demais
apresentaram valores maiores que 20%.

Quanto as esponjas de alginato e quitosana 100% puras (ambas tém Tmax < 50°C),
todas as formulacdes aumentaram o Tmax quando existe a mistura com outras substancias.
E-AEsp foi que apresentou a maior Tmax de desidratacdo (76,7°C) e a Unica amostra que
apresentou apenas 2 eventos até 450°C, sugerindo interagdo entre substancias da
formulacdo. Uma maior Tmax na etapa de desidratagdo pode significar uma maior dificuldade
de liberar moléculas d"agua. Isso pode representar maior aprisionamento de moléculas de
agua.

No que se refere as etapas 2 e 3, periodo de descarboxilacdo (Figura 15) a E-AEsp:
teve apenas 2 etapas de perda de massa (desidratacdo e descaboxilacdo), perdendo 57,6%
da sua massa total até 450°C, com pico méaximo de degradacédo em 285,1°C, semelhante ao
observado para a 32 etapa das demais formulagcbes. A esponja contendo apenas alginato
possui Tmax maior (207,2°C) que as demais formulagbes na 22 etapa de perda de massa
(entre 124 e 142°C), com perda de massa maior. Entretanto, a esponja de alginato é a que
tem menor perda de massa total até 450°C, demonstrando maior estabilidade térmica entre

100 e 200°C. E-AEspQ e E-AQEsp apresentaram perfil de termodegradacdo semelhantes.
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Figura 16. Andlise térmica (TGA/DTG e DSC) das esponjas de quitosana (E-Q), quitosana
contendo espirulina (E-QEsp), alginato e quitosana (E-A:Q) e alginato e quitosana contendo

espirulina (E-AQEsp).



Tabela 3. Analise térmica das esponjas desenvolvidas

DSC TGA
AH (J/g) Perda de massa (%) E-A-
Amostra Endotermia Exotermia Evento Total até
entre25e entre200e Eventol 5 Evento 3 450°C

200°C 350°C (%)
E-A 58,8 Nd 11,4 22,0 17,0 50,4
E-Q 122,6 64,7 24,2 17,4 34,7 76,3
E-AQ 103,9 83,2 20,8 12,7 32,6 66,1
E-AEsp 168,3 Nd 23,7 - 33,9 57,6
E-AEspQ 47,8 188,7 16,2 14,2 32,2 62,6
E-QEsp 112,4 71,7 21,4 15,2 34,6 71,2
E-AQEsp 383,9 Nd 16,8 14,5 32,0 63,3

esponja de alginato; E-Q: esponja de quitosana; E-AQ: esponja de alginato:quitosana; E-
AEsp: esponja de alginato contendo espirulina; E-AEspQ: esponja de alginato contendo
espirulina:quitosana; E-QEsp: esponja de quitosana contendo espirulina; E-AQEsp: esponja
de alginato:quitosana contendo espirulina.

Na terceira etapa, entre 300°C - 450°C, onde as amostras chegaram a perder
aproximadamente 50% da massa total, a perda de massa pode estar associada a liberagéo
de compostos volateis ou a destruicdo de grupos carboxila na estrutura dos compositos, e a
despolimerizagéo da cadeia de biopolimeros (NAGHSHINEH, TAHVILDARI E NOZARI, 2019;
AYDINOGLU E UNAL, 2021). Ademais, as esponjas de quitosana e genipina contendo
biomassa de espirulina apresentaram maior estabilidade térmica, sendo esta estabilidade
diretamente proporcional & quantidade de biomassa presente nas esponjas (AYDINOGLU E
UNAL, 2021).

Chen et al. (2021) avaliaram a curva termogravimétrica em esponjas de alginato,
gelatina, esponjas contendo os dois polimeros em diferentes proporcdes. Todas as esponjas
apresentaram perfil de decomposicdo térmica semelhante durante o0 processo de
aguecimento. Neste estudo, a massa residual das esponjas com maiores concentracdes de
alginato possuia densidade superior as demais amostras, acredita-se que em decorréncia dos

ions de célcio presentes nas referidas amostras.

5.2.5 Teste mecanico

A forca méxima para as esponjas sob compresséo que reflete a “dureza” do material
varia em fungéo de sua composicao (LAl et al., 2003). Esponjas contendo apenas um polimero
(E-Q e E-A) apresentaram tensdo maxima diferentes entre si, onde as esponjas de alginato
apresentaram tensdo maior que as de quitosana (p<0,001). Quando se compara E-AEsp com

E-A, observou-se que a introdugdo da espirulina diminuiu a tensdo maxima (p<0,001). O
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contrério foi observado quando se compara E-Q e E-QEsp, onde a introducdo da espirulina
na formulagdo aumentou a tensédo (figura 17). Corroborando tais achados, um estudo
realizado por Tekay, Aydinoglu e $en (2019), que avaliou a resisténcia mecanica de hidrogéis
de quitosana com e sem biomassa de espirulina e nanocompdsitos de argila, identificou que
a insercdo dessa biomassa tende a aumentar a tensdo para compressdo do material,
caracteristica esta que pode estar relacionada a interagdo entre os grupos funcionais da
guitosana e da espirulina.

A esponja E-AQ possui a menor tensdo entre todas as formulacdes estudadas.
Entretanto, a introducéo da espirulina nesta formulacdo aumentou a tensao, independente se
a biomassa foi incorporada na dispersao de alginato (E-AEspQ) ou de quitosana (E-AQEsp).

Estas duas ultimas apresentaram tensdo semelhantes entre si (p>0,05) (figura 17).
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Figura 17. Tensdo méaxima de compressao das esponjas. E-A: esponja de alginato; E-Q:
esponja de quitosana; E-AQ: esponja de alginato:quitosana; E-AEsp: esponja de alginato
contendo espirulina; E-AEspQ: esponja de alginato contendo espirulina:quitosana; E-QEsp:
esponja de quitosana contendo espirulina; E-AQEsp: esponja de alginato:quitosana contendo
espirulina. ***p<0,001 comparado com E-A; #¥p<0,001 comparado a E-Q; #%p<0,001
comparado a E-AQ.

Em relacdo ao médulo de elasticidade, as amostras E-Q e E-A apresentaram valores
significativamente semelhantes (p>0,05). E-AEsp também ndo apresentou alteragdo no
médulo de elasticidade (p>0,05) quando comparadas a E-A e E-Q. E-QEsp foi a amostra que
apresentou maior modulo de elasticidade dentre as amostras estudadas e o polieletrélito E-
AQ apresentou o0 menor valor para este parametro. Ao se adicionar a espirulina,
independentemente da dispersdo em que foi adicionada, houve um aumento no modulo
elastico, porém ainda se mantendo menor que as demais amostras (figura 18). O médulo
elastico mede a resisténcia do material & deformacao elastica, ou seja, reflete a forga capaz

de tornar a deformacéo irreversivel. Além disso, materiais de baixo modulo sao flexiveis e se
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deformam com facilidade quando comprimidos. Materiais de alto médulo de Young possuem
dificuldade de compresséo. Quanto maior o médulo de elasticidade, menor a deformagéo para
uma dada tenséo.
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Figura 18. Médulo de elasticidade de diferentes esponjas. E-A: esponja de alginato; E-Q:
esponja de quitosana; E-AQ: esponja de alginato:quitosana; E-AEsp: esponja de alginato
contendo espirulina; E-AEspQ: esponja de alginato contendo espirulina:quitosana; E-QEsp:
esponja de quitosana contendo espirulina; E-AQEsp: esponja de alginato:quitosana contendo
espirulina. ***p<0,001 comparado com E-A; #¥p<0,001 comparado a E-Q; #%p<0,001
comparado a E-AQ.

5.2.6 Testes de coagulagdo do sangue total in vitro

A avaliacao in vitro da capacidade hemostética das esponjas foi realizada utilizando
BCI. Segundo Sun et al. (2024) apud Shu et al. (2019) um BCI mais baixo indica um potencial
hemostatico mais forte dos biomateriais.

Em até cinco minutos ap6s o contato com 0 sangue, a amostra E-Q foi a que
apresentou maior BCl comparado a todas as amostras estudadas (p<0,001) sugerindo menor
capacidade pré-coagulante nesse tempo que as demais. As amostras E-A e E-AQ
apresentaram BCI estatisticamente semelhantes (p>0,05) e com menores valores entre as
amostras estudadas inferindo melhor propriedade coagulante em até cinco minutos.

A incorporacdo de Esp em E-A aumentou BCI (p<0,001) enquanto na E-Q
proporcionou diminui¢cdo do BCI (p<0,001). A incorporagéo de Esp em E-AQ aumentou BCI
(p<0,001) independentemente de onde a espirulina foi incorporada (E-AEspQ = E-AQEsp).

Por outro lado, a insercéo de Esp diminuiu a atividade coagulante em relacdo a E-A e E-AQ.
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Figura 16. indice de coagulacdo do sangue com base no BCI (%). E-A: esponja de alginato;
E-Q: esponja de quitosana; E-A:Q: esponja de alginato:quitosana; E-AEsp: esponja de
alginato contendo espirulina; E-AEsp:Q: esponja de alginato contendo espirulina:quitosana;
E-QEsp: esponja de quitosana contendo espirulina; E-A:QEsp: esponja de alginato:quitosana
contendo espirulina. *** diferenca significativa para p<0,001 em relag@o a A; ### diferenca
significativa para p<0,001 em relacdo a Q; &&& diferenca significativa para p<0,001 em
relacdo a AQ.

Em até 10 minutos apds o contato com sangue, as amostras E-A, E-AEsp e E-QEsp
apresentaram maior BCl comparado a todas as amostras estudadas (p<0,001), sendo
equivalentes (p>0,05). Por outro lado, as amostras E-Q e E-AQ apresentaram BCI
estatisticamente semelhantes (p>0,05) e com menores valores entre as amostras estudadas.
A incorporacao de Esp em E-A néo alterou BCI (p>0,05), enquanto a em E-Q aumentou o BCI
(p<0,001). Além disso, a incorporacao de espirulina em E-AQ aumentou BCI (p<0,001) para
AQEsp, entretanto para E-AEspQ néo houve diferenca (p>0,05). As amostras E-AEspQ e E-
AQEsp apresentaram BCI semelhantes (p>0,05). Por outro lado, a inser¢cdo de Esp melhorou
a atividade coagulante em relacédo a E-Q e E-AQ.

A introducdo da espirulina em todos os polimeros parece potencializar a atividade
coagulativa das espojas produzidas com apenas um polimero e também das esponjas
formadas por interacdo eletrostatica da quitosana e alginato. Ainda ndo se sabe
especificamente qual mecanismo ou principio ativo esta diretamente ligado a esta condicao.
A espirulina é um micro-organismo rico em macro e micronutrientes e pode contribuir para a
entrega de diversas moléculas de maneira simultdnea, as quais podem atuar como agentes
coagulantes.

A vitamina K, especialmente na forma ativa hidroquinona (K1), desempenha um papel
essencial no processo de coagulagdo sanguinea. A enzima y-glutamilcarboxilase (GGCX)
converte residuos de acido glutamico em acido y-carboxiglutamico em proteinas dependentes
de vitamina K (VKDP). Essa modificacdo permite que essas proteinas se liguem a ions de
calcio, aumentando sua afinidade e desencadeando sua atividade biologica (JUNG et al.,

2022).
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Conclusoes

A espirulina apresentou maior teor de ficocianina que as demais, entretanto, a
nannochloropsis sp. apresentou maiores teores de clorofilas a e b e carotenoides que todas
as outras anteriormente citadas. No que se refere ao teor de vitamina k1, os extratos apolares
de todas as biomassas apresentaram tempo de retencdo semelhante ao padrdo comercial
injetado no cromatdgrafo. Ao comparar o teor de vitamina k1 presente nos trés micro-
organismos com base na area demonstrada no cromatograma, foi possivel observar maior
quantidade deste composto em AC do que nas demais, ficando a nannochloropsis sp. e a
espirulina com menores resultados, respectivamente.

Os resultados obtidos neste estudo indicam a viabilidade da incorporacdo da espirulina
em polimeros como quitosana e alginato, uma vez que a adicdo de espirulina demonstrou
contribuir significativamente para o desenvolvimento de um produto hemostéatico promissor.
Dessa maneira, os testes de coagulacao realizados revelaram que, em todas as amostras, a

insercéo de espirulina promoveu potencializagdo da atividade coagulativa.
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