CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
CURSO DE ENGENHARIA QUIMICA

SANDY DANIELLE LUCINDO GOMES

ESTUDOS PRELIMINARES DA HEMOCOMPATIBILIDADE DE BLENDAS
POLIMERICAS DE QUITOSANA E AGARANA DA ALGA Gracilaria birdiae

FORTALEZA
2019



SANDY DANIELLE LUCINDO GOMES

ESTUDOS PRELIMINARES DA HEMOCOMPATIBILIDADE DE BLENDAS
POLIMERICAS DE QUITOSANA E AGARANA DA ALGA Gracilaria birdiae

Monografia  apresentada ao Curso de
Engenharia Quimica do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal
do Ceard, como requisito parcial a obtengdo do
titulo de Bacharel em Engenharia Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Silveira Vieira

FORTALEZA
2019



Dados Internacionais de Catal ogag&o na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catal og, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

G617e  Gomes, Sandy Danielle Lucindo.
Estudos preliminares da hemocompatibilidade de blendas poliméricas de quitosana e agarana da alga
Gracilariabirdiae / Sandy Danielle Lucindo Gomes. — 2019.
44 1. :il. color.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagdo) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Tecnologia,
Curso de Engenharia Quimica, Fortaleza, 2019.
Orientagdo: Prof. Dr. Rodrigo SilveiraVieira.

1. Recobrimento. 2. Polimeros. 3. Agaranas. 4. Hemocompatibilidade. 5. Quitosana. |. Titulo.
CDD 660




SANDY DANIELLE LUCINDO GOMES

ESTUDOS PRELIMINARES DA HEMOCOMPATIBILIDADE DE BLENDAS
POLIMERICAS DE QUITOSANA E AGARANA DA ALGA Gracilaria birdiae

Monografia  apresentada ao Curso de
Engenharia Quimica do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal
do Ceard, como requisito parcial a obtencao do
titulo de Bacharel em Engenharia Quimica.

Aprovadaem: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Rodrigo Silveira Vieira (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Rilvia Saraiva de Santiago Aguiar
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Fébia Karine Andrade
Universidade Federal do Ceara (UFC)



A Deus.
Aos meus pais Valéria e Clécio.

Aos meu avos Zezildo e Francisca.



AGRADECIMENTOS

A Deus. A minha mae Valéria. Ao meu orientador Rodrigo pela oportunidade. A
doutora Fébia e professora Rilvia pela disponibilidade. A professora Kalyne do CEFAC , Liara,
Karen e Glauco. Aos amigos Tiago, Rosy e Italo. Aos colegas do NPL Jane, Silvia, Erika, Dani,
Nonato, Anaftalia, Matheus e John. Aos amigos de graduagdo Brenda, Alysson, André, Vivi,
Emanuel e Larissa. Aos meus avos paternos Zezildo e Francisca que sempre me incentivaram
a estudar.

A CAPES, pelo apoio financeiro com a manutencio da bolsa de auxilio.

“O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeigoamento

de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001



“A mente que se abre a uma nova ideia jamais
voltara ao seu tamanho original..”

Albert Einstein



RESUMO

Alteragdes cardiovasculares muitas vezes exigem intervengdes como a implantagao de stents
para liberagao do fluxo sanguineo. Entretanto, stents metalicos sao com frequéncia associados
a problemas de trombose. Blendas poliméricas de quitosana e polissacarideo sulfatado extraido
da alga vermelha Gracilaria birdiae foram desenvolvidas a fim de combinar as vantagens dos
dois biopolimeros formando um revestimento polimérico para uma futura aplicagdo em stents
metalicos, com o intuito de melhor a hemocompatibilidade destes dispositivos. Polissacarideos
sulfatados (PS) provenientes de algas vermelhas sdo macromoléculas bioativas nas quais estdo
presentes grupamentos sulfatos no lugar de grupos hidroxilas. Devido a presenca de grupos
sulfatos os PS apresentam atividades bioldgicas de interesse para aplicagdo como revestimento,
por exemplo, antitrombotica e anticoagulante. Contudo, os polissacarideos em sua maioria sao
soluveis em agua. Desse modo, a formagao de um filme ¢ impossibilitada. Para alterar melhorar
as caracteristica fisica do filme serd proposto uma blenda de quitosana e agarana com, pois a
quitosana tem sido estudada como um excelente formador de filmes. O PS utilizado foi
caracterizado como uma galactana sulfatada do tipo agarana. A atividade anticoagulante do PS
foi investigada pelos testes de tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPA) e tempo
de protrombina (TP). O PS estudado foi capaz de prolongar o tempo de coagulacao no teste de
TTPA. As blendas foram obtidas variando-se as concentragdes dos polimeros nas proporcdes
de agarana e quitosana de 75:25 (25Q/75A), 50:50 (50Q/50A) e 25:75 (75Q/25A). Como
controle foi usado o filme contendo apenas quitosana ou somente agarana. Os filmes obtidos
foram reticulados com glutaraldeido para aumentar sua estabilidade fisica. A caracterizagio dos
filmes foi feita por espectroscopia de infravermelho (FTIR) e anélises termogravimétricas. Para
avaliar a hemocompatibilidade dos filmes, foi estudada a adsor¢ao de proteinas importantes nos
processos de coagulacdo, albumina de soro bovino (BSA) e fibrinogénio, na superficie dos
filmes reticulados. O aumento da porcentagem do PS nas blendas reduziram a adsor¢ao de
proteinas em comparagdo com filmes de quitosana pura. Os resultados sugerem que a blenda
hibrida de quitosana e PS (agarana) ¢ um biomaterial promissor para uso como revestimento

polimérico em dispositivos como stents.

Palavras-chave: Agaranas. revestimento. Blendas.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases can be treated with stents implantation to release blood flow. However,
metal stents are associated with thrombosis problems. Polymeric blends of chitosan and sulfated
polysaccharide, extracted from the red algae Gracilaria birdiae, were developed in order to
combine the biopolymer advantages. the hybrid could be used as coating for metallic stents
increasing the hemocompatibility of the device. PS sulphated polysaccharides extracted of red
algae are bioactive macromolecules in which sulfate groups are present instead of hydroxyl
groups. Due to sulfated groups , the polysaccharide presents biological activities such as
antithrombotic, anticoagulant and immunostimulant that could be used for application as
coating,. However, polysaccharides are mostly water soluble and the formation of a film is
difficult. To overcome this problem, a chitosan and agaran blend will be developed. Indeed,
chitosan has been studied as an excellent film former. The PS used was characterized as a
sulfated galactan of the agaran type. The anticoagulant activity of PS was investigated through
the standard coagulation assays APTT and PT . PS (agaran) was able to prolong coagulation
time in APTT test. Compositions of various agaran-chitosan blend were developed.. According
to the ratios 75:25 (25Q/75A), 50 :50 (50Q/50A), 25:75 (75Q/25A). The blends were
characterized by infrared spectroscopy and thermographs (FTIR and TG). The films were
cross-linked with glutaraldehyde to increase their stability and decrease the degree of swelling.
The adsorption of important proteins on the surface of the crosslinked films was studied, during
the coagulation processes . The increasing percentage of PS in the hybrid reduced the adsorption
of BSA and fibrinogen in comparison with films of natural chitosan. hybrids of chitosan and

PS (agaran) is a promising biomaterial for use as a polymeric coating on devices such as stents.

Keywords: Agaran . Coating. hybrids.
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1.INTRODUGCAO

Com o ritmo acelerado do dia a dia e aumento no consumo de fast food, observa-se um
aumento de incidéncia das doengas arterial coronaria. Ha uma obstrucdo da artéria coronaria
reduzindo a irrigacao sanguinea no musculo do coracdo. As artérias podem ser bloqueadas por
acumulo de gordura.

A fim de restaurar o fluxo sanguineo na artéria corondria muitas vezes dispositivos do
tipo stents, tubos feitos de ago inoxidavel ou liga de cobalto no formato de malha, sdo
implantados nas artérias. Entretanto, estes dispositivos médicos podem interagir negativamente
com os tecidos circundantes, causando inflamacdo cronica, endotelizagdo disfuncional,
irrita¢do fisica, trombose e corrosao.

A fim de superar os problemas de corrosao e formagao de trombos, modificagdes nas
superficies metalicas t€ém sido propostas, como revestimento polimérico sobre essas superficies.
Polimeros biodegradaveis tém sido utilizados devido suas caracteristicas de biodegradagao,
biocompatibilidade. Polissacarideos sulfatados provenientes de algas sdo macromoléculas
bioativas nas quais estdo presentes grupamentos sulfatos no lugar de grupos hidroxilas. Estes
polimeros apresentam atividades bioldgicas de interesse para aplicacdo como revestimento, por
exemplo, antitrombotica e anticoagulante..

Agaranas sao polimeros lineares que apresentam certo grau de substituicdo na sua
estrutura basica. Agarana ¢ uma mistura de uma fragao neutra e ciclica (agarose) e uma anionica
(agaropectina). Os grupos sulfatos e piruvatos sdo encontrados na agaropectina. Algas do
género Gracilariales e Gelidiales sdo fontes do polissacarideo sulfatado que apresentam
atividades anticoagulante e antioxidante.

Quitosana obtida da desacetilacdo da quitina apresenta uma cadeia linear, composta por
unidades de D-glicosamina e N-acetilglicosamina ligadas via f(1-4) ligagao glicosidica. Por
ser biocompativel, biodegraddvel e ndo toxica, a quitosana ¢ usada como biomaterial na
engenharia de tecidos. A disponibilidade de grupos amino e hidroxilas tornam o polimero
suscetivel a modificagdes quimicas, desenvolvidas em alguns casos com o intuito de melhorar
a performance deste polimero. Polissacarideos sulfatados apresentam atividades
antitromboticas sendo uma boa opg¢ao para o desenvolvimento de um revestimento polimérico
para stents, no entanto como desvantagem apresentam alta solubilidade em meio aquoso. Desse
modo, a formagdo de um revestimento ¢ impossibilitada. Para superar este impedimento,
propoOs-se uma blenda de agarana: quitosana reticulada com glutaraldeido.

O desenvolvimento de uma blenda polimérica de agarana e quitosana foi proposta a fim

de agregar a atividade antitrombogénica dos polissacarideos sulfatados aos filmes.



1.1.0bjetivo geral

O objetivo do trabalho foi desenvolver e realizar estudos preliminares da
hemocompatibilidade de blendas poliméricas a partir seguintes polimeros: quitosana e agarana

(polissacarideo sulfatado extraido da alga vermelha Gracilaria birdiae).

1.2.0bjetivos especificos

e O potencial anticoagulante da agarana foi investigado pelos testes do tempo de
tromboplastina parcialmente ativada (TTPA) e tempo de protrombina (TP);

e Blendas foram preparadas variando as propor¢des dos dois polimeros e
reticuladas com glutaraldeido;

e As propriedades fisico-quimicas das blendas reticuladas foram investigadas por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e termogravimetria
(TG);

e Para avaliar a hemocompatibilidade dos filmes reticulados, ensaios de adsor¢ao
de proteinas albumina de soro bovino (BSA) e fibrinogénio (FIB) foram realizados nas blendas

desenvolvidas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Stents/Revestimento

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization, 2019),
globalmente 30% das mortes sdo causadas por doencas cardiovasculares. A doenga arterial
coronaria (DAC) ¢ causada por uma obstru¢do das artérias e vasos que irrigam o musculo do
coragdao. Sendo também a principal causa de morte mais comum em adultos com diabetes
melitus (OSTO; COSENTINO, 2010).Nos ultimos anos, intervengdes coronarias percutaneas
se tornaram amplamente usadas nos tratamentos de doengas cardiovasculares e sdo as técnicas
mais modernas de revascularizacao de artérias corondrias. Dentre os dispositivos implantaveis
stents coronarios sao os implantes vasculares dominantes em intervengdes coronarias
percutaneas.

Stents sdo malhas cilindricas expansivies utilizadas para restaurar o fluxo sanguineo
suprimido pela doenca arterial corondria. Entretanto, o dispositivo pode interagir negativamente
com os componentes sanguineos promovendo a formagao de coagulos. Para se contornar esses
problemas muitas vezes faz-se necessario o desenvolvimento de revestimentos poliméricos
biocompativeis a fim de melhorar a hemocompatibilidade do dispositivo (REBELO, 2017,
p.240).

Figura 1: Implantacio de stent metalico intravascular.




2.2.Homeostase e Cascata de coagulacio

Hemostasia ¢ o conjunto de eventos bioquimicos e mecanicos que possibilitam a
permanéncia da circulagdo sanguinea liquida nos vasos. O sistema homeostatico ¢ composto
por plaquetas, vasos, proteinas da coagulagdo, anticoagulantes naturais € um sistema de
fibrinolise.

Quando um vaso ¢ lesado hé a formag@o de um coagulo para coibir hemorragia para
reparar a lesao e depois ha a dissolu¢ao do coagulo formado.Biomateriais quando em cotato
com o sangue podem induzir inflamagao e trombose. Desse modo, faz-se necessario melhorar
a hemocompatibilidade de superficies (MORAES, 2014, p. 28)

A iniciacdo da coagulacdo do sangue se faz mediante expressao do seu componente
critico, o fator tecidual (FT), e sua exposi¢ao ao espaco intravascular.

Ensaios tipicos de coagulacdo tempo de protrombia (TP) e tempo de tromboplastina
parcialmente ativada (TTPA) investigam fatores associados as vias extrinseca e intrinseca
respectivamente. Assim, TP investiga os fatores XII, X, II e I enquanto que o TTPA investiga
os fatores XI, IX e X.

Figura 2 : cascasta da coagulacido mostrando rota intrinseca e extrinseca.
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2.3.Heparina

Heparina ¢ um agente anticoagulante e antitrombotico cldssico composta por unidades
de acido hexuronico e D-glicosamina, onde o acido hexurdnico pode ser acido L-idurénico ou
D-glicurénico, ligadas por ligagdes 1,4-glicosidicas (MORAES, 2016, p .28). A presenga de
grupos carboxila e extensa sulfatagdo de O e N confere natureza anionica da heparina.

Figura 3: Estrutura da unidade dissacaridica repetitiva de heparina.
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Fonte: RAVEENDRAN, 2013, p, 616.

O anticoagulante apresenta uma grande atividade da antitrombina (ATIII) para
subsequente inibi¢cdo do fator Xa e Ila (trombina ). Entretanto o firmaco apresenta desvantagens
por ser extraido de intestinos suinos e bovinos. Requer um extenso processo de purificagdo a
fim de evitar contaminacdo dos pacientes e um grande numero de animais para suprir a demanda
mundial por heparina. Apresenta ainda alta geragcdo de subprodutos durante processamento.
(Taylor et al , 2019, p 2). Nesse contexto, a busca por novos materiais que simulem uma
superficie heparinizada e ndo apresentem as desvantagens da droga intensificou-se.

Nesse contexto, polissacarideos de algas marinhas sdo moléculas promissoras na
substituicdo da heparina. Pois, sdo moléculas sulfatadas semelhante a heparina apresentando
potencial anticoagulante e antitrombotico, ndo sdo toxicas, disponiveis na natureza e de facil
obtencao.
2.4.Polissacarideos sulfatados/Agarana
Polissacarideos sdo polimeros naturais € macromoléculas formadas pela unido de mondmeros.
Os polissacarideos sulfatados (PS) sdo macromoléculas bioativas encontradas em algas
marinhas, possuindo alguns grupos hidroxila dos residuos de acucar substituidos por
grupamentos sulfato (PEREZ-RECALDE et al., 2014, p.1370). As macromoléculas possuem
atividades bioldgicas como anticoagulante, antitrombotica, anti-tumor, , antioxidante (CHEN;
HUANG, 2018, p. 746; LIU et al., 2018, p. 2), antiviral, anti-hiperlipémica e anti-HIV
(BATTULGA, 2019, p. 909). Carragenanas ¢ agaranas sao os PS de algas marinhas mais



conhecidos (VASCONCELOS et al, 2015, p.11).

Agarana ¢ um polissacarideo linear formados por uma fragdo neutra a agarose e uma
fragdo anidnica a agaropectina que contém grupos anidénicos como sulfatos. (CHAGAS, 2018,
p.22). A agarose apresentada na Figura 4 (A) ¢ um copolimero alternado de (1->3)-B- D-
galactose (unidade A) e (1->4)-3,6-anidro- o -L-galactose (unidade B). A agaropectina ¢
semelhante a agarose, mas apresenta grupo anidnicos como piruvato, glicuronato e sulfato
(VASCONCELOS et al., 2015, p. 11). Agaropectina esta representada na figura 4(B) ¢ formada
por (1->3)-B- D-galactose (unidade A) e (1->4)-a -L-galactose (unidade B).

Figura 4 : Agarose (A) e Agaropectina(B)
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Fonte: CHAGAS, 2018, p 22.
Popriedades anticoagulantes foram detectadas em polissacarideos sulfatados extraidos
de algas vermelhas ( CHAGAS, 2018, p. 58). A atividade anticoagulante dos polissacaridesos
sdo avaliadas pelos testes de tempo de troboplasina parcial ativada (TTPA) e tempo de

protrombina (TP) que investigam as vias intrinseca e extrinseca respectivamente.

2.5.Quitosana

A quitosana ¢ um biopolimero biocompativel, ndo-toxico, biodegradavel, antioxidante
e anticancer. O biopolimero ¢ composto de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
(GIcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN). A tltima unidade corresponde a mais
de 50-60% do polimero (SILVA, 2017, p.7).

Obtida da N-desacetilagdo da quitina que tem seus grupos acetamido de unidades
GlcNACc hidrolisados resultando em unidades GlcN (GUINESI; CAVALHEIRO, 2006, p. 128).

Figura 5: Estrutura quimica quitosana.
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Fonte: CHEUNG, 2006, P. 127

Devido a protonacdo de grupos amino das unidades GIcN, cargas positivas estdo
presentes ao longo da cadeia e o polimero torna-se solivel em meio aquoso moderadamente
acido. Comportando-se ainda como eletrolitos catidnicos nesses meios, as propriedades
antibacterianas da quitosana sdo atribuidas a interacdo de sua cadeia carregada positivamente
com as cargas negativas presentes nas membranas celulares de bactérias (KONG, 2010, p.52).

Os grupos hidroxila primério e secundario além do grupo amino tornam a molécula mais
suscetivel a modifica¢des quimicas interferindo também nas caracteristicas fisico-quimicas da
quitosana (CHEUNG, 2015, p 5157). A sulfatacdo da quitosana tem se mostrado eficiente para
melhorar a hemocompatibilidade do polissacarideo (MORAES et al., 2016. P.71). Curativos
para feridas e nanosistemas para a entrega de farmacos sdo exemplos de aplicagdes da quitosana

na Medicina e Industria Farmacéutica.

2.5.Filmes e Blendas

Filmes sdo barreiras a agentes externos nos quais a interagdo dos componentes do
material determinam as propriedades mecanicas. As caracteristicas dos filmes dependem das
concentragdes, temperatura de secagem e do suporte utilizado (THARANATHAN, 2003, p 28).
Os filmes apresentam propriedades especificas que variam de acordo com o material escolhido.
A técnica de casting € a mais utilizada para obtencdo de filmes em escala laboratorial,
dispersando-se a solucdo percursora do filme sobre uma superficie uniforme. Quando o solvente
evapora (naturalmente ou em estufa), o filme ¢ formado sobre a superficie.

Blenda polimérica ¢ a hibridiza¢do ou mistura de polimeros. A fim de se melhorar as
caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas, os constituintes das blendas sdo escolhidos
combinando as vantagens destes ou compensando as possiveis deficiéncias dos componentes
individuais. A cadeia polimérica da blenda molecularmente pode apresentar um sistema
homogéneo, ou seja, miscivel. Desse modo, os sistemas podem mostrar uma miscibilidade total,
miscibilidade parcial ou imiscibilidade. Para que haja homogeneidade ou miscibilidade, de

acordo com a termodinamica, a energia livre de Gibbs de mistura deve ser menor que zero



(PRADO, 2017, p.10).

A adicdo de quitosana em blendas melhora a estabilidade térmica e propriedades
mecanicas do hibrido (MUJTABA et al.,, 2019, p.890) enquanto que o aumento do
polissacarideo sulfatado potencializa a bioatividade dos filmes compositos. Scaffold de agarore
e quitosana foram desenvolvidas para reduzir o tamanho dos poros na estrutura e aumentar a
estabilidade em meio aquoso com uso em potencial para aplicagdes biomédicas como
recuperacgao de tecidos (FELFEL et al., 2018, p. 59).

No desenvolvimento de um material hibrido ou blenda a miscibilidade entre os
polimeros e a homogeneidade da mistura sdo fatores determinante para o sucesso do material
(KOH, 1998, P.129).

A energia livre de Gibbs (AG) determina a miscibilidade de um sistema polimérico.
Quando a variacdo da energia livre de Gibbs (AG) ¢ menor que zero, teremos uma blenda
miscivel, ou seja, a blenda polimérica é termodinamicamente favoravel.

AG=AH-TAS (Equacao 1)

Onde:

AG- variacdo da energia livre de Gibbs;

AH- variacao da entalpia (Energia de cada polimero da reacao);
AS- variacao da entropia (Grau de desordem);

T- Temperatura absoluta.

Quando os componentes apresentam estruturas similares a miscibilidade ¢ AG < 0.
Ligacdes de hidrogénio e forga dipolo-dipolo sdo interagdes intermoleculares que favorecem a
miscibilidade da mistura.

Misciveis: interagcdes especificas entre os segmentos dos polimeros impedem a
separacdo de fases. Polimeros formam uma unica fase misturados em nivel molecular.
Apresentam um valor de Tg entre o valor das Tg’s dos polimeros puros.

Imisciveis: sdo independentes. Numero de componentes determina nimero de fases.
Apresentam Tg iguais aos dos polimeros individuais.

Parcialmente misciveis: essas blendas apresentam valores de Tg relativos aos seus
componentes, entre os valores dos polimeros individuais.

Blendas imisciveis, de acordo com a figura 6 , podem apresentar sinergismo
( propriedades dos polimeros puros sdo superiores a blendas em determinadas composicoes),
aditivismo ( propriedades ndo sdo alteradas nas blendas em relacdo aos polimeros puros) ou
incompatibilidade ( as propriedades atingidas pelas blendas em determinadas composic¢des sao

inferiores as propriedades dos polimeros puros).



Figura 6:Compatibilidade de entre polimeros para obtencio de blendas.
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Fonte : VIEGAS, 2016, p 14

2.6.Reticulacao x Intumescimento de filmes

Utilizacao de biopolimeros ¢ vantajoso se comparado a polimeros sintéticos em funcao
da biocompatibilidade.

Os complexos polieletroliticos apresentam grupos ionizaveis um anionico € outro
cationico. As interagdes eletrostaticas ocorrem entre sitios ionicos opostos dos poliions. For¢as
intermoleculares estabelecem uma reticulagdes ionicas estabilizada pela presenca de grupos
hidrofobiocosEstas interagdes diretas entre as cadeias poliméricas formam redes de complexos
de polieletrolitos com uma estrutura ndo permanente quando evitado o uso de agentes
reticulantes covalentes (HAMMAN, 2010)

Em alguns casos faz-se necessario reforcar quimica e fisicamente a blenda para uma
aplicacdo como revestimento. Agentes reticulantes, por exemplo o glutaraldeido, aumentam a
resisténcia a agua e melhoram a rigidez e coesdo por meio da formagdo de ligacdes cruzadas
(PEPPAS, et al., 2000, p. 1191).

Grupos funcionais como -OH, -COOH, -NH2 no polissacarideo reagem com o aldeidos
formando ligac¢des cruzadas propiciando a formagao de pontes (reticulagdo covalente) entre as
cadeias do polissacarideo (HENNINK, VAN NOSTRUM,2002 ,P 223 ).

O glutaraldeido ¢ um dialdeido, alifatico liquido considerado toxico que realiza uma
reticulacdo covalente em polissacarideos. Blendas e filmes de polissacarideos estdo sendo
reticulados com glutaraldeido (PRADO 2017, p. 13). A reticulacdo de um polissacarideo segue
na figura 7

Figura 7 - Reticula¢ido de polissacarideo com glutaraldeido
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O intumescimento trata-se da difusdo de moléculas de solvente para o interior de filmes,
inicialmente preenchendo espacos vazios, levando a modifica¢des no arranjo espacial da cadeia
polimérica e culminando no aumento do volume da amostra (TURBIANI, 2007, p 41). De
acordo com o nivel de reticulagdo, as ligacdes cruzadas entres as cadeias impedem a separagao
da cadeia e a entrada de solvente de baixo peso molecular na fase polimérica. Desse modo,
inchamento limitado pode ser observado no polimero reticulado (LUCAS et al., 2006, p. 41)

O grau de intumescimento (GI) varia com as seguintes varidveis: interagdo com o
solvente e grau de reticulagdo do filme. Quanto maior a solubilidade do filme com o meio,
maior serd a variagdo do GIL..(TURBIANI, 2007, p. 42)

Quando o intumescimentos ¢ ilimitado o polimero absorve as moléculas do solvente
antes da dissolucdo total. J4 para uma interagdo limitada entre polimero e solvente, a cadeia
polimérica ndo € separada completamente. Ou seja, ha uma por¢ao de solvente no polimero e
outra de solvente puro ou com polimero diluido (TURBIANI, 2007, p. 43).
3.METODOLOGIA

3.1. Materiais

Quitosana adquirida da Sigma-Aldrich (Brasil), Albumina sérica bovina (BSA COD.
A2153) da Sigma Aldrich e fibrinogénio de plasma bovino (COD. F8630-16) também da Sigma
Aldrich, Hidroxido de sodio (NaOH) da Labsynth e glutaraldeido da VETEC Quimica Fina
(Brasil).

O polissacarideo sulfatado foi cedido pelo Prof. Bartolomeu Souza do Laboratério de
Tecnologia do Pescado da Universidade Federal do Ceard. Para a obtencdo do PS da alga
vermelha Gracilaria birdiae coletada na praia de Trairi no litoral do Ceara. Foi utilizada a
metodologia de extracdo descrita por BARTOLOMEU et al. (2012).

Sangue humano foi coletado de doadores saudaveis em tubos de 3,6 mL contendo citrato



3,2% e centrifugado a 1165 G por 15 minutos. Kits para testes TTPA CLOT e TP CLOT da Bios

Diagnéstica.

3.2. Atividade anticoagulante in vitro

Tempo de tromboplastina parcialmente ativado (TTPA) foi analisado com o kit CLOT
(BIOS diagnostica). Utilizou-se plasma humano rico em plaquetas (PRP) e heparina foi
utilizada como controle positivo. Para o TTPA , foram adicionados 10uL do PS (0,5-5 mg/mL),
heparina (0,5ug/mL) ou solugdo salina a 90 pL de plasma humano incubados a 37 °C durante
2 minutos, sob agitagdo magnética. Entdo foi adicionado 100 pL de o reagente TTPA
CLOT(fosfolipidio que ¢ um substituto plaquetdrio) a mistura e incubados por mais 3 minutos.
O tempo de coagulacdo em segundos foi avaliado apos o inicio da reagdo pela adi¢do de 100
uL de CaClx(25mmol/L). Os testes foram realizados em duplicata de acordo com o manual do
fabricante. Foi obtida uma relagdo entre o tempo de coagulagdo na presenca (T1) e auséncia (T2)
do PS.

Tempo de protrombina (TP) foi analisado com kit CLOT (BIOS diagnéstica). Utilizou-
se plasma humano e heparina foi o controle positivo. Para TP, foram adicionados 10uL do PS
(0,5-5 mg/mL), heparina (0,5ug/mL) ou solucao salina a 90 uL de plasma rico em plaquetas
(PRP) humano incubados a 37 C durante 3 minutos, sob agitagdo magnética. Apds a adigdo de

200 pL de tromboplastina (reagente TP CLOT), o tempo de coagulagdo foi avaliado em

segundos.
Figura 8: Metodologia utilizada nos ensaios de coagulacio TTPA e TP.
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Fonte : autora.
3.3.Producao das blendas Agarana-Quitosana nas diferentes proporcoes pelo método de

casting.

A solugao de quitosana 2% foi preparada com a dispersdo de 1 g de quitosana em 50 mL

de 4gua deionizada a temperatura ambiente com 1,25 mL de é4cido acético (2,5 % v/v) sob



agitacdo vigorosa por 15 minutos. O PS- Agarana 2% foi dissolvido em agua deionizada. Foram
feitas as mistura das solugdes em diferentes propor¢des de acordo com a Tabela 1 . A quitosana
foi adicionada aos poucos ao PS aquecido sob agitacdo até completa homogeneiza¢ao da
solucdo. As misturas foram vertidas em placas e secas em estufa a 45°C até completa

evaporagdo do solvente.

Tabela 1 :Cédigos e composicoes das blendas

Codigo da Fracdo em peso da blenda Solugao de PS- Solugao de
blenda Agarana (%) Quitosana (%) | Agarana (mL) | Quitosana (mL)
100A 100 0 10 0
25Q/75A 75 25 7,5 2,5
50Q/50A 50 50 5 5
75Q/25A 25 75 2,5 75
100Q 0 100 0 10

Fonte : Autora

Figura 9: Processo de obtencao das blendas.
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3.4. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Para avaliar os grupos funcionais presentes na estrutura dos filmes de agarana, quitosana



enas blendas 25Q/75A, 50Q/75A ¢ 75Q/25A formuladas sem reticulagao, foi utilizada a técnica
de FTIR. As analises foram feitas na Embrapa Agroindustria Topical (Fortaleza-CE), sendo
conduzida em espectrometro de infravermelho com Transformada de Fourier modelo Cary 660
da Agilent. As medidas foram feitas em modo de refletancia total atenuada (ATR) diretamente
sobre os filmes. A faixa de comprimento de onde analisada foi de 4000 a 650 cm™ , com

resolugdo de 4 cm™! . Foram efetuadas 32 varreduras em cada amostra.

3.5. Termogravimetria

Analise Termogravimétrica (TG) dos filmes de agarana, quitosana e das blendas
25Q/75A,50Q/75A ¢ 75Q/25A indica a estabilidade térmica dos filmes sem reticulagao quando
submetidos a aquecimento. A analise foi realizada Laboratorio de Pesquisa em Adsorgao e
Captura de CO2 (LPA) em um equipamento Analisador térmico simultaneo STA 409 C/CD da
marca Netzsch, a partir da temperatura ambiente até 600°C, em atmosfera ar sintético, com
fluxo de 20 mL/min e taxa de aquecimento de 10 °C / min em alumina. Foi obtido um grafico

do percentual de massa perdida em funcao da temperatura.

3.6.Reticulacio das blendas/ Intumescimento

Foi realizada a reticulagdo das amostras a fim de se reduzir a solubilidade das blendas
em solucdo. As blendas ja padronizadas foram completamente imersas em solugdo de
glutaraldeido 2,5% (v/v) por 1 hora. 1,25 ml de glutaraldeido foi diluido para 50 ml com agua
deionizada. Em seguida, as blendas foram lavadas com etanol trés vezes a fim de se retirar o
excesso do reticulante e com dgua destilada. Foram secas em temperatura ambiente.

O grau de Intumescimento das blendas foi calculado antes e apds a reticulag@o a fim de
comprovar a reticulacao da amostra. A massa inicial de uma amostra das blendas foram pesadas
e imersas em tampao PBS pH: 7,4. A blenda foi retirada do solvente, retirou-se o excesso de

umidade na superficie da amostra com o papel de filtro e posteriormente a amostra foi pesada.

__ (Mu—Mi)

GI .
Mi

(Equacao 2)
Onde GI ¢ o grau de intumescimento do filme;
M. ¢ a massa imida pesada;

M; € a massa seca.



3.7. Adsor¢io de proteinas

As blendas reticuladas foram padronizadas com uma 4rea de 1 cm? e imersas em solugio
PBS pH 7.4 por 1 hora a 37 °C em banho termostatico com agitagao suave. O PBS foi removido
e 3 mL de solu¢ao de BSA ou fibrinogénio (1 mg/mL) em PBS (pH 7.4) foi adicionada e
incubada a 37°C por 2 horas. As absorbancias das solugdes de fibrinogénio e BSA foram medida
em espectrofotometro Biomate 3S em 280 nm. A curva padrdo da proteina foi obtida

previamente. A quantidade de proteina adsorvida nos filmes foi estimada pela equagao 3.

Q= —(Co_jf il (Equagao 3)

Co e Cr sao concentracdes de proteinas antes e depois da adsorg¢ao,
V ¢ o total volume da solugdo em mL;
A ¢ a 4rea do filme em cm?.

4.RESULTADOS
4.1. Atividade anticoagulante in vitro do PS

O teste de TTPA simula a ativagdo do mecanismo intrinseco € comum da coagulacdo
sanguinea.O prolongamento do teste em relacdo ao grupo controle indica a presenga de um
inibidor da via intrinseca (fatores VIII, IX,XI e XII ). A presenca do célcio no plasma €
necessaria a fim de se ativar a cascata da coagulacdo. A atividade anticoagulante foi estimada
utilizando kits padrdes de coagulagdao TP e TTPA da CLOT

O polissacarideo sulfatado extraido da alga vermelha Gracilaria birdiae aumentou o
tempo de coagulacdo no teste de TTPA (Figura 5) em funcdo da concentragdo. O tempo de
coagula¢do sanguinea para o teste de TTPA apos a adicdo do polissacarideo sulfatado nas
concentragdes de 0.5, 1, 2, 5 mg/ml foi respectivamente de 31.5s + 0,1, 33.05s = 2,98, 34,17s
+ 2,42 ¢ 36,85 s = 0,65. A maior concentragdo utilizada (5mg/ml) prolongou o TTPA em 1,13
vezes o controle (32,35 s). O resultado esta de acordo com a literatura (GHLISSI et al, 2019, p
339) que achou o valor de 1,33 vezes com a concentracdo de 500pg/mL do PS extraido da
Globularia alypum. Foi obtida uma relagao entre o tempo de coagulacdo na presenga (T1) e

auséncia (T2) do polissacarideo sulfatado.



Tabela 2: Atividade anticoagulante do polissacarideo sulfatado de Gracilaria

Birdiae avaliada pelo teste do TTPA

Concentracio do PS(mg/mL) TTPA (S) T1/To
0,0 32,35 +£2,80 -

0,5 31,50+0,10 0,97

1,0 33,05+2,98 1,02

2,0 34,17+£2,42 1,05

5,0 36,85+0,65 1,13
Heparina 0,5 pg/mL >200 s -

Fonte: autora
Figura 10. Atividade anticoagulante do polissacarideo sulfatado extraido da
alga vermelha Gracilaria birdiae avaliada pelo teste de tempo de tromboplastina ativado
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Fonte: autora

O teste de TP (tempo de protrombina) investiga o sistema extrinseco da coagulacdo A
adicao da tromboplastina ao teste ativa o fator VII que ativa a via extrinseca. Ha a formagao do
complexo protrombinase (ancorado pela tromboplastina). Trombina ¢ gerada e atua no
fibrinogénio formando a fibrina (estabilizada pelo fator XIII). O tempo de coagulacdo
sanguinea prolongado para o teste de TP indicam inibi¢do do sistema extrinseco (Figura 6)

Apos a adicao do polissacarideo sulfatado nas concentragdes de 0,5; 1; 2; 5 mg/ml os
tempos de coagulacdo foram respectivamente de 13,67 s £0,02, 13,52 s 0,19, 13,3 s+0,28 ¢

13,15 s+0,45. A heparina apresentou o tempo de 21,27 s 8,09 O polissacarideo ndo apresentou



acdo anticoagulante sobre o sistema extrinseco de coagulacdo. Resultado semelhante foi
reportado na literatura para o polissacarideo sulfatado extraido de G. acerosa que ndo mostrou
atividade no TP (CHAGAS, 2018, p 60).

Figura 11:. Atividade anticoagulante do polissacarideo sulfatado extraido da

alga vermelha Gracilaria birdiae avaliada pelo teste de tempo de protrombina (TP).
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Fonte: autora

Polissacarideos sulfatados sdo reportados como agente anticoagulante, antioxidante e
anti-inflamatorio (CHAGAS, 2018, p 61; SANTOS, 2026, p.30). A eficiéncia do PS tem sido
relacionada na literatura com os monossacarios formadores do polimero, nimero e posi¢ao dos
grupos sulfatados (GHLISSI et al, 2019, p 339). A densidade de cargas ao redor do grupo
sulfatado possuem importante atividade biologica. A atividade como anticoagulante aumentou
com o aumento do grau de substituicao apds modificacdes quimicas € com o aumento da massa
molar do polissacarideo estudado por LIOYD et al., (2017, p. 453). Polisacarideos sulfatados
extraidos de algas verdes tiveram seu grau de sulfatacdo aumentado quimicamente melhorando
atividade nos teste de TTPA e TP. Provavelmente houve um aumento da compatibilidade
geométrica entre o polissacarideo e sitios de ligacao dos fatores de coagulagdo antitrombina Xa

e Ila (ADRIEN et al., 2019, p 301).

4.2.Formulac¢ao Blendas

A agarana por apresentar grupos sulfatos em sua cadeia aumenta a repulsdo eletrostatica



com proteinas como o BSA. Entretanto, o polimero € solivel em dgua. A fim de formar filmes
insoluveis, a agarana foi misturada com a quitosana, combinando assim vantagens dos dois
materiais, devido a formagdo de um complexo estavel polieletrolitico. Blendas do
polissacarideo sulfatado (agarana) com quitosana foram obtidas pelo método de casting,
variando-se as concentracdes dos polimeros. A combinagdes foram as seguintes 75:25

(25Q/75A), 50:50 (50Q/50A) e 25:75 (25Q/75A).

4.3. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-)

O FTIR ¢ aplicado a fim de investigar a composi¢ao dos grupos funcionais de filmes e
blendas. Fornece informag¢des moleculares dos polimeros e suas interagdes (HAMDI et al.,
2019 p.807).

Figura 12: FTIR- do filme do polissacarideo sulfatado extraido da alga

vermelha Gracilaria birdiae obtido pelo método casting.

0.012 {|——100A

1048

ABS

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm'ﬂ)

Fonte: autora

A atividade anticoagulante e antitrombdtica do PS se deve a presenca de grupamentos
sulfato no polissacarideo ligados aos residuos de galactose na forma de éster (O-SO3’)
(CHAGAS, 2018, P. 52).

As bandas 1375 cm™ e 1225 c¢m™! demonstram a presenca de Ester sulfato e O= S=0O
estiramento assimétrico respectivamente, ou seja, indicam a presenga de grupamentos sulfato

na molécula (JUNIOR, 2018, p. 51).



As bandas 825 cm™'(Galactose-4-sulfato) e 767 cm™ (Galactose-6-sulfato) indicam a
posicdo dos grupos sulfato 4-O-sulfato no residuo de D-galactose e na 6-o-sulfato da L-
galactose da agaropectina (LYOYD et al., 1961, p 110).

J4 as bandas 750cm™! e 880cm™ indicam sulfatagdio no C-2 de 3,6-anidro-L-galactose e
no C-4 da unidade D-galactose presentes na agarose (LYOYD et al., 1961, p 101).

As demais bandas significativas demonstram a presenca de um esqueleto da galactana
(C-O + C-OH) em 1048 cm’!, ( C-O-C) de 3,6-anidrogalactose em 930 cm™'. A banda 893 cm™!
caracteriza o polissacarideo como sendo agar (CHAGAS, 2018, p.52).

O filme de quitosana exibe uma banda caracteristica entre 3000 e 3500 cm™ com pico
em 3250 cm™! atribuido a -NHz e -OH . O pico 1650 cm! indica o estiramento da amida (C=O-
NHR) e o pico 1540 cm™! indica a presenca de angulagdo na ligacdo do grupo amino (NH)
(CARNEIRO et al, 2013, p 1075). Abanda 1151 cm™ tipica da ligacdo glicosidica p (1-4) entre
unidades monoméricas da quitosana. O pico em 1057 cm™! devido ao alongamento da ligacdo
(C-0-C) no anel glicosidico. J4 em 1022 cm™ tem-se a ligagio C-N(MORAES et al, 2014,
p.50).

Figura 13: FTIR do filme de quitosana obtido pelo método casting.
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As blendas 1, 2 e 3 mostram uma combinacdo dos grupos funcionais presentes na
quitosana e no PS-agarana. Aumentando a quantidade de quitosana nas blendas, tem-se um
aumento da intensidade das bandas 1560 cm “'referente a ligagio NH e 1380 cm! referente a

deformacdo assimétrica angular do da ligacao CH.



As bandas tipicas do -NHz e -OH apareceram em uma frequéncia ligeiramente
maior nas blendas 3368 cm™' em relagdo a posi¢do de 3250 cm™! no filme de quitosana. A
mudanga foi atribuida, em trabalhos anteriores, a formagao de ligagdes de hidrogénio entre os
grupos -NH>/-OH da quitosana e os grupos -OH do polissacarideo (FELFEL, 2018, p.64;
TRIVEDI; RAO; KUMAR, 2013, p. ).

O filme de PS-Agarana puro e as blendas mostraram as bandas carateristicas das
agarras em 930cm-1 (3,6-anidrogalactose), 1151 e 1040cm-1 (C-O)

As blendas exibiram as bandas caracteristicas dos grupos sulfatados presentes no
polissacarideo (750, 880, 1375, 1225 cm™).

Figura 14: FTIR da blenda 1 de quitosana e agarana obtido pelo método

casting
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Figura 15: FTIR da blenda 2 de quitosana e agarana obtido pelo método

casting.
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Figura 16: FTIR da blenda 3 de quitosana e agarana obtido pelo método

casting.
0.015 —
—— 75Q/25A g, 8
0.010
» 0.005
[an]
<
0.000
0.005

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm'1)

Fonte: autora



Figura 17: FTIR dos filmes e blendas desenvolvidos por casting sem

reticulacdo: (m):100Q; (m).:75Q/25A; (m): S0Q/50A; (m): . 25Q/75A; (m): 100A
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4.4. Analise termogavimétrica
As curvas termogravimétricas (TGA) e suas derivadas (DTG) sdo apresentadas nas
Figura 18 e 19. A perda de massa dos filmes foi observada em nos seguintes estagios descritos

na tabela 3:

Primeiro estadgio deve-se a perda de humidade dos filmes que ocorreu entre 90 e
100°C. Segundo estagio mostra a decomposicao inicial dos polissacarideos. A temperatura de
decomposicdo das blendas hibridas (Figura 16) foram inferiores (210°C, 220°C ,223 °C) a
temperatura da quitosana e agarana de 234°C e 228 °C respectivamente. Resultado atribuido a
redugdo de peso molecular da quitosana aquecida durante a preparagdo da blenda (FELFEL et
al., 2019, p.63).

A 50:50 (50Q/50A) mostrou um aumento massa residual quando comparado com
as outras blendas. Esse resultado foi reportado na literatura e se deve a formacao de pontes de
hidrogénio entre as cadeias de quitosana e -agarana (FELFEL et al., 2019, p.63). Estudos
anteriores obtiveram um aumento da massa residual da blenda devido a ligacdes covalentes

obtidas entre quitosana e agarose via crosslinking com genipina (CHAUDHARY et al., 2015,
p-2).



Conforme foi adicionado quitosana nas blendas houve um aumento da temperatura
de decomposi¢do das blendas 25:75 (25Q/75A), 50:50 (50Q/50A) e 75:25 (25Q/75A)
respectivamente 210°C, 220°C e 223 °C resultado atribuido a estabilidade térmica adicionada
as blendas pela estrutura semicristalina da quitosana(VIEGAS, 2016, P.56).

Figura 18: TG dos filmes e blendas desenvolvidos por casting sem reticulacio:

( ®):100Q; (™ ).:25Q/75A; (™ ): 50Q/50A; (™ ): . 75Q/25A; (W ): 100A.
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Figura 19: DTG dos filmes e blendas desenvolvidos por casting sem reticulacio:

(™ ):100Q; (™ ).:25Q/75A; (™ ): S0Q/S0A; (™ ):.75Q/25A; (W ): 100A.
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4.5. Grau de intumescimento

O complexo polieletrolitico formado entre a agarana e a quitosana ¢ o resultado da
interagdo eletrostatica entre grupos carregados negativamente (polianion) e grupos amino da
quitosana carregados positivamente (polication)(MACIEL, 2015, p 14). As interagdes conferem
propriedades unicas diferentes daquelas apresentadas pelos componentes iniciais melhorando a
estabilidade quimica. A solubilidade no meio pode se dar devivo ao excesso de cargas resultante
da formacdo de complexos nao estequiométricos. Desse modo, foi realizada a reticulagdo
covalente pelo glutaraldeido de grupos livres nao reagidos como aminas e hidroxilas reduzindo
assim a interagdo com o solvente.

Conforme adicionou-se agarana nas blendas houve um maior intumescimento dos
filmes (figura 19). A agarana favorece as interagdes com solventes e promove maior
intumescimento da amostra. A fim de reduzir o intumescimento e solubilidade dos filme em
solugdo a 25:75(25Q/75A), 50:50 (50Q/50A), 75:25 (75Q/25A) e o filme de quitosana foram
reticulados em glutaraldeido 2,5%. Os grupos aldeidos e aminos livres na quitosana foram
reticulados formando uma base Schiff (C=N). O excesso do glutaraldeido foi lavado por pelo
menos 3 vezes com etanol e dgua deslitada com o objetivo de reduzir a toxicidade causada pelo
reticulante.

O grau de intumescimento ¢ um indicador da reticulacdo obtida (TURBIANI, 2007,
p. 46). Um menor grau de intumescimento foi obtido pelos filmes reticulados quando
comparados aqueles que ndo foram submetidos a reticulagdo (Tabela 4). Demonstrando que o
glutaraldeido possa ter reduzido a solvatagdo dos filmes.

O filme, apos a reticulacdo com glutaraldeido, mostrou-se escurecido e quebradico
(Figura 20). Resultado reportado anteriormente em literatura por MORAES (2016, p. 59)
atribuido a formagdo de iminas ou base de Schiff (C=N) com grupos amino livres da quitosana.

Figura 20: Aspecto claro da blenda 25Q/75A (A) e aspecto escurecido da
blenda 25Q/75A apds reticulacio com glutaraldeido (B)




Fonte: autora

Figura .21: Grau de intumescimento das blendas sem reticulacio em tampao

PBS e pH 7,4 a 25 °C. ():25Q/75A; ( #):50Q/50A; (a): 75Q/25A ; (v): 100Q.
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Tabela 4: Grau de intumescimento das blendas apos reticulacio:

BLENDA BLENDA BLENDA QUITOSANA
25Q/75A 50Q/75A 75Q/25A 100Q
GI 1,76 0.90 0,93 0,78

4.6. Adsorcao de proteinas

A adesdo de proteinas desempenha papel importante na interagdo do biomaterial
com os tecidos. Quando o material ¢ implantado, ocorre uma intera¢do das proteinas com a
superficie. Caracteristicas da superficie assim como pardmetros da propria proteina influenciam
no processo. A adsor¢do de proteinas na superficie € o primeiro passo para a formacgao de
trombos (MORAES, 2014, p. 29). Primeiramente, proteinas de menor peso molecular sdo
adsorvidas e substituidas por proteinas de maior peso molecular e afinidade com a superficies
Efeito de Vroman (,RIBEIRO, 2009, p.16)

Superficie livre de formagdo de trombos deve inibir a adsor¢do de proteinas, a
formagdo da trombina e adesdo e agregacao plaquetaria. Albumina € considerada uma proteina
benéfica pois a adsor¢do desta na superficie inibe a formacdo de trombos. Enquanto que o

fibrinogénio ndo ¢ considerada benéfica pois esta relacionada com o processo de formacao de



trombos (RIBEIRO, 2009, p. 17). Em func¢do da capacidade de aderir-se as plaquetas e formar
a rede de fibrina na qual agregam-se as plaquetas e elementos do sangue o fibrinogénio causa
a formacgao de trombos (MORAES, 2014, p. 14)

A albumina do soro bovino apresenta uma estrutura semelhante a albumina humana
(HSA) (FERREIRA, 2009, p.). A albumina sérica bovina BSA possui ponto isoelétrico em pH
de 4.7 até 5.0. Em pH 7 a proteina estd carregada negativamente assim como a superficie do
biomaterial rico em grupos sulfatados. Observou-se uma reducao de 25,3% de BSA adsorvida
na blenda 1 em comparag¢ao com o filme de quitosana. Devido a presenga de grupos sulfatados
na blenda 1 rica em PS-agarana houve uma repulsao entre a proteina carregada negativamente
e a superficie. Resultados semelhantes foram reportados na literatura para quitosana
modificada quimicamente (a fim de aumentar o grau de sulfatagdo do polissacarideo) que
reduziu em 38,84% a quantidade de BSA adsorvida em relacdo a quitosana natural (MORAES
et al., 2016, p. 69)

Figura 22: Adsorc¢ao de albumina sérica bovina em tampao PBS a pH 7.4 a
temperatura 37 °C nas blendas reticuladas em glutaraldeido 2,5% . (= ): 25Q/75A; (= ):
50Q/50A;( m):75Q/25A; (m): 100Q
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Houve uma reducao de 24.18% e 13.94% das blendas 25Q/75A e 50Q/50A



respectivamente em relacdo a quantidade de fibrinogénio adsorvido no filme de quitosana. A
blenda 75Q/25A ndo apresentou uma redu¢do a adsor¢do de fibrinogénio significativa se
comparado com o filme puro de quitosana. Em Ph 7.4 o fibrinogénio apresenta cargas negativas,
desse modo, houve repulsao com as blendas carregadas negativamente em funcao da presenca
do polissacarideo sulfatados. Pelo fibrinogénio ser uma proteina de peso molecular superior ao
BSA, a proteina foi mais adsorvida sobre a superficie quando comparado ao resultado anterior
de adsor¢ao do BSA. Resultado semelhante foi reportado na literatura para a quitosana sulfatada

(MORAES et al., 2016, p 70).

Figura 23:Adsorcao de Fibrinogénio nas blendas reticuladas em glutaraldeido
2,5 % em tampao PBS a pH 7,4 a 37 °C. ( = ):25Q/75A; (»):50Q/50A; ( m ):75Q/25A;
(m):100Q
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5.CONCLUSOES

A agarana apresentou atividade anticoagulante para a via intrinseca prolongando o
tempo de coagulacdo no teste de TTPA em 13%. As blendas foram desenvolvidas mantiveram
os picos em FTIR referentes aos grupos sulfatados presentes no filme feito apenas com a
agarana. As blendas foram reticulados com glutaraldeido apresentando uma redugdo no grau
de intumescimento e aumento da rigidez e coesao das amostras. A blenda 25Q/75A formulada
apresentou uma redugdo de proteinas (BSA e fibrinogénio) adsorvidas sobre a superficie em

25,30% e 24,18% respectivamente. Indicando uma possivel reducio de formac¢ao de trombos.



Trabalhos futuros poderiam estudar o revestimento de superficies metalicas pelas blendas

desenvolvidas.
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