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RESUMO 

O reaproveitamento de subprodutos utilizando microrganismos fotossintetizantes é 

considerado uma alternativa promissora para a fitorremediação, pois além de reduzir o 

impacto ambiental causado por esses efluentes extremamente poluentes, aumenta a 

produção de biomassa com alto valor agregado. A biomassa da microalga Chlorella 

vulgaris é conhecida por possuir uma variedade de bioativos com diferentes atividades 

biológicas como antimicrobianos, antineoplásicos, anti-hiperlipidêmico e anti-

hipertensivos, e pode ser obtida através de cultivo autotrófico ou mixotrófico, utilizando 

fontes orgânicas menos onerosas. O objetivo do presente estudo foi cultivar a microalga 

C. vulgaris em condições autotrófica e mixotrófica utilizando subprodutos agroindustriais, 

avaliar a redução de nutrientes e toxicidade desses subprodutos, bem como utilizar o 

extrato da biomassa proveniente do melhor cultivo para investigar uma possível atividade 

cicatrizante in vivo. O cultivo autotrófico utilizou o meio padrão Bold’s Basal Medium 

(BBM) e os cultivos mixotróficos foram realizados suplementando o BBM com três 

subprodutos: 1% de milhocina, 10g/L de soro de queijo e 2% de vinhaça. Após atingirem 

a faixa estacionária de crescimento, os cultivos foram centrifugados e o sobrenadante foi 

submetido à análises de toxicidade e remoção de nutrientes; as biomassas das melhores 

condições de crescimento foram utilizadas para elaboração de um gel e avaliação da 

atividade cicatrizante. As formulações em gel foram constituídas de 10% ou 25% do 

extrato celular, adicionados ao veículo hidrogel de Carbopol®, e aplicadas diariamente 

durante 12 dias em feridas em camundongos. Análises macroscópicas e 

histomorfométricas dos animais foram realizadas após eutanásia. Os extratos foram 

caracterizados quanto à concentração proteica, o perfil fitoquímico, atividade 

hemaglutinante, atividade antioxidante e atividade antibacteriana. O cultivo mixotrófico 

utilizando 1% de milhocina apresentou maior crescimento celular. Em todos os cultivos, 

C. vulgaris removeu 100% de nitrato e fósforos totais, e no cultivo utilizando soro de 

queijo removeu 73% da Demanda Química de Oxigênio. Os cultivos de C. vulgaris 

também reduziram a toxicidade da milhocina e vinhaça. Uma maior oclusão das feridas, 

a partir do 7º dia do ensaio, foi observada utilizando o gel contendo 25% do extrato celular 

obtido do cultivo mixotrófico com milhocina. Além disso, as avaliações histológicas e 

histomorfométricas confirmaram uma maior deposição de colágeno, redução de 

fibroblastos e células inflamatórias e uma significativa presença de anexos da pele no 

mesmo grupo. O extrato celular obtido da biomassa cultivada com milhocina obteve 

maior concentração proteica (1,174 mg/mL) e atividade antioxidante (54,64%), e 



 
 

atividade hemaglutinante ≥ 248 para sangue de coelho. As melhores atividades 

antimicrobianas foram frente a Klebisiella pneumoniae, Enterococcus faecalis e 

Escherichia coli. Além disso, o perfil fitoquímico do extrato demonstrou a presença de 

esteroides, triterpenos, saponinas e açúcares. Assim, a microalga C. vulgaris pode ser 

utilizada para reduzir a toxicidade e poluentes de subprodutos agroindustriais, bem como 

seu extrato pode ser empregado na formulação de um gel com alta capacidade de 

reepitelização tissular. 

 

Palavras-chave: Cicatrização. Cultivo mixotrófico. Microrganismo fotossintetizante. 

Subprodutos agroindustriais. Toxicidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The treatment of by-products using photosynthetic microorganisms is considered a 

promising alternative for phytoremediation, as well as reducing the environmental 

impact caused by these extremely polluting effluents, increases the production of 

biomass with high added value. Chlorella vulgaris microalgae biomass is known to 

have a variety of bioactives compounds with different biological activities such as 

antimicrobial, antineoplastic, antihyperlipidemic and antihypertensive. It can be 

obtained through autotrophic or mixotrophic cultivation using less expensive organic 

sources. The aim of this study was to cultivate C. vulgaris under autotrophic and 

mixotrophic conditions, using agroindustrial by-products, to evaluate nutrient and 

toxicity reduction, as well as to use biomass from the best cultivation to investigate 

wound healing activity in vivo. The autotrophic culture used the standard Bold's Basal 

Medium (BBM) and the mixotrophic cultures were performed supplementing BBM with 

three by-products: 1% corn steep liquor, 10 g L-1 cheese whey and 2% vinasse. After 

reaching stationary growth phase, the cultures were centrifuged and the supernatant 

were used for toxicity and nutrient removal analyzes; the biomasses of the best growth 

conditions were used to elaborate a gel and evaluate the wound healing activity. Gel 

formulations were composed of 10% or 25% of cell extract, added to Carbopol® 

hydrogel vehicle, and applied daily for 12 days in wounds in mice. Macroscopic and 

histomorphometric analyzes of the animals were evaluated after euthanasia. The 

extracts were characterized in terms of protein concentration, phytochemical profile, 

hemagglutinating activity, antioxidant activity and antibacterial activity. Mixotrophic 

cultivation using 1% corn steep liquor showed higher cell growth. In all cultures, C. 

vulgaris removed 100% of nitrate and total phosphors, and in the culture using cheese 

whey it removed 73% of the chemical oxygen demand. C. vulgaris cultures also 

reduced the toxicity of corn steep liquor and vinasse. Higher wounds occlusion, from 

the 7th day of the test, was observed using the gel containing 25% of the cellular 

extract obtained from mixotrophic culture with corn steep liquor. In addition, histological 

and histomorphometric evaluations have confirmed increased collagen deposition, 

reduction of fibroblasts and inflammatory cells, and a significant presence of skin 

appendages in the same group. Cellular extract obtained from the biomass grown with 

corn steep liquor showed higher protein concentration (1.174 mg mL-1) and antioxidant 

activity (54.64%), and haemagglutinating activity ≥ 248 for rabbit blood. The best 

antimicrobial activities were against Klebisiella pneumoniae, Enterococcus faecalis 



 
 

and Escherichia coli. In addition, the phytochemical profile of the extract demonstrated 

the presence of steroids, triterpenes, saponins and sugars. Thus, the microalgae C. 

vulgaris can be used to reduce the toxicity and pollutants from agroindustrial 

byproducts, as well as its biomass can be used for the formulation of a gel with high 

tissue reepithelization capacity. 

 

Keywords: Agroindustrial by-products. Healing. Mixotrophic culture. Photosynthetic 

microorganism. Toxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A microalga verde Chlorella vulgaris é um microrganismo fotossintetizante que 

possui uma biomassa rica em diversos nutrientes como proteínas, vitaminas, minerais, 

fibras, carboidratos, ácidos nucleicos e substâncias antioxidantes (SEO-HYEON et al., 

2012). A condição de cultivo destes microrganismos influencia diretamente na 

composição de sua biomassa, e podem ser caracterizados como autotróficos, 

heterotróficos e mixotróficos (SAFI et al., 2014). Os cultivos mixotróficos, 

caracterizados pela adição de fonte orgânica de carbono ao cultivo autotrófico, em 

geral são realizados com a finalidade de aumentar a produção de biomassa, bem 

como maximizar o valor agregado a esta (ZHAN et al, 2017).  

 O uso de subprodutos agroindustriais para o cultivo mixotrófico de microalgas 

reduz os custos de produção, simultaneamente diminuindo o volume destes efluentes 

potencialmente poluentes ao meio ambiente. Além disso, a biomassa pode ser 

cultivada com a finalidade de obter produtos de interesse biotecnológico (RIAÑO et 

al., 2016; SILVA et al., 2018). Na literatura estão descritas diversas aplicações com a 

biomassa deste gênero de microalga, sendo utilizada na pesquisa médica para 

atividade antimicrobiana (SYED et al., 2015), antitumoral (KUBATKA et al., 2015), 

imunomoduladora (QI; KIM, 2017), anti-hipertensiva (LIN et al., 2018) e 

hepatoprotetora (PANAHI et al.,2012).  

 O conceito de tratamento de feridas sempre objetivou a redução do risco 

causado pela própria ferida, minimizando potenciais complicações ambientais e 

aumentando a regeneração e o restabelecimento do tecido cutâneo lesionado 

(CHANDIKA et al., 2015). O uso de materiais biologicamente ativos naturais e 

sintéticos também evoluiu na cicatrização de feridas ao longo dos anos, no entanto, 

ainda há um grande interesse na identificação de produtos cicatrizantes com efeitos 

colaterais mínimos, provenientes de compostos extraídos de fontes naturais como 

plantas (ÖZ et al., 2017; SU et al., 2017), animais  (GORCZYCA et al., 2014; PAL et 

al., 2016) e microrganismos (AYED et al., 2015; TRABELSI et al., 2017).   

 A cicatrização de feridas é um processo biológico complexo que depende da 

condição da ferida, da saúde do paciente e do suporte físico-químico dado através de 

materiais externos. A identificação de moléculas ideais para o tratamento de feridas 

ainda está em crescente ascenção e, consequentemente, o uso de materiais naturais 

biologicamente ativos com finalidade de regeneração tecidual também evoluiu. Nos 
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últimos anos a identificação contínua de novos bioprodutos levou à exploração do 

ambiente aquático em busca de compostos ativos. Como resultado disso, em um curto 

espaço de tempo, o ecossistema marinho e de água doce foram identificados como 

fontes ideais de biomateriais, pois contém uma diversidade ilimitada (CHANDIKA et 

al., 2015). 

 Ainda há muito que se pesquisar na área de desenvolvimento de medicamentos 

e produtos cicatrizantes, não só para aperfeiçoar os recursos já existentes, mas 

também para torná-los acessíveis ao maior número de pessoas, produzindo 

tecnologias mais simples e baratas, igualmente eficientes e provenientes de diversos 

tipos de matérias-primas. Diante dos benefícios associados à microalga C. vulgaris 

com atividade biológica, e da incessante busca por compostos naturais que possuam 

capacidade de regeneração tecidual, se faz necessário investigar a atividade 

cicatrizante in vivo desta microalga, a partir da biomassa cultivada em condições 

mixotróficas, área ainda pouco estudada.  

 

1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo Geral 

 Investigar a redução da toxicidade de subprodutos agroindustriais a partir do 

cultivo da microalga Chlorella vulgaris e utilizar sua biomassa para avaliação de 

atividade cicatrizante in vivo.  

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

a) Avaliar o crescimento de C. vulgaris em meio de cultivo padrão suplementado 

com os subprodutos agroindustriais: milhocina, soro de queijo e vinhaça; 

b) Estimar a composição centesimal da biomassa cultivada nos diferentes 

subprodutos; 

c) Determinar a taxa de remoção de Demanda Química de Oxigênio (DQO), 

nitrogênio e fósforo totais dos subprodutos antes e após o crescimento da 

microalga; 

d) Avaliar a remoção da toxicidade desses subprodutos após o crescimento da 

microalga; 

e) Obter extratos com tampão Tris-salina-HCl das biomassas com melhor 

condição de crescimento;  
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f) Elaborar formulações tópicas em gel contendo diferentes concentrações dos 

extratos; 

g) Avaliar a atividade cicatrizante in vivo das formulações tópicas em modelo 

experimental com camundongos; 

h) Caracterizar os extratos quanto à concentração de proteínas e perfil 

fitoquímico; 

i) Determinar as atividades antimicrobiana, antioxidante e hemaglutinante dos 

extratos. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 CHLORELLA VULGARIS: CULTIVO E APLICAÇÕES BIOLÓGICAS 

  

 A microalga verde Chlorella vulgaris (Figura 1) foi descoberta pelo pesquisador 

holandês Martinus Willem Beijerinck em 1890 como a primeira microalga com núcleo 

bem definido. É um microrganismo fotossintetizante, pertence ao filo Chlorophyta, 

Classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales e família Chlorellaceae (BEIJERINCK, 

1890). Essa espécie habita a água doce e apresenta forma de vida unicelular, 

podendo acumular pigmentos de clorofila a e b, β-caroteno e xantofilas. Possui forma 

esférica, com cerca de 2-10 μm de diâmetro e sem flagelos (SONG et al., 2008). Sua 

célula reprodutiva é imóvel (autósporo), e sua reprodução é exclusivamente 

assexuada (YAMAMOTO et al., 2004). 

 A biomassa de C. vulgaris é produzida comercialmente em larga escala para 

alimentação e fabricação de ração desde 1960. Nos dias atuais, estima-se que a 

produção global de Chlorella seja de 6.600 toneladas de matéria seca por ano. O 

preço global do mercado desta microalga foi estimado em 2014 no valor de 28,7 €/kg, 

com uma taxa composta anual de crescimento de 28,4% (FROST; SULLIVAN, 2015). 

O Japão é um dos principais consumidores mundiais de Chlorella, devido à sua 

biomassa rica em proteínas e de suas propriedades terapêuticas associadas (OTSUKI 

et al., 2015; QI; KIM, 2017). Além de diversas aplicações biotecnológicas o cultivo de 

C. vulgaris também é amplamente realizado objetivando a produção de biodiesel 

(PARICHEHREH et al., 2019; SAKARIKA; KORNAROS, 2019).  
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Figura 1 - Chlorella vulgaris 

 

Fonte: Algae Base (2008) 

 

 

2.1.1 Cultivo de Chlorella vulgaris 

 

  A partir do uso da fonte de carbono, podem-se distinguir três tipos de 

metabolismo: autotrófico, heterotrófico e mixotrófico. Em cultivos autotróficos todos os 

elementos necessários para o crescimento são através de compostos inorgânicos, 

envolvendo a utilização da luz como única fonte de energia, a qual é convertida em 

energia química pelo processo de fotossíntese. Os cultivos heterotróficos são 

realizados sem necessidade de fonte luminosa, no entanto, são adicionados 

substratos orgânicos no meio de cultura, que são utilizados como fonte de energia 

através de oxidação (BORGHETTI, 2009; HATA et al., 2000). Já o cultivo mixotrófico 

equivale à junção do autotrófico com o heterotrófico, onde tanto os compostos 

orgânicos, a presença de luz e o CO2 são necessários para o crescimento, operando 

simultaneamente o metabolismo respiratório e o fotossintético (GROBBELAAR, 2004). 

 Em alguns casos, o cultivo autotrófico apresenta uma produtividade celular 

limitada, uma vez que utiliza apenas fonte de carbono inorgânico para o crescimento 

celular, sendo necessário que haja uma conversão da energia luminosa em biomassa, 

e para que isso ocorra de forma eficaz, a fonte de luz e a eficiência fotossintética 

devem estar em equilíbrio. Essa produtividade celular reduzida é uma das principais 

desvantagens observadas neste tipo de cultura, tanto em sistemas abertos quanto em 
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sistemas fechados (fotobiorreatores), consequente há uma maior dificuldade na 

obtenção de novas biomoléculas. O cultivo mixotrófico surge então como uma 

alternativa para otimizar a produção de biomassa, bem como potencializar o valor 

agregado a esta (ZHAN et al., 2017). 

 A cultura mixotrófica combina as vantagens da autotrófica e heterotrófica. A 

literatura relata diversos tipos de cultivos mixotróficos com C. vulgaris apresentando 

produtividade celular superior aos cultivos autotrófico e heterotrófico e utilizando 

diferentes fontes orgânicas: esgoto doméstico esterilizado, lodo digerido, águas 

residuais, despejos industriais, resíduos da suinocultura, resíduos de laticínios e 

resíduos agroindustriais (PIPES; GOTAAS, 1960; WONG; LAY, 1980; RUSSO, 2011; 

TRAVIESO et al., 2006; ESPINOSA-GONZALEZ et al., 2014; SILVA et al., 2018). 

 Em condições de cultivo mixotrófico, as microalgas podem não só crescer 

heterotroficamente com carbono orgânico, aumentando a taxa de crescimento e 

melhorando a biomassa e a acumulação de lipídios, mas também consumindo 

carbono inorgânico (CO2) e produzindo oxigênio através da fotossíntese, tornando a 

emissão de CO2 mais baixa (ABE et al., 2002). Além disso, os pigmentos valiosos e 

os carotenoides fotossintéticos podem ser preservados em condições luminosas em 

cultivo mixotrófico (ALKHAMIS; QIM, 2015). Essas e outras vantagens demonstram 

que o cultivo mixotrófico é o tipo de cultivo ideal para microalgas, com a finalidade de 

produzir biomassa e biocompostos (ZHAN et al., 2017). 

 

2.1.1.1 Subprodutos agroindustriais como fonte de cultivo para microrganismos 

fotossintetizantes 

 

 Nas últimas décadas o mundo tem enfrentado um aumento no consumo de 

matérias-primas e na geração de subprodutos na agricultura e nas atividades 

agroindustriais, devido aos avanços significativos do agronegócio. Assim, uma 

atenção especial tem sido focada na minimização desses efluentes e na sua 

reutilização. Os subprodutos agroindustriais são uma das maiores fontes de resíduos 

produzidos no mundo, e dependem do tipo de matéria-prima utilizada e do 

processamento da tecnologia. Quando descartados no meio ambiente liberam uma 

grande quantidade de nutrientes considerados poluentes inorgânicos (MIRZAIE et al., 

2015). 
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 Alguns estudos também relatam uma elevada toxicidade e genotoxicidade 

associada a esses subprodutos, promovendo danos nos cromossomos ou no DNA de 

uma célula. Diversos organismos bioindicadores já foram utilizados para comprovar 

esses efeitos, como peixes, diplópodes, plantas e microalgas (CORREIA et al. 2017; 

CHRISTOFOLETTI et al., 2016; PEDRO-ESCHER et al., 2014; NASIR et al., 2015). 

O bioensaio que utiliza raízes de Allium cepa também é amplamente utilizado, uma 

vez que é reconhecido como um excelente modelo para detecção de agentes 

genotóxicos ambientais, além de ser validado pelo Programa das Nações Unidas para 

o Meio Ambiente (PNUMA) desde 1999 (MA, 1999).  

 A capacidade poluidora dos subprodutos agroindustriais está frequentemente 

associada às suas altas taxas de Demanda Química de Oxigênio (DQO) e/ou sua 

Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO), indicadores da presença de matéria 

orgânica na água. Esses parâmetros determinam o consumo ou a demanda de 

oxigênio necessário para estabilizar a matéria orgânica contida em uma amostra de 

água (BRASIL, 2014). Além de elevadas DQO e DBO, esses resíduos também liberam 

nutrientes como compostos nitrogenados (amônia, nitrito e nitrato) e fósforo - 

responsáveis pelo processo de eutrofização -, compostos orgânicos e metais pesados 

(MELO et al., 2018).  

 A fitorremediação é uma tecnologia emergente que oferece uma técnica 

ambientalmente segura e econômica, que objetiva reduzir contaminantes de 

efluentes, através de organismos fotossintetizantes (NASIR et al., 2015). Inicialmente 

as plantas terrestres foram extremamente utilizadas no processo de fitorremediação, 

no entanto, com o passar dos anos, foram substituídas por microrganismos 

fotossintetizantes, como as microalgas. Alguns estudos já comprovam que as 

microalgas são alternativas promissoras para a fitorremediação de efluentes e 

subprodutos agroindustiais (LANANAN et al., 2014; MELO et al., 2018).  

 As microalgas consomem os nutrientes utilizando fontes orgânicas e 

inorgânicas, provenientes dos subprodutos. Na ausência de requisitos de substratos 

químicos adicionais, a fitorremediação também auxilia na redução dos custos 

operacionais do tratamento desses efluentes. Esses aspectos sugerem que o cultivo 

de microalgas em meios preparados a partir de diferentes tipos de resíduos e 

subprodutos podem minimizar os custos de produção de biomassa de algas, com a 

perspectiva de múltiplos benefícios ecológicos e biotecnológicos (CALIXTO et al., 
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2016). No Brasil, três subprodutos agroindustriais merecem destaque e podem ser 

utilizados no crescimento de microalgas: a milhocina, o soro de queijo e a vinhaça. 

 

• Milhocina 

 

 A milhocina é um subproduto proveniente do beneficiamento do milho. O milho 

seco é macerado em uma solução de ácido sulfúrico a quente; as bactérias presentes 

na fração solúvel realizam uma fermentação lática suave, e é então submetida 

posteriormente a um processo de evaporação, onde a milhocina é concentrada 

(FILIPOVIC et al., 2002). Este subproduto é utilizado principalmente como alimento 

complementar na fabricação de ração para aves e ruminantes, na confecção de iscas 

atrativas para as moscas das frutas e fonte de nutrientes para o processo de 

fermentação industrial (AMARTEY ; LEUNG, 2000).  

 A composição da milhocina é variável e complexa e depende da origem da 

matéria-prima e de seu processamento, mas de uma maneira geral ela apresenta uma 

grande quantidade de aminoácidos, vitaminas e polipeptídios, que são excelentes 

fontes de nitrogênio (LIU et al., 2015). Chiani et al. (2010) relatou que a milhocina 

possui tipicamente 525g/kg de matéria seca, das quais 205/kg são equivalentes à 

proteína, 10g/kg de fibras, 88g/kg de cinzas, 130-220g/kg de carboidratos e uma 

pequena quantidade de ácido sulfuroso (<0,01g/kg).  

 Este subproduto já foi descrito na literatura para a produção microbiológica de 

enzimas celulolíticas, produção de ácido succínico, ácido lático e etanol 

(NASCIMENTO et al., 2009; LIU et al., 2010; SAXENA; TANNER, 2012). Nos últimos 

anos, a milhocina tem sido incluída como fonte de matéria orgânica para cultivo de 

microrganismos como fungos, bactérias e microalgas, visando as mais diversas 

aplicabilidades (VALDUGA et al., 2013; LIMA ; SAXENA; TANNER, 2012; SILVA et 

al., 2018).  

 

 

 

• Soro de queijo 
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 O soro de queijo é o líquido resultante da precipitação e remoção da caseína 

do leite no processo de fabricação do queijo (RIAÑO et al., 2016).  Este subproduto 

constitui um sério problema ambiental devido à sua alta carga orgânica, com uma 

Demanda Química de Oxigênio (DQO) = 60 - 80 g/L e Demanda Bioquímica de 

Oxigênio (DBO) = 30 – 50 g/L (ABREU et al., 2012), enquanto os valores limites para 

lançamento de efluentes são de 120 – 150 mg/L para DQO em determinados países 

(IBAMA, 2008) e 10mg/L para DBO (CONAMA, 2005). Seus principais constituintes 

são a lactose (4,5-5% p/v), proteínas solúveis (0,6-0,8% p/v), lipídios (0,4-0,5% p/v), 

sais minerais (8-10% do extrato seco), ácido lático e ácido cítrico (0,05% p/v), 

compostos não-proteicos nitrogenados (ureia e ácido úrico) e vitaminas do complexo 

B (SISO, 1996).  

 Aproximadamente 9L de soro de queijo são gerados a cada kilograma de queijo 

produzido (KOUSHKI et al., 2012). Segundo a Associação Brasileira de Indústrias de 

Queijo (ABIQ), em 2015, o Brasil produziu 1,105 milhão de toneladas de queijo, o que 

corresponde a uma produção de 9,945 milhões de toneladas de soro de queijo. Para 

minimizar a quantidade de soro a ser descartado anualmente, diferentes estratégias 

foram desenvolvidas e adotadas visando à produção de energia ou bens com altos 

benefícios. Essas ações transformam o soro de queijo em um subproduto de interesse 

e ao mesmo tempo geram efluentes de baixa carga de carbono para reduzir o impacto 

ambiental (PRAZERES et al., 2012). 

 A digestão anaeróbica do soro é um tipo de solução para este subproduto em 

fábricas de laticínios de pequeno e médio porte, no entanto os efluentes anaeróbicos 

ainda apresentam altas concentrações de nitrogênio e fósforo, que requerem um 

tratamento adicional (PRAZERES et al., 2012; WANG et al., 2010b). O cultivo de 

microrganismos com soro de queijo apresenta-se como uma alternativa para a 

redução das taxas de nutrientes, além da presença do dissacarídeo lactose, que faz 

deste resíduo uma interessante fonte de carbono para estes seres. Na literatura o soro 

já é utilizado para o cultivo de microalgas (RIAÑO et al., 2016; SALATI et al., 2017), 

bactérias (AMADO et al., 2016; COLOMBO et al., 2016) e leveduras (DAS et al., 2016; 

CAROTA et al., 2017), visando a produção de compostos de interesse.   

 

• Vinhaça 
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 A vinhaça é um subproduto proveniente da calda na destilação do licor de 

fermentação do álcool de cana-de-açúcar. Ela é produzida em muitos países como o 

principal subproduto da produção de álcool, e sua composição depende do tipo de 

matéria-prima utilizada, como a cana-de-açúcar na América do Sul, ou a beterraba na 

Europa (SILVA et al., 2007). O Brasil é o maior produtor de álcool proveniente de cana-

de-açúcar do mundo, com uma produção aproximada de 30 bilhões de litros em 

2015/2016 (EPE, 2016), e para cada litro de álcool gerado são produzidos 10-13 litros 

de vinhaça (EMBRAPA, 2016).   

 A vinhaça é tipicamente ácida (pH = 3,5 – 5), de cor marrom escura, com uma 

alta carga orgânica (DQO = 50 – 150 g/L) e alta carga de potássio (CHRISTOFOLETTI 

et al., 2013; SILVA et al., 2014). A carga orgânica da vinhaça provoca a proliferação 

de microrganismos que esgotam o oxigênio dissolvido na água, matam animais e 

plantas aquáticas e tornam os corpos de água contaminados mais difíceis de serem 

usados como fontes de água potável. Além disso, a descarga de vinhaça em 

ambientes aquáticos contribui para a disseminação de doenças endêmicas como a 

malária, amebíase e esquistossomose (LAIME et al., 2011), pela ausência de 

predadores e/ou vetores naturais (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).  

 Normalmente a vinhaça é utilizada para irrigação e fertilização de solos, devido 

à grande quantidade de nutrientes e matéria orgânica. No entanto, a presença de 

compostos fitotóxicos, antibacterianos e recalcitrantes como fenóis, polifenóis e 

metais pesados, causa efeitos indesejáveis sobre microrganismos e plantas em áreas 

de descarte (PANT; ADHOLEYA, 2007).  Consequentemente, a vinhaça representa 

um potencial poluente para os corpos de água e solo quando descarregada 

inadequadamente em rios e lagos sem tratamento prévio. 

 Uma variedade de tecnologias, muitas delas baseadas no possível uso da 

vinhaça como um subproduto com aplicações potenciais, estão sendo avaliadas a fim 

de mitigar o seu impacto ambiental. Colin et al. (2016) utilizou vinhaça para produzir 

bioemulsificante através da actinobactéria Streptomyces sp. A cianobactéria Spirulina 

maxima foi cultivada com vinhaça para obtenção de grande quantidade de biomassa 

e produção de proteínas (SANTOS et al., 2016). Nair e Taherzadeh (2016) cultivaram 

duas espécies de fungos filamentosos em vinhaça para avaliação da produção de 

etanol e biomassa rica em proteínas.  A utilização de vinhaça como matéria-prima 

para obtenção de produtos microbiológicos de interesse biotecnológico é uma prática 
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promissora que reduz os custos de produção e simultaneamente diminui o volume 

deste subproduto (APARICIO et al., 2017). 

  

2.1.2 Chlorella vulgaris como fonte de produtos bioativos 

 

 A composição química de C. vulgaris indica que esta microalga possui uma 

variedade de nutrientes essenciais como vitaminas, minerais, proteínas, carboidratos, 

fibras dietéticas e ácidos nucléicos (SEO-HYEON et al., 2011). Esta microalga possui 

cerca de 42-58% de proteínas em seu peso seco, e este valor varia de acordo com as 

condições de crescimento (SAFI et al., 2014). Análises fitoquímicas revelam a 

presença de compostos como flavonóides, taninos, compostos fenólicos, terpenos e 

saponinas (SYED et al., 2015). 

 Os compostos bioativos de C. vulgaris já foram utilizados para as mais diversas 

aplicações na área médica: atividade antimicrobiana contra Klebsiella sp., atividade 

antiulcerogênica contra úlceras pépticas, atividade antineoplásica em modelos de 

câncer de mama, redução de glicose e lipídios em ratos obesos e atividade inibidora 

da enzima conversora de angiotensina (SYED et al., 2015; VINAGRE, 2005; 

KUBATKA et al., 2015; NOGUCHI et al., 2013; LIN et al., 2018).  

 Esta microalga é uma rica fonte de antioxidantes, como luteína e caroteno, 

ácido ascórbico e tocoferol (RODRIGUEZ-GARCIA; GUIL-GUERRERO, 2008). 

Estudos utilizando C. vulgaris demonstram excelentes resultados para atividade 

antimicrobiana, atividade antineoplásica em modelos de câncer de mama, redução de 

glicose e lipídios em ratos obesos, atividade anti-hipertensiva, atividades de proteção 

contra tumores, dentre outros (SYED et al., 2015; KUBATKA et al., 2015; NOGUCHI 

et al., 2013; SHEIH et al., 2009; RAMOS et al., 2010). 

 Panahi et al. (2012) relataram que a suplementação da dieta de pacientes com 

doença hepática não-alcoólica com C. vulgaris, reduziu o nível de transaminases e 

triglicerídeos e aumentou a sensibilidade à insulina, mostrando-se ser um suplemento 

hepatoproteror. Outros estudos também associam os extratos de C. vulgaris à 

melhorias dos sintomas físicos e cognitivos da depressão, redução de impacto dos 

fatores de stress no eixo hipotalâmico e inibição de mediadores pró-inflamatórios 

(PANAHI et al., 2015; QUEIROZ et al., 2016; SIBI ; RABINA, 2016). Além disso, 

pesquisas apontam esta microalga como fonte de compostos que podem ser 
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utilizados no tratamento quimioterápico de leucemia (EBRAHIMINEZHAD, et al., 

2014). 

 

2.2 REPARO POR CICATRIZAÇÃO 

 

 As feridas se caracterizam por lesões de um tecido através de um trauma 

químico, físico, mecânico ou por afecções clínicas. Elas podem ser classificadas como 

agudas ou crônicas, considerando-se o tempo necessário para que haja reparação 

tecidual, sendo as agudas de tempo estabelecido e sem complicações, e as crônicas 

de tempo de reparo indefinido (BLANES, 2004). A cicatrização de feridas pode ocorrer 

por primeira intenção, quando se trata da morte de um número limitado de células do 

tecido epitelial e conjuntivo através de uma incisão cirúrgica; ou por segunda intenção, 

quando há perda excessiva de células e tecido (KUMAR et al., 2010). 

 Entende-se por cicatrização o processo pelo qual um tecido lesionado é 

substituído por tecido conjuntivo vascularizado, sendo a lesão de origem necrótica ou 

traumática. Este fenômeno complexo e ordenado envolve diferentes processos, tais 

como: indução de um processo inflamatório em resposta à lesão inicial, com remoção 

de tecido danificado ou morto; proliferação e migração de células teciduais 

parenquimatosas e conjuntivas; formação de novos vasos sanguíneos e tecido de 

granulação; síntese de proteínas da matriz extracelular (MEC) e deposição de 

colágeno; remodelação tecidual; contração da ferida e aquisição de resistência da 

ferida (PANOBIANCO et al., 2012; KUMAR et al., 2010). 

 Existem diversos fatores que influenciam no processo de reparação tecidual: o 

ambiente e a extensão do dano tecidual, a intensidade e duração do estímulo, as 

condições de inibição (p. ex. presença de corpos estranhos), ou se o paciente é 

acometido com alguma doença como diabetes e/ou tratamento com esteroides. A 

reparação consiste em uma perfeita cascata de eventos celulares e moleculares 

interligados que objetivam reconstruir o tecido lesionado. Este evento envolve 

fenômenos bioquímicos e fisiológicos de forma harmoniosa e organizada (KUMAR et 

al., 2010, MANDELBAUM et al., 2003). 

 Normalmente o processo de reparo por cicatrização é dividido em três fases: 

(1) fase inflamatória, (2) fase proliferativa e (3) fase de maturação (ou fase de 
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remodelação) (Figura 2). Na realidade estas fases se sobrepõem, porém esta divisão 

ajuda a compreender a sequência de eventos do processo (KUMAR et al., 2010).  

 

Figura 2: As fases de cura de feridas cutâneas: inflamação, proliferação e maturação. 

 

Fonte: Kumar et al. (2010). 

 

2.2.1 Fases do processo de cicatrização 

 

• Fase inflamatória  

 

 Inicialmente a lesão provoca agregação das plaquetas, formando um coágulo 

na superfície da ferida, levando à inflamação. Este coágulo é formado por hemácias, 

fibrina, fibronectina, e componentes do sistema complemento, e funciona como um 

arcabouço para as células em migração, as quais são atraídas por fatores de 

crescimento, citocinas e quimiocinas liberadas na área. Dentro de 24 horas após a 

lesão, os neutrófilos aparecem nas bordas da ferida e migram para o coágulo, usando 

o arcabouço produzido pela fibrina. Através de enzimas proteolíticas, esses neutrófilos 

removem restos necróticos e bactérias (KUMAR et al., 2010; WERNER; GROSE, 

2003).  

 Simultaneamente, a vasodilatação faz com que as vênulas liberem um líquido 

contendo substâncias vasoativas, fatores de crescimento, enzimas e proteínas 

adesivas, resultando em uma tumefação das células do endotélio celular. A presença 
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de eritema, edema, calor e dor são características da fase inflamatória. Ao mesmo 

tempo inicia-se a resposta celular representada pela ação dos neutrófilos e 

macrófagos (MARTIN; LEIBOVICH, 2005; PELED et al., 2000).  

 Além dos neutrófilos outras células inflamatórias como os leucócitos 

polimorfonucleares (PMN) e os macrófagos estão presentes nessa fase. Os PMN 

realizam a fagocitose de bactérias no local da lesão, durante um período de 

aproximadamente 3-5 dias. Os macrófagos permanecem no local da infecção por um 

período mais extenso, do 3º ao 10º dia, fagocitando bactérias, removendo corpos 

estranhos e direcionando o desenvolvimento do tecido de granulação (PETROVA, 

1992; BROUGHTON, 2006). 

 

• Fase proliferativa 

 

 Uma das principais características da fase proliferativa é a formação de um 

tecido granular, róseo, edemaciado e macio na superfície das feridas, o tecido de 

granulação, que indica o início do reparo tecidual. Este tecido apresenta novos e 

pequenos vasos sanguíneos e a proliferação dos fibroblastos. A epitelização, 

angiogênese e deposição de colágeno também são etapas decorrentes desta fase 

(KUMAR et al., 2010; LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994).  

 Após a lesão, as células mesenquimatosas indiferenciadas transformam-se em 

fibroblastos migratórios, substituindo a matriz extracelular por um tecido conjuntivo 

mais forte e mais elástico; a este processo dá-se o nome de fibroplasia, e para sua 

eficiência é indispensável a formação de novos vasos na região. A angiogênese é um 

processo fundamental que afeta reações fisiológicas, como a cura de feridas, sendo 

essencial porque permite a troca gasosa e a nutrição das células metabolicamente 

ativas. Embora exista uma diversidade de fatores que influenciam a angiogênese, o 

VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) é o mais importante nos tecidos 

adultos que sofrem neovascularização em uma lesão tecidual (JOHNSTON, 1981; 

SILVER, 1982).  

 Por volta do 2º-4º dia após a lesão os neutrófilos são substituídos pelos 

macrófagos, que removem resíduos extracelulares, fibrina e outros materiais 

estranhos do local de reparo e promovem angiogênese e deposição de MEC (matriz 

extracelular). A proliferação dessas células é influenciada por diversos fatores de 
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crescimento como TGF-β (fator transformador de crescimento- β), FGF (fator de 

crescimento de fibroblastos), as citocinas IL-1 (interleucina 1) e TNF (fator de necrose 

tumoral), dentre outros. Os macrófagos também influenciam na epitelização, 

estimulando a produção pelos fibroblastos de FGF-7 (fator de crescimento de 

queratinócito) e IL-6, que aumentam a migração e a proliferação de queratinócitos 

(KUMAR et al., 2010).  

 Em 24 a 48 horas grupos de células epiteliais deslocam-se da borda da ferida 

ao longo das margens depositando componentes da membrana basal. Elas se unem 

abaixo da crosta, na linha média, produzindo uma fina camada epitelial que inicia o 

fechamento da ferida. Alguns fatores de crescimento promovem o aumento das 

mitoses e hiperplasia do epitélio (CHRISTOPHER, 1972; GRINNELL, 1992; 

WERNER; GROSE, 2003). A epitelização ocorre de maneira mais eficaz em meio 

úmido, onde o movimento dos queratinócitos migrantes é determinado pelo conteúdo 

de água no leito da ferida. Feridas abertas e ressecadas levam mais tempo para serem 

ocluídas (BRUIN et al., 1990; WINTER, 1962). 

 Durante a segunda semana há uma redução do infiltrado leucocitário e do 

edema, além de uma redução da neovascularização. O aumento do acúmulo de 

colágeno na área da ferida e a regressão dos canais vasculares transformam o tecido 

de granulação em uma cicatriz avascular e pálida, constituída por fibroblastos 

fusiformes, colágeno denso, fragmentos de tecido elástico e outros componentes da 

MEC (KUMAR et al., 2010). 

 

• Fase de maturação (Remodelação) 

 

 No começo desta etapa, o TGF-β estimula os fibroblastos a produzirem 

colágeno tipo I e se transformarem em miofibroblastos, promovendo a contração da 

ferida. O colágeno mais abundante produzido inicialmente é o de tipo III, mais fino que 

o colágeno presente normalmente na pele, e de orientação paralela a esta. O colágeno 

tipo III vai sendo degradado com o decorrer do tempo, enquanto o tipo I é produzido 

em maior quantidade pelos fibroblastos. Concomitantemente ocorre uma 

reorganização das fibras colágenas, as quais se tornam entrelaçadas e organizadas 

(BROUGHTON et al., 2006; SINGER; CLARK, 1999). 
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 Esta reorganização da nova matriz é um processo importante para o sucesso 

da cicatrização. Células fibroblásticas e leucocitárias secretam colagenase, uma 

metaloproteinse de matriz, promovendo a lise da matriz antiga; as colagenases e seus 

inibidores são fundamentais no desbridamento de locais lesados e no remodelamento 

do tecido conjuntivo necessário para reparar a ferida. Com a evolução do processo, 

acentua-se a deposição de colágeno e a maioria das células desaparece, observando-

se a apoptose de fibroblastos e células endoteliais, formando o tecido cicatricial 

(BROUGHTON et al., 2006; BALBINO et al., 2005).  

 A última fase do processo de cicatrização é responsável pelo aumento da 

resistência do local danificado. As fibras colágenas tipo I são fundamentais para a 

formação do tecido conjuntivo nos locais de reparo e são essenciais para o 

desenvolvimento da força tênsil nas feridas em cicatrização. A resistência da ferida 

aumenta gradativamente durante as quatro semanas seguintes, e a recuperação da 

força tênsil é resultante de uma crescente síntese de colágeno, mais abundante que 

sua degradação, durante os primeiros dois meses e posteriormente de modificações 

estruturais das fibras colágenas, como ligação cruzada e aumento do tamanho destas, 

quando a síntese é finalmente cessada (KUMAR et al., 2010). 

 

2.3 PRODUTOS CICATRIZANTES OBTIDOS DE FONTES NATURAIS 

 

 O mercado global de fitoterápicos movimenta cerca de US$ 20 bilhões, do total 

de US$ 320 bilhões em vendas anuais de produtos farmacêuticos, e está em 

constante ascensão, devida à incessante busca por melhor qualidade de vida. De 

acordo com a Associação Brasileira das Empresas do Setor Fitoterápico, Suplemento 

Alimentar e de Promoção da Saúde (Abifisa), em 2015 o Brasil teve um aumento de 

8% no mercado de fitoterápicos, comparado com 6,1% em 2014, o que comprova o 

crescente consumo destes tipos de fármacos, incluindo os que possuem ação 

cicatrizante (GUIA DA FARMÁCIA, 2016).  

 Produtos oriundos de animais e plantas medicinais são utilizados mundialmente 

desde a antiguidade para o tratamento de diversas enfermidades humanas, como a 

cicatrização de feridas. Os registros mais antigos citam manuscritos egípcios, datados 

de 3000-2500 a.C., que descrevem o uso de curativos utilizando mel, graxa, fios de 

linho e diversos tipos de excrementos (ZIMMERMAN; VEITH, 1961). Durante a 
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Segunda Guerra Mundial (1939-1945), iniciou-se o uso de substâncias antissépticas 

e os agentes com ação antimicrobiana, utilizando-se procedimentos com a proteção 

das feridas com coberturas secas, através de curativos que consistiam basicamente 

de gaze seca, fixada com espessa camada de fitas adesivas (SINCLAIR; RYAN, 

1993). 

 Apenas na década de 1960, Winter realizou um estudo demonstrando que um 

ambiente úmido era capaz de promover uma taxa de epitelização 50% mais rápida do 

que o seco, além de minimizar a formação de crostas, promovendo assim um maior 

interesse no desenvolvimento de pesquisas, produção e comercialização desse tipo 

de recurso (WINTER, 1962). Posteriormente, diversas agências e órgãos começaram 

a coordenar os estudos que estabelecessem critérios para a avaliação adequada do 

tratamento de feridas, buscando reunir as melhores evidências sobre as tecnologias, 

os materiais e procedimentos (MANDELBAUM et al., 2003).  

 De acordo com a Organização Mundial de Saúde, feridas e doenças de saúde 

de pele são comuns entre a população de muitos países em desenvolvimento (OMS, 

2005; 2010). A administração e o tratamento de feridas crônicas, incluindo úlceras 

venosas de perna e úlceras de pressão, têm sido relatados a um custo de 2-3% dos 

orçamentos de saúde nos países desenvolvidos e afetam milhões de pessoas 

anualmente (FRYKBER ; BANKS, 2015; GUEST et al., 2015). Estes números estão 

crescendo rapidamente em todo o mundo devido ao aumento do envelhecimento da 

população e uma acentuada e crescente incidência de patologias associadas 

(BUDOVSKY et al., 2015). 

 As feridas representam um fator de risco significativo para hospitalização, 

amputação, sepse e até mesmo a morte, e do ponto de vista do paciente a maioria 

dos tratamentos utilizados é frequentemente desconfortável ou doloroso (GREGOR et 

al., 2008). Dor permanente, sofrimento, incapacidade, perda de autoestima, 

isolamento social, gastos, afastamento do trabalho, alterações psicossociais de seus 

portadores e grupo familiar, além de baixa qualidade de vida, especialmente na 

população de adultos mais velhos - uma vez que a cicatrização é um processo 

relacionado à idade - são alguns dos problemas enfrentados por pacientes que sofrem 

com feridas, principalmente as do tipo crônicas (ABREU et al., 2013; GOULD et al., 

2015). 
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 Muitos fatores podem influenciar a cicatrização de feridas como diabetes 

mellitus, traumatismos, insuficiência renal e hepática, tabagismo, dentre outros, assim 

a maioria das tentativas de tratamento são insatisfatórias (TAZIMA et al., 2008). Os 

agentes terapêuticos atuais, na sua maioria drogas sintéticas, possuem geralmente 

uma eficácia inadequada, e os efeitos colaterais são frequentemente associados; 

sendo assim, a busca por agentes naturais surge como uma estratégia de alternativa 

para o tratamento de feridas (BUDOVSKY et al., 2015).  

 Em particular, compostos naturais como alcaloides, óleos essenciais, 

flavonoides, taninos, terpenóides, saponinas, ácidos graxos e outros fenóis utilizados 

em vários estudos têm demonstrado o efeito de produtos naturais na cicatrização de 

feridas e os mecanismos moleculares envolvidos na ação farmacológica da 

cicatrização (BAHRAMSOLTANI et al., 2014). Para enfrentar diversos desafios que 

envolvem o processo de cicatrização, os compostos naturais interferem em diferentes 

vias de sinalização celular, a fim de reduzir ou induzir mecanismos celulares diferentes 

através da modulação de diversos fatores de crescimento. Esses compostos são 

capazes de regular expressões gênicas para alterar atividades celulares como 

migração celular, deposição de MEC e o sucesso final da regeneração tecidual 

(ZHANG et al., 2012).  

 Devido ao elevado potencial da utilização de produtos naturais para a 

promoção da cicatrização, há uma série de estudos em andamento com a finalidade 

de identificar e isolar materiais para a cura de feridas. Polímeros naturais ativos como 

polissacarídeos e diferentes tipos de proteínas já são utilizados em aplicações na 

engenharia de tecidos (KIM et al., 2011). Diante disso, e das necessidades do 

mercado farmacêutico, os agentes cicatrizantes de feridas originados de produtos 

naturais, usados na medicina tradicional, avançaram abundantemente nas pesquisas 

acadêmicas e são um interesse principal da indústria de medicamentos (BUDOVSKY 

et al., 2015; MAVER et al., 2015). 

 

 

 

2.4 ALGAS E MICROALGAS COM POTENCIAL USO NA PRODUÇÃO DE 

COMPOSTOS CICATRIZANTES 
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 Os organismos fotossintetizantes são seres autotróficos que convertem energia 

solar em energia química; dentro deste grande grupo estão incluídas as algas e 

microalgas. As algas apresentam um alto valor agregado: possuem carotenóides, 

proteínas, ácidos graxos essenciais, fibras dietéticas, vitaminas (C, D, E, K e do 

complexo B) e minerais (ROCHA et al., 2011). Além de potencial nutritivo, também 

são fonte de compostos bioativos, muitos deles candidatos a serem utilizados como 

fármacos (WIJESEKARA et al., 2010; NAMVAR et al., 2014). 

 As microalgas apresentam em sua composição esteróis, carotenóides, ácidos 

graxos poliinsaturados, compostos fenólicos e alcalóides (CARDOZO et al., 2007; 

PLAZA et al, 2009; GÜVEN et al., 2010). Existem inúmeras vantagens em se trabalhar 

com microalgas: são capazes de utilizar tanto carbono inorgânico como orgânico, 

podem ser produzidas de forma contínua, ocupam áreas pequenas de cultivo, podem 

ser manipuladas geneticamente visando à obtenção da composição nutricional 

desejada, não estão sujeitas às variações ambientais e apresentam tempo de geração 

curto quando comparados às células vegetais (BENEMANN, 1990).  

 Os estudos que utilizam compostos provenientes de algas e microalgas para 

cicatrização ainda são escassos na literatura, porém se apresentam como 

promissores candidatos a medicamentos cicatrizantes e/ou matéria-prima para 

confecção de curativos. Nascimento-Neto et al. (2012) avaliaram o potencial 

cicatrizante de uma lectina extraída da alga marinha vermelha Bryothamnion seaforthii 

e observaram propriedades pró-cicatrizantes em feridas agudas em camundongos. 

Polissacarídeos sulfatados extraídos das algas Padina tetrastromatica e Padina 

boergesenii demonstraram-se eficazes na formação de colágeno e regeneração da 

pele quando aplicados em feridas de ratos (KORDJAZI et al., 2013).  

 O alginato proveniente de diferentes espécies de algas marrons como 

Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera e Laminaria japonica é utilizado há várias 

décadas na forma de fibras para fabricação de curativos ou na forma de hidrogéis 

auxiliando o processo de cicatrização de feridas exsudativas (SMIDSRØD et al., 

1990). Pietramaggiori et al. (2008) relatou o uso de um polímero (poli-N-acetil-

glicosamina) extraído de uma microalga utilizado como curativo para feridas e 

queimaduras. Um curativo composto de quitosana e fucoidan, um polissacarídeo 

sulfatado, extraídos da macroalga Fucus vesiculosus apresentou uma excelente 

regeneração dérmica, reepitelização e rápido fechamento da ferida em queimaduras 
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superficiais de coelhos (SEZER et al., 2007). O extrato bruto da alga marinha 

Eucheuma cottonii apresentou uma rápida contração da ferida, epitelização e 

crescimento do pelo em ratos machos (FARD et al., 2011).  

 A microalga C. vulgaris já foi relatada na literatura sendo utilizada por tribos 

como agente anti-inflamatório para o tratamento de queimaduras (NAMSA et al., 

2009). Salman et al. (2007) observaram que a adição do extrato metanólico de C. 

vulgaris na alimentação de ratos desnutridos submetidos à anastomose colônica 

promoveu uma cicatrização pós-operatória mais rápida. Cães da raça beagle com 

dermatite crônica foram alimentados com o pó de C. pyrenoidosa e apresentaram 

melhoras na cicatrização das áreas afetadas (CHUBACHI et al., 2009). Chlorella sp. 

foi administrada por via oral e aplicação cutânea  para o tratamento de uma inflamação 

crônica na pele e para a cicatrização de feridas em camundongos, respectivamente; 

e apresentou melhoras significativas em ambas as análises (HIDALGO-LUCAS et al., 

2014).  

 Devido às promissoras propriedades bioativas dos compostos presentes em 

algas e microalgas, outros estudos ainda devem ser realizados para obter compostos 

que possam auxiliar no processo de cicatrização de feridas. A alta competição 

existente no ambiente aquático proporciona às algas e às microalgas mecanismos de 

defesa que resultam em uma variedade de compostos produzidos através de diversas 

vias metabólicas. Isto faz desses seres, organismos promissores como fonte de novos 

compostos biologicamente ativos, que podem ser utilizados na indústria farmacêutica 

(MARINHO-SORIANO et al., 2011). 
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3 RESULTADOS 

3.1 ARTIGO 1 - CULTIVO MIXOTRÓFICO DE CHLORELLA VULGARIS AUMENTOU 

A PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA E REDUZIU A TOXICIDADE DE 

SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS 
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3.2 PATENTE DE INVENÇÃO - FORMULAÇÃO TÓPICA EM GEL COM ATIVIDADE 
CICATRIZANTE CONTENDO EXTRATO DE MICROALGA  
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3.3 ARTIGO 2 - HIDROGEL À BASE DE EXTRATOS DE CHLORELLA VULGARIS: 

UMA NOVA FORMULAÇÃO TÓPICA PARA O TRATAMENTO DE FERIDAS 
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Resumo 

Chlorella vulgaris é um microrganismo fotossintetizante que possui uma variedade de 

compostos bioativos já descritos na literatura como taninos, terpenos e saponinas, 

além de nutrientes como proteínas e ácidos graxos. Esta microalga vem sendo 

utilizada em diferentes campos ao longo dos anos, se monstrando atraente para a 

indústria farmacêutica e cosmética. O presente estudo teve como objetivo avaliar a 

atividade cicatrizante de um hidrogel contendo extratos de Chlorella vulgaris cultivada 

sob condições autotrófica e mixotrófica em camundongos. Formulações de hidrogel 

contendo extratos das biomassas de C. vulgaris obtidas de cultivo autotrófico (EA) e 

mixotrófico (EM) foram preparadas nas concentrações de 10% e 25% e aplicadas por 

12 dias em feridas em camundongos. Análises macroscópicas e histomorfométricas 

foram realizadas para avaliar a contração da ferida e investigar a regeneração 

tecidual. Quanto à caracterização dos extratos, foram avaliadas a concentração 

proteica, o perfil fitoquímico, a atividade hemaglutinante, a atividade antioxidante e a 

atividade antibacteriana. O ensaio in vivo de cicatrização sugeriu que os animais 

tratados com hidrogel contendo 25% de EM apresentaram maior presença de 

deposição de colágeno, diminuição de fibroblastos e células inflamatórias, grande 

quantidade de anexos cutâneos e evidência de lâmina basal quando comparados aos 

demais grupos. Os resultados mostraram que o EM possui 1,174 mg/mL de proteínas 

totais e atividade hemaglutinante ≥ a 248 contra eritrócitos de coelho e ≥ a 224 contra 

sangue humano tipo B. Além disso, o EM apresentou os maiores valores de atividade 

antioxidante (54,64%) e atividade antibacteriana contra cepas de Klebsiella 

pneumoniae, Enterococcus faecalis e Escherichia coli. Este primeiro relato de uma 

formulação de hidrogel contendo extratos de C. vulgaris para a cicatrização de feridas 

demonstrou que o extrato da microalga cultivada em condições mixotróficas 

acelerarou a cicatrização de feridas em camundongos. As propriedades pró-

cicatrizantes e antiinflamatórias deste extrato podem ser uma potencial alternativa 

para o tratamento de feridas agudas e crônicas. 

Palavras-chave: Cicatrização; cultivo mixotrófico; feridas; microalga; regeneração 

tissular.   
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1 Introdução 

 A cicatrização de feridas é um processo biológico complexo e dinâmico que 

envolve células, mediadores, fatores de crescimento e citocinas, com o objetivo de 

restabelecer rapidamente a integridade da pele (BARRIENTOS et al., 2014). As 

feridas estão entre os principais problemas clínicos em todo o mundo, devido à 

morbidade associada a longos períodos necessários para o reparo e regeneração do 

tecido lesionado, sangramento, risco de sepse, quelóides e formação de cicatrizes 

(SIVARANJANI; PHILOMINATHAN, 2016). Geralmente, o tratamento de feridas 

sempre teve como objetivo reduzir o risco causado pela ferida em si, minimizando 

possíveis complicações ambientais e aumentando a regeneração e o 

restabelecimento do tecido cutâneo lesionado (CHANDIKA et al., 2015). 

 Do passado ao presente várias matérias-primas de origem natural têm sido 

utilizadas experimentalmente como medicina tradicional para tratar doenças da pele 

e feridas, com o objetivo de melhorar a cicatrização e reduzir os custos (BISWAS et 

al., 2017). Os microrganismos fotossintéticos demonstram ser produtos atrativos para 

a indústria farmacêutica e cosmética, e alguns autores já relataram aplicações para 

atividade de cicatrização de feridas (BARI et al., 2017). A Chlorella vulgaris, aprovada 

pela Food and Drug Administration (FDA) como GRAS (Generally Recognized as Safe 

– “Geralmente Reconhecida como Seguro”), é uma das microalgas mais interessantes 

e abundantes, com uma produção industrial anual de 4.000 toneladas (MASOJÌDEK; 

PRÀŠIL, 2010). Ao longo dos anos, diferentes estudos foram realizados com esta 

microalga para aperfeiçoar a extração e purificação de compostos bioativos, 

potencialmente úteis para diferentes aplicações medicinais (CUELLAR-BERMUDEZ 

et al., 2015). 

 A Chlorella vulgaris é rica em produtos naturais como proteínas, ácidos graxos, 

vitaminas, carboidratos, fibras alimentares e ácidos nucléicos, além de metabólitos 

secundários (SEO-HYEON et al., 2012). Seus compostos bioativos têm sido utilizados 

para as mais diversas aplicações farmacêuticas: atividade antimicrobiana (SYED et 

al., 2015), atividade antineoplásica em modelos de câncer de mama (KUBATKA et al., 

2015), redução de glicose e lipídios em ratos obesos (NOGUCHI et al. ., 2013), 

atividade anti-hipertensiva (SHEIH et al., 2009), atividades antitumorais (RAMOS et 

al., 2010), dentre outras. No entanto, estudos que utilizem Chlorella. sp. para 

cicatrização de feridas ainda são escassos na literatura, porém essas microalgas são 
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candidatas promissoras para medicamentos cicatrizantes, matéria-prima para 

curativos e formulações tópicas (HIDALGO-LUCAS et al., 2014). 

 Hidrogéis são redes tridimensionais sólidas hidratadas de polímeros naturais 

ou sintéticos, que são altamente biocompatíveis e biodegradáveis, podendo ser 

adaptados para mimetizar propriedades físico-químicas de tecidos humanos e 

utilizados para aplicações eficazes de liberação controlada de medicamentos em 

cicatrização de feridas (ANNABI et al., 2017). Em particular, estudos prévios 

demonstraram a incorporação de compostos cicatrizantes em curativos baseados em 

hidrogel através da integração de diferentes tipos de agentes, incluindo extratos 

vegetais (KIM; LEE, 2017) e agentes antimicrobianos (ANNABI et al., 2017). 

Formulações em hidrogel à base de extratos de Chlorella vulgaris para uso em 

atividade cicatrizante não foram relatadas até o momento. 

 Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade 

cicatrizante de hidrogéis contendo extratos de Chlorella vulgaris cultivada sob 

condições autotróficas e mixotróficas em modelo de ferida cutânea em camundongos. 

 

2 Materiais e Métodos 

 

2.1 Microalga e condições de cultivo 

 Chlorella vulgaris (UTEX 1803) foi obtida da Coleção de Culturas de Algas da 

Universidade do Texas (Austin, TX). A microalga foi cultivada em condições 

autotrófica - utilizando o meio de cultura padrão Bold's Basal Medium (BBM) 

(BISCHOFF; BOLD, 1963) -, e mixotrófica contendo BBM suplementado com 1% de 

milhocina (CornProducts Brasil, Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco, Brasil) 

(SILVA et al., 2018). Quando a fase estacionária de crescimento foi atingida as células 

foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10 min (Hermle Labortechnik Centrifugue 326 

HK, Wehingen, Alemanha) e liofilizadas (SP Scientific BenchTop Pro, Warminster, 

EUA) para posterior análise. 

 

2.2 Preparação dos extratos 

 A biomassa seca foi extraída (50 mg/mL) em tampão TBS (Tris-salina-HCl, pH 

7,5) a 4°C (CHU et al., 2006) por sonicação (sonicador Bandelin electronic, Berlin, 

Alemanha) ustilizando dez pulsos de 1 minuto com um intervalo de 1 minuto entre 
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cada pulso. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 7.000 rpm (Hermle Labortechnik 

Centrifugue 326 HK, Wehingen, Alemanha), por 10 min, 4 C. O sobrenadante foi 

recolhido e utilizado como extrato bruto para ambas as culturas, autotrófica e 

mixotrófica. O extrato obtido da biomassa de C. vulgaris cultivada sob condição 

autotrófica foi denominado EA, e o extrato obtido da biomassa de C. vulgaris cultivada 

sob condição mixotrófica foi denominado EM. 

 

2.3 Formulação tópica 

 A formulação em hidrogel foi composta por extratos da biomassa de C. vulgaris 

cultivadas em condições autotróficas e mixotróficas nas concentrações de 10% e 25%, 

utilizando o hidrogel de Carbopol® como veículo. Apenas o veículo, sem nenhum 

extrato, foi utilizado como controle negativo, e como controle positivo foi administrada 

uma pomada antibacteriana comercial utilizada em feridas e profilaxia de queimaduras 

(Neocetheo®). 

 

2.4 Modelo experimental 

 Foram utilizados 54 camundongos albinos suíços (Mus musculus) do sexo 

feminino, com 6-7 semanas de idade e peso de 35,0 ± 5,0 g. Os animais foram 

fornecidos pelo biotério do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami, da 

Universidade Federal de Pernambuco. Durante os procedimentos experimentais, os 

animais foram mantidos em gaiolas individuais em ambiente controlado, ciclo 

claro/escuro de 12 horas e temperatura constante (20 ± 2ºC), com água e ração ad 

libitum. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Pesquisa Animal da Universidade 

Federal de Pernambuco, Brasil (número 23076.017009 / 2012-13). 

 

2.5 Atividade cicatrizante 

2.5.1 Modelo de ferida cutânea 

 Os camundongos foram inicialmente anestesiados por via intramuscular com 

xilazina (10 mg/kg) e cetamina (115 mg/kg) (HALL; CLARKE, 1991), seguidos de 

tricotomia manual e antissepsia com álcool iodado a 0,1% na linha média dorsal da 

região cervical. Depois de marcar a pele com um molde estéril (1,00 cm2), foram 

criadas feridas cutâneas assépticas circulares com uma tesoura de íris reta e um 

fórceps Adson. 
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 Os animais foram distribuídos aleatoriamente em seis grupos (n = 9) de acordo 

com o tratamento administrado: Carbopol® + 10% de extrato autotrófico (EA-10), 

Carbopol® + 10% de extrato mixotrófico (EM-10), Carbopol® + 25% extrato autotrófico 

(EA-25), Carbopol® + 25% de extrato mixotrófico (EM-25), apenas Carbopol® (CC) e 

o controle positivo (CP). As feridas foram tratadas topicamente durante 12 dias 

consecutivos com uma dose única por dia contendo ± 100 mg da respectiva 

formulação. 

 

2.5.2 Análises macroscópicas das feridas 

 As feridas foram medidas diariamente utilizando um paquímetro digital durante 

12 dias para avaliar o potencial cicatrizante de cada tratamento. Para avaliar o 

potencial de contração das feridas tratadas com as diferentes formulações foi utilizada 

a equação abaixo Eq. (1) (PRATA et al., 1988): 

A = π x R x r                                                                                                               (1) 

Onde “A” representa a área (mm²), “R” o raio maior e “r” o raio menor. 

 A porcentagem de contracção da ferida em cada intervalo de tempo foi 

determinada pela euqação Eq. (2) (ZHANG et al., 2010): 

%W = (W0 – Wt) / W0 x 100%                                                                                     (2) 

Onde “W” representa a porcentagem de contração da ferida, “W0” é a área inicial da 

ferida e “Wt” é a área do dia da mensuração. 

 As avaliações foram feitas diariamente pelo mesmo examinador, com os 

animais sob contenção física. A presença de tecido de granulação, exsudato, fibrina, 

formação de crostas e reepitelização também foram observadas. 

 

2.5.3 Análises histopatológicas e morfométricas 

 No 3º, 7º e 12º dia pós-operatório os animais (3 por grupo) foram anestesiados 

e a área da ferida coletada para a análise histopatológica. Em seguida, os animais 

foram eutanasiados com uma dose intraperitoneal de tiopental sódico. As amostras 

de tecido foram fixadas em formaldeído a 10% (v/v) preparado em PBS (0,01 M, pH 

7,4) seguido de processamento histológico através de inclusão em parafina, cortes 

em micrótomo (4µm de espessura) e subsequente coloração em Hematoxilina-Eosina 

(H&E), Tricromo de Masson (TM) e ácido periódico de Schiff (PAS).  
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 A avaliação histológica foi realizada por meio de análise descritiva comparativa 

dos grupos experimentais em microscópio óptico binocular (modelo Leica, DM 500) 

com aumento de 100 e 400x, onde foram avaliadas as características celulares e 

teciduais da pele após lesão e posterior cicatrização. Cinco medidas/campo dos 

parâmetros em análise foram realizados para cada animal/grupo (aumento total 400x) 

para obter a média. As imagens foram submetidas à contagem de células 

inflamatórias, fibroblastos, número de vasos sanguíneos, densidade de colágeno, 

tecido adiposo e anexos cutâneos. 

 

2.6 Caracterização e atividades biológicas dos extratos de Chlorella vulgaris 

2.6.1 Concentração proteica 

 A concentração proteica das amostras foi determinada utilizando o kit de 

reagente de ensaio de proteínas BCA (Kit de Ensaio de Proteína BCA ™, Thermo 

SCIENTIFIC). Albumina de soro bovino foi utilizada como padrão. 

 

2.6.2 Perfil fitoquímico 

 A prospecção fitoquímica dos extratos foi avaliada por cromatografia em 

camada delgada, utilizando reveladores químicos específicos para cada classe de 

metabólitos secundários, segundo Wagner e Bladt (1996). 

 

2.6.3 Atividade antioxidante 

 A capacidade antioxidante foi calculada pela atividade sequestradora do radical 

livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (FUKUMOTO; MAZZA, 2000). Ácido ascórbico 

foi usado como controle positivo. A concentração de DPPH no meio foi calculada a 

partir de uma curva de calibração previamente determinada, para deduzir a 

porcentagem de DPPH restante (% DPPH). A porcentagem de inibição do DPPH foi 

calculada de acordo com a Eq. (3): 

%AA = (Absi – Abss / Absi) x 100                                                                              (3) 

Onde “Absi” é a absorbância inicial (solução etanólica + DPPH) e “Abss” é a 

absorbância da mistura (DPPH + cada amostra). 
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2.6.4 Atividade hemaglutinante 

 A determinação da atividade hemaglutinante (AH) dos extratos de C. vulgaris 

foi realizada em ensaio utilizando placas de microtitulação, descrito por Correia e 

Coelho (1995). Uma amostra de 50 μL de cada extrato preparado foi diluída duas 

vezes em série NaCl a 0,15 M, seguido da adição de 50 μL de eritrócitos de coelho ou 

eritrócitos humanos (sangue tipo A, tipo B e tipo O) tratados com 2,5% (v/v) de 

glutaraldeído. Após repouso por 45 min, a AH foi expressa como a maior diluição que 

exibiu hemaglutinação. A hemaglutinação foi observada macroscopicamente e 

considerada positiva no caso em que mais de 50% dos eritrócitos no poço foram 

aglutinados. A atividade de hemaglutinação foi expressa como um título, o recíproco 

da maior diluição de duas vezes exibindo hemaglutinação positiva. O ensaio foi 

realizado em triplicata para cada extrato testado. 

 

2.6.5 Atividade antibacteriana 

 Para avaliar uma redução de possíveis infecções bacterianas a atividade 

antibacteriana foi realizada utilizando-se cinco cepas freqüentemente encontradas na 

pele. Os ensaios antibacterianos dos extratos de microalgas foram realizados através 

da Concentração Inibitória Mínima (CIM) pelo teste de microdiluição em caldo descrito 

pelo CLSI (2017). As cepas bacterianas utilizadas foram: Staphylococcus aureus 

UFPEDA700, Klebisiella pneumoniae UFPEDA1019B, Pseudomonas aeruginosa 

UFPEDA64, Escherichia coli ATCC25922 e Enterococcus faecalis ATCC6057, todas 

cultivadas em caldo Müeller-Hinton. Os extratos foram previamente liofilizados e 

ressuspendidos em água destilada esterilizada na concentração de 100 mg/mL. Cada 

bactéria foi inoculada a 1 x 107 UFC/mL. A CIM foi determinada por diluições seriadas 

e as concentrações dos extratos testados foram de 100 a 0,195 mg/mL. Após 24h de 

incubação a 37ºC, as placas foram lidas a 595 nm para calcular a porcentagem de 

inibição do crescimento bacteriano. A CIM foi determinada como a menor 

concentração de cada extrato capaz de inibir o crescimento microbiano. 
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2.7 Análises estatísticas 

 

 Os resultados foram descritos como média ± DP (desvio padrão). As análises 

estatísticas foram realizadas pelo teste de Tukey, utilizando ANOVA One-way e as 

diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05. 

 

3 Resultados e Discussão 

 

3.1 Análise das feridas cutâneas 

 

 Para avaliar a influência dos tratamentos no fechamento das feridas foram 

realizadas medições diárias de todos os animais. Os resultados das análises 

macroscópicas ao longo do experimento mostraram que os grupos EA-25 e/ou EM-25 

obtiveram resultados superiores quando comparados aos grupos tratados com 10% 

dos respectivos extratos (EA-10 ou EM-10). Portanto, as etapas subsequentes foram 

realizadas apenas com os grupos usando 25% dos extratos. 

 No terceiro dia de pós-operatório os valores de contração das feridas obtidos 

foram: EA-25 = 16,58 ± 2,43%, EM-25 = 9,19 ± 2,50%, CP = 0,00 ± 0,00% e CC = 

15,41 ± 2,30%. No 7º dia houve um aumento significativo no percentual de contração 

da ferida no grupo EM-25 (86,92 ± 2,10%) com p < 0,05, quando comparado com os 

demais grupos (EA-25 = 60,01 ± 1,89%; CP = 63,40 ± 2,78; CC = 55,17 ± 2,38%). Ao 

final do estudo, no 12º dia de pós-operatório, os resultados alcançados foram: EA = 

84,76 ± 2,78%, EM = 90,06 ± 2,14%, CP = 82,42 ± 1,42% e CC = 85,23 ± 1,28% e 

nenhuma diferença estatística foi observada. 

 A partir do sétimo dia de tratamento observou-se uma diminuição significativa 

de fibrina nos grupos tratados com EA ou EM, utilizando 10% ou 25% de extrato bruto, 

em relação aos grupos controle. Uma redução na presença de exsudato foi observada 

no sétimo dia nos grupos tratados com AE e ME em comparação com o grupo 

Carbopol® ou o controle positivo, como pode ser observado na Figura 1. 
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Figura 1 - Fotografias representativas da contração das feridas em diferentes dias pós-operatório (3º, 

7º e 12º, respectivamente). CC: controle Carbopol®; CP: controle positivo (Neocetheo®); EA-25: 

Carbopol + 25% de extrato autotrófico; EM-25: Carbopol® + 25% de extracto mixotrófico. 

 

Fonte: O autor (2018). 

 

 Os hidrogéis evitam a perda de fluidos, mantêm a relação umidade/secagem 

ideal da região afetada, absorvem os exsudatos, promovem a proliferação dos 

fibroblastos, a migração dos queratinócitos e a reepitelização da ferida (XIAO et al., 

2016). Estas propriedades são excelentes para a cicatrização de feridas e facilitam a 

viabilidade celular, proliferação e diferenciação. Eles têm sido amplamente utilizados 

em produtos cosméticos e como base dermatológica, pois são fáceis de espalhar e  

não são gordurosos (CORRÊA et al., 2005). Extratos de bioprodutos incorporados em 

hidrogéis já são amplamente relatados na literatura e comprovam a eficácia desse tipo 

de formulação na melhoria do reparo tecidual (KIM et al., 2017; FOX et al., 2017). 

 A cicatrização de feridas é uma resposta natural do tecido lesionado, que 

resulta em contração e oclusão da área, bem como a restauração do epitélio como 

um revestimento funcional (LODHI; AK, 2011). O processo fisiológico da cicatrização 

de feridas envolve eventos como vasoconstrição, secreção de fatores de crescimento 

CC CP EA-25 EM-25 
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e citocinas, que atraem fibroblastos, células endoteliais, células responsáveis pela 

resposta imune e queratinócitos para reparar os vasos sanguíneos danificados. 

Células fagocíticas, como neutrófilos e macrófagos, liberam espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e proteases que impedem a contaminação bacteriana e limpam a 

ferida de detritos celulares (FRYKBERG; BANKS, 2015). Assim, um produto com 

finalidade cicatrizante deve conter compostos que favoreçam ou acelerem o processo 

natural, uma vez que todos esses fatores contribuem para uma regeneração tecidual 

mais rápida e eficiente. 

 

3.2 Análises histomorfométricas 

 Para avaliar o efeito dos tratamentos dos grupos CC, CP, EA-25 e EM-25 na 

reparação tecidual das feridas, as análises histopatológicas foram realizadas no 3º, 7º 

e 12º dia de pós-operatório. A análise morfométrica (células inflamatórias, fibroblastos, 

número de vasos sangüíneos, densidade de colágeno, tecido adiposo e anexos 

cutâneos) da região da derme foi realizada no 12º dia, e uma reepitelização 

significativa no grupo EM-25 foi observada quando comparada aos controles CC e CP 

(p < 0,05) (Fig. 2). 
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Figura 2 - Análise histopatológica das feridas tratadas com CC (Controle Carbopol®), CP (Controle 

Positivo - Neocetheo®), EA-25 (Carbopol® + 25% de Extrato Autotrófico) e EM-25 (Carbopol® + 25% 

de Extrato Mixotrófico) no 3º, 7º e 7º 12 dias de pós-operatório. As fotografias mostram o processo de 

cicatrização de feridas, com clara evidência de epitelização, queratinização e formação de área 

cicatricial em grupos tratados com extrato de microalgas, principalmente no grupo EM-25, com 

presença de folículo piloso (HF) no D12. Coloração com hematoxilina-eosina, ampliação de 100x e as 

barras de escala representam 100 µm. B: sangramento; C: crosta; E: epiderme; D: derme. 

 

Fonte: O autor (2018).  

 

 As análises histopatológicas e histomorfométricas demonstraram uma 

diminuição significativa no número de células fibroblásticas (Fig. 3 e 5A) no grupo EM-

25 (2,91 ± 1,80%), quando comparado com os controles CC (30,56 ± 3,90%) e CP 

(40,54 ± 5,89%). A densidade de colágeno também foi avaliada, e foi observado um 

maior aumento nos dois grupos tratados com extrato de microalgas (EA-25: 49,75 ± 

2,26% e EM-25: 57,13 ± 2,13%), o que não foi evidenciado nos controles CC e CP ( 

34,51 ± 1,90%, 32,52 ± 6,78%, respectivamente) (Fig. 3 e 5B). 

 

EA-25 EM-25 CP 
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Figura 3 - Análise histopatológica das feridas tratadas com CC (controle Carbopol®), CP (controlo 

positivo - Neocetheo®), EA-25 (Carbopol® + 25% de extracto autotrófico) e EM-25 (Carbopol® + 25% 

de extracto mixotrófico) no 3º, 7º e 12º dias de pós-operatório. As fotografias mostram clara evidência 

de epitelização, redução de células inflamatórias e fibroblastos e deposição de colágeno em grupos 

tratados com extrato de microalgas, principalmente no grupo EM-25, com presença de anexos cutâneos 

como folículo piloso (HF) e glândulas sebáceas (G) no D12. Coloração Tricromo de Masson, ampliação 

de 400x e as barras de escala representam 20 µm. B: sangramento; BV: vaso sanguíneo; C: colagénio; 

F: células de fibroblastos; IC: células inflamatórias. 

 
Fonte: O autor (2018). 

 

 O grupo tratado com EM-25 também apresentou uma redução significativa de 

células inflamatórias (3,10 ± 0,60%) quando comparado aos controles, demonstrando 

uma atividade antiinflamatória (Figuras 3 e 5C). No mesmo grupo foi observada maior 

presença de anexos cutâneos (30,27 ± 1,30%), como folículo piloso e glândulas 

sebáceas, o que não foi alcançado nos demais grupos (CC: 3,80 ± 0,89%; CP: 2,70 ± 

0,55%; EA-25: 4,80 ± 1,3%) (Figuras 3 e 5D), comprovando a capacidade de 

reepitelização tecidual. 

 A coloração de PAS foi realizada para observar estruturas ricas em 

carboidratos, como tecidos conectivos, muco, glicocálix e lâmina basal. As imagens 

EA-25 EM-25 CP 
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mostramram a formação de lâmina basal bem definida no grupo EM-25 (fig. 4), quando 

comparada aos demais grupos. Esse resultado corrobora a capacidade completa de 

reepitelização desse extrato em feridas cutâneas. 

 

Figura 4 – Análise histopatológica das feridas tratadas com CC (Controle Carbopol®), CP (Controle 

Positivo - Neocetheo®), EA-25 (Carbopol® + 25% de extrato autotrófico) e EM-25 (Carbopol® + 25% 

de extrato mixotrófico) no 12º dia pós-operatório. As fotografias mostram evidência de epitelização e 

presença de lâmina basal (seta) no grupo tratado com EM-25. Coloração de ácido periódico de Schiff, 

ampliação de 400x e as barras de escala representam 20 µm. E: epiderme; D: derme. 

 

Fonte: O autor (2018). 

 

 

 

 

 

 

 

CP 

EA-25 EM-25 



79 
 

 

  
Figura 5 – Análises morfométricas das feridas tratadas com CC (Controle Carbopol®), CP (Controle Positivo - Neocetheo®), EA-25 (Carbopol® + 

25% de extrato autotrófico) e EM-25 (Carbopol® + 25% de extrato mixotrófico) no 12º dia pós-operatório. Uma menor quantidade de fibroblastos (A) 

e células inflamatórias (C) é observada no grupo EM-25. Uma maior densidade de colágeno (B) e anexos da pele são apresentados no mesmo 

grupo. Os dados são descritos como média ± DP, p < 0,05. 

 

Fonte: O autor (2018). 
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 As formulações EA-25 e EM-25 mostraram resultados de análises 

macroscópicas significativamente maiores na oclusão da ferida quando comparados 

aos grupos EA-10 e EM-10. Por outro lado, a administração tópica de uma pomada 

contendo 10% do pó de Chlorella sorokiniana produzido pela indústria francesa 

Roquette Frères (Lestrem, França) foi realizada em um ensaio de cicatrização de 

feridas em camundongos, e apresentou uma eficiente cicatrização a partir do 6º dia 

de tratamento (HIGALGO-LUCAS et al., 2014). Em nosso estudo, extratos da 

biomassa de C. vulgaris foram utilizados, a fim de aumentar a disponibilidade de 

compostos ativos intracelulares, o que poderia consequentemente aumentar a 

capacidade de reepitelização do tecido em um menor período de tempo. 

 

3.3 Caracterização e atividades biológicas dos extratos de microalga 

 

3.3.1 Concentração proteica e atividade hemaglutinante 

 

 O conteúdo proteico foi de 1,011 ± 0,02 mg/mL em EA e 1,174 ± 0,01 mg/mL 

em EM. A atividade hemaglutinante dos extratos de microalga demonstrou que os 

extratos EA e EM apresentaram títulos de hemaglutinação similares de ≥ 248 para 

sangue de coelhos. Em relação ao sistema sanguíneo humano ABO, apenas o extrato 

mixotrófico apresentou atividade ≥ 224, exclusivamente para o tipo B. A atividade 

antioxidante foi de 33,63 ± 0,52% no EA e 54,64 ± 0,37% no EM. 

 A microalga Chlorella vulgaris sintetiza mais proteínas quando cultivada em 

ambientes ricos em nitrogênio; e quando o nitrogênio é limitado no meio de cultura, 

ela reduz sua síntese proteica. A milhicina é um subproduto que contém uma grande 

quantidade de nitrogênio em sua composição, induzindo a produção de proteínas na 

biomassa de microalgas (CHIANI et al., 2010). Melo et al. (2018) cultivaram C. vulgaris 

em diferentes subprodutos agroindustriais, e observaram uma maior produção de 

proteína na biomassa cultivada com o uso de milhocina, quando comparada ao cultivo 

autotrófico. Os mesmos resultados foram encontrados neste estudo, onde o extrato 

de C. vulgaris cultivada com milhocina apresentou uma quantidade significativamente 

maior de proteína quando comparada à condição autotrófica. 

 A atividade cicatrizante de feridas a partir de algas e microalgas ainda não é 

bem relatada na literatura. Nascimento-Neto et al. (2012) extraíram uma lectina da 

macroalga Bryothamnion seaforthii e a utilizaram em um ensaio de cicatrização. Foi 
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observada uma oclusão efetiva da ferida, maior densidade de colágeno, forte 

presença de anexos cutâneos e uma completa reestruturação epitelial no grupo 

tratado com a lectina, quando comparados aos demais. As lectinas são proteínas de 

origem não imune, capazes de reconhecimento específico e ligação reversível a 

compostos contendo carboidratos e de aglutinar células e glicoconjugados, sem 

induzir qualquer modificação química nos mesmos. A ligação lectina-carboidrato na 

superfície dos glóbulos vermelhos permite a interconexão e formação de uma rede 

dessas células, favorecendo a atividade hemaglutinante. Algumas algas vermelhas 

também apresentam lectinas com diversas propriedades biológicas, como antivirais, 

anticancerígenas, antimicrobianas, antiinflamatórias e antinociceptivas (SINGH; 

WALIA, 2017). Além disso, elas também se apresentam como uma alternativa 

promissora no tratamento de feridas cutâneas devido ao seu potencial cicatrizante 

(CAGLIARI et al., 2018). 

 Porto et al. (2016) purificou lectinas a partir da biomassa de C. vulgaris cultivada 

sob condições autotróficas, e obteve uma atividade hemaglutinante > 236 contra 

eritrócitos de coelho usando extrato bruto, e uma atividade de 185.130 AH/mg de 

lectina purificada. Os resultados obtidos a partir do extrato bruto foram semelhantes 

aos encontrados neste trabalho utilizando a mesma metodologia. Assim, pode-se 

considerar que os extratos de C. vulgaris avaliados neste estudo podem conter 

proteínas da classe das lectinas, as quais auxiliam no processo de cicatrização, como 

já relatado em outros estudos. 

 

3.3.2 Perfil fitoquímico e ensaio antioxidante 

 

 A prospecção fitoquímica qualitativa está descrita na Tabela 1. Em EA foram 

encontrados esteroides/triterpenos e taninos condensados. No EM, as principais 

classes de metabólitos secundários observadas foram esteroides/triterpenos, 

saponinas e açúcares. A atividade antioxidante foi de 33,63 ± 0,52% em EA e 54,64% 

± 0,37 em EM. 

 

 

 

Tabela 1 - Classes de metabólitos secundários encontrados nos extratos autotrófico e mixotrófico de 

Chlorella vulgaris através de cromatografia de camada delgada 
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Metabólitos secundários EA EM 

Alcalóides - - 

Cumarinas - - 

Esteroides/Triterpenos + + 

Flavonóides - - 

Taninos hidrolisáveis - - 

Taninos condensados + - 

Saponinas - + 

Açúcares - + 

EA = extrato obtido da biomassa de C. vulgaris cultivada em condição autotrófica  
EM = extrato obtido da biomassa de C. vulgaris cultivada em condição mixotrófica   
+ = presente na amostra 
- = ausente na amostra 
Fonte: O autor (2019). 

 . 

 Análises fitoquímicas dos extratos de Chlorella vulgaris revelaram a presença 

de compostos como flavonóides, taninos, compostos fenólicos, terpenos e saponinas 

(SYED et al., 2015). No presente estudo, os dados demonstram a presença de 

triterpenos, taninos condensados e saponinas em extratos de microalgas, o 

corroborando com os resultados anteriores. Esses metabólitos secundários já foram 

relatados na literatura para atividades antioxidantes, antiinflamatórias e 

antimicrobianas e favorecem o processo de cicatrização de feridas, devido ao seu 

efeito sobre os mediadores celulares envolvidos no processo, criando um 

microambiente que promove a reparação tecidual e favorece o processo de 

cicatrização e remodelação tecidual (ZARIN et al., 2016; SINGH et al., 2017). 

 O equilíbrio entre oxidantes e antioxidantes no local da ferida é decisivo no 

processo de regeneração tecidual. Os antioxidantes são capazes de eliminar a 

atividade dos radicais livres e inibir sua propagação de reação, favorecendo o 

processo de cura (PARWANI et al., 2013). As propriedades de eliminação de radicais 

livres dos compostos de C. vulgaris provavelmente protegeram o tecido das feridas 

dos danos oxidativos e reduziram o risco de inflamação, contribuindo para uma melhor 

cicatrização. 
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3.3.3 Atividade antibacteriana 

 

 O percentual de inibição do crescimento bacteriano foi calculada usando a CIM, 

e os resultados demonstraram que o EA foi capaz de inibir o crescimento de todas as 

cepas testadas na sua maior concentração (100 mg/mL). Em relação ao EM, este foi 

capaz de inibir o crescimento de K. pneumoniae na CIM de 0,781 mg/mL, E. faecalis 

em 50 mg/mL e E. coli na concentração de 100 mg/mL. 

 Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus 

faecalis e Pseudomonas aeruginosa são bactérias frequentemente encontradas 

causando infecções na pele (KOFTERIDIS et al., 2012; ALHARBI et al., 2018). No 

presente estudo, tanto o EA como o EM de C. vulgaris apresentaram excelentes 

resultados contra as cepas testadas. Esses resultados foram melhores que os 

encontrados por Syed et al. (2015), que analisaram o extrato etanólico de C. vulgaris 

cultivada em condições autotróficas, na concentração de 100 mg/mL, contra E. coli, 

Klebsiella sp., Bacillus sp. e Pseudomonas sp. e obtiveram atividade antimicrobiana 

apenas para Klebsiella sp.. Esses dados comprovam que os extratos utilizados no 

presente estudo reduzem a população bacteriana local, auxiliando no processo de 

remodelação do tecido lesado. Agentes antimicrobianos eficazes proporcionam uma 

cicatrização melhor e mais rápida em uma ou mais fases do processo, formando uma 

barreira contra populações microbianas (SUNTAR et al., 2013). 

 

4 Conclusão 

 

 Neste estudo um hidrogel contendo extratos de Chlorella vulgaris cultivada sob 

condição mixotrófica proporcionou uma cicatrização mais rápida de feridas em 

camundongos. Comparado com os grupos controle, o EM-25 promoveu maior 

deposição de colágeno e presença de anexos cutâneos, redução de fibroblastos e 

células inflamatórias, além de presença de lâmina basal. Além disso, o extrato do 

mesmo grupo apresentou elevada quantidade de proteínas, alta capacidade 

antioxidante, presença de fitoquímicos como esteroides, triterpenos e saponinas, 

excelente atividade hemaglutinante e atividade antimicrobiana frente a bactérias 

patogênicas encontradas na pele. As propriedades pró-cicatrizantes e 

antiinflamatórias deste hidrogel indicam a possibilidade de uma nova formulação 
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tópica potencial para o tratamento de vários distúrbios da pele, como a cicatrização 

de feridas agudas e crônicas. 
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4 CONCLUSÃO 

1) O cultivo mixotrófico de Chlorella vulgaris promoveu uma altas taxas de crescimento 

e produtividade celular, especialmente utilizando 1% de milhocina, obtendo um Xm de 

2,10 g/L e Pmax de 0,20 g/L/dia; 

2) A microalga removeu altas taxas de nutrientes, como N e P, e reduziu os níveis de 

DQO dos cultivos; 

3) A fitorremediação dos subprodutos agroindustriais com C. vulgaris reduziu 

totalmente o poder tóxico, citotóxico e genotóxico da milhocina, minimizou o potencial 

tóxico do soro de queijo e o genotóxico da vinhaça; 

4) Uma patente de invenção da formulação em hidrogel com atividade cicatrizante foi 

depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial; 

5) A formulação contendo 25% do extrato da biomassa cultivada em condição 

mixotrófica com milhocina (EM-25) apresentou alta capacidade de regeneração 

tissular a partir do 7º dia de tratamento; 

6) O grupo EM-25 obteve maior deposição de colágeno, redução de células 

fibroblásticas e inflamatórias e evidente presença de anexos da pele no 12º dia de 

tratamento; 

7) O extrato da biomassa cultivada em condição mixotrófica com milhocina foi 

caracterizado e apresentou uma concentração proteica de 1,174 mg/mL, atividade 

hemaglutinante de 248 frente a sangue de coelho,  atividade antioxidante de 54,64%, 

presença de esteroides, triterpenos e saponinas  e atividade antibacteriana contra 

cepas de K. pneumoniae, E. faecalis e E. coli. 
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