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RESUMO
O reaproveitamento de subprodutos utilizando microrganismos fotossintetizantes €
considerado uma alternativa promissora para a fitorremediag&o, pois além de reduzir o
impacto ambiental causado por esses efluentes extremamente poluentes, aumenta a
producdo de biomassa com alto valor agregado. A biomassa da microalga Chlorella
vulgaris é conhecida por possuir uma variedade de bioativos com diferentes atividades
biologicas como antimicrobianos, antineoplasicos, anti-hiperlipidémico e anti-
hipertensivos, e pode ser obtida através de cultivo autotréfico ou mixotrofico, utilizando
fontes organicas menos onerosas. O objetivo do presente estudo foi cultivar a microalga
C. vulgaris em condi¢des autotréfica e mixotréfica utilizando subprodutos agroindustriais,
avaliar a reducéao de nutrientes e toxicidade desses subprodutos, bem como utilizar o
extrato da biomassa proveniente do melhor cultivo para investigar uma possivel atividade
cicatrizante in vivo. O cultivo autotréfico utilizou o meio padrao Bold’s Basal Medium
(BBM) e os cultivos mixotroficos foram realizados suplementando o BBM com trés
subprodutos: 1% de milhocina, 10g/L de soro de queijo e 2% de vinhaga. Apos atingirem
a faixa estaciondria de crescimento, os cultivos foram centrifugados e o sobrenadante foi
submetido a analises de toxicidade e remocao de nutrientes; as biomassas das melhores
condicBes de crescimento foram utilizadas para elaboracdo de um gel e avaliacdo da
atividade cicatrizante. As formulacées em gel foram constituidas de 10% ou 25% do
extrato celular, adicionados ao veiculo hidrogel de Carbopol®, e aplicadas diariamente
durante 12 dias em feridas em camundongos. Andlises macroscépicas e
histomorfométricas dos animais foram realizadas ap0s eutanasia. Os extratos foram
caracterizados quanto a concentracdo proteica, o perfil fitoquimico, atividade
hemaglutinante, atividade antioxidante e atividade antibacteriana. O cultivo mixotréfico
utilizando 1% de milhocina apresentou maior crescimento celular. Em todos os cultivos,
C. vulgaris removeu 100% de nitrato e fésforos totais, e no cultivo utilizando soro de
gueijo removeu 73% da Demanda Quimica de Oxigénio. Os cultivos de C. vulgaris
também reduziram a toxicidade da milhocina e vinhaca. Uma maior oclusdo das feridas,
a partir do 7° dia do ensaio, foi observada utilizando o gel contendo 25% do extrato celular
obtido do cultivo mixotréfico com milhocina. Além disso, as avaliagBes histoldgicas e
histomorfométricas confirmaram uma maior deposicdo de colageno, redugcdo de
fibroblastos e células inflamatorias e uma significativa presenca de anexos da pele no
mesmo grupo. O extrato celular obtido da biomassa cultivada com milhocina obteve

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



atividade hemaglutinante = 24 para sangue de coelho. As melhores atividades
antimicrobianas foram frente a Klebisiella pneumoniae, Enterococcus faecalis e
Escherichia coli. Além disso, o perfil fitoquimico do extrato demonstrou a presenca de
esteroides, triterpenos, saponinas e agucares. 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 formulacdo de um gel com alta capacidade de

reepitelizacao tissular.

Palavras-chave: Cicatrizacdo. Cultivo mixotrofico. 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™* 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 mL1) 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 INTRODUCAO

A microalga verde Chlorella vulgaris € um microrganismo fotossintetizante que
possui uma biomassa rica em diversos nutrientes como proteinas, vitaminas, minerais,
fibras, carboidratos, acidos nucleicos e substancias antioxidantes (SEO-HYEON et al.,
2012). A condicdo de cultivo destes microrganismos influencia diretamente na
composicdo de sua biomassa, e podem ser caracterizados como autotroéficos,
heterotréficos e mixotroficos (SAFI et al., 2014). Os cultivos mixotréficos,
caracterizados pela adi¢cdo de fonte organica de carbono ao cultivo autotrofico, em
geral séo realizados com a finalidade de aumentar a producédo de biomassa, bem
como maximizar o valor agregado a esta (ZHAN et al, 2017).

O uso de subprodutos agroindustriais para o cultivo mixotréfico de microalgas
reduz os custos de produgéo, 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 biotecnolégico (RIANO et
al., 2016; SILVA et al., 2018). Na literatura estdo descritas diversas aplicacdes com a
biomassa deste género 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 redugdo do risco
causado pela prépria ferida, minimizando potenciais complicacdes ambientais e
aumentando a regeneracdo e o restabelecimento do tecido cutaneo lesionado
(CHANDIKA et al.,, 2015). O uso de materiais biologicamente ativos naturais e
sintéticos também evoluiu na cicatrizacdo de feridas ao longo dos anos, no entanto,
ainda ha um grande interesse na identificacdo de produtos cicatrizantes com efeitos
colaterais minimos, provenientes de compostos extraidos de fontes naturais como
plantas (OZ 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 cicatrizacdo de feridas € um processo bioldgico complexo que depende da
condicao da ferida, da saude do paciente e do suporte fisico-quimico dado através de
materiais externos. A identificacdo de moléculas ideais para o tratamento de feridas
ainda esta em crescente ascencao e, consequentemente, o uso de materiais naturais

biologicamente ativos com finalidade de regeneracao tecidual também evoluiu. Nos
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altimos anos a identificacdo continua de novos bioprodutos levou a exploracdo do
ambiente aquatico em busca de compostos ativos. Como resultado disso, em um curto
espaco de tempo, o ecossistema marinho e de agua doce foram identificados como
fontes ideais de biomateriais, pois contém uma diversidade ilimitada (CHANDIKA et
al., 2015).

Ainda ha muito que se pesquisar na area de desenvolvimento de medicamentos
e produtos cicatrizantes, ndo sé para aperfeicoar 0s recursos ja existentes, mas
também para tornd-los acessiveis ao maior nimero de pessoas, produzindo
tecnologias mais simples e baratas, igualmente eficientes e provenientes de diversos
tipos de matérias-primas. Diante dos beneficios associados a microalga C. vulgaris
com atividade biolégica, e da incessante busca por compostos naturais que possuam
capacidade de regeneracdo tecidual, se faz necessario investigar a atividade
cicatrizante in vivo desta microalga, a partir da biomassa cultivada em condic6es

mixotréficas, area ainda pouco estudada.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Investigar a reducao da toxicidade de subprodutos agroindustriais a partir do
cultivo da microalga Chlorella vulgaris e utilizar sua biomassa para avaliacdo de

atividade cicatrizante in vivo.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o crescimento de C. vulgaris em meio de cultivo padrao suplementado
com os subprodutos agroindustriais: milhocina, soro de queijo e vinhacga;

b) Estimar a composi¢cdo centesimal da biomassa cultivada nos diferentes
subprodutos;

c) Determinar a taxa de remocdo de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO),
nitrogénio e fosforo totais dos subprodutos antes e apds o crescimento da
microalga;

d) Avaliar a remoc¢éo da toxicidade desses subprodutos apds o crescimento da
microalga,

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

condicéo de crescimento;
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h)
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Elaborar formulaces tépicas em gel contendo diferentes concentracfes dos
extratos;

Avaliar a atividade cicatrizante in vivo das formulacdes topicas em modelo
experimental com camundongos;

Caracterizar 0s extratos quanto a concentracdo de proteinas e perfil
fitoquimico;

Determinar as atividades antimicrobiana, antioxidante e hemaglutinante dos

extratos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CHLORELLA VULGARIS: CULTIVO E APLICACOES BIOLOGICAS

A microalga verde Chlorella vulgaris (Figura 1) foi descoberta pelo pesquisador
holandés Martinus Willem Beijerinck em 1890 como a primeira microalga com nucleo
bem definido. E um microrganismo fotossintetizante, pertence ao filo Chlorophyta,
Classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales e familia Chlorellaceae (BEIJERINCK,
1890). Essa espécie habita a agua doce e apresenta forma de vida unicelular,
podendo acumular pigmentos de clorofila a e b, B-caroteno e xantofilas. Possui forma
esférica, com cerca de 2-10 um de diametro e sem flagelos (SONG et al., 2008). Sua
célula reprodutiva é imével (autdésporo), e sua reproducdo € exclusivamente
assexuada (YAMAMOTO et al., 2004).

A biomassa de C. vulgaris € produzida comercialmente em larga escala para
alimentacdo e fabricacdo de racdo desde 1960. Nos dias atuais, estima-se que a
producéo global de Chlorella seja de 6.600 toneladas de matéria seca por ano. O
preco 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 Japéo é um dos principais consumidores mundiais de Chlorella, devido a sua
biomassa rica em proteinas e de suas propriedades terapéuticas associadas (OTSUKI
et al., 2015; QI; KIM, 2017). Além de diversas aplicacfes biotecnoldgicas o cultivo de
C. vulgaris também é amplamente realizado objetivando a producdo de biodiesel
(PARICHEHREH et al., 2019; SAKARIKA; KORNAROS, 2019).
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Figura 1 - Chlorella vulgaris
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-

Fonte: Algae Base (2008)

2.1.1 Cultivo de Chlorella vulgaris

A partir do uso da fonte de carbono, podem-se distinguir trés tipos de
metabolismo: autotrofico, heterotréfico e mixotréfico. Em cultivos autotroficos todos os
elementos necessarios para o crescimento sdo através de compostos inorganicos,
envolvendo a utilizacdo da luz como Unica fonte de energia, a qual é convertida em
energia quimica pelo processo de fotossintese. Os cultivos heterotroficos sao
realizados sem necessidade de fonte luminosa, no entanto, sdo adicionados
substratos organicos no meio de cultura, que séo utilizados como fonte de energia
através de oxidacdo (BORGHETTI, 2009; HATA et al., 2000). J& o cultivo mixotréfico
equivale a juncdo do autotréfico com o heterotréfico, onde tanto os compostos
organicos, a presenca de luz e o CO2 sdo necessarios para o crescimento, operando
simultaneamente o metabolismo respiratorio e o fotossintético (GROBBELAAR, 2004).

Em alguns casos, o cultivo autotréfico apresenta uma produtividade celular
limitada, uma vez que utiliza apenas fonte de carbono inorgénico para o crescimento
celular, sendo necessario que haja uma conversao da energia luminosa em biomassa,
e para que isso ocorra de forma eficaz, a fonte de luz e a eficiéncia fotossintética
devem estar em equilibrio. 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 ha uma maior dificuldade na
obtencdo de novas biomoléculas. O cultivo mixotrofico surge entdo como uma
alternativa para otimizar a producao de biomassa, bem como potencializar o valor
agregado a esta (ZHAN et al., 2017).

A cultura mixotrofica combina as vantagens da autotrofica e heterotréfica. A
literatura relata diversos tipos de cultivos mixotroficos com C. vulgaris apresentando
produtividade celular superior aos cultivos autotréfico e heterotréfico e utilizando
diferentes fontes organicas: esgoto domeéstico esterilizado, lodo digerido, aguas
residuais, despejos industriais, residuos da suinocultura, residuos de laticinios e
residuos agroindustriais (PIPES; GOTAAS, 1960; WONG; LAY, 1980; RUSSO, 2011,
TRAVIESO et al., 2006; ESPINOSA-GONZALEZ et al., 2014; SILVA et al., 2018).

Em condi¢cdes de cultivo mixotrofico, as microalgas podem ndo sé crescer
heterotroficamente com carbono organico, aumentando a taxa de crescimento e
melhorando a biomassa e a acumulacdo de lipidios, mas também consumindo
carbono inorganico (COz2) e produzindo oxigénio através da fotossintese, tornando a
emissao de CO:2 mais baixa (ABE et al., 2002). Além disso, os pigmentos valiosos e
os carotenoides fotossintéticos podem ser preservados em condi¢cdes luminosas em
cultivo mixotréfico (ALKHAMIS; QIM, 2015). Essas e outras vantagens demonstram
gue o cultivo mixotrofico € 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 ultimas décadas o mundo tem enfrentado um aumento no consumo de
matérias-primas e na geracdo de subprodutos na agricultura e nas atividades
agroindustriais, devido aos avancos significativos do agronegdcio. Assim, uma
atencdo especial tem sido focada na minimizacdo desses efluentes e na sua
reutilizacdo. Os subprodutos agroindustriais s&o uma das maiores fontes de residuos
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 inorganicos (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 ceélula. Diversos organismos bioindicadores ja foram utilizados para comprovar
esses efeitos, como peixes, diplépodes, plantas e microalgas (CORREIA et al. 2017;
CHRISTOFOLETTI et al., 2016; PEDRO-ESCHER et al., 2014; NASIR et al., 2015).
O bioensaio que utiliza raizes de Allium cepa também é amplamente utilizado, uma
vez que é reconhecido como um excelente modelo para deteccdo de agentes
genotdxicos ambientais, além de ser validado pelo Programa das Na¢6es Unidas para
0 Meio Ambiente (PNUMA) desde 1999 (MA, 1999).

A capacidade poluidora dos subprodutos agroindustriais esta frequentemente
associada as suas altas taxas de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e/ou sua
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), indicadores da presenca de matéria
organica na agua. Esses parametros determinam o consumo ou a demanda de
oxigénio necessario para estabilizar a matéria organica contida em uma amostra de
agua (BRASIL, 2014). Além de elevadas DQO e DBO, esses residuos também liberam
nutrientes como compostos nitrogenados (amoénia, nitrito e nitrato) e fosforo -
responsaveis pelo processo de eutrofizagéo -, compostos organicos e metais pesados
(MELO et al., 2018).

A fitorremediacdo € uma tecnologia emergente que oferece uma técnica
ambientalmente segura e econdmica, que objetiva reduzir contaminantes de
efluentes, através de organismos fotossintetizantes (NASIR et al., 2015). Inicialmente
as plantas terrestres foram extremamente utilizadas no processo de fitorremediacao,
no entanto, com o passar dos anos, foram substituidas por microrganismos
fotossintetizantes, como as microalgas. Alguns estudos ja comprovam que as
microalgas sao alternativas promissoras para a fitorremediacdo de efluentes e
subprodutos agroindustiais (LANANAN et al., 2014; MELO et al., 2018).

As microalgas consomem o0s nutrientes utilizando fontes organicas e
inorganicas, provenientes dos subprodutos. Na auséncia de requisitos de substratos
quimicos adicionais, a fitorremediacdo também auxilia na reducdo dos custos
operacionais do tratamento desses efluentes. Esses aspectos sugerem que o cultivo
de microalgas em meios preparados a partir de diferentes tipos de residuos e
subprodutos podem minimizar os custos de producdo de biomassa de algas, com a

perspectiva de multiplos beneficios ecoldgicos e biotecnolégicos (CALIXTO et al.,
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2016). No Brasil, trés subprodutos agroindustriais merecem destaque e podem ser

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

. Milhocina

A milhocina é um subproduto proveniente do beneficiamento do milho. O milho
seco é macerado em uma solugdo de &cido sulfurico a quente; as bactérias presentes
na fracdo soluvel realizam uma fermentacdo latica suave, e é entdo submetida
posteriormente a um processo de evaporacdo, onde a milhocina é concentrada
(FILIPOVIC et al., 2002). Este subproduto € utilizado principalmente como alimento
complementar na fabricacdo de racdo para aves e ruminantes, na confeccao de iscas
atrativas para as moscas das frutas e fonte de nutrientes para o processo de
fermentacao industrial (AMARTEY ; LEUNG, 2000).

A composicdo da milhocina é variavel e complexa e depende da origem da
matéria-prima e de seu processamento, mas de uma maneira geral ela apresenta uma
grande quantidade de aminoacidos, vitaminas e polipeptidios, que sdo excelentes
fontes de nitrogénio (LIU et al., 2015). Chiani et al. (2010) relatou que a milhocina
possui tipicamente 525g/kg de matéria seca, das quais 205/kg sdo equivalentes a
proteina, 10g/kg de fibras, 88g/kg de cinzas, 130-220g/kg de carboidratos e uma
pequena quantidade de acido sulfuroso (<0,01g/kg).

Este subproduto ja foi descrito na literatura para a producdo microbiologica de
enzimas celuloliticas, producdo de acido succinico, &cido latico e etanol
(NASCIMENTO et al., 2009; LIU et al., 2010; SAXENA; TANNER, 2012). Nos ultimos
anos, a milhocina tem sido incluida como fonte de matéria organica 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).

o Soro de queijo
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O soro de queijo é o liquido resultante da precipitacdo e remocao da caseina
do leite no processo de fabricacdo do queijo (RIANO et al., 2016). Este subproduto
constitui um sério problema ambiental devido a sua alta carga organica, com uma
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) = 60 - 80 g/L e Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO) = 30 — 50 g/L (ABREU et al., 2012), enquanto os valores limites para
lancamento de efluentes sdo de 120 — 150 mg/L para DQO em determinados paises
(IBAMA, 2008) e 10mg/L para DBO (CONAMA, 2005). Seus principais constituintes
séo a lactose (4,5-5% p/v), proteinas solaveis (0,6-0,8% p/v), lipidios (0,4-0,5% p/v),
sais minerais (8-10% do extrato seco), acido latico e acido citrico (0,05% p/v),
compostos nao-proteicos nitrogenados (ureia e acido Urico) e vitaminas do complexo
B (SISO, 1996).

Aproximadamente 9L de soro de queijo sdo gerados a cada kilograma de queijo
produzido (KOUSHKI et al., 2012). Segundo a Associacdo Brasileira de Industrias de
Queijo (ABIQ), em 2015, o Brasil produziu 1,105 milh&o de toneladas de queijo, o que
corresponde a uma producao de 9,945 milhdes de toneladas de soro de queijo. Para
minimizar a quantidade de soro a ser descartado anualmente, diferentes estratégias
foram desenvolvidas e adotadas visando a producdo de energia ou bens com altos
beneficios. Essas a¢des 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 digestédo anaerdbica do soro € um tipo de solucdo para este subproduto em
fabricas de laticinios de pequeno e médio porte, no entanto os efluentes anaerdbicos
ainda apresentam altas concentracdes de nitrogénio e fésforo, 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
reducdo das taxas de nutrientes, além da presenca do dissacarideo lactose, que faz
deste residuo uma interessante fonte de carbono para estes seres. Na literatura o soro
ja é utilizado para o cultivo de microalgas (RIANO 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 producdo de compostos de interesse.

o Vinhacga
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A vinhaca € um subproduto proveniente da calda na destilacdo do licor de
fermentacao do alcool de cana-de-acucar. Ela é produzida em muitos paises como o
principal subproduto da producdo de alcool, e sua composi¢cdo depende do tipo de
matéria-prima utilizada, como a cana-de-agucar na América do Sul, ou a beterraba na
Europa (SILVA et al., 2007). O Brasil € o maior produtor de alcool proveniente de cana-
de-acucar do mundo, com uma producdo aproximada de 30 bilhdes de litros em
2015/2016 (EPE, 2016), e para cada litro de alcool gerado séo produzidos 10-13 litros
de vinhagca (EMBRAPA, 2016).

A vinhaca é tipicamente acida (pH = 3,5 — 5), de cor marrom escura, com uma
alta carga organica (DQO =50 — 150 g/L) e alta carga de potassio (CHRISTOFOLETTI
et al., 2013; SILVA et al., 2014). A carga organica da vinhacga provoca a proliferacao
de microrganismos que esgotam o oxigénio dissolvido na agua, matam animais e
plantas aquéticas e tornam os corpos de agua contaminados mais dificeis de serem
usados como fontes de agua potavel. Aléem disso, a descarga de vinhaca em
ambientes aquaticos contribui para a disseminacdo de doencas endémicas como a
malaria, amebiase e esquistossomose (LAIME et al.,, 2011), pela auséncia de
predadores e/ou vetores naturais (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

Normalmente a vinhaca € utilizada para irrigacao e fertilizacdo de solos, devido
a grande guantidade de nutrientes e matéria organica. No entanto, a presenca de
compostos fitotoxicos, antibacterianos e recalcitrantes como fendis, polifendis e
metais pesados, causa efeitos indesejaveis sobre microrganismos e plantas em areas
de descarte (PANT; ADHOLEYA, 2007). Consequentemente, a vinhaca representa
um potencial poluente para os corpos de agua e solo quando descarregada
inadequadamente em rios e lagos sem tratamento prévio.

Uma variedade de tecnologias, muitas delas baseadas no possivel uso da
vinhaca como um subproduto com aplicacdes potenciais, estdo sendo avaliadas a fim
de mitigar o seu impacto ambiental. Colin et al. (2016) utilizou vinhaca para produzir
bioemulsificante através da actinobactéria Streptomyces sp. A cianobactéria Spirulina
maxima foi cultivada com vinhaca para obtencéo de grande quantidade de biomassa
e producéo de proteinas (SANTOS et al., 2016). Nair e Taherzadeh (2016) cultivaram
duas espécies de fungos filamentosos em vinhaga para avaliacdo da producdo de
etanol e biomassa rica em proteinas. A utilizagdo de vinhaga como matéria-prima

para obtencéo de produtos microbiolégicos de interesse biotecnologico € uma pratica
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promissora que reduz os custos de producdo e simultaneamente diminui o volume
deste subproduto (APARICIO et al., 2017).

2.1.2 Chlorella vulgaris como fonte de produtos bioativos

A composicdo quimica de C. vulgaris indica que esta microalga possui uma
variedade de nutrientes essenciais como vitaminas, minerais, proteinas, carboidratos,
fibras dietéticas e acidos nucléicos (SEO-HYEON et al., 2011). Esta microalga possui
cerca de 42-58% de proteinas em seu peso seco, e este valor varia de acordo com as
condicbes de crescimento (SAFI et al., 2014). Andlises fitoquimicas revelam a
presenca de compostos como flavonoides, taninos, compostos fendlicos, terpenos e
saponinas (SYED et al., 2015).

Os compostos bioativos de C. vulgaris ja foram utilizados para as mais diversas
aplicacdes na area médica: atividade antimicrobiana contra Klebsiella sp., atividade
antiulcerogénica contra Ulceras pépticas, atividade antineoplasica em modelos de
cancer de mama, reducédo de glicose e lipidios 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 € uma rica fonte de antioxidantes, como luteina e caroteno,
acido ascorbico e tocoferol (RODRIGUEZ-GARCIA; GUIL-GUERRERO, 2008).
Estudos utilizando C. vulgaris demonstram excelentes resultados para atividade
antimicrobiana, atividade antineoplasica em modelos de cancer de mama, reducéo de
glicose e lipidios em ratos obesos, atividade anti-hipertensiva, atividades de protecéo
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 suplementacédo da dieta de pacientes com
doenca hepatica ndo-alcodlica com C. vulgaris, reduziu o nivel de transaminases e
triglicerideos e aumentou a sensibilidade a insulina, mostrando-se ser um suplemento
hepatoproteror. Outros estudos também associam os extratos de C. vulgaris a
melhorias dos sintomas fisicos e cognitivos da depressao, reducdo de impacto dos
fatores de stress no eixo hipotalamico e inibicdo de mediadores pro-inflamatorios
(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 quimioterapico de leucemia (EBRAHIMINEZHAD, et al.,
2014).

2.2 REPARO POR CICATRIZACAO

As feridas se caracterizam por lesbes de um tecido através de um trauma
quimico, fisico, mecéanico ou por afeccdes clinicas. Elas podem ser classificadas como
agudas ou cronicas, considerando-se o0 tempo necessario para que haja reparacao
tecidual, sendo as agudas de tempo estabelecido e sem complicacfes, e as cronicas
de tempo de reparo indefinido (BLANES, 2004). A cicatrizacdo de feridas pode ocorrer
por primeira inten¢do, quando se trata da morte de um nimero limitado de células do
tecido epitelial e conjuntivo através de uma incisdo cirdrgica; ou por segunda intencéo,
guando héa perda excessiva de células e tecido (KUMAR et al., 2010).

Entende-se por cicatrizacdo o processo pelo qual um tecido lesionado é
substituido por tecido conjuntivo vascularizado, sendo a lesdo de origem necrética ou
trauméatica. Este fenbmeno complexo e ordenado envolve diferentes processos, tais
como: inducéo de um processo inflamatério em resposta a lesao inicial, com remocao
de tecido danificado ou morto; proliferacdo e migracdo de células teciduais
parenquimatosas e conjuntivas; formacdo de novos vasos sanguineos e tecido de
granulacdo; sintese de proteinas da matriz extracelular (MEC) e deposicdo de
colageno; remodelacao tecidual; contracdo da ferida e aquisicdo de resisténcia da
ferida (PANOBIANCO et al., 2012; KUMAR et al., 2010).

Existem diversos fatores que influenciam no processo de reparacéo tecidual: o
ambiente e a extensdo do dano tecidual, a intensidade e durag¢do do estimulo, as
condicdes de inibicdo (p. ex. presenca de corpos estranhos), ou se o0 paciente é
acometido com alguma doenca como diabetes e/ou tratamento com esteroides. A
reparacao consiste em uma perfeita cascata de eventos celulares e moleculares
interligados que objetivam reconstruir o tecido lesionado. Este evento envolve
fendbmenos bioquimicos e fisiologicos de forma harmoniosa e organizada (KUMAR et
al., 2010, MANDELBAUM et al., 2003).

Normalmente o processo de reparo por cicatrizagdo € dividido em trés fases:

(1) fase inflamatéria, (2) fase proliferativa e (3) fase de maturacdo (ou fase de
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remodelacéo) (Figura 2). Na realidade estas fases se sobrepdem, porém esta divisao

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

Figura 2: As fases de cura de feridas cuténeas: inflamacéo, proliferacdo e maturacao.
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Fonte: Kumar et al. (2010).

2.2.1 Fases do processo de cicatrizacao

. Fase inflamatoéria

Inicialmente a lesdo provoca agregacao das plaquetas, formando um coagulo
na superficie da ferida, levando a inflamacao. Este coagulo é formado por heméacias,
fibrina, fibronectina, e componentes do sistema complemento, e funciona como um
arcabouco para as células em migracdo, as quais sdo atraidas por fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas liberadas na area. Dentro de 24 horas ap6és a
leséo, os neutroéfilos aparecem nas bordas da ferida e migram para o coagulo, usando
o arcabouco produzido pela fibrina. Através de enzimas proteoliticas, esses neutroéfilos
removem restos necroticos e bactérias (KUMAR et al., 2010; WERNER; GROSE,
2003).

Simultaneamente, a vasodilatacédo faz com que as vénulas liberem um liquido
contendo substancias vasoativas, fatores de crescimento, enzimas e proteinas

adesivas, resultando em uma tumefacéo das células do endotélio celular. A presenca
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de eritema, edema, calor e dor séo caracteristicas da fase inflamatéria. Ao mesmo
tempo inicia-se a resposta celular representada pela acdo dos neutrdfilos e
macrofagos (MARTIN; LEIBOVICH, 2005; PELED et al., 2000).

Além dos neutrdfilos outras células inflamatérias como o0s leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) e os macréfagos estdo presentes nessa fase. Os PMN
realizam a fagocitose de bactérias no local da lesdo, durante um periodo de
aproximadamente 3-5 dias. Os macréfagos permanecem no local da infec¢do por um
periodo mais extenso, do 3° ao 10° dia, fagocitando bactérias, removendo corpos
estranhos e direcionando o desenvolvimento do tecido de granulacdo (PETROVA,
1992; BROUGHTON, 2006).

o Fase proliferativa

Uma das principais caracteristicas da fase proliferativa € a formagdo de um
tecido granular, roseo, edemaciado e macio na superficie das feridas, o tecido de
granulacdo, que indica o inicio do reparo tecidual. Este tecido apresenta novos e
pequenos vasos sanguineos e a proliferacdo dos fibroblastos. A epitelizacéo,
angiogénese e deposicdo de colageno também sdo etapas decorrentes desta fase
(KUMAR et al., 2010; LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994).

Apos a leséo, as células mesenquimatosas indiferenciadas transformam-se em
fibroblastos migratorios, substituindo a matriz extracelular por um tecido conjuntivo
mais forte e mais elastico; a este processo da-se o nome de fibroplasia, e para sua
eficiéncia é indispensavel a formacéo de novos vasos na regido. A angiogénese € um
processo fundamental que afeta reagdes fisiolégicas, como a cura de feridas, sendo
essencial porque permite a troca gasosa e a nutricdo das células metabolicamente
ativas. Embora exista uma diversidade de fatores que influenciam a angiogénese, o
VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) € o mais importante nos tecidos
adultos que sofrem neovascularizagdo em uma lesao tecidual (JOHNSTON, 1981,
SILVER, 1982).

Por volta do 2°-4° dia apdés a lesdo os neutrofilos sdo substituidos pelos
macréfagos, que removem residuos extracelulares, fibrina e outros materiais
estranhos do local de reparo e promovem angiogénese e deposi¢cdo de MEC (matriz

extracelular). A proliferacdo dessas células é influenciada por diversos fatores de
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crescimento como TGF-B (fator transformador de crescimento- B), FGF (fator de
crescimento de fibroblastos), as citocinas IL-1 (interleucina 1) e TNF (fator de necrose
tumoral), dentre outros. Os macrofagos também influenciam na epitelizacao,
estimulando a producédo pelos fibroblastos de FGF-7 (fator de crescimento de
queratindcito) e IL-6, que aumentam a migracdo e a proliferacdo de queratindcitos
(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 epitelizagdo ocorre de maneira mais eficaz em meio
umido, onde o movimento dos queratinécitos migrantes é determinado pelo contetdo
de agua no leito da ferida. Feridas abertas e ressecadas levam mais tempo para serem
ocluidas (BRUIN et al., 1990; WINTER, 1962).

Durante a segunda semana ha uma reducdo do infiltrado leucocitario e do
edema, além de uma reducdo da neovascularizacdo. O aumento do acumulo de
colageno na area da ferida e a regressao dos canais vasculares transformam o tecido
de granulagdo em uma cicatriz avascular e palida, constituida por fibroblastos
fusiformes, colageno denso, fragmentos de tecido elastico e outros componentes da
MEC (KUMAR et al., 2010).

o Fase de maturacéo (Remodelacgéo)

No comeco desta etapa, o TGF-B estimula os fibroblastos a produzirem
colageno tipo | e se transformarem em miofibroblastos, promovendo a contragédo da
ferida. O colageno mais abundante produzido inicialmente é o de tipo Ill, mais fino que
o colageno presente normalmente na pele, e de orientagédo paralela a esta. O colageno
tipo Il vai sendo degradado com o decorrer do tempo, enquanto o tipo | € produzido
em maior quantidade pelos fibroblastos. Concomitantemente ocorre uma
reorganizacao das fibras colagenas, as quais se tornam entrelacadas e organizadas
(BROUGHTON et al., 2006; SINGER; CLARK, 1999).
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Esta reorganizacdo da nova matriz € um processo importante para 0 sucesso
da cicatrizacdo. Células fibroblasticas e leucocitarias secretam colagenase, uma
metaloproteinse de matriz, promovendo a lise da matriz antiga; as colagenases e seus
inibidores sé&o fundamentais no desbridamento de locais lesados e no remodelamento
do tecido conjuntivo necessario para reparar a ferida. Com a evolucdo do processo,
acentua-se a deposicéo de colageno 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 Ultima fase do processo de cicatrizacdo € responsavel pelo aumento da
resisténcia do local danificado. As fibras colagenas tipo | sdo fundamentais para a
formacdo do tecido conjuntivo nos locais de reparo e S0 essenciais para o0
desenvolvimento da forca ténsil nas feridas em cicatrizacdo. A resisténcia da ferida
aumenta gradativamente durante as quatro semanas seguintes, e a recuperacao da
forca ténsil é resultante de uma crescente sintese de colageno, mais abundante que
sua degradacgéao, durante os primeiros dois meses e posteriormente de modificagbes
estruturais das fibras colagenas, como ligacdo cruzada e aumento do tamanho destas,

guando a sintese é finalmente cessada (KUMAR et al., 2010).

2.3 PRODUTOS CICATRIZANTES OBTIDOS DE FONTES NATURAIS

O mercado global de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 20 bilhdes, do total
de US$ 320 bilhdes em vendas anuais de produtos farmacéuticos, e esta em
constante ascensédo, devida a incessante busca por melhor qualidade de vida. De
acordo com a Associacao Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico, Suplemento
Alimentar e de Promocédo da Saude (Abifisa), em 2015 o Brasil teve um aumento de
8% no mercado de fitoterapicos, comparado com 6,1% em 2014, o que comprova o
crescente consumo destes tipos de farmacos, incluindo os que possuem agéo
cicatrizante (GUIA DA FARMACIA, 2016).

Produtos oriundos de animais e plantas medicinais sao utilizados mundialmente
desde a antiguidade para o tratamento de diversas enfermidades humanas, como a
cicatrizagcdo de feridas. Os registros mais antigos citam manuscritos egipcios, datados
de 3000-2500 a.C., que descrevem o0 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 0 uso de substancias antissépticas
e 0s agentes com acao antimicrobiana, utilizando-se procedimentos com a protecao
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 Umido era capaz de promover uma taxa de epitelizacdo 50% mais rapida do
que o seco, além de minimizar a formacéo de crostas, promovendo assim um maior
interesse no desenvolvimento de pesquisas, producdo e comercializacdo desse tipo
de recurso (WINTER, 1962). Posteriormente, diversas agéncias e 6rgaos comecaram
a coordenar os estudos que estabelecessem critérios para a avaliacdo adequada do
tratamento de feridas, buscando reunir as melhores evidéncias sobre as tecnologias,
0s materiais e procedimentos (MANDELBAUM et al., 2003).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, feridas e doencas de salde
de pele sdo comuns entre a populacao de muitos paises em desenvolvimento (OMS,
2005; 2010). A administragdo e o tratamento de feridas crénicas, incluindo Ulceras
venosas de perna e Ulceras de presséo, tém sido relatados a um custo de 2-3% dos
orcamentos de saude nos paises desenvolvidos e afetam milhdes de pessoas
anualmente (FRYKBER ; BANKS, 2015; GUEST et al., 2015). Estes numeros estao
crescendo rapidamente em todo o mundo devido ao aumento do envelhecimento da
populacdo e uma acentuada e crescente incidéncia de patologias associadas
(BUDOVSKY et al., 2015).

As feridas representam um fator de risco significativo para hospitalizacéo,
amputacao, sepse e até mesmo a morte, e do ponto de vista do paciente a maioria
dos tratamentos utilizados é frequentemente desconfortavel ou doloroso (GREGOR et
al.,, 2008). Dor permanente, sofrimento, incapacidade, perda de autoestima,
isolamento social, gastos, afastamento do trabalho, altera¢cdes psicossociais de seus
portadores e grupo familiar, aléem de baixa qualidade de vida, especialmente na
populacdo de adultos mais velhos - uma vez que a cicatrizacdo é um processo
relacionado a idade - sdo alguns dos problemas enfrentados por pacientes que sofrem
com feridas, principalmente as do tipo cronicas (ABREU et al., 2013; GOULD et al.,
2015).
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Muitos fatores podem influenciar a cicatrizacdo de feridas como diabetes
mellitus, traumatismos, insuficiéncia renal e hepatica, tabagismo, dentre outros, assim
a maioria das tentativas de tratamento séo insatisfatérias (TAZIMA et al., 2008). Os
agentes terapéuticos atuais, na sua maioria drogas sintéticas, possuem geralmente
uma eficacia inadequada, e os efeitos colaterais sdo 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, Oleos essenciais,
flavonoides, taninos, terpendides, saponinas, acidos graxos e outros fenois utilizados
em varios estudos tém demonstrado o efeito de produtos naturais na cicatrizacéo de
feridas e os mecanismos moleculares envolvidos na acdo farmacologica da
cicatrizagdo (BAHRAMSOLTANI et al., 2014). Para enfrentar diversos desafios que
envolvem o processo de cicatrizacdo, 0s compostos naturais interferem em diferentes
vias de sinalizacao celular, a fim de reduzir ou induzir mecanismos celulares diferentes
através da modulacédo de diversos fatores de crescimento. Esses compostos sao
capazes de regular expressdes génicas para alterar atividades celulares como
migracdo celular, deposicdo de MEC e o sucesso final da regeneracdo tecidual
(ZHANG et al., 2012).

Devido ao elevado potencial da utilizacdo de produtos naturais para a
promocao da cicatrizacdo, h4 uma série de estudos em andamento com a finalidade
de identificar e isolar materiais para a cura de feridas. Polimeros naturais ativos como
polissacarideos e diferentes tipos de proteinas ja sdo utilizados em aplicacdes na
engenharia de tecidos (KIM et al., 2011). Diante disso, e das necessidades do
mercado farmacéutico, os agentes cicatrizantes de feridas originados de produtos
naturais, usados na medicina tradicional, avancaram abundantemente nas pesquisas
académicas e sdo um interesse principal da industria de medicamentos (BUDOVSKY
et al., 2015; MAVER et al., 2015).

2.4 ALGAS E MICROALGAS COM POTENCIAL USO NA PRODUCAO DE
COMPOSTOS CICATRIZANTES
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Os organismos fotossintetizantes séo seres autotroficos que convertem energia
solar em energia quimica; dentro deste grande grupo estéo incluidas as algas e
microalgas. As algas apresentam um alto valor agregado: possuem carotenoides,
proteinas, acidos graxos essenciais, fibras dietéticas, vitaminas (C, D, E, K e do
complexo B) e minerais (ROCHA et al., 2011). Além de potencial nutritivo, também
sao fonte de compostos bioativos, muitos deles candidatos a serem utilizados como
farmacos (WIJESEKARA et al., 2010; NAMVAR et al., 2014).

As microalgas apresentam em sua composicao esteroéis, carotendides, acidos
graxos poliinsaturados, compostos fendlicos e alcaléides (CARDOZO et al., 2007,
PLAZA et al, 2009; GUVEN et al., 2010). Existem inimeras vantagens em se trabalhar
com microalgas: sdo capazes de utilizar tanto carbono inorganico como organico,
podem ser produzidas de forma continua, ocupam areas pequenas de cultivo, podem
ser manipuladas geneticamente visando a obtencdo da composicdo nutricional
desejada, ndo estao sujeitas as variagcdes ambientais e apresentam tempo de geracéo
curto quando comparados as células vegetais (BENEMANN, 1990).

Os estudos que utilizam compostos provenientes de algas e microalgas para
cicatrizacdo ainda s&do escassos na literatura, porém se apresentam como
promissores candidatos a medicamentos cicatrizantes e/ou matéria-prima para
confeccdo de curativos. Nascimento-Neto et al. (2012) avaliaram o potencial
cicatrizante de uma lectina extraida da alga marinha vermelha Bryothamnion seaforthii
e observaram propriedades pro-cicatrizantes em feridas agudas em camundongos.
Polissacarideos sulfatados extraidos das algas Padina tetrastromatica e Padina
boergesenii demonstraram-se eficazes na formacédo de colageno e regeneracédo 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 héa varias
décadas na forma de fibras para fabricacdo de curativos ou na forma de hidrogéis
auxiliando o processo de cicatrizacdo de feridas exsudativas (SMIDSR@D et al.,
1990). Pietramaggiori et al. (2008) relatou o uso de um polimero (poli-N-acetil-
glicosamina) extraido de uma microalga utilizado como curativo para feridas e
gueimaduras. Um curativo composto de quitosana e fucoidan, um polissacarideo
sulfatado, extraidos da macroalga Fucus vesiculosus apresentou uma excelente

regeneracao dérmica, reepitelizacdo e rapido 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 rapida contracdo da ferida, epitelizacdo e
crescimento do pelo em ratos machos (FARD et al., 2011).

A microalga C. vulgaris ja foi relatada na literatura sendo utilizada por tribos
como agente anti-inflamatorio para o tratamento de queimaduras (NAMSA et al.,
2009). Salman et al. (2007) observaram que a adicdo do extrato metandlico de C.
vulgaris na alimentacdo de ratos desnutridos submetidos a anastomose coldnica
promoveu uma cicatrizacdo pos-operatéria mais rapida. Caes da raca beagle com
dermatite cronica foram alimentados com o p6 de C. pyrenoidosa e apresentaram
melhoras na cicatrizacao das areas afetadas (CHUBACHI et al., 2009). Chlorella sp.
foi administrada por via oral e aplicagéo cutanea para o tratamento de uma inflamacgéo
cronica na pele e para a cicatrizacao de feridas em camundongos, respectivamente;
e apresentou melhoras significativas em ambas as analises (HIDALGO-LUCAS et al.,
2014).

Devido as promissoras propriedades bioativas dos compostos presentes em
algas e microalgas, outros estudos ainda devem ser realizados para obter compostos
gue possam auxiliar no processo de cicatrizacdo de feridas. A alta competicao
existente no ambiente aquatico proporciona as algas e as microalgas mecanismos de
defesa que resultam em uma variedade de compostos produzidos através de diversas
vias metabdlicas. Isto faz desses seres, organismos promissores como fonte de novos
compostos biologicamente ativos, que podem ser utilizados na industria farmacéutica
(MARINHO-SORIANO et al., 2011).
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3 RESULTADOS

3.1 ARTIGO 1 - CULTIVO MIXOTROFICO DE CHLORELLA VULGARIS AUMENTOU
A PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA E REDUZIU A TOXICIDADE DE
SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS
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1. Introduction

Agro-industry by-products are one of the largest sources of
wastes produced in the world, which depend of raw material type
used and technology processing. When discarded in the environ-
ment, these by-products release a large amount of nutrients such as
nitrogen and phosphorus, which are considered inorganic pollut-
ants. On the other hand, these nutrients could be an alternative
culture medium for microalgae production (Mirzaie et al., 2015;
Calixto et al., 2016). Some agricultural industry with pollution po-
tential can be highlighted as cheese whey, corn steep liquor and
vinasse.

Cheese whey is the main pollutant from cheese production. For
each 10 L of milk used by cheese making, about 9 L of cheese whey
are produced. In 2016, 19,391 million tons of cheese were produced
in the world with about 174,519 million tons of cheese whey released
(USDA, 2017a). Cheese production tends to increase, consequently
the high amount of cheese whey released becomes a problem since it
cannot be discarded in the rivers due to its high levels of Chemical
Oxygen Demand (COD=60-80gL™') and Biochemical Oxygen
Demand (BOD =30-50g L~1) (Abreu et al., 2012).

Corn steep liquor is a typically viscous liquid mixture from the
corn wet milling industry, from global corn production of 963.3
million tons estimated for 2016/17 (USDA, 2017b). This has high
amounts of amino acids, vitamins, polypeptides, reducing sugars,
organic acids and minerals, being source of organic nitrogen (Chiani
et al, 2010) and has been used as an inexpensive nutrient for the
microbial production of enzymes (Zheng et al., 2012), solvents and
organic acids, including succinic acid (Xi et al., 2013).

For each 1 L of sugarcane alcohol produced, about 13 L of vinasse
are discarded. In Brazil, the largest producer of sugarcane alcohol
worldwide, approximately 28 billion liters of alcohol were pro-
duced in 2016 (EPE, 2016) and 364 billion liters of vinasse were
generated. Vinasse has a high pollution potential, approximately
one hundred times more than household sewage, due to its high
organic matter content. It causes depletion of oxygen, low pH and
high corrosivity (Kannan and Upreti, 2008). Therefore, it is neces-
sary to find adequate uses and treatments for this by-product.

These three by-products are produced in large quantities and
require a correct destination before being released in the envi-
ronment. Therefore, microalgae cultivation offers a solution to
reduce nutrients, such as nitrogen and phosphorus, which can
otherwise lead to risks of ecosystem damage and downstream
eutrophication. In addition, microalgal-based wastewater treat-
ment requires low costs, low energy, no use hazardous chemicals
and simultaneously produces high-added value algal biomass
(Batista et al., 2015). Microalgae of genus Chlorella sp. is widely used
to remove nutrients and reduce toxicity from different by-products
types and wastewaters (Franchino et al, 2016; Dahmani et al.,
2016). The aim of this study was to evaluate the cell growth, nu-
trients and toxicity removal of the microalgae Chlorella vulgaris
UTEX 1803 in three types of agro-industrial by-products.

2. Materials and methods
2.1. Microorganism

The freshwater microalgae C. vulgaris (UTEX, 1803) used in this
study was obtained from the culture collection of Texas University
(Austin, TX).

2.2. Agro-industrial by-products

2.2.1. Cheese whey
Cheese whey was supplied by a cheese factory from Nazaré da

Mata, Pernambuco, Brazil. It was deproteinised by heat treatment
through sterilization at 121°C, for 20min and cooled to room
temperature at + 27 °C. Lactose concentration was analyzed using
high-performance liquid chromatography (HPLC), according Erich
et al. (2012).

2.2.2. Corn steep liquor

Corn steep liquor was obtained from CornProducts Brazil, Cabo
de Santo Agostinho, Pernambuco, Brazil. The pH 8.0 was adjusted
with KOH and autoclaved 121 °C, for 20 min. It was centrifuged at
430 x g, 5min (Hermle Labortechnik 326 HK, Wehingen, Germany)
and the supernatant was collected for use (Liggett and Koffler,
1998).

2.2.3. Vinasse

Vinasse was supplied by Usina Bom Jesus S/A, Cabo de Santo
Agostinho, Pernambuco, Brazil. The treatment was performed
through according Bonini (2012).

2.3. Media and culture conditions

Microalgae were pre-inoculated in 250 mL Erlenmeyer flask
containing 100 mL of Bold's Basal Medium (BBM) (Bischoff and
Bold, 1963). The cultures were divided in autotrophic using BBM
as standard medium, and mixotrophic were supplemented with
different by-products: 1% corn steep liquor (Silva et al., 2017);
cheese whey with initial lactose concentration about 10gL™"
(Abreu et al., 2012); or 2% vinasse (preliminary tests described in
item 3.1). The microalgae were inoculated in 400 mL in 1L Erlen-
meyer flasks with an initial biomass concentration of 50 mg L
temperature of 27 + 1 °C, light intensity of 72 + 4 umol photons m—2
s~!, under constant aeration. The initial cultures pH were adjusted
to 6.8 and this parameter was monitored every two days (Hanna
Instruments, Woonsocket, USA).

After reach the stationary growth phase, about 14 days, the
cultures were centrifuged at 430 x g for 10 min (Hermle Labor-
technik 326 HK, Wehingen, Germany). Biomass were lyophilized
(SP Scientific BenchTop Pro, Warminster, USA) for analysis of
centesimal composition and the supernatant were utilized to
nutrient determination and toxicity assay.

2.4. Determination of microalgae cell concentration

Cell concentration was determined by optical density (OD) at
685 nm (Xu et al.,, 2008) (FEMTO 700 Plus, Sao Paulo, Brazil) and
expressed in g L' through a calibration curve relating OD to dry
biomass weight.

2.5. Kinetic parameters of C. vulgaris growth

2.5.1. Biomass productivity

Maximum biomass productivity (Pmax, & L' day!) was calcu-
lated from the Eq. (1), where Xgp=initial biomass (mg L7);
X; = biomass at time i (mg L~!) and t; = time interval (day) between
Xp and X;.

Pmax = (X; = Xo)//t; (1)

2.5.2. Specific growth rate

Specific growth rate (4, day~") was calculated by Eq. (2), where
Xo and X; were the concentration of cells at the beginning (t;) and at
the end (t) of the exponential growth phase, respectively
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p=(InX; —InXp)/ (& — t1) (2)

2.6. Biomass composition

Proteins, carbohydrate, lipids and ash in dried biomass were
determined by standard AOAC (1995) methods. Protein content was
determined by micro-Kjeldahl method (6.25 x N). The lipids were
extracted by Soxhlet extractor (TECNAL-TE-044, Sao Paulo, Brazil)
using chlorofom:methanol (Piorreck et al., 1984). The ash content
was obtained by calcinations in a muffle furnace at 550 °C for 4 h.
Carbohydrate content was determined as the weight difference
using protein, lipid and ash content data.

2.7. Nutrient determination

Nutrient contents were determined on the initial and final day
of the experiment. Supernatant was analyzed for TN (total nitro-
gen), NH3 (ammoniacal nitrogen), organic-N, NO;(nitrite),
NO3 (nitrate), TP (total phosphorus) and COD concentration (APHA,
AWWA, WEF, 2012). Removal efficiency (RE) and Elimination Ca-
pacity (EC) were estimated by Eq. (3) and Eq. (4) (Franchino et al.,
2016):

RE = (C; — Cp)/C; x 100 3)
EC = (G; — Cn)/tn_i (4)

Where, C; is the initial nutrient concentration, C, is the final
nutrient concentration, and t,,.; is the time elapsed between them.

2.8. Assessment of effluent toxicity — Allium cepa test system

Allium cepa cv. Vale Ouro - IPA 11 seeds were kindly provided by
Instituto Agronomico de Pernambuco (IPA, Recife, Brazil) and
germinated in Petri dishes (50 seeds/dish; four dishes/treatment),
containing filter paper moistened with 10mL of the analyzed
samples, at +27 °C. Six treatments were tested: untreated cheese
whey (UW), treated cheese whey (TW), untreated corn steep liquor
(UC), treated corn steep liquor (TC), untreated vinasse (UV) and
treated vinasse (TV). Distilled water was used as the negative
control (NC). For genotoxicity assay, two positive controls were also
included: the herbicide Trifluralin (TRI, 0.84 ppm, aneugenic ac-
tivity) and Methyl Methanesulfonate (MMS, 4.10~4M, clastogenic
activity).

The toxicity, cytotoxicity and genotoxicity assays followed a
completely randomized experimental design. For toxicity, the
experimental unit consisted of one Petri dish with 50 seeds, with
four repetitions per treatment, while for cytotoxicity and geno-
toxicity, it consisted of one slide (500 cells/slide), with six repeti-
tions. After 72 h exposure period, A. cepa developed roots were
fixed in ethanol:acetic acid solution (3:1) and stored at -20 °C, and
used to cytotoxicity and genotoxicity assays. Root tips were washed
and hydrolyzed in 1N HCl at 60° C for 10 min. The slides were
prepared and stained according to Fernandes et al. (2009).

Toxicity was analyzed based on Germination Index (GI) of
developed roots after 18 days of exposure period for each treatment
analyzed using the follow equation:

%Gl = (total number of germinated seeds x 100)
x /total exposed seeds to treatment (5)

To assess the cytotoxicity and genotoxicity, Mitotic Index (MI)

and Genotoxic Index (Gel) were calculated, respectively, scoring
3000 meristematic cells (500 cells/slide; six slides per treatment)
under a light microscope, using the followed equations (6) and (7):

%MI = (total number of mitotic cells x 100)
x /total number of observed cells (6)

%Gel = (total number of chromossomal alterations x 100)
x /total number of observed cells

2.9. Statistical analysis

Data which showed homogeneity of variance were analyzed
using ANOVA followed Tukey test (p<0.05). For the non-
parametric data (individual chromosomal or nuclear alterations)
the Kruskal Wallis test was performed (p < 0.05). All the tests were
carried out by Statistic 8.0.

3. Results and discussion
3.1. Growth of C. vulgaris in autotrophic and mixotrophic conditions

Preliminary tests using different concentrations of vinasse in
C. vulgaris mixotrophic culture were carried out to determine the
best concentration to be used in this work. Assays were performed
using 0.5%, 1%, 2%, 4% and 6% of this by-product. Vinasse at 2%
showed the highest cell concentration (X;,=0.77gL™") and
biomass productivity (Ppex=0.09gL~' day™') when compared
with other concentrations. Therefore, it was chosen to carry out the
other experiments.

The cell growth profile of the microalgae C. vulgaris in autotro-
phic (CA) and mixotrophic conditions using cheese whey (CW,
10gL! of lactose), corn steep liquor (CC, 1%) and vinasse (CV, 2%)
are shown in Fig. 1. Initially, the CW group did not present adap-
tation phase and showed a faster growth when compared to the
others, remaining until the 6th day of growth. Probably lactose
present in this type of medium may have proved to be an accept-
able carbon source in initial phase of growth. In CC and CV groups it
is possible to observe a higher adaptation phase until the 6th day in
both cases, however in CA group this same phase remained until
the 2nd day. Modifications in carbon supply, present in mixotrophic
cultures, are influencing factors that can alter the microalgae

Cell concentral

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Time (days)

Fig. 1. Cellular growth of Chlorella vulgaris in autotrophic and mixotrophic conditions.
() CA: Autotrophic culture; ( A ) CW: 10gL™" of lactose; () CC: 1% corn steep li-
quor; (@) CV: 2% vinasse. Data are expressed as mean + SD.
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growth during their adaptation phase (Liao et al., 2018).

The presence of different types of by-products provided
different values of cell concentration, maximum cell productivity
and specific growth rate (Table 1). The maximum biomass con-
centration at the end of cultivation (X;;) in autotrophic cultivation
was 0.91 gL~ at 10th day, and under mixotrophic conditions were
210gL™' (CC) at 10th day, 1.60gL~! (CW) at 12th day and
0.77 gL' (CV) at 8th day with p < 0.05 for all results. The type of
cultivation also influenced the results of Ppqy, obtaining different
values for each by-product used: 0.08 gL' day~! (CA), 012gL"!
day~' (CW), 0.20gL " day~! (CC) and 0.09gL"! day' (CV). The
highest value of u (0.38 day~') was achieved in the mixotrophic
culture using corn steep liquor (CC). CV group had also high u value
(0.34 day '), while CW and CA obtained the same  (0.29 day~'). CC
group showed the highest X, Pmax and u, with X, values 2.3 times
higher than that observed in autotrophic culture (CA) at the same
time (10th day).

Culture medium supplemented with 1% corn steep liquor
showed the highest values of X;; and Ppgy, being the best by-
product as source of carbon and energy for C. vulgaris. Corn steep
liquor has high amount of nitrogen, amino acids, vitamins, poly-
peptides, and biotin, providing a significant contribution to the
nutritional requirement of microorganisms (Xi et al., 2013). These
results agree with a previous study which reported that mixo-
trophic C. vulgaris growth in corn steep liquor yielded higher
biomass content and productivity (Mirzaie et al., 2015).

Carbon source is very important for microalgae cultivation. In
the present work, cheese whey with lactose in their composition
had a good performance, but was not enough to promote high
cellular concentration when compared to CC group which has high
concentrations of protein and sugars (Chiani et al., 2010). Probably
vinasse contains other types of residual sugars, such as sucrose and
raffinose (Lappa et al., 2015), which were not sufficient to promote
high cellular growth in this study.

3.1.1. Effect of pH

The pH of the culture medium is one of the most important
factors in microalgae cultivation. Variations of pH can affect the
distribution of carbon dioxide species and carbon availability,
change the speciation and the availability of macro and micro-
nutrients, induce direct physiological effects in the culture medium,
and affect the cell metabolism and growth of the microalgae
biomass (Mostafa et al., 2012).

A gradual increase in the pH was observed with cell growth
(range of 6.8—9.7). The CA group pH rose more quickly than the
other groups, because in this culture there is only inorganic carbon,
consumed rapidly by the cells in form of HCO3. Microalgae cells

Table 1
Growth parameters of Chlorella vulgaris cultivated under autotrophic and mixo-
trophic conditions.

Growth condition Growth parameter

Xmax ‘€LY pmex"(day™")  Prax (gL' day™")
CA 0.91+0.02¢ 0.29 +0.00° 0.08 +0.02°
w 1.60+0.01° 0.29+0.02° 0.12+0.01%
cc 2.10+0.01° 0.38+0.01% 0.20 +0.02*
(a% 0.77 +0.03¢ 0.34+0.01° 0.09 + 0.02

CA: C. vulgaris autotrophic; CW: C. vulgaris + cheese whey; CC: C. vulgaris + corn
steep liquor; CV: C. vulgaris + vinasse.
Data are expressed as mean + SD. Tukey test was performed.
Means in the same column followed by different letters represent significant dif-
ferences (p < 0.05).

2 Xmax = Maximum biomass concentration.

Y tmaex = Specific growth rate during exponential growth phase.

€ Pnay = Biomass productivity.

preferentially uptake HCO3 over COj, although it is a poor carbon
source than CO; (Carvalho et al., 2006).

In mixotrophic cultures, organic carbon is assimilated through
aerobic respiration and this phenomenon is influenced by the
amount of available organic carbon in the culture medium (Hu
et al,, 2012). CC, CW and CV groups showed maximum pH values
0f9.3, 8.3 and 8.1, respectively, results lower than those obtained by
CA group (pH =9.7) and were achieved in a longer period, proving
that mixotrophic cultivation use simultaneously both inorganic and
organic carbons producing OH™ and CO; as metabolites, inducing
variations of pH values (Chojnacka and Marquez-Rocha, 2004).

3.2. Biomass centesimal composition of C. vulgaris

Changes in physiological conditions and culture medium
composition are some alternatives used to modify microalgae
biomass composition. In this study, analysis of different C. vulgaris
biomass showed that each type of residue stimulated a different
centesimal composition. The autotrophic culture showed values of
21.93% protein, 32% lipids, 39.34% carbohydrates and 6.73% ashes.

Cultivation using 1% corn steep liquor achieved the highest
biomass protein content (43.33%), about twice higher than the
other by-product values (CW: 23.20%; CV: 22.23%). This result is
attributed to a large presence of proteins in this by-product (Chiani
et al., 2010). Xie et al. (2017) reported that C. vulgaris synthesizes
more protein when grown in environments rich in nitrogen and
when the nitrogen is limited in culture medium, microalgae reduce
their protein synthesis.

On the other hand, cheese whey culture obtained a result of
carbohydrates (44.85%) higher than CA (39.34%) and CV (36.50%)
groups, and twice higher that observed in CC group (25.41%). It can
be explained due the presence of disaccharide lactose, the major
component of this substrate (Abreu et al., 2012). These results differ
from those reported by Salati et al. (2017) which cultivated
C. vulgaris with cheese whey and did not obtain difference of car-
bohydrate contents between autotrophic and mixotrophic biomass.
Cheese whey is a substrate with nitrogen limitation, promoting an
accumulation of carbohydrates and other non-nitrogenous bio-
compounds to microalgae biomass.

Chlorella vulgaris growth using 2% of vinasse obtained carbo-
hydrates value of 36.50%, 22.23% of proteins, 32.82% of lipids and
8.45% of ashes. As CW group, vinasse promoted a larger concen-
tration of carbohydrates. However, the sugars contained in this by-
product were not sufficient to achieve a higher rate of carbohy-
drates than CW. Similar results to carbohydrate concentration were
reported by Calixto et al. (2016), using the same by-product with
Chlamydomonas sp. In relation of lipids content the microalgae
Neochloris oleoabundans also presented lipids rates in the range of
21-38% when cultivated on anaerobic effluents of vinasse (Olguin
et al, 2015).

3.3. Nutrient removal by microalgae mixotrophic cultivation

The steps of treatment and removal of nutrients from industrial
waste are essential to reduce environmental impacts such as
eutrophication as well as promoting a possible reuse of treated
water. Removal Efficiency (RE) in C. vulgaris mixotrophic cultivation
with cheese whey with 10 gL~ of lactose, 1% corn steep liquor and
2% vinasse were shown Fig. 2.

Most of nitrogen present in by-products was in the form of NO3
(nitrate) and TN (Table 2). If ammonium, nitrate or nitrite are
present in the culture medium, microalgae will primarily use
ammonium until depletion, and then the remaining forms, nitrite
followed by nitrate (Abdelaziz et al., 2013). In this study, NO3 was
completely removed in all growth conditions (RE = 100%) by the
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Removal efficiency (%)

Fig. 2. Nutrients Removal Efficiency in Chlorella vulgaris mixotrophic cultivation with
corn steep liquor (CC), cheese whey (CW) and vinasse (CV). TN = total nitrogen; NH3 =
ammoniacal nitrogen, N = organic nitrogen; N-NO3 = nitrite; N-NO3. = nitrate; COD =
Chemical Oxygen Demand; TP = total phosphorus. Data are expressed as mean + SD.

fact that substrates used had a low ammonia and nitrite load,
consequently C. vulgaris consumed the entire NO3 available to the
microalgae. The organic nitrogen also presented excellent reduc-
tion values, with RE rates between 50 and 100%. Chlorella vulgaris is
able to uptake ammonia, nitrate and some organic nitrogen for the
regulation of the metabolic pathways (Mujtaba and Lee, 2017). It is
used to produce the amino acids, and other organic N-containing
macromolecules (Dahmani et al., 2016). Li et al. (2013) obtained a
TN removal of 90.1% using a citric acid effluent to C. vulgaris growth.

COD expresses the overall organic load (dissolved and sus-
pended matter) of wastewaters. In this study RE of COD obtained in
mixotrophic cultures were: 73.16% (TW), 65.16% (TC) and 49.93%
(TV) (Fig. 2). These results are higher than COD removal (78%) by
C. pyrenoidosa in domestic wastewater (Dahmani et al., 2016) and
by C. vulgaris using swine wastewater (76%) (Wang et al., 2015).
COD removal efficiency in mixotrophic growth depends on the
initial COD concentration: the efficiency is higher when the initial
COD concentration was also higher (Wang et al., 2015). Chlorella
vulgaris also can reduce COD levels through mixotrophic meta-
bolism as both light and organic carbon were present (Mujtaba and
Lee, 2017), but the moderate results showed in this study may be
due to a low biodegradability of the carbon present in these by-
products.

Chlorella sp. cells assimilate P as inorganic orthophosphate to
produce phospholipids, ATP and nucleic acids (Dahmani et al,
2016). Phosphorus was present only in the cultures with cheese
whey or corn steep liquor, 5.2 mg L' and 10.5mg L' respectively.
In both groups TP was completely removed, higher values when
compared to 96.7% phosphate reduction, using Chlorella to treat-
ment of citric acid effluent (Li et al., 2013). It is interesting to note
that phosphorous removal by microalgae, compared to nitrogen, is

Table 2

usually much slower and less efficient (Bashan and Bashan, 2010).
On the other hand, in the present study phosphorus concentrations
were completely reduced, showing a high efficiency of C. vulgaris to
removing this nutrient from by-products. Phosphorous can also be
removed through precipitation at high pH of 9—11 (Mujtaba and
Lee, 2017), however mixotrophic culture pH was not high enough
in this study to trigger precipitation, then the uptake of TP by
C. vulgaris was the only mechanism for phosphorous removal.

The results achieved in this study were compared to the Bra-
zilian legislation of effluent release standards ( ). Data obtained in
TW and TV groups were in accordance with the limit values
imposed for discharges for all the parameters analyzed with the
exception of COD concentration (TW=2107mgL~' and
TV =186 mgL~"). In TC group, all the parameters of pollutants were
eliminated after treatment with C. vulgaris, since the amount of TN
remaining is related to organic nitrogen (N), and in Brazil there is
no standard threshold limit value for this parameter.

In addition, nutrients Elimination Capacities (EC) were higher in
CC and CW groups (Table 2), suggesting a lower toxicity of these
substrates that allows a higher microalgae growth and a more rapid
nutrient removal. Franchino et al. (2013) have grown C. vulgaris in
cattle digestate and obtained similar values of TN elimination ca-
pacity, but our results to TP elimination capacity were better than
theirs. The results obtained in this work to COD reduction were also
stand out when compared to others previously reported (Franchino
et al., 2016). The higher EC of NO3 in all groups related probably is
due to the availability of this nutrient in the by-products. Results
show that C. vulgaris can be an effective method to treat by-
products such as corn steep liquor, while in cheese whey and
vinasse the COD removal achieved good results, however it was not
enough to meet the Brazilian legislation parameters.

3.4. Toxicity of treated by-products

Samples of untreated and treated by-products by C. vulgaris
cultivation for 14 days were used to evaluate possible toxicity po-
tential using Allium cepa test-system. The results of toxicity, cyto-
toxicity and genotoxicity are shown in Table 3.

The results showed that the UC group was the only by-product
that presented higher toxicity when compared to the negative
control (NC), because it inhibited the roots development process,
and consequently obtained lower Germination Index (GI). Before
treatment, UC group showed high rates of nutrients and organic
matter. Nitrate (NO3) is a low toxicity substance, but as the final
product of nitrification, it can accumulate in large quantities,
especially in closed culture systems. Moreover, the presence of
nitrate and phosphorus in water bodies such as rivers or lakes may
lead to eutrophication (Lado et al, 2017; Ngatia et al., 2017).
Ammonia (NH3), present in TN, is more toxic even than nitrate to
living organisms, and therefore it is an unwanted nutrient. In this
study, the results obtained were compared to the Brazilian legis-
lation threshold limit values for effluents (CONAMA 357, CONAMA
430 and CPRH 2001: TN: 2.18 mgL”; NH3: 20mgL"; N—NO;:

Nutrients Elimination Capacities of Chlorella vulgaris mixotrophic cultivation with corn steep liquor (CC), cheese whey (CW) and vinasse (CV).

Culture Condition Nutrients (mg L' d™ 1)

™ NH; N NO3 NOj; cop ™

cc 6.86+0.02 0.39+0.03 6.47 +0.01 0.38+0.01 1342+ 0.03 193.87 £0.01 0.75+0.02
w 7.22+0.03 0.95 +0.02 6.27+0.01 - 12.06 +0.02 410.4+0.01 0.37+0.03
v 0.41+0.02 - 0.41+0.02 - 12,62 +0.03 13.26 £0.01 -

TN = total nitrogen; NH3 = ammoniacal nitrogen, N = organic nitrogen; NO; = nitrite; NO5 = nitrate; TP = total phosphorus.

Data are expressed as mean + SD.
- = No concentration was detected.
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Table 3
Toxicity, cytotoxicity and genotoxicity of by-products before and after treatment by
C. vulgaris mixotrophic cultivation.

Treatment GI (%) MI (%) Gel (%)

uw 80.50 +2.51 63.31+5.41 0.76 + 0.06*
™ 93.00 +2.00 52.59 +4.07 0.95 + 0.01*
uc 62.00 + 5.88" 48.86 + 4.83* 1.08 + 0.07*
TC 87.50+3.00 67.34+3.26 0.56 +0.03
uv 88.50+7.54 47.51 + 6.47" 0.98 + 0.05*
v 87.50 +1.91 4521 + 2.74* 0.24 +0.03
TRI = = 1.26 + 0.02*
MMS - - 1.68 + 0.07*
NC 85.50+4.73 66.52 +3.35 0.41 +0.08

GI=Germination Index; MI= Mitotic Index; Gel = Genotoxic Index; UW = un-
treated cheese whey; TW = treated cheese whey; UC = untreated corn steep liquor;
TC =treated corn steep liquor; UV =untreated vinasse; TV =treated vinasse;
TRI = Trifluralin (positive control for genotoxicity); MMS = Methyl-methanesulfo-
nate (positive control for genotoxicity); NC = negative control (distilled water).
Data are expressed as mean + SD. Tukey test was performed.

*p < 0.05, level of significance when compared with the negative control.

-=Not used for this parameter.

1mgL'; N—-NO3: 10mgL~"; POz3: 0.1 mgL'; COD: 60—80% of
reduction, according to the industrial typology), and after
C. vulgaris culture treated corn steep liquor (TC) has completely
reduced NO3, NO3 and P, and removed 65.16% of COD, reaching the
values required by the legislation. Furthermore, this group obtained
an increase of 25.5% on GI, proving the efficacy of treatment by
reducing toxicity. The other groups showed no toxicity when
compared to NC.

Reduction of the rates of cell division in the UC could be
confirmed by the statically low Mitotic Index (MI), which reflects its
cytotoxicity potential. However, after microalgae cultivation, this
group demonstrated a reduction of nutrients and organic load, in
addition to the reduction of cytotoxicity, with an increase of MI
from 48.86% to 67.34% of MI (Table 3). Mitotic Index values lower
than negative control were also observed for UV and TV groups,
being considered as cytotoxic agents.

These results are not in agreement with Christofoletti et al.
(2013a) which achieved a reduction in vinasse cytoxicity after
treatment with diplopods as test organism. After 14 days of treat-
ment with C. vulgaris, nutrient data obtained in TV were in accor-
dance with the limit values imposed for Brazilian legislation to
effluents discharges for all the parameters analyzed, except for COD
concentration, even though TV had showed the lowest COD con-
centration when compared to other by-products. Sugarcane vinasse
can be toxic, not only because of its COD load, but also because of
the presence of some heavy metals (Garcia et al, 2017). Some
studies performed with higher plants showed that the toxic po-
tential of metals can induce disturbances during the mitotic process
(Minissi and Lombi, 1997), justifying UV and TV cytoxicity
observed. Additionally, it is interesting to note that the TV group
was characterized as cytotoxic, but did not present genotoxic
characteristics.

Chlorella vulgaris treatment could reduce genotoxicity from corn
steep liquor (TC) and vinasse (TV), reflecting the efficiency of both
treatments for this parameter. However, non-treated groups UW,
UC, UV and TW presented values of Gel significantly higher when
compared to negative control but significantly lower when
compared to positive controls (TRI and MMS) (Table 3). These data
are in accordance with Christofoletti et al. (2013b) and Garcia et al.
(2017), which also reported the genotoxic activity of sugarcane
vinasse.

A genotoxic agent can promote repairable damage to the chro-
mosomes or DNA of a cell. The presence of these types of changes
indicates that a substance has some effect on the genetic material
analyzed. In the present work the main chromosomal alteration

observed in UC group was binucleate cells, which may be having
occurred due to inhibition of cytokinesis or cell plate formation. In
the other groups with genotoxic potential, the presence of micro-
nucleus (MN) was the main chromosomal alteration. MN is
considered the most effective and simple indicators of cytological
damage, being an excellent parameter to assess environmental
impacts (Ventura-Camargo et al., 2016).

In TW treatment, MN formation was also statistically higher
than positive controls (TRI and MMS) in A. cepa root cells (p < 0.05),
indicating a high genotoxic level for this alteration. This behavior
was not observed for the other treated groups. The evaluation of the
toxicity, cytotoxicity and genotoxicity of corn steep liquor and
cheese whey in a test organism has never been reported, and the
lack of studies does not give enough support to understand the
whole mechanism of metabolic oxidation of these by-products.
Since nutrient concentrations were highly removed from the resi-
dues after cultivation with C. vulgaris, the presence of MN must be
connected to other not analyzed component remaining in the UW,
TW and UV groups.

Studies that use microalgae to treat wastewaters and by-
products are well reported in the literature, but those that eval-
uate the toxicity of these effluents before and after microalgae
cultivation are still scarce. This type of evaluation is important to
investigate the effectiveness of the treatments used, not only
considering the levels required by the effluent disposal legislation,
but also assessing the ecological risk related to the discharge of
these effluents in the aquatic environment. Furthermore, these
studies evaluate the effectiveness of an innovative and environ-
mentally sustainable by-product treatment using microalgae,
which is an additional biological-based treatment.

4. Conclusion

This study showed that Chlorella vulgaris mixotrophic culture
using 1% corn steep liquor promoted higher growth parameters
(Xmax=210g L7, pmax-0.38 day™"), besides higher productivity
(Pmax:O.ZOgL" day"). Furthermore, the microalgae was effec-
tive in removing nutrients such as N and P, and reduction of COD
levels from by-products used. The Allium cepa seeds assay showed
that C. vulgaris biotreatment was able to remove completely corn
steep liquor toxic power and minimized the vinasse genotoxic
potential by reducing nuclear abnormalities. Using economic sub-
strates to microalgae cultivation minimize the impact caused by the
inappropriate disposal of wastes in environment, in addition to
producing algal biomass higher added value which can be used for
several types of industrial fields.
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“FORMULAGAO TOPICA EM GEL COM ATIVIDADE CICATRIZANTE CONTENDO
EXTRATO DE MICROALGA”

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencdo

[001] O presente relatério de invengdo trata de uma formulagdo em gel
contendo extrato aquoso cicatrizante obtido através do extrato da biomassa da
microalga Chlorella vulgaris com agdo cicatrizante de lesdes cutdaneas para uso tépico,
com aplicagdo nas areas clinicas, terapéuticas e farmacéuticas. E um método mais
rapido, facil e econémico quando comparado a outros produtos utilizados,
possibilitando uma reepitelizagdo a partir do sétimo dia de tratamento, estando no

campo da biotecnologia e farmacia.

Antecedentes da invencdo

[002] Os produtos disponiveis no mercado, que tém sido utilizados na gestdo e
no tratamento de enfermidades humanas ao longo dos anos, geralmente sdo a base de
plantas. Apesar da importancia desses produtos, sua utilizagdo geralmente ocorre de
forma empirica, onde muitas vezes ndo segue os padrdes de qualidade (TUROLLA &
NASCIMENTO. Rev. Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 42, n. 2, p. 289-206, 2006),
pode ter uma eficacia baixa, os efeitos colaterais diversos sdo frequentemente
associados, além de requerer maior drea para plantagdo e depender das condig¢des
climaticas. Os efeitos colaterais podem ser alergias, maior tempo de cicatrizagao,
hemorragia no tecido e queimaduras na pele. Mesmo assim, o uso de cicatrizantes
naturais in natura ou como fitoterapicos supera o uso dos convencionais pelo seu facil
acesso e menor custo. Além disso, um sé tipo de tratamento ndo preenche os requisitos
para ser aplicado em todos os tipos de feridas cutaneas, uma vez que deve ser adequado
a natureza, a localizagdo e ao tamanho da ferida. Dessa maneira, a busca por outros
agentes naturais surge como uma alternativa para o tratamento dessas enfermidades

(BUDOVSKY et al., Wound Repair and Regeneration, v. 23, n. 2, p. 171-83, 2015).

Petigao 870180168045, de 27/12/2018, pag. 17/36



2/17

[003] A utilizagdo de compostos bioativos derivados de algas e microalgas, torna-
se interessante para o tratamento de enfermidades devido as suas propriedades
bioldgicas, a baixa toxicidade e elevada disponibilidade (NASCIMENTO-NETO et AL
Marine Drugs, v. 10, n. 9, p. 1936-1954, 2012; KORDJAZI et al., Int. J. Mol. Cell Med., v. 2
n. 4, p. 156-163, 2013). Assim, biomoléculas ativas presentes em micro-organismos
fotossintetizantes podem ser uma potencial terapia dessas enfermidades,
principalmente os micro-organismos fotossintetizantes GRAS (generally recognized as
safe) como a Chlorella vulgaris.

[004] Os micro-organismos fotossintetizantes sdo ricos em acidos graxos
essenciais, proteinas, carotenoides, polissacarideos, vitaminas, enzimas e outros
compostos, sendo fontes de bioativos e produtos biotecnoldgicos (BATISTA et al., Algal
Res., v. 2, p. 164-173, 2013). Essas substdncias podem contribuir com atividades
bioldgicas, devido aos seus compostos conterem propriedades farmacoldgicas, como
reducdo de inflamagdes, regulagdo das expressdes génicas para alterar atividades
celulares, como: migragdo celular, deposigdo de matriz extracelular e o sucesso final da

regeneracgdo tecidual (ZHANG et al., Phytomedicine, v. 20, p. 9-16, 2012).

[005] Extratos da microalga Chlorella vulgaris sdo ricos em aminoacidos
essenciais, vitaminas, acidos graxos essenciais, minerais polissacarideos (SAFI et al.,
Energy Ver., v. 35, p. 265-278, 2014) e pigmentos antioxidantes, tais como B-catoreno,
luteina e clorofila (LI et al., J. Agric. Food Chem., v. 50, n. 5, p. 1070-1072, 2002) que
podem atuar como imunoestimuladores e antioxidantes (WANG et al.,, Process

Biochem., v. 45, p. 1865-1872, 2010).

[006] Dentre outras atividades bioativas descritas na literatura, podemos citar
antidiabética, antimicrobiana, antitumorais, anti-inflamatdria (PIETRAMAGGIORI et al.,
J. of Trauma and Acute Care Surgery, v. 64, n. 3, p. 803-808, 2008; SILVA et al., Ann
Microbiol. Res., v. 1, n. 1, p.9-19, 2017). Estudos anteriores realizados com microesferas
obtidas a partir do extrato aquoso da microalga Chlorella vulgaris demonstraram
atividade cicatrizante (BARI et al., Materials, v. 10, p. 983, 2017). A utilizagdo de extrato
metandlico dessa microalga demonstrou atividade antibacteriana para gram-negativas,

bem como a inibigdo de proteinas anti-apoptéticas de células tumorais (JAYSHREE et al.,
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Indian J. Pharm. Sci, v. 78 n. 5,p. 575-581, 2016). Relatos na literatura também associam
comprimidos de extratos de Chlorella vulgaris as melhorias dos sintomas fisicos e
cognitivos da depressdo devido a redugdo do estresse oxidativo na fisiologia (PANAHI et
al., Complementary Therapies in Medicine, v.23, p. 598-602, 2016). Além disso,
pesquisas apontam que o extrato metandlico dessa microalga, como fonte de
compostos, pode ser utilizado para inibicdo de mediadores pré-inflamatérios (SIBI &

RABINA, Pharmacognosy Res., v.8, n.2, p. 118-122, 2016).

[007] Os micro-organismos fotossintetizantes sdo micro-organismos com baixa
exigéncia nutricional para seu crescimento celular, necessitando basicamente de agua,
CO,, intensidade luminosa e alguns sais minerais (BERTOLDI et al., Ciéncia Rural, v. 38,
n. 1, p. 54-58, 2008; ORTENZIO et al., Bioenergia em revista: dialogos, ano 5, n. 1, p. 58-
65, 2015), sendo uma forma promissora de geragdo de biomassa com potencial para
diversas aplicagbes. Os micro-organismos fotossintetizantes sdo de facil cultivo, ocupam
dreas pequenas, podem ser facilmente controlados, ndo estdo sujeitos as variagdes
ambientais e possuem curto tempo de geragdo quando comparados as células vegetais,
visto que esses micro-organismos se reproduzem normalmente por fissdo binaria,
permitindo assim que o ciclo celular ocorra em poucas horas (BENEMAN, J. of Indus.

Microbiology, v. 31, n. 5, p. 247-256, 1990).

[008] Os micro-organismos fotossintetizantes podem ser cultivados em meios de
cultura alternativos suplementados de subprodutos e/ou residuos agroindustriais,
possibilitando uma redugdo nos constituintes do meio de cultura, um aumento da
produtividade celular e/ou dos bioativos de interesse, além de ser uma alternativa de
tratamento para remogdo de poluentes, como fdésforo e nitrogénio, principais
causadores de eutrofizagdo (GODOS et al., BioresourTechnol., v. 100, n. 19, p. 4332-
4339, 2009; CHINNASAMY et al., BioresourTechnol., v. 101, n. 9, p. 3097-3105, 2010),

reduzindo os impactos ambientais.

[009] Os constituintes do meio de cultura podem alterar a composi¢do da
biomassa dos micro-organismos fotossintetizantes. Estes reagem as condi¢des adversas
de seus habitats com mecanismos adaptativos, como a sintese de uma ampla rede de

metabdlicos secundarios bioativos (MARKOU & NERANTZIS, Biotechnol. Adv. v. 31, p.
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1532-1542, 2013). As diferentes vias metabdlicas sdo ativadas como estratégias de
defesa por cada espécie de microalga, explicando assim sua diversidade em termos de
composicdo estrutural e quimica (MORAIS et al., BioMed Res. Int. ID835761, 2015). Melo
et al., (Chemosphere, v. 204, p. 344-350, 2018) avaliaram o crescimento da microalga
Chlorella vulgaris em diferentes tipos de subprodutos agroindustriais (vinhaga,
milhocina e soro de leite) e observaram que o cultivo suplementado com milhocina
apresentou maior rendimento de biomassa quando comparado ao cultivo autotroéfico,
e maior teor de proteinas na biomassa, enquanto que o uso do soro de leite
proporcionou maior teor de carboidratos na biomassa. Xie et al., (Bioresour. Technol.,
v. 136, p. 775-779, 2013) relataram que a C. vulgaris sintetiza mais proteinas quando
cultivada em ambientes ricos em nitrogénio e quando este encontra-se limitado em
meio de cultura, as microalgas reduzem sua sintese proteica. Silva et al., (Ann Microbiol.
Res.,v.1n.1,p.9-19,2017) relataram que a atividade fibrinolitica a partir do extrato da
microalga Chlorella vulgaris varia com a concentragdo de milhocina adicionada ao meio
de cultura. Sendo assim, o tipo de suplemento utilizado em um cultivo influencia no tipo

e na quantidade de bioativos extraidos dos micro-organismos fotossintetizantes.

[010] Os documentos que antecedem o presente documento descrevem
formulagdes com atividade cicatrizante utilizando extratos de vegetais, de macroalgas
e/ou microalgas e aplicagcdo de compostos isolados destes. Alguns métodos utilizando
os extratos advindos desses podem ser encontrados nos documentos patentérios e

artigos a seguir.

[011] A patente BR 102014033126-3 A2 descreve uma formulagdo a base de
hemicelulose e dleo essencial de uma espécie nativa do género Lippia, apresentando
atividade cicatrizante e antimicrobiana. E um produto fitoterapico preparado a partir
das folhas da espécie Lippia., as quais sdao submetidas a extragdo de dleos essenciais pela
técnica de destilagdo com arraste de vapor d’dgua. Posteriormente, é utilizado um funil
de vidro contendo sulfato de sddio anidro (Na2SOa) para retirar a agua residual. Para a
preparacgdo da formulagdo é utilizado o veiculo galactonamana a 1.5%, dleo essencial da
espécie, conservante brometo de cetiltrimetilamina 0.1% e dgua. Esse documento de

patente difere por utilizar uma formulagdo a base de extrato aquoso da microalga
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Chlorella vulgaris, utilizando como método de extragdo dos bioativos, solugdo tampdo e

sonicagdo. Além disso, utiliza como veiculo o gel de policarboxietileno.

[012] A patente BR 102014008978-0 A2 descreve uma composi¢cdo
medicamentosa com ag¢do antibidtica, anti-inflamatdria e cicatrizante, mediante a
associagdo sinérgica de extratos vegetais secos da Matricaria recutita, Psidium guajava
L. e Plantago major L., e opcionalmente da Casearia sylvestris SW, para aplicagdo topica,
sob a forma de biofilme bacteriano ou na forma farmacéutica sélida, sem a utilizagdo de
conservantes. A presente invengdo utiliza uma formulagdo com apenas um género,

Chlorella, onde os seus compostos demonstram sinergia e garantem cicatrizagao eficaz.

[013] A patente BR 102013000137-6 A2 1 descreve uma nova formulagdo
farmacéutica a base do extrato vegetal seco de Chenopodium ambrosioides L., extraido
a partir do processo de maceragao utilizando como extratores os solventes etanol e
metanol, sendo aceitdvel para uso oral, parenteral ou tépico com finalidade profilatica
e terapéutica em processos inflamatérios e de cicatrizagdo tecidual para uso em
humanos e animais. Esse documento de patente difere por utilizar uma formulagdo a
base de extrato aquoso da microalga Chlorella vulgaris, utilizando como método de

extragdo dos bioativos a sonicagdo em solugdo tampao.

[014] Nascimento-Neto et al., (Marine Drugs., v. 10, p. 1936-1954, 2012)
avaliaram o potencial cicatrizante de uma lectina purificada extraida por cromatografia
de troca idnica da alga marinha vermelha Bryothamnion seaforthii e observaram
propriedades pro-cicatrizantes em feridas agudas em camundongos, destacando-se
como um possivel tratamento de feridas agudas. Polissacarideos sulfatados extraidos
das algas Padina tetrastromatica e Padina boergesenii, extraidos com agua quente e
precipitados com CaCl,, demonstraram-se eficazes na formagdo de colageno e
regeneragao da pele quando aplicados utilizando pomadas como veiculo em feridas de
ratos (KORDJAZI et al., International J. of Mol. Cellular Medicine. v. 2, n. 4, p. 156-163,
2013). O extrato em pd da alga marinha Eucheuma cottonii, preparado a partir de
agitacdo mecanica e filtrado, e posteriormente submetido a secagem em estufa para a
obtencgdo do pd, apresentou uma rdpida contragdo da ferida, epitelizagdo e crescimento

do pelo em ratos machos (FARD et al., J. of Animal and Veterinary Advances, v. 5, p.
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6373-6380, 2011). Um curativo composto de quitosana, o qual foi adquirido
comercialmente, contendo fucoidan, um polissacarideo sulfatado, extraidos da
macroalga Fucus vesiculosus, apresentou uma excelente regeneragdo dérmica,
reepitelizagdo e rapido fechamento da ferida em queimaduras superficiais de coelhos
(SEZER et al., AAPS Pharm. Sci. Tech., v.8, p.94-101, 2007). Esse documento de patente
difere por utilizar uma formulagdo a base de extrato aquoso da microalga Chlorella
vulgaris, a partir do cultivo mixotréfico, sem requerer o isolamento de bioativos para
aplicagdo nas feridas, utilizando como método de extragdo dos bioativos a sonicagdo em

solugdo tampdo.

[015] A patente WO0075282 (A1) relata um método para obter um extrato, que
é estdvel ao calor e tem uma atividade antioxidante e de cicatriza¢do de feridas. Foi
realizado a partir do meio de cultura de microalgas cultivadas e depois submetidas a
supersaturagdo de oxigénio que induz um forgamento metabdlico para superprodugdo
de compostos antioxidantes. Apds este periodo, as algas foram separadas por
centrifugagdo, sendo depois filtradas através de membrana de celulose e assim obtendo
o extrato com aplicagGes de interesse biotecnoldgico. Esse documento de patente difere
por utilizar na metodologia ao utilizar o método de sonicagdo para obtengdo dos biativos
presentes na biomassa da microalga, além de utilizar o extrato aquoso proveniente

apenas da microalga Chlorella vulgaris a partir do cultivo mixotréfico.

[016]A patente W02012052356 (A2) teve como objetivo desenvolver extratos
baseados em fontes renovaveis, microalgas, com intuito de modular e estimular o
metabolismo da pele humana e dos foliculos capilares, a fim de obter melhorias na
perda e despigmentacdo do cabelo. Os extratos aquosos utilizados foram constituidos
pelas microalgas: Monodus sp., Thalassiosira sp., Chaetoceros sp. e Chlorococcum sp.
Foram utilizados solventes consistindo em acetato de etila, etanol absoluto e dgua em
quantidade adequada para que os compostos ativos presentes na biomassa passem
para a fase solvente, sendo opcionalmente a temperaturas elevadas. A extragdo foi
realizada de modo sequencial, em trés etapas: acetato de etila> etanol absoluto> agua,
para obter uma melhor separagdo dos compostos. Esse documento de patente difere

por utilizar na metodologia ao utilizar o método de sonicagdo para obtencao dos
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bioativos presentes na biomassa da microalga, além de utilizar o extrato aquoso
proveniente apenas da microalga Chlorella vulgaris a partir do cultivo mixotrofico, onde

0s seus compostos apresentam sinergia e garantem cicatrizagdo eficaz.

[017] A patente PI0801132-0 A2 relatou uma formulagdo de um creme
antioxidante e cicatrizante com B-caroteno a partir de microalgas. O produto na forma
de creme consistiu na mistura de componentes como [-caroteno da microalga
Dunaliella salina com a prépolis na forma de gel, junto com o acido Usnico na forma de
poé. Esse documento de patente difere na metodologia por utilizar uma formulagdo com
apenas um género, sem o requerer o isolamento de bioativos, uma vez que os seus
compostos apresentam sinergia e garantem cicatrizagdo eficaz, bem como ndo necessita

da adicdo de outros componentes.

[018] Pietramaggioriet al., (J. of Trauma and Acute Care Surgery, v. 64, n. 3, p.
803-808, 2008) relatou o uso de um polimero (poli-N-acetil-glicosamina), extraido por
separagdo e purificagdo, de uma microalga produzida pela Marine Polymer
Technologies, utilizado como curativo para feridas e queimaduras. Esse documento de
patente difere por utilizar na metodologia uma formulagdo contendo extrato aquoso da
microalga Chlorella vulgaris, a partir do cultivo mixotréfico, sem requerer o isolamento

de bioativos para aplicagdo nas feridas.

[019]0 extrato aquoso de um microrganismo fotossintetizante, a cianobactéria
Spirulina platensis, obtido por maceragdao em diferentes solventes (metanol, etanol e
dgua ultrapura) e evaporadas a 40° C, estimulou a migragdo e diferenciagdo das células
de fibroblastos in vitro em menor intervalo de tempo quando comparado ao grupo
controle com alantoina, podendo ter aplicagdo biomédica no tratamento de varias
feridas cronicas, especialmente em pacientes com diabetes mellitus (SYARINA et al.,
EXCLI Journal, v. 14, p. 385-393, 2015). Estudos de cultura celular in vitro demonstraram
que o extrato bruto obtido por sonicagdo de Spirulina platensis a partir de cultivo
autotroéfico, na presenga de tampao fosfato pH 7,4 apresentaram um efeito significativo
na proliferacdao da linhagem celular L929 de fibroblastos, quando incorporados em
creme para pele. Com base nesses resultados, sugerem que S. platensis pode ser

incorporada em creme para pele ou biomateriais, podendo ser um forte promissor para
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uso posterior em aplicagdes biomédicas, particularmente para feridas (GUNES et al.,
Pharmaceutical Biology, v. 55, n. 1, p. 1824-1832, 2017). Esse documento de patente
difere por utilizar o formulado, utilizando gel como veiculo, contendo extrato aquoso da

microalga Chlorella vulgaris cultivada em condi¢do mixotrofica.

[020] Hidalgo-Lucas et al., (Anti-Inflammatory & Anti-Allergy Agents in Medicinal
Chemistry, v.13, p.93-102, 2014) investigaram a cicatrizagdo de feridas utilizando
amostras de ROQUETTE Chlorella sp., p6 comercial produzido pela ROQUETE Freres,
através de aplicagdo cutdnea e administragdo oral, demonstrando um potencial médico
para doengas de pele. Esse documento de patente difere por utilizar um formulado de
gel contento extrato aquoso da microalga Chlorella vulgaris, a partir do cultivo
mixotréfico, sem a necessidade de uma administragdo oral para potencializar o
resultado. Ademais, o extrato celular permite melhor disponibilidade dos bioativos

presentes na biomassa.

[021] A presenca de agentes com atividade cicatrizante extraidas do extrato
aquoso da biomassa da C. vulgaris possibilita a reparagdo tecidual de maneira répida e
eficiente quando comparado a outros produtos ja vendidos no mercado. Nesse
contexto, o presente invento apresenta um f4cil cultivo e de forma ndo onerosa sendo
derivado de uma fonte natural, reduzindo entdo a possibilidade de efeitos colaterais e
toxicidade.Com isso, o desenvolvimento e aplicagio do dito FORMULACAO EM GEL COM
ATIVIDADE CICATRIZANTE CONTENDO EXTRATO DE MICROALGA proposto neste
documento de patente de invengdo possui o parametro de novidade, pois até o presente
momento nenhum trabalho cientifico ou técnico compreendido no estado da técnica
possui a tecnologia de obtengdo, desenvolvimento e aplicagdo semelhantes, podendo
ser utilizado preferencialmente como um método potencial cicatrizante sobre feridas
cutdneas tdpicas em geral (lesdes cirurgicas, escoriagdes, fissuras, etc.). Destaca-se
ainda que a tecnologia proposta neste documento de patente de invengdo apresenta
também os outros critérios de patenteabilidade, como atividade inventiva e aplicagdo

industrial, requisitos estes necessarios para a concessdo da patente requerida.
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Descricdo da Invencdo

[022] O objetivo do presente invento foi a obtengdo de um produto cicatrizante
a base de extrato aquoso da microalga Chlorella vulgaris com reparagdo tecidual em
menor tempo, de facil aplicagdo, que ndo proporcione desconfortos e sem a produgao

de efeitos secundarios nocivos.

[023] A biomassa microalgal utilizada para a preparagdo do extrato aquoso
celular é obtida a partir de cultivos autotroéficos, mixotroficos ou a mistura de ambos. O
cultivo mixotréfico ocorre pela adigdo de um ou mais subproduto e/ou residuo

agroindustrial rico em proteinas. Apds o cultivo, a biomassa é concentrada.

[024] A biomassa microalgal concentrada sofre lise da parede celular por método
fisico para a preparagdo do extrato aquoso celular.

[025] O extrato aquoso da microalga Chlorella vulgaris podera ter como veiculo
outras formas farmacéuticas, como cremes e pomadas. Adicionalmente, conservantes
poderdo ser acrescentados ao veiculo de hidrogel constituido pelopolimero
carboxivinilico (Carbopol 940), como exemplo metilparabeno, quatérnio-15 ou
fenoxietanol, caso ndo haja a presenca de alcool na formulagdo do gel. Além disso, 3-5%
de glicerina pode ser adicionada, com a finalidade de evitar o ressecamento do gel.

[026] O objeto da invengdo sera descrito em detalhes suficientes para sua
reproducgdo na descrigdo a seguir.

[027] A presente invengdo é descrita a seguir e melhor compreendida através da

Figura 1.

[028] Figura 1 representa a produgdo da biomassa, preparagdo do extrato celular

e da formulagdo em hidrogel.

Descricdo detalhada da Invencdo

[029] A preparagdo do formulado em hidrogel com atividade cicatrizante
procedeu-se inicialmente com a produgdo da biomassa microalga, extragdo dos

bioativos e, por ultimo, a formulagao.
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[030] Para a produgdo da biomassa, as microalgas podem ser cultivadas em meio
de cultura liquido contendo dgua e sais minerais de modo autotréfico ou mixotréfico
com suplementagdo de uma fonte de organica rica em proteinas, preferencialmente
milhocina, na concentragdo entre 0,5 — 2,0 %, preferencialmente 1,0 %. Os meios de

cultura devem ser previamente esterilizados por método fisico.

[031] Os recipientes dos cultivos devem ser transparentes ou translucidos. Os
cultivos aerados e iluminados naturalmente e/ou artificialmente com intensidade
luminosa de 20 — 120 umol fétons m?2 s°%, preferencialmente a 50 umol fétons m2 s até

as células atingirem a fase exponencial de crescimento celular.

[032] As células devem ser concentradas através da separagdo das células do
meio de cultura para a extragdo dos bioativos com atividade cicatrizante. Os métodos
de separagdo podem ser por sedimentagdo, centrifugacdo, filtragdo, floculagdo.
Posteriormente, as células concentradas em meio aquoso e a parede celular rompida
por métodos mecanico, quimico, fisico ou associagdo de ambos, tais como
congelamento/descongelamento, pérolas de vidro, choque osmético, homogeneizagio,

preferencialmente por sonicagdo, para a extragdo dos bioativos presentes na biomassa.

[033] Apds a extragdo, a fragdo sélida foi separada da liquida para obtengao
extrato aquoso celular, por método fisico, preferencialmente centrifugagdo. A fragdo
liquida do extrato celular foi adicionada ao veiculo de hidrogel na proporg¢do de 5 —80%,
preferencialmente 25%, e o pH ajustado para valores de 6,0 — 8,0, preferencialmente
7,0. O veiculo de hidrogel é constituido preferencialmente por carboxivinilico (Carbopol
940) e etanol dissolvidos em agua, preferencialmente na concentragdo de 2% de

carboxivinilico e 15% de Etanol.
[034] A presente invengdo é melhor descrita de acordo com os exemplos a seguir:

Exemplo 1. Determinacdo do cultivo.

[035] A microalga Chlorella vulgaris (UTEX 1803) foi adquirida da Colegdo de
Cultura de Algas da Universidade do Texas (Austin, TX). Este micro-organismo foi
cultivado em meio liquido constituido por dgua e sais minerais (BISCHOFF & BOLD,

University of Texas Publications, n. 6318, p. 1-95, 1963) de maneira autotrdfica ou
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mixotréfica com suplementagdo de 1% de milhocina (SILVA et al., Ann Microbiol.
Res.,v.1, n.1, p. 9-19,2017). A milhocina foi previamente tratada pela adigdo de base até
atingir pH 8.0 e esterilizada por autoclavagdo a 121 °C por 20 minutos (LIGGETT&
KOFFLER, Bacteriol Rev., v. 12, n. 4, p. 297-311,1948). Os cultivos em frascos de
Erlemeyer foram aerados continuamente, a temperatura de 27+3°C e intensidade
luminosa de 52+5 pumol fétons m2st. As células foram obtidas no final da fase

exponencial de crescimento celular para a preparagao dos extratos.

Exemplo 2. Determinacdo dos extratos.

[036] A biomassa foi concentrada e ressuspendida em tampao TRIS-HCI-NaCl
0,15 M, pH 7,5,na concentracdo de 5% p/v (50 mg/ml). A extragdo foi realizada por
rompimento mecanico da membrana celular, preferencialmente utilizando sonicagao, e

os sobrenadantes foram utilizados como extrato bruto para as atividades bioldgicas.

Exemplo 3. Determinacdo das formulagdes.

[037] As formulagGes foram compostas por extratos aquosos autotrdficos ou
mixordficos da microalga nas concentragdes (10% e 25%), utilizando hidrogel como
veiculo. O gel hidro-alcodlico foi constituido por 2% de carboxivinilico, 15% de Etanol
P.A. em agua purificada (CLAVIJO & COMES, ISBN: 84-922568-0-X, 1997) e pH ajustado
para 6,5-7,0 com Trietanolamina. Posteriormente, o gel foi submetido a esterilizagdo,
preferencialmente em autoclave a 121° C por 20 minutos. Os produtos foram

armazenados em geladeira e protegidos da luz até sua utilizagdo.

Exemplo 4. Determinacdo de proteinas.

[038]0 conteldo proteico dos extratos celulares autotrofico e mixotroéfico foram
determinados utilizando Kit BCA (BCA™ Protein Assay Kit, Thermo SCIENTIFIC), seguindo
a metodologia do fabricante. Os resultados demonstraram que o extrato autotrdéfico e
mixotrofico apresentaram 1,011 mg/mL e 1,174 mg/mL de proteinas sollveis totais,

respectivamente.
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Exemplo 5. Atividade hemaglutinante.

[039]0 ensaio de aglutinagdo de células sanguineas foi realizado em placas de
microtitulagdo contendo eritrécitos humanos do sistema ABO e de coelho previamente
tratados com glutaraldeido a 2,5% (v/v) (CORREIA & COELHO et al., Appl. Biochem.
Biotech., v.55, p. 261-273, 1995). A hemaglutinagdo foi observada macroscopicamente
e considerada positiva no caso em que mais de 50% dos eritrdcitos no pogo foram
aglutinados. Os resultados foram expressos em nimero de unidades hemaglutinantes
(UH). Os resultados demonstraram que os extratos autotréfico e mixotrofico
apresentaram titulos de hemaglutinagdo semelhantes com valores>2*8 para sangue de
coelho. Em relagdo ao sistema sanguineo humano ABO, apenas o extrato mixotrofico
demonstrou atividade para o sangue tipo B, com valor de>2%4.

Exemplo 6. Atividade antioxidante.

[040] A atividade antioxidante dos extratos autotrdfico e mixotrofico foi
realizada pelo método de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila).
Acido ascdrbico foi utilizado como controle positivo. O extrato autotréfico apresentou
atividade antioxidante 33,63% e o extrato mixotrofico de 54,64%.

Exemplo 7. Atividade antibacteriana.

[041] O ensaio antibacteriano dos extratos foi realizado utilizando a
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) através do teste de microdiluicdo em caldo
descrito pelo CLSI (Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. 27th
ed. CLSI supplement M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute;
2017). As bactérias utilizadas foram: Staphylococcus aureus UFPEDA700, Klebisiella
pneumonae UFPEDA 1019B, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA64, Escherichia coli
ATCC25922 e Enterococcus faecalis ATCC6057, todas cultivadas em caldo Mueller-
Hinton. Os extratos foram previamente liofilizados e em seguida ressuspendidos em
4gua destilada esterilizada a uma concentragdo de 0,1% (100 mg/ml). As bactérias foram
inoculadas a 1x107 UFC/mL. A CIM foi verificada através de diluicdo seriada, e as
concentragbes dos extratos testados foram de 0,100 a 0,195 mg/mL. A CIM foi
determinada como a menor concentragdo de cada extrato capaz de inibir o crescimento

microbiano. O crescimento celular foi determinado por tubidimentria a 600nm, apds
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24h de incubagdo a 372C. A porcentagem de inibicdo de crescimento bacteriano foi
calculada e os resultados demonstraram que o extrato bruto autotrdfico foi capaz de
inibir o crescimento de todos os isolados testados em sua concentragdo mais alta
(100mg/mL). Em relagdo ao extrato mixotrofico, este foi capaz de inibir o crescimento
de K. pneumonae na CIM de 0,781 mg/mL, E. faecalis em 50mg/mL e E. colina

concentragdo de 100mg/mL.

Exemplo 8. Atividade cicatrizante.

[042] Um total de 63 camundongos fémeas (Mus musculus) Swiss (40-60 dias de
idade); foram obtidos do biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da
Universidade Federal de Pernambuco. Durante o procedimento experimental os animais
foram mantidos em gaiolas individuais em ambiente controlado, e fotoperiodo 12h
claro/escuro. Todos os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as
normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro para Experimentagdo Animal e com as
normas internacionais estabelecidas pelo National Instituteof Health Guide for Careand
News of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de avaliagdo e
julgamento pelo CEUA-UFPE. N2 do processo: 23076.017009/2012-13. Os animais foram
aleatoriamente organizados em dois ensaios experimentais. No primeiro ensaio, foram
divididos em trés grupos (n = 9), de acordo com o tratamento: Grupo I: 10% de extrato
autotrofico + gel de polimero carboxivinilico (EA10%); Grupo Il: 10% de extrato
mixotrofico + gel de polimero carboxivinilico (EM10%); Grupo Ill: Controle negativo
contendo apenas gel de polimero carboxivinilico (CC). No segundo ensaio, os animais
foram divididos em quatro grupos (n=9) de acordo com sua formulagdo: 25% de Extrato
Autotréfico + gel depolimero carboxivinilico (EA25%); 25% de Extrato Mixotrdéfico + gel
de polimero carboxivinilico (EM25%); Controle negativo contendo gel de polimero
carboxivinilico (CC); Controle positivo (CP). Os camundongos foram anestesiados por via
intramuscular com Xilazina (10 mg.kg!) e Quetamina (115 mg.kg!) (HALL & CLARKE,
Veterinary anaesthesia. 9.ed., London: Bailliere Tindall, p. 51-79, 1991), seguidos por
tricotomia manual e antissepsia com alcool iodado a 0,1% na regido interescapular do
animal. A regido foi demarcada com um molde circular esterilizado (1 cm?). Apés a

cirurgia, cada ferida de cada grupo foi tratada com aplicagdo tépica diaria em dose Unica
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contendo + 100 mg da respectiva substancia de sua formulagdo, durante 12 dias de
experimento. As andlises macroscopicas foram realizadas através da mensuragdo diarias
das feridas utilizando um paquimetro digital, para determinar a drea da ferida e o grau
de contragdo da oclusdo, através das respectivas equagGes: A= 1. R. r, onde “A”= drea
(mm?), “R”= raio maior e “r” = raio menor (PRATA et al., Acta Cir. Bras., v.3, n.2, p.43—
48, 1988); e %W= [(Wo—W;)/Wo)/Wo] X 100, onde %W= porcentagem do grau de
contragdo, Wo= area inicial e Wi = area do dia (ZHANG et al., Lipids Health Dis., v. 9, n.
24, 2010). As eutanasias foram realizadas pela administragdo de injegdo intraperitoneal
de tiopental sédico nos 32, 72 e 122 dias de pds-operatdrio, e as bidpsias das feridas
foram coletadas para avaliar a evolugdo da cicatrizagdo nos grupos, através de analises
patoldgicas e histomorfométricas. Os materiais coletados foram fixados em formalina
tamponada, submetidos a bateria de preparagdo histoldgica e posteriormente
embebidos em parafina. Amostras de cortes de 4 um foram coradas com: Hematoxilina
e Eosina, Tricrdmico de Masson (TM) e Acido Periddico de Schiff (PAS). As laminas foram
submetidas a analise descritiva comparativa dos grupos experimentais em microscopio
6ptico binocular (modelo Leica, DM 500) com aumento de 100 e 400x, onde foram
avaliadas as caracteristicas celulares e teciduais da pele apds lesdo e posterior
cicatrizagdo. Para o estudo histomorfométrico foram determinados cinco campos dos
parametros em analise para cada animal/grupo (aumento total de 400x) para obter a
média. As imagens foram submetidas a contagem de células inflamatdrias, fibroblastos,

numero de vasos sanguineos, densidade de colageno, tecido adiposo e anexos cutaneos.

Exemplo 9.Andlises macroscopicas dos animais.

[043] No primeiro ensaio, pode-se observar que a cicatrizagdo evoluiu com o
passar do tempo. No 12 dia, todos os animais estavam com as bordas das feridas
edemaciadas, apresentando exsudato inflamatério e eritema, permanecendo assim até
as 48h de pos-operatério. Os grupos demonstraram formagdo de crosta a partir do 72
dia de experimento, e a formagdo de cicatriz foi evidenciada em todos os grupos a partir
do 122 dia de experimento. O segundo apresentou semelhanga macroscopica com o
ensaio anterior em relagdo aos 3 primeiros dias de pds-operatério, no entanto foi

observado que no 72 dia do grupo EM25% o grau de contragdao da ferida foi
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significativamente maior quando comparado aos demais grupos. Ao final do
experimento, todos os grupos evoluiram para a cicatrizagdo apos os 12 dias. Foi possivel
observar também que o grupo EM25% apresentou uma cicatriz mais fina e com maior

oclusdo de fechamento.

Exemplo 10. Média dos valores de grau de contracdo.

[044] No primeiro ensaio, no 32 dia, os valores do grau de contragdo
foramEA10%= 19,36%; EM10%=39,25%, CC=26,49%. A partir do 72 dia, 0s grupos
apresentaram grau de contragdo: EA10%= 57,07%, EM10%=76,84%, CC= 44,95%. E
importante salientar que no 72 dia o grupo EM10% demonstrou uma retragdo
macroscoépica significativa quando comparado aos demais. No entanto, no 122 dia de
experimento todos os grupos demonstraram valores similares de contragdo de ferida:
EA10%=84,40%, EM10%=91,65% e CC=88,05%. Para avaliar se uma maior concentragao
de extratos poderia promover uma cicatrizagdo mais rapida, foi necessario investigar a
adicdo de 25% de ambos os extratos ao veiculo gel de polimero carboxivinilico. No
segundo ensaio, no 32 dia de tratamento as médias dos valores de grau de contragao
foram EA25%= 16,58%; EM25%=9,19%, CC=15,41% e CP=0%. No 72 dia, 0os grupos
apresentaram grau de contragdo de EA25%= 60,01%, EM25%=86,92%, CC = 55,17%, CP
= 63,40%. A retracdo macroscépica evidenciada pelo grupo EM25% no dia 72 dia foi
estatisticamente significante quando compara aos demais (p<0,05). Ao final do
experimento os grupos apresentaram graus de contragdo deEA25%= 84,76%, EM25%=

90,06%, CC=85,23%, CP=82,42%.

Exemplo 11. Andlises Histopatoldgicas.

[045] O segundo ensaio realizado, utilizando 25% de cada extrato adicionado ao
veiculo de hidrogel, demonstrou clara evidéncia de melhor e mais rdpida cicatrizagao
tecidual quando comparado ao ensaio anterior, sendo assim submetidas as amostras
coletadas para analises patoldgicas e morfométricas. A coloragdo de H&E apresentou o
processo evolutivo da cicatrizagdo das feridas, com clara evidencia de epitelizagdo,
queratinizagdo e formagdo de area cicatricial nos grupos tratados com os extratos da

microalga, principalmente no grupo EM25%, com presenca de foliculo piloso no 122 dia
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de tratamento. A melhor cicatrizagdo neste grupo também foi evidenciada na coloragédo
de TM, onde foi observado, no mesmo periodo de pds-operatério, uma redugdo na
quantidade de fibroblastos e um maior depdsito de coldgeno, além da presenca de
glandulas sebaceas e foliculos pilosos como ja anteriormente mencionado. A coloragdo
de PAS demonstrou que o grupo EM25% no 122 dia de experimento possuia uma lamina

basal bem definida, o que nao foi observado nos demais grupos.

Exemplo 12. Andlise Histomorfometria.

[046] As andlises histomorfométricas (células inflamatdrias, fibroblastos,
numero de vasos sanguineos, densidade de colageno, tecido adiposo e anexos cutaneas)
foram realizadas com as amostras do segundo ensaio, coletadas no 122 dia de
experimento. Essas demonstraram uma diminuigdo significativa (p<0,05) no nimero de
células fibroblasticas no grupo EM25% (2,91%), quando comparado aos grupos
controles CC (30,56%) e CP (40,54%). A densidade de colageno também foi avaliada e
observou-se um grande aumento nos dois grupos tratados com extrato de microalgas
(EA25%: 49,75 e EM25%: 57,13%) quando comparado com CC e CP (34,51%, 32,52%,
respectivamente). O grupo tratado com 25% do extrato mixotréfico também apresentou
uma redugdo significativa nas células inflamatérias (3,10%) quando comparado aos
controles, mostrando uma atividade anti-inflamatéria. No mesmo grupo, observou-se
alta presenca de anexos cutdneos (30,27%), como foliculos pilosos e glandulas sebaceas,
o que ndo foi evidenciado nos demais grupos (EA25%: 4,8; CC: 3,8%; CP: 2,7%),
demonstrando capacidade de reepitelizagdo tecidual. Um resumo dos resultados

obtidos estdo descritos na Tabela 1.

[047] Tabela 1. Evolugdo da atividade cicatrizante dos grupos controle negativo

(CC), controle positivo (CP), Extrato autotréfico (EA25%) e Extrato mixotrofico (EM25%).

Dia cc cp EA25% EM25%
- Edema - Edema - Edema - Edema

1 |-Eritema - Eritema - Eritema - Eritema
- Exsudato - Exsudato - Exsudato - Exsudato
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- Edema - Edema - Edema - Edema
- Eritema - Eritema - Eritema - Eritema

3 |- Infiltrado - Infiltrado - Infiltrado - Infiltrado
inflamatério inflamatdrio inflamatario inflamatério
- Inicio da - Inicio da formagdo |- Inicio da formagao |- Inicio da
formacao de de crosta de crosta formagdo de
crosta crosta
- - Presencga de - Discreta - Discreta

7 |se

Intensaangiogéne

Infiltradoinflamat

hemorragia local
- Angiogénese
Moderada

angiogénese

- Fibroblastos
- Deposigdo de
coldgeno

angiogénese

- Fibroblastos
- Deposigdo de
coldgeno

orio - Queratinizagao
- Presencga de - Presencga de - Presenca de - Presenca de
cicatriz; cicatriz; cicatriz; discreta cicatriz;
- Moderada - Discreta - Queratinizagao - Presenga de
deposi¢do de angiogénese - Redugdo da anexos cutaneos
coldgeno - Moderada epiderme - Queratinizagdo
12 deposicdo de - Aumento da - Redugdo da
colageno derme epiderme
- Intensa deposi¢do | - Aumento da
de coldgeno derme
- Intensa
deposi¢do de
coldgeno

- Ldmina basal
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3.3 ARTIGO 2 - HIDROGEL A BASE DE EXTRATOS DE CHLORELLA VULGARIS:
UMA NOVA FORMULACAO TOPICA PARA O TRATAMENTO DE FERIDAS
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Resumo

Chlorella vulgaris é um microrganismo fotossintetizante que possui uma variedade de
compostos bioativos ja descritos na literatura como taninos, terpenos e saponinas,
além de nutrientes como proteinas e acidos graxos. Esta microalga vem sendo
utilizada em diferentes campos ao longo dos anos, se monstrando atraente para a
industria farmacéutica e cosmética. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade cicatrizante de um hidrogel contendo extratos de Chlorella vulgaris cultivada
sob condig6es autotrofica e mixotrofica em camundongos. Formulagées de hidrogel
contendo extratos das biomassas de C. vulgaris obtidas de cultivo autotréfico (EA) e
mixotréfico (EM) foram preparadas nas concentragdes de 10% e 25% e aplicadas por
12 dias em feridas em camundongos. Andlises macroscopicas e histomorfométricas
foram realizadas para avaliar a contracdo da ferida e investigar a regeneragao
tecidual. Quanto a caracterizacdo dos extratos, foram avaliadas a concentracéo
proteica, o perfil fitoquimico, a atividade hemaglutinante, a atividade antioxidante e a
atividade antibacteriana. O ensaio in vivo de cicatrizagdo sugeriu que 0s animais
tratados com hidrogel contendo 25% de EM apresentaram maior presenca de
deposicdo de colageno, diminuicdo de fibroblastos e células inflamatérias, grande
guantidade de anexos cutaneos e evidéncia de lamina basal quando comparados aos
demais grupos. Os resultados mostraram que o EM possui 1,174 mg/mL de proteinas
totais e atividade hemaglutinante = a 2*® contra eritrocitos de coelho e = a 2?4 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
formulacédo de hidrogel contendo extratos de C. vulgaris para a cicatrizacéo de feridas
demonstrou que o extrato da microalga cultivada em condigcbes mixotroficas
acelerarou a cicatrizacdo de feridas em camundongos. As propriedades pro-
cicatrizantes e antiinflamatdrias deste extrato podem ser uma potencial alternativa
para o tratamento de feridas agudas e crénicas.

Palavras-chave: Cicatrizacdo; cultivo mixotroéfico; feridas; microalga; regeneracao

tissular.
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1 Introducéo

A cicatrizacdo de feridas € um processo biolégico complexo e dinamico 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 estdo entre os principais problemas clinicos em todo o mundo, devido a
morbidade associada a longos periodos necessarios para o reparo e regeneracao do
tecido lesionado, sangramento, risco de sepse, queldides e formacdo de cicatrizes
(SIVARANJANI; PHILOMINATHAN, 2016). Geralmente, o tratamento de feridas
sempre teve como objetivo reduzir o risco causado pela ferida em si, minimizando
possiveis complicacbes ambientais e aumentando a regeneracdo e O
restabelecimento do tecido cutaneo lesionado (CHANDIKA et al., 2015).

Do passado ao presente varias matérias-primas de origem natural tém sido
utilizadas experimentalmente como medicina tradicional para tratar doencas da pele
e feridas, com o objetivo de melhorar a cicatrizacdo e reduzir os custos (BISWAS et
al., 2017). Os microrganismos fotossintéticos demonstram ser produtos atrativos para
a industria farmacéutica e cosmética, e alguns autores ja relataram aplicacfes para
atividade de cicatrizacdo 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 produc&o industrial anual de 4.000 toneladas (MASOJIDEK;
PRASIL, 2010). Ao longo dos anos, diferentes estudos foram realizados com esta
microalga para aperfeicoar a extracdo e purificacdo de compostos bioativos,
potencialmente Uteis para diferentes aplicacées medicinais (CUELLAR-BERMUDEZ
et al., 2015).

A Chlorella vulgaris é rica em produtos naturais como proteinas, acidos graxos,
vitaminas, carboidratos, fibras alimentares e acidos nucléicos, além de metabdlitos
secundarios (SEO-HYEON et al., 2012). Seus compostos bioativos tém sido utilizados
para as mais diversas aplicacOes farmacéuticas: atividade antimicrobiana (SYED et
al., 2015), atividade antineoplasica em modelos de cancer de mama (KUBATKA et al.,
2015), reducédo de glicose e lipidios 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

cicatrizacao de feridas ainda séo escassos na literatura, porém essas microalgas sao
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candidatas promissoras para medicamentos cicatrizantes, matéria-prima para
curativos e formulacgdes topicas (HIDALGO-LUCAS et al., 2014).

Hidrogéis séo redes tridimensionais soélidas hidratadas de polimeros naturais
ou sintéticos, que sdo altamente biocompativeis e biodegradaveis, podendo ser
adaptados para mimetizar propriedades fisico-quimicas de tecidos humanos e
utilizados para aplicacOes eficazes de liberacdo controlada de medicamentos em
cicatrizacdo de feridas (ANNABI et al., 2017). Em particular, estudos prévios
demonstraram a incorporagao de compostos cicatrizantes em curativos baseados em
hidrogel através da integracdo de diferentes tipos de agentes, incluindo extratos
vegetais (KIM; LEE, 2017) e agentes antimicrobianos (ANNABI et al., 2017).
Formulagbes em hidrogel & base de extratos de Chlorella vulgaris para uso em
atividade cicatrizante ndo 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

condig¢@es autotroficas e mixotroficas em modelo de ferida cutdnea em camundongos.

2 Materiais e Métodos

2.1 Microalga e condicdes de cultivo

Chlorella vulgaris (UTEX 1803) foi obtida da Colecéo de Culturas de Algas da
Universidade do Texas (Austin, TX). A microalga foi cultivada em condi¢des
autotrofica - utilizando o meio de cultura padrdo Bold's Basal Medium (BBM)
(BISCHOFF; BOLD, 1963) -, e mixotréfica contendo BBM suplementado com 1% de
milhocina (CornProducts Brasil, Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco, Brasil)
(SILVA et al., 2018). Quando a fase estacionaria 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 analise.

2.2 Preparagéo dos extratos
A biomassa seca foi extraida (50 mg/mL) em tampéo TBS (Tris-salina-HCI, pH
7,5) a 4°C (CHU et al., 2006) por sonicacao (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, autotréfica e
mixotrofica. O extrato obtido da biomassa de C. vulgaris cultivada sob condi¢ao
autotrofica foi denominado EA, e o extrato obtido da biomassa de C. vulgaris cultivada

sob condic&o mixotrofica foi denominado EM.

2.3 Formulagéo topica

A formulacdo em hidrogel foi composta por extratos da biomassa de C. vulgaris
cultivadas em condi¢des autotréficas e mixotréficas nas concentracfes de 10% e 25%,
utilizando o hidrogel de Carbopol® como veiculo. Apenas o veiculo, 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 suicos (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 Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami, da
Universidade Federal de Pernambuco. Durante os procedimentos experimentais, 0s
animais foram mantidos em gaiolas individuais em ambiente controlado, ciclo
claro/escuro de 12 horas e temperatura constante (20 + 2°C), com agua e racao ad
libitum. O estudo foi aprovado pelo Comité de Pesquisa Animal da Universidade
Federal de Pernambuco, Brasil (nGmero 23076.017009 / 2012-13).

2.5 Atividade cicatrizante
2.5.1 Modelo de ferida cutanea

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 alcool iodado a 0,1% na linha média dorsal da
regido cervical. Depois de marcar a pele com um molde estéril (1,00 cm?), foram
criadas feridas cutaneas asseépticas circulares com uma tesoura de iris reta e um

férceps Adson.
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos (n = 9) de acordo
com o tratamento administrado: Carbopol® + 10% de extrato autotréfico (EA-10),
Carbopol® + 10% de extrato mixotréfico (EM-10), Carbopol® + 25% extrato autotrofico
(EA-25), Carbopol® + 25% de extrato mixotréfico (EM-25), apenas Carbopol® (CC) e
o controle positivo (CP). As feridas foram tratadas topicamente durante 12 dias
consecutivos com uma dose Unica por dia contendo + 100 mg da respectiva

formulagéo.

2.5.2 Anélises macroscopicas das feridas

As feridas foram medidas diariamente utilizando um paquimetro digital durante
12 dias para avaliar o potencial cicatrizante de cada tratamento. Para avaliar o
potencial de contracéo das feridas tratadas com as diferentes formulagdes foi utilizada
a equacao abaixo Eq. (1) (PRATA et al., 1988):
A=mxRxr (1)
Onde “A” representa a area (mm?), “R” o raio maior e “r’ 0 raio menor.

A porcentagem de contracgcdo da ferida em cada intervalo de tempo foi
determinada pela eugacao Eq. (2) (ZHANG et al., 2010):
%W = (Wo — Wy) / Wp x 100% 2
Onde “W” representa a porcentagem de contracao da ferida, “Wo” € a area inicial da
ferida e “W¢” é a area do dia da mensuracgao.

As avaliagbes foram feitas diariamente pelo mesmo examinador, com 0S
animais sob contencdo fisica. A presenca de tecido de granulacdo, exsudato, fibrina,

formacdo de crostas e reepitelizacdo também foram observadas.

2.5.3 Andlises histopatologicas e morfométricas

No 3°, 7° e 12° dia pOs-operatorio os animais (3 por grupo) foram anestesiados
e a area da ferida coletada para a analise histopatolégica. Em seguida, os animais
foram eutanasiados com uma dose intraperitoneal de tiopental sédico. As amostras
de tecido foram fixadas em formaldeido a 10% (v/v) preparado em PBS (0,01 M, pH
7,4) seguido de processamento histoldgico através de inclusdo em parafina, cortes
em micrétomo (4um de espessura) e subsequente coloragdo em Hematoxilina-Eosina
(H&E), Tricromo de Masson (TM) e acido periédico de Schiff (PAS).
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A avaliacédo histologica foi realizada por meio de analise descritiva comparativa
dos grupos experimentais em microscopio optico binocular (modelo Leica, DM 500)
com aumento de 100 e 400x, onde foram avaliadas as caracteristicas celulares e
teciduais da pele apos lesdo e posterior cicatrizacdo. Cinco medidas/campo dos
parametros em analise foram realizados para cada animal/grupo (aumento total 400x)
para obter a média. As imagens foram submetidas a contagem de células
inflamatorias, fibroblastos, nimero de vasos sanguineos, densidade de colageno,
tecido adiposo e anexos cutaneos.

2.6 Caracterizacao e atividades bioldgicas dos extratos de Chlorella vulgaris
2.6.1 Concentracao proteica

A concentragdo proteica das amostras foi determinada utilizando o kit de
reagente de ensaio de proteinas BCA (Kit de Ensaio de Proteina BCA ™, Thermo

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

2.6.2 Perfil fitoquimico
A prospeccéo fitoquimica dos extratos foi avaliada por cromatografia em
camada delgada, utilizando reveladores quimicos especificos para cada classe de

metabdlitos secundarios, 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). Acido ascorbico
foi usado como controle positivo. A concentracdo de DPPH no meio foi calculada a
partir de uma curva de calibragdo previamente determinada, para deduzir a
porcentagem de DPPH restante (% DPPH). A porcentagem de inibicdo do DPPH foi
calculada de acordo com a Eq. (3):
%AA = (Abs; — Abss / Absi) x 100 3)
Onde “Absi” é a absorbéancia inicial (solugcdo etandlica + DPPH) e “Abss” é a

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

A determinacédo da atividade hemaglutinante (AH) dos extratos de C. vulgaris
foi realizada em ensaio utilizando placas de microtitulagéo, descrito por Correia e
Coelho (1995). Uma amostra de 50 yL de cada extrato preparado foi diluida duas
vezes em série NaCl a 0,15 M, seguido da adicdo de 50 pL de eritrécitos de coelho ou
eritrocitos humanos (sangue tipo A, tipo B e tipo O) tratados com 2,5% (v/v) de
glutaraldeido. Apds repouso por 45 min, a AH foi expressa como a maior diluicdo que
exibiu hemaglutinacdo. A hemaglutinacdo foi observada macroscopicamente e
considerada positiva no caso em que mais de 50% dos eritrocitos no poc¢o foram
aglutinados. A atividade de hemaglutinacdo foi expressa como um titulo, o reciproco
da maior diluicAo de duas vezes exibindo hemaglutinagdo positiva. O ensaio foi
realizado em triplicata para cada extrato testado.

2.6.5 Atividade antibacteriana

Para avaliar uma reducdo de possiveis infeccBes bacterianas a atividade
antibacteriana foi realizada utilizando-se cinco cepas freqiientemente encontradas na
pele. Os ensaios antibacterianos dos extratos de microalgas foram realizados através
da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) pelo teste de microdiluicdo em caldo descrito
pelo CLSI (2017). As cepas bacterianas utilizadas foram: Staphylococcus aureus
UFPEDA700, Klebisiella pneumoniae UFPEDA1019B, Pseudomonas aeruginosa
UFPEDAG4, Escherichia coli ATCC25922 e Enterococcus faecalis ATCC6057, todas
cultivadas em caldo Mdueller-Hinton. Os extratos foram previamente liofilizados e
ressuspendidos em agua destilada esterilizada na concentracédo de 100 mg/mL. Cada
bactéria foi inoculada a 1 x 107 UFC/mL. A CIM foi determinada por diluicées seriadas
e as concentragdes dos extratos testados foram de 100 a 0,195 mg/mL. Apds 24h de
incubacédo a 37°C, as placas foram lidas a 595 nm para calcular a porcentagem de
inibicdo do crescimento bacteriano. A CIM foi determinada como a menor

concentracdo de cada extrato capaz de inibir o crescimento microbiano.
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2.7 Analises estatisticas

Os resultados foram descritos como média + DP (desvio padréo). As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste de Tukey, utilizando ANOVA One-way e as

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

3 Resultados e Discussao

3.1 Analise das feridas cutaneas

Para avaliar a influéncia dos tratamentos no fechamento das feridas foram
realizadas medi¢Oes diarias de todos os animais. Os resultados das analises
macroscopicas ao longo do experimento mostraram que 0s 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 0s grupos usando 25% dos extratos.

No terceiro dia de pds-operatério os valores de contracdo 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 7° dia houve um aumento significativo no percentual de contracéo
da ferida no grupo EM-25 (86,92 + 2,10%) com p < 0,05, quando comparado com o0s
demais grupos (EA-25 = 60,01 £ 1,89%; CP =63,40 £ 2,78; CC = 55,17 + 2,38%). Ao
final do estudo, no 12° dia de pds-operatdrio, os resultados alcancados foram: EA =
84,76 + 2,78%, EM = 90,06 + 2,14%, CP = 82,42 + 1,42% e CC = 85,23 + 1,28% e
nenhuma diferenca estatistica foi observada.

A partir do sétimo dia de tratamento observou-se uma diminui¢&@o significativa
de fibrina nos grupos tratados com EA ou EM, utilizando 10% ou 25% de extrato bruto,
em relagéo aos grupos controle. Uma reducéo na presenca de exsudato foi observada
no sétimo dia nos grupos tratados com AE e ME em comparacdo com O grupo
Carbopol® ou o controle positivo, como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 - Fotografias representativas da contracdo das feridas em diferentes dias pds-operatério (3°,
7° e 12° respectivamente). CC: controle Carbopol®; CP: controle positivo (Neocetheo®); EA-25:

Carbopol + 25% de extrato autotréfico; EM-25: Carbopol® + 25% de extracto mixotroéfico.

cc EA-25 EM-25

D3

D7

D12

Fonte: O autor (2018).

Os hidrogéis evitam a perda de fluidos, mantém a relacdo umidade/secagem
ideal da regido afetada, absorvem os exsudatos, promovem a proliferagdo dos
fibroblastos, a migracdo dos queratindcitos e a reepitelizacao da ferida (XIAO et al.,
2016). Estas propriedades séo excelentes para a cicatrizacao de feridas e facilitam a
viabilidade celular, proliferacdo e diferenciacdo. Eles tém sido amplamente utilizados
em produtos cosméticos e como base dermatoldgica, pois sao faceis de espalhar e
n&o sdo gordurosos (CORREA et al., 2005). Extratos de bioprodutos incorporados em
hidrogéis ja sdo amplamente relatados na literatura e comprovam a eficacia desse tipo
de formulacdo na melhoria do reparo tecidual (KIM et al., 2017; FOX et al., 2017).

A cicatrizacdo de feridas € uma resposta natural do tecido lesionado, que
resulta em contracdo e oclusdo da area, bem como a restauracao do epitélio como
um revestimento funcional (LODHI; AK, 2011). O processo fisiolégico da cicatrizacdo

de feridas envolve eventos como vasoconstricdo, secrecao de fatores de crescimento
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e citocinas, que atraem fibroblastos, células endoteliais, células responsaveis pela
resposta imune e queratindcitos para reparar 0S vasos sanguineos danificados.
Células fagociticas, como neutréfilos e macréfagos, liberam espécies reativas de
oxigénio (ROS) e proteases que impedem a contaminacdo bacteriana e limpam a
ferida de detritos celulares (FRYKBERG; BANKS, 2015). Assim, um produto com
finalidade cicatrizante deve conter compostos que favorecam ou acelerem o processo
natural, uma vez que todos esses fatores contribuem para uma regeneracgéao tecidual

mais rapida e eficiente.

3.2 Anélises histomorfométricas

Para avaliar o efeito dos tratamentos dos grupos CC, CP, EA-25 e EM-25 na
reparacao tecidual das feridas, as analises histopatoldgicas foram realizadas no 3°, 7°
e 12°dia de pés-operatorio. A analise morfométrica (células inflamatérias, fibroblastos,
namero de vasos sangulineos, densidade de colageno, tecido adiposo e anexos
cutaneos) da regido da derme foi realizada no 12° dia, e uma reepitelizacao
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 - Andlise histopatoldgica das feridas tratadas com CC (Controle Carbopol®), CP (Controle
Positivo - Neocetheo®), EA-25 (Carbopol® + 25% de Extrato Autotréfico) e EM-25 (Carbopol® + 25%
de Extrato Mixotroéfico) no 3°, 7° e 7° 12 dias de pos-operatorio. As fotografias mostram o processo de
cicatrizacdo de feridas, com clara evidéncia de epitelizacdo, queratinizacdo e formacdo de area
cicatricial em grupos tratados com extrato de microalgas, principalmente no grupo EM-25, com
presenca de foliculo piloso (HF) no D12. Coloracdo com hematoxilina-eosina, ampliacdo de 100x e as

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

CcC cp EA-25 EM-25

Fonte: O autor (2018).

As analises histopatolégicas e histomorfométricas demonstraram uma
diminuig&o significativa no nimero de células fibroblasticas (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 colageno 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%), 0 que nao foi evidenciado nos controles CC e CP (
34,51 + 1,90%, 32,52 + 6,78%, respectivamente) (Fig. 3 e 5B).
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Figura 3 - Andlise histopatoldgica das feridas tratadas com CC (controle Carbopol®), CP (controlo
positivo - Neocetheo®), EA-25 (Carbopol® + 25% de extracto autotrofico) e EM-25 (Carbopol® + 25%
de extracto mixotrofico) no 3°, 7° e 12° dias de pos-operatorio. As fotografias mostram clara evidéncia
de epitelizacao, reducdo de células inflamatérias e fibroblastos e deposi¢gdo de colageno em grupos
tratados com extrato de microalgas, principalmente no grupo EM-25, com presenca de anexos cutaneos
como foliculo piloso (HF) e glandulas sebaceas (G) no D12. Colorag&o Tricromo de Masson, ampliagao

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

F: células de fibroblastos; IC: células inflamatérias.

Fonte: O autor (2018).

O grupo tratado com EM-25 também apresentou uma reducéo significativa de
células inflamatorias (3,10 + 0,60%) quando comparado aos controles, demonstrando
uma atividade antiinflamatoria (Figuras 3 e 5C). No mesmo grupo foi observada maior
presenca de anexos cutaneos (30,27 + 1,30%), como foliculo piloso e glandulas
sebaceas, o que néo foi alcancado 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
reepitelizacao tecidual.

A coloragdo de PAS foi realizada para observar estruturas ricas em

carboidratos, como tecidos conectivos, muco, glicocalix e lamina basal. As imagens
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mostramram a formacao de lamina basal bem definida no grupo EM-25 (fig. 4), quando
comparada aos demais grupos. Esse resultado corrobora a capacidade completa de

reepitelizacdo desse extrato em feridas cutaneas.

Figura 4 — Analise histopatologica das feridas tratadas com CC (Controle Carbopol®), CP (Controle
Positivo - Neocetheo®), EA-25 (Carbopol® + 25% de extrato autotréfico) e EM-25 (Carbopol® + 25%
de extrato mixotrofico) no 12° dia pds-operatério. As fotografias mostram evidéncia de epitelizagéo e
presenca de lamina basal (seta) no grupo tratado com EM-25. Coloracgédo de acido periddico de Schiff,

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

Fonte: O autor (2018).



Figura 5 — Analises morfométricas das feridas tratadas com CC (Controle Carbopol®), CP (Controle Positivo - Neocetheo®), EA-25 (Carbopol® +
25% de extrato autotréfico) e EM-25 (Carbopol® + 25% de extrato mixotr6fico) no 12° dia pds-operatério. Uma menor quantidade de fibroblastos (A)
e células inflamatérias (C) é observada no grupo EM-25. Uma maior densidade de colageno (B) e anexos da pele sdo apresentados no mesmo
grupo. Os dados sao descritos como média + DP, p < 0,05.
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As formulacbes EA-25 e EM-25 mostraram resultados de analises
macroscopicas significativamente maiores na oclusédo da ferida quando comparados
aos grupos EA-10 e EM-10. Por outro lado, a administracdo topica de uma pomada
contendo 10% do pdé de Chlorella sorokiniana produzido pela industria francesa
Roquette Freres (Lestrem, Franca) foi realizada em um ensaio de cicatrizacado de
feridas em camundongos, e apresentou uma eficiente cicatrizacdo a partir do 6° 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 reepitelizacdo do tecido em um menor periodo de tempo.

3.3 Caracterizacao e atividades biolégicas dos extratos de microalga

3.3.1 Concentracao proteica e atividade hemaglutinante

O conteudo 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 o0s
extratos EA e EM apresentaram titulos de hemaglutinagdo similares de = 24 para
sangue de coelhos. Em relacédo ao sistema sanguineo humano ABO, apenas o extrato
mixotréfico 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 proteinas quando cultivada em
ambientes ricos em nitrogénio; e quando o nitrogénio é limitado no meio de cultura,
ela reduz sua sintese proteica. A milhicina € um subproduto que contém uma grande
quantidade de nitrogénio em sua composicdo, induzindo a producéo de proteinas na
biomassa de microalgas (CHIANI et al., 2010). Melo et al. (2018) cultivaram C. vulgaris
em diferentes subprodutos agroindustriais, e observaram uma maior produgéo de
proteina na biomassa cultivada com o uso de milhocina, quando comparada ao cultivo
autotrofico. Os mesmos resultados foram encontrados neste estudo, onde o extrato
de C. vulgaris cultivada com milhocina apresentou uma quantidade significativamente
maior de proteina quando comparada a condi¢éo autotrofica.

A atividade cicatrizante de feridas a partir de algas e microalgas ainda nao é
bem relatada na literatura. Nascimento-Neto et al. (2012) extrairam uma lectina da

macroalga Bryothamnion seaforthii e a utilizaram em um ensaio de cicatrizagao. Foi
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observada uma oclusédo efetiva da ferida, maior densidade de colageno, forte
presenca de anexos cutaneos e uma completa reestruturacdo epitelial no grupo
tratado com a lectina, quando comparados aos demais. As lectinas séo proteinas de
origem ndo imune, capazes de reconhecimento especifico e ligacdo reversivel a
compostos contendo carboidratos e de aglutinar células e glicoconjugados, sem
induzir qualquer modificacdo quimica nos mesmos. A ligacao lectina-carboidrato na
superficie dos glébulos vermelhos permite a interconexdo e formacdo de uma rede
dessas células, favorecendo a atividade hemaglutinante. Algumas algas vermelhas
também apresentam lectinas com diversas propriedades biologicas, como antivirais,
anticancerigenas, antimicrobianas, antiinflamatérias e antinociceptivas (SINGH,;
WALIA, 2017). Além disso, elas também se apresentam como uma alternativa
promissora no tratamento de feridas cutaneas devido ao seu potencial cicatrizante
(CAGLIARI et al., 2018).

Porto et al. (2016) purificou lectinas a partir da biomassa de C. vulgaris cultivada
sob condi¢bes autotréficas, e obteve uma atividade hemaglutinante > 23 contra
eritrécitos 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
proteinas da classe das lectinas, as quais auxiliam no processo de cicatriza¢cdo, como
ja relatado em outros estudos.

3.3.2 Perfil fitoquimico e ensaio antioxidante

A prospeccdao fitoquimica qualitativa esta descrita na Tabela 1. Em EA foram
encontrados esteroides/triterpenos e taninos condensados. No EM, as principais
classes de metabdlitos secundarios observadas foram esteroides/triterpenos,
saponinas e agucares. A atividade antioxidante foi de 33,63 £ 0,52% em EA e 54,64%
+ 0,37 em EM.

Tabela 1 - Classes de metabdlitos secundarios encontrados nos extratos autotréfico e mixotréfico de

Chlorella vulgaris através de cromatografia de camada delgada
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Metabdlitos secundarios EA EM
Alcalbides - -
Cumarinas - -
Esteroides/Triterpenos + +
Flavonoides - -

Taninos hidrolisaveis - -

Taninos condensados + -
Saponinas - +
AcUcares - +

EA = extrato obtido da biomassa de C. vulgaris cultivada em condicao autotréfica
EM = extrato obtido da biomassa de C. vulgaris cultivada em condi¢do mixotréfica
+ = presente na amostra

- = ausente na amostra

Fonte: O autor (2019).

Analises fitoquimicas dos extratos de Chlorella vulgaris revelaram a presenca
de compostos como flavondides, taninos, compostos fendlicos, terpenos e saponinas
(SYED et al., 2015). No presente estudo, os dados demonstram a presenca de
triterpenos, taninos condensados e saponinas em extratos de microalgas, o
corroborando com os resultados anteriores. Esses metabdlitos secundarios ja foram
relatados na literatura para atividades antioxidantes, antiinflamatérias e
antimicrobianas e favorecem o processo de cicatrizacdo de feridas, devido ao seu
efeito sobre os mediadores celulares envolvidos no processo, criando um
microambiente que promove a reparacao tecidual e favorece o processo de
cicatrizacdo e remodelacéo tecidual (ZARIN et al., 2016; SINGH et al., 2017).

O equilibrio entre oxidantes e antioxidantes no local da ferida é decisivo no
processo de regeneracdo tecidual. Os antioxidantes sé&o capazes de eliminar a
atividade dos radicais livres e inibir sua propagacdo de reacdo, favorecendo o
processo de cura (PARWANI et al., 2013). As propriedades de eliminacéo de radicais
livres dos compostos de C. vulgaris provavelmente protegeram o tecido das feridas
dos danos oxidativos e reduziram o risco de inflamacéo, contribuindo para uma melhor

cicatrizagao.
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3.3.3 Atividade antibacteriana

O percentual de inibicdo 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 concentracao (100 mg/mL). Em relacdo 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 concentra¢do de 100 mg/mL.

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis e Pseudomonas aeruginosa sao bactérias frequentemente encontradas
causando infeccdes 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 etandlico de C. vulgaris
cultivada em condicdes autotréficas, na concentracdo 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 populacdo bacteriana local, auxiliando no processo de
remodelacéo do tecido lesado. Agentes antimicrobianos eficazes proporcionam uma
cicatrizacdo melhor e mais rapida em uma ou mais fases do processo, formando uma

barreira contra popula¢des microbianas (SUNTAR et al., 2013).

4 Concluséao

Neste estudo um hidrogel contendo extratos de Chlorella vulgaris cultivada sob
condicdo mixotrofica proporcionou uma cicatrizagdo mais rapida de feridas em
camundongos. Comparado com 0s grupos controle, o EM-25 promoveu maior
deposicdo de colageno e presenca de anexos cutédneos, reducdo de fibroblastos e
células inflamatodrias, além de presenca de lamina basal. Aléem disso, o extrato do
mesmo grupo apresentou elevada quantidade de proteinas, alta capacidade
antioxidante, presenca de fitoquimicos como esteroides, triterpenos e saponinas,
excelente atividade hemaglutinante e atividade antimicrobiana frente a bactérias
patogénicas encontradas na pele. As propriedades pro-cicatrizantes e

antiinflamatorias deste hidrogel indicam a possibilidade de uma nova formulacéo
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topica potencial para o tratamento de varios distarbios da pele, como a cicatrizacéo

de feridas agudas e cronicas.



85

4 CONCLUSAO

1) O cultivo mixotréfico 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 niveis de
DQO dos cultivos;

3) A fitorremediacdo dos subprodutos agroindustriais com C. vulgaris reduziu
totalmente o poder toxico, citotdéxico e genotoxico da milhocina, minimizou o potencial
toxico do soro de queijo e o genotoxico da vinhaca;

4) Uma patente de invencao da formulacdo em hidrogel com atividade cicatrizante foi
depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial;

5) A formulagdo contendo 25% do extrato da biomassa cultivada em condi¢cdo
mixotréfica com milhocina (EM-25) apresentou alta capacidade de regeneracao
tissular a partir do 7° dia de tratamento;

6) O grupo EM-25 obteve maior deposicdo de colageno, reducdo de células
fibroblasticas e inflamatérias e evidente presenca de anexos da pele no 12° dia de
tratamento;

7) O extrato da biomassa cultivada em condicdo mixotréfica com milhocina foi
caracterizado e apresentou uma concentracao proteica de 1,174 mg/mL, atividade
hemaglutinante de 24 frente a sangue de coelho, atividade antioxidante de 54,64%,
presenca de esteroides, triterpenos e saponinas e atividade antibacteriana contra

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