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RESUMO 

 

A utilização de algas marinhas como ferramentas potenciais para a obtenção de produtos 

farmacêuticos tem se mostrado uma tendência mundial e cresceu substancialmente nas duas 

últimas décadas. Moléculas bioativas obtidas a partir de algas marinhas tais como proteínas, 

carboidratos, compostos fenólicos, ácidos graxos poliinsaturados, terpenóides etc. possuem 

inúmeras atividades biológicas. Dentre essas moléculas, destacam-se os polissacarídeos 

sulfatados de algas marinhas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficácia do potencial 

cicatrizante de géis desenvolvidos à base de polissacarídeos sulfatados das algas marinhas: 

Caulerpa racemosa (CrII), Cryptonemia crenulata (CcII) e Gracilaria birdiae (GbI), nativas 

do litoral cearense em modelos de cicatrização in vivo e in vitro. Os polissacarídeos sulfatados 

foram obtidos por procedimento cromatográfico de troca iônica. As macromoléculas obtidas 

foram avaliadas em ensaio toxicológico e analisadas quanto ao seu potencial de interferir no 

sistema nervoso central (SNC). Posteriormente foram utilizadas em experimentos de 

atividades pró-coagulante in vitro/ex vivo e antibacteriana. Em seguida os polissacarídeos 

sulfatados foram utilizados na formulação de géis que foram avaliados quanto à sua 

irritabilidade dermal durante 7 dias, onde foi analisado as reações dermatológicas 

macroscópicas, espessura da pele e o valor de exsudato presente no tecido. Os géis foram 

aplicados em feridas induzidas em camundongos sadios por trauma mecânico e avaliados 

quanto ao seu potencial cicatrizante durante 15 dias. Uma avaliação histopatológica foi 

realizada para comprovação da eficiência dos géis no tratamento das lesões. CcII foi utilizado 

em experimentos in vitro onde foi observado o seu potencial de aderência, proliferação e 

citotoxicidade utilizando células HaCaT. E por fim, CcII foi avaliado em um modelo 3D de 

equivalentes de pele humana (3D EPHs) durante 7 dias, onde foi analisado parâmetros como 

área de re-epitelização e migração lateral dos queratinócitos. Os resultados observados 

demonstraram que CrII, CcII e GbI apresentaram rendimentos de 20,5%; 21,3% e 23,6%, 

respectivamente, e mostraram-se atóxicos e sem efeitos sobre o SNC. No ensaio de atividade 

pró-coagulante CrII demonstrou ser pró-coagulante e CcII apresentou atividade 

anticoagulante no ensaio do APTT in vitro. Entretanto, estas atividades não foram 

confirmadas no ensaio ex vivo. O polissacarídeo de GbI não apresentou atividades 

anticoagulante e pró-coagulante em nenhum dos ensaios testados. CrII, CcII e GbI não 

apresentaram atividade antibacteriana frente às bactérias gram-negativa e gram-positiva. Os 

géis formulados com CrII, CcII e GbI não se mostraram irritantes em um modelo de irritação 
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cutânea em camundongos. E quando testados em feridas, apenas o gel formulado com CcII 

apresentou efeito cicatrizante. Diante deste fato, CcII foi avaliada em experimentos in vitro, 

em que, não foi capaz de provocar a aderência, proliferação e citotoxidade em células HaCaT. 

CcII quando analisada no modelo 3D EPHs apresentou um efeito cicatrizante, acelerando o 

processo de re-epitelização e migração dos queratinócitos. Tendo em vista os resultados 

obtidos, CcII apresenta um potencial para formulação de um bioproduto promissor com uma 

função de cicatrização.  

 

Palavras-chave: Polissacarídeos sulfatados, cicatrização de feridas in vivo, queratinócitos e 

fibroblastos in vitro.  
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ABSTRACT 

 

The use of marine algae as potential tools for obtaining pharmaceuticals has shown a 

worldwide trend and has grown substantially over the last two decades. Bioactive Molecules 

obtained from seaweeds such as proteins, carbohydrates, phenolics, polyunsaturated fatty 

acids, terpenoids, etc. they showed numerous biological activities. Among these molecules, it 

highlights the sulfated polysaccharides from seaweed. This work aimed to evaluate the effect 

of the healing potential gels developed from sulfated polysaccharide of seaweed: Caulerpa 

racemosa (CrII), Cryptonemia crenulata (CcII) e Gracilaria birdiae (GbI), native of Ceará in 

healing in vivo and in vitro models. The sulfated polysaccharides were obtained by 

chromatographic procedure of ion exchange. The macromolecules obtained were evaluated in 

toxicological testing and analyzed for their potential to interfere in the central nervous system 

(CNS). Later, it was used in procoagulant in vitro/ex vivo and antibacterial activity 

experiments. Then the sulfated polysaccharides were used in the formulation of gels that were 

evaluated for their dermal irritant for 7 days, which was analyzed macroscopic skin reactions, 

skin thickness and the amount of exudate present in the tissue. The gels were applied to 

wounds in healthy mice induced by mechanical trauma and evaluated for their potential 

healing for 15 days. A histopathological evaluation was performed to prove the efficiency of 

the gels in the treatment of injuries. CcII was used in in vitro experiments where it was 

observed its potential adhesion, proliferation and cytotoxicity using HaCaT cells. Finally, 

CcII was evaluated in a 3D model of human skin equivalent (3D EPHS) for 7 days, which 

was analyzed parameters such as re-epithelialization area and lateral migration of 

keratinocytes. The results obtained showed that CrII, CcII and GbI present income 20.5%; 

21.3% and 23.6%, respectively, and shown to be non-toxic and without CNS effects. In the 

coagulant test, CrII shown to be pro-coagulant and CcII showed anticoagulant activity in 

APTT assay in vitro. However, these activities have not been confirmed in the ex vivo assay. 

The GbI polysaccharide showed no anticoagulant and procoagulant activities in any of the 

assays tested. CrII, CcII and GbI showed no antibacterial activity against gram-negative and 

gram-positive bacteria. The gels formulated with CrII, CcII and GbI were not irritating in a 

skin irritation model in mice. And, when tested in wounds, only the gel formulated with CcII 

presented healing effect. Considering this fact, CcII was evaluated in experiments in vitro 

where it was not able to cause adherence, proliferation and cytotoxicity in HaCaT cells. CcII 

when analysed in the 3D EPHs model has a healing effect, accelerating the process of re-
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epithelization, and keratinocytes migrating. In view of the results obtained, CcII has a 

promising potential for formulating bioproduct with a healing activity. 

  

Keywords: Sulfated Polysaccharide, in vivo wound healing, in vitro keratinocytes and 

fibroblasts.  
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1 INTRODUCAO  

 

1.1 Algas marinhas  

 

As macroalgas marinhas atualmente são consideradas organismos fotossintéticos 

aquáticos, que apesar de não formarem uma categoria taxonômica monofilética (não 

apresentam um ancestral comum) são agrupadas segundo uma característica única: a ausência 

de tecido constituído por células estéreis que envolvam os órgãos de reprodução. As 

principais divisões de algas, unicelular ou multicelulares compreendem as algas vermelhas 

(divisão Rhodophyta); pardas (divisão Phaeophyta) e verdes (divisão Chlorophyta) 

(O’SULLIVAN et al., 2010) 

As algas verdes podem ser unicelulares ou pluricelulares, ocorrendo vastamente em 

água doce e do mar, mas também podem ser encontradas em uma ampla variedade de 

habitats, como a superfície da neve, troncos de árvores, solo e em simbiose com fungos 

(constituindo os líquens), protozoários e celenterados. Apresentam o amido como 

polissacarídeo de reserva e sua parede celular é constituída de celulose. Estas algas são 

consideradas o grupo a partir do qual as plantas evoluíram. As algas pardas são pluricelulares 

e predominantemente marinhas. Compreendem as algas mais conspícuas das águas 

temperadas, boreais e polares, mas também são encontradas em regiões tropicais.  Existem 

somente cerca de 1.500 espécies, que variam de formas microscópicas até as maiores 

macroalgas, que podem chegar a 60 metros de comprimento e pesar mais de 300 quilogramas. 

Apresentam a laminarina como polissacarídeo de reserva e sua parede celular é constituída de 

celulose e algina. As algas vermelhas são pluricelulares, particularmente abundantes em águas 

tropicais quentes. Porém, o número de espécies marinhas excede a soma de espécies 

pertencentes às divisões Phaeophyta e Chlorophyta. As algas vermelhas possuem de 4.000 a 

6.000 espécies distribuídas em aproximadamente 680 gêneros, dentre os quais poucos são 

unicelulares (RAVEN et al., 2007).  

As algas representam a base da cadeia alimentar nos oceanos e sustentam mais de dois 

terços da biomassa mundial e são ainda responsáveis por aproximadamente metade da 

atividade fotossintética global (DAY et al., 1999) Além de sua importância ecológica, as 

algas são consideradas excelentes fontes de proteínas, carboidratos, vitaminas, minerais, 
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possuindo baixos teores de lipídios e alto valor nutritivo (MABEAU et al., 1992; 

MACARTAIN et al., 2007; ORTIZ et al., 2009) e ainda produzem outros metabólitos com 

potencial econômico, inclusive farmacológico, como proteínas (lectinas), aminoácidos tipo-

micosporinas, compostos halogenados e principalmente polissacarídeos sulfatados, que fazem 

destes organismos foco das mais diversas pesquisas biomédicas (O’SULLIVAN et al., 2010; 

MAYER et al., 2013).  

 

1.2 Polissacarídeos de algas marinhas  

 

Os polissacarídeos sulfatados estão presentes nas algas verdes, na forma predominante 

de arabino-galactanas (PERCIVAL e McDOWELL, 1967), nas algas pardas na forma de 

fucoidanas (BERTEAU e MULLOY, 2003) e nas algas vermelhas na forma de galactanas, 

classificando-se em agaranas e carragenanas (PAINTER, 1983). 

Estes polímeros aniônicos não são encontrados somente em algas marinhas, mas 

também ocorrem em animais como mamíferos e invertebrados (MOURÃO; PEREIRA, 1999; 

MOURÃO, 2007), fungos (CARDOZO et al., 2011) e plantas (DANTAS-SANTOS et al., 

2012). Entretanto, as algas marinhas são a fonte mais  importante de polissacarídeos 

sulfatados de origem não-animal e suas estruturas químicas variam de acordo com as 

diferentes espécies de algas (COSTA et al., 2010).  

Polissacarídeos de algas verdes representam, talvez, o grupo mais diversificado dessas 

moléculas. São heteropolissacarídeos aniônicos não repetitivos, apresentando-se, geralmente, 

bastante ramificados, complexos e constituídos de unidades de monossacarídeos ou 

dissacarídeos que são constituídas de unidades de galactose e arabinose (PERCIVAL; 

McDOWELL, 1967). Ulvana é um dos principais polissacarídeos solúveis em água 

encontrados nas algas verdes da ordem Ulvales que têm sulfato, ramnose, xilose, ácidos 

idurônico e glicurônico como principais constituintes. Entretanto, uma variedade de 

polissacarídeos é sintetizada pelas algas verdes (JIAO et al., 2011). 

As fucoidanas, que representam os polissacarídeos sulfatados de algas pardas são 

principalmente constituídas de α-L-fucopiranose, são facilmente extraídas da parede celular 

das algas marrons com água quente ou solução ácida e podem ser responsáveis por mais de 
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40% do peso seco das células isoladas (BERTEAU; MULLOY, 2003). Essas fucoidanas 

podem diferir em estrutura entre as espécies de algas e podem variar até mesmo dentro da 

mesma espécie. Devido a essa heterogeneidade de estruturas, diferentes condições de extração 

utilizadas por pesquisadores podem dar origem ao isolamento de formas distintas de 

fucoidanas. Esses polissacarídeos sulfatados contêm pequenas quantidades de outros 

monossacarídeos, incluindo glicose, galactose, manose,  xilose, ácidos urônicos e também 

grupos acetil (JIAO et al., 2011).  

Galactanas de algas vermelhas são de grande importância comercial sendo  

amplamente utilizadas nas indústrias de alimentos devido às suas propriedades reológicas 

como gelificantes e espessantes. Essencialmente, elas consistem de uma cadeia linear 

composta por unidades dissacarídicas repetitivas de β-D-galactose ligada através do C-1 e C-3 

(unidade A) e α-galactose através do C-1 e C-4 (unidade B), sendo que algumas unidades de 

α-galactose podem também ser encontradas na forma de 3,6-anidrogalactose. Assim, as 

galactanas formam um arranjo alternado entre as unidades A e B, ou seja, (AB)n (PAINTER, 

1983).  Estes polissacarídeos sulfatados são principalmente classificados com base na sua 

estereoquímica em dois grupos,  carragenanas e agaranas. A diferença observada entre estes 

dois tipos de galactanas está na configuração enantiomérica da α-galactose da unidade B, que 

é considerada como sendo da série L para agaranas e D em carragenanas. A unidade A (β-D-

galactose) sempre pertence à série D (USOV, 1984). Esta cadeia principal apresenta uma 

grande diversidade em relação aos seus grupos substituintes, como grupos O-sulfatados, O-

metilados, O-glicosilados, na forma de 4,6-acetal de ácido pirúvico e algumas vezes também 

são substituídos por monossacarídeos adicionais (USOV, 1998).  

A classificação das galactanas sulfatadas do tipo carragenana é definida de acordo com 

a presença de 3,6-anidrogalactose no resíduo de galactose 4-O-ligado (unidade B) e a posição 

e número de grupos sulfato na unidade α-D galactose. Desta forma, são normalmente 

classificadas de acordo com suas características estruturais. (VAN DE VELDE et al., 2002). 

Há pelo menos 15 diferentes estruturas de carragena (JIAO et al., 2011). Dentre as 

carragenanas existentes, as mais comuns comercialmente são:  ҝ (Kappa), ι (Iota) e λ 

(lambda), onde elas apresentam teores de sulfatação variando entre 22 e 38% (p/p) e massa 

molecular entre 400 e 600 kDa (VAN DE VELDE et al., 2002).  

As agaranas pertencem a um grupo de galactanas que apresentam uma cadeia principal 

formada por unidades de (1→3)-β-D-galactopiranose e (1→4)-α-L-galactopiranose. 
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(KNUTSEN et al., 1994). As agaranas não possuem um sistema de classificação baseado em 

letras gregas como as carragenanas. A presença de substituintes O-metil e 4,6-O-(1’- 

carboxietilideno) é mais frequente e grupos sulfatos podem estar presentes tanto na unidade A 

como B (STORTZ e CEREZO, 2000). Embora haja uma grande variedade de grupos 

substituintes nas agaranas, existem duas estruturas extremas que são consideradas os 

exemplos mais simples de galactanas do tipo agarana. Uma dessas estruturas é a agarose, a 

qual é constituída por unidades dissacarídicas repetitivas de (1→3)-β-D-galactopiranose 

(unidade A) e (1→4)-3,6-anidro-α-L-galactopiranose (unidade B). A agarose é a galactana 

com maior propriedade gelificante dentro do grupo das agaranas. Uma das agaranas mais 

estudada é a porfirina, obtida de espécies de algas vermelhas do gênero Porphyra incluindo 

Porphyra capensis e P. Haitanensis (JIAO et al., 2011). 

Além de carragenanas e agaranas as algas vermelhas possuem outros polissacarídeos 

sulfatados que são chamados de DL-híbridos e outros contendo várias substituições que 

envolvem grupos sulfatos, ácido pirúvico e grupos metoxila (JIAO et al., 2011). 

 

1.3 Atividades biológicas de polissacarídeos sulfatados de algas 

 

Muitas espécies de algas marinhas são utilizadas como alimento e na medicina 

tradicional devido aos seus benefícios à saúde (VO; KIM 2013). As algas são ricas fontes de 

polissacarídeos sulfatados, incluindo alguns que se tornaram valiosos aditivos na indústria de 

alimentos devido às suas propriedades reológicas como gelificação e como agente espessante 

(carragenana) (CHAN et al., 2013). As algas também desempenham um papel essencial no 

atual panorama de produção de biocombustíveis (GHADIRYANFAR et al., 2016). Além de 

usos industriais, os polissacarídeos derivados de algas marinhas têm surgido nos últimos anos 

como uma fonte rica e importante de compostos naturais bioativos e por esta razão, a 

produção e as aplicações desses polissacarídeos como agentes terapêuticos têm sido tema de 

intensas pesquisas (NA et al., 2010). 

Assim, os polissacarídeos sulfatados são reconhecidos por possuírem uma série de 

atividades biológicas, incluindo anticoagulante, antitrombótica, antiviral, anticâncer, 

antioxidante, imuno-inflamatória, dentre outras (WIJESEKARA et al., 2011; DORE et al., 

2013; BARAHONA et al., 2014; USTYUZHANINA et al., 2016).  



29 

 

Porém, o papel biológico e farmacológico dos polissacarídeos sulfatados de algas 

marinhas fazem parte de uma área de estudos ainda considerada pouco explorada quando 

comparada aos estudos realizados com plantas superiores. Portanto, pesquisas adicionais 

tornam-se necessárias para investigação de suas diversas atividades biológicas. 

 

1.4 Pele - Estrutura e função  

 

A pele é o maior órgão do corpo humano, representando 15% do peso total de um 

adulto e com uma área de 1,5 a 2 m
2
. A sua espessura pode variar entre 0,5 mm (nas 

pálpebras) e 6 mm (entre as omoplatas), no entanto a espessura da pele na maior parte do 

corpo é de 1 a 2 mm (YANNAS, 2001). É considerada a principal barreira de proteção do 

organismo e apesar de ser esta a sua função principal ela desempenha outras funções 

adicionais essenciais, como: impedir a perda excessiva de líquidos, proteger da ação de 

agentes externos, sintetizar vitamina D com a exposição dos raios solares, agir como órgão do 

sentido e participar da termoregulação corpórea (SMELTZER; BARE, 2005). 

A pele apresenta uma variedade de habitats, incluindo regiões com uma ampla faixa de 

pH, temperatura, umidade e conteúdo seboso. Além disso, estruturas da pele como os 

folículos capilares, sebáceos, glândulas écrinas e apócrinas compreendem sub-habitats que 

podem estar associados com sua microbiota residente (Grice et al., 2008) 

A pele possui duas camadas principais: a epiderme, a camada mais externa, e a derme, 

a estrutura mais interna da pele (Fig. 1). Entre estas duas camadas encontra-se a membrana 

basal e sob a derme o tecido subcutâneo (ou hipoderme). A espessura da pele varia de acordo 

com a zona do corpo onde se encontra, devendo-se as variações de espessura principalmente a 

variações da espessura da derme. A pele está ligada ao resto do organismo por 3 sistemas: 

sistema linfático, sistema circulatório e sistema nervoso. Estes sistemas são responsáveis pelo 

fornecimento de nutrientes e oxigénio, pela remoção de substâncias tóxicas, pelo equilíbrio de 

fluidos, sensibilidade e pela resposta imunitária da pele (ATALA; LANZA, 2002).  
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Figura 1 – Diagrama esquemático da estrutura da pele humana.  

 

Fonte: BEAR et al., 2008. 

1.4.1 Epiderme 

 

É uma estrutura celular avascularizada de várias camadas de células epiteliais. A 

epiderme é bastante fina, com uma espessura de cerca de 0,1-0,2 mm apresentando um 

mínimo de 0,05 mm nas pálpebras, até 1,5 mm na planta dos pés (YANNAS, 2001). A 

estratificação é mantida graças à presença de tonofilamentos e desmossomas que unem os 

citoplasmas dessas células (QUERLEUX et al., 2009). É composta maioritariamente por 

queratinócitos (90 a 95%), com uma população menor de melanócitos responsáveis pela 

produção de melanina, células de Langerhans (células do sistema imunitário) e células de 

Merkel (5 a 10%) com função neuroendócrina (KANITAKIS et al., 2002). 

As células epidérmicas estão dispostas em camadas contínuas, compreendendo: a 

camada basal (única camada), as células espinhosas ou camada espinhosa (5 a 15 camadas), a 

camada granular (1 a 3 camadas), a camada lúcida (única camada) e a camada córnea ou 

corneificada (5 a 10 camadas), subdivididas em uma camada profunda (compacta) e uma 

superficial, que faz parte da camada mais externa de células descamativas queratinizadas do 

estrato córneo. Em algumas áreas do corpo, como a região palmo-plantar uma camada 

adicional, o estrato lúcido, pode ser visto entre as camadas granular e córnea (Fig. 2). A 
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epiderme também contém dois tipos distintos de unidades estruturais, isto é, a parte 

superficial das glândulas sudoríparas écrinas e folículos pilosos. Estes também são feitos de 

células epiteliais, mas têm suas próprias propriedades biológicas (matéria de renovação, 

diferenciação e resposta aos estímulos externos), refletidas por um aspecto histológico 

particular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008; QUERLEUX et al., 2009) 

Figura 2 - Epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, que reveste a pele. Onde temos representado pelas 

linhas coloridas: A Camada Basal (entre a linha contínua preta e a linha tracejada azul escura); B Camada 

Espinhosa (entre a linha tracejada azul escura e a linha tracejada amarela); C Camada Granular (entre a linha 

tracejada amarela e a linha tracejada azul clara); D Camada Lúcida (entre a linha tracejada azul clara e a linha 

tracejada verde); E Camada Córnea (entre a linha tracejada verde e a linha continua preta). Técnica HE. 

 

Fonte: Adaptado de Gunin (2010). 

 

1.4.2 Derme 

 

A derme é uma espessa camada de tecido conjuntivo que se estende da epiderme até o 

tecido subcutâneo, sua espessura é 10 vezes superior à da epiderme, variando entre 0,2 mm 

(nas pálpebras) até cerca de 4 mm (na planta dos pés) e é essencialmente esta camada que dita 

a espessura total da pele. A derme está em contato direto com a membrana basal e, juntamente 

com esta, desempenha a função de suporte mecânico à epiderme, acompanhando a topologia 

ondulada da fronteira da epiderme com a membrana basal com invaginações de uma estrutura 

na outra, o que impede que estas duas se separem ou deslizem uma sobre a outra. É composta 

principalmente por uma matriz extracelular rica em fibras colágenas, apresentando-se bastante 
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vascularizada e inervada, podendo, também, conter glândula sebáceas e sudoríparas e 

folículos pilosos. Pode ser dividida em camada papilar, mais externa, e camada reticular, mais 

interna (Fig. 3) (BANKS, 1992; BLANES, 2004).   

Figura 3 - Imagem da histologia da pele com a derme e algumas estruturas identificadas. 

 

Fonte: Disponível em: http://www.dermatofuncional.pt/derme  

A camada papilar é delgada, constituída por tecido conjuntivo frouxo (projeções 

cônicas voltadas para cima) formando as papilas dérmicas, alternando com cristas epiteliais 

epidérmicas, aumentando a superfície de contato entre a derme e epiderme e permitindo uma 

melhor aderência entre essas camadas. Contém várias células (fibroblastos, dendrócitos 

dérmicos, mastócitos), vasos e terminações nervosas. Constituído de fibras colágenas 

dispostas em feixes frouxos e de finas fibras elásticas alongadas perpendicularmente à junção 

dermo-epidérmica (KANITAKIS et al., 2002; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Ao nível 

das extremidades (ou seja, os dedos), a papila dérmica contém corpúsculos tácteis, 

terminações nervosas especializadas atuando como mecano-receptores (KANITAKIS et al., 

2002). 

A camada reticular é mais espessa, constituída por tecido conjuntivo denso, composta 

de feixes grossos de colágeno. A rede elástica também é mais grossa. Esta camada contém a 

parte profunda dos anexos cutâneos, vascular e plexos nervosos (KANITAKIS et al., 2002; 

JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).  

 

http://www.dermatofuncional.pt/derme
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1.5 Mecanismos envolvidos na cicatrização  

 

A cicatrização de ferimentos começa imediatamente após uma lesão ou incisão e 

corresponde a uma combinção de eventos físicos, químicos e celulares que restauram um 

tecido ferido (HEDLUND, 2005). Em organismos superiores o reparo de tecidos pode ocorrer 

de duas formas:  regeneração do tecido com a reposição da atividade funcional ou cicatrização 

do tecido com restabelecimento da homeostasia com perda da atividade funcional pela 

formação de cicatriz fibrótica (BALBINO  et al., 2005). A Figura 4 esquematiza, de uma 

forma sucinta, o processo típico de cicatrização de uma ferida. 

Figura 4 - Fluxograma da cicatrização de uma ferida com as suas fases.   

 

Fonte: Elaborada pelo próprio autor. 



34 

 

No momento da injuria, múltiplos caminhos celulares e extracelulares são ativados, 

combinação dessa complexa rede de eventos, incluindo quimiotaxia, divisão celular, sínteses 

de neovascularização, novas matrizes extracelular e intracelular e formação e remodelação do 

tecido da cicatriz são regulados por vários mediadores, incluindo plaquetas, células da 

inflamação, citocinas, fatores de crescimento, metaloproteinases e seus inibidores. Os 

principais tipos celulares e mediadores envolvidos no processo cicatricial estão indicados na 

Tabela 1. Nas  feridas esses processos (que são desencadeados por lesão tecidual) envolvem 

quatro fases que se sobrepõem (apesar disso, são bem definidas): coagulação, inflamação, 

proliferação e remodelação do tecido, que é o estágio final do processo de cicatrização 

(SCHULTZ et al. 2003). 

Tabela 1 - Principais tipos celulares e mediadores envolvidos na cicatrização. 

 

1.5.1 Fase de Coagulação 

 

A hemostasia é o controle da perda sanguínea a partir de um vaso lesado. Ela se inicia 

com as plaquetas aderindo a macromoléculas nas regiões subendoteliais do vaso sanguíneo 

lesado. As plaquetas estimulam a ativação local dos fatores plasmáticos de coagulação, e isso 

conduz à geração de um coágulo de fibrina que reforça o agregado plaquetário. Mais tarde, à 

medida que ocorre a cicatrização da lesão, o agregado plaquetário e o coágulo de fibrina são 

degradados (MANN, 2006).   
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A coagulação sanguínea envolve uma série de reações de ativação de proteínas 

precursoras (zimogênios). A protease final gerada é a trombina (fator IIa) (MAJERUS et al., 

1978).  

Quando a camada subendotelial é exposta, por exemplo, por uma injúria, uma 

glicoproteína ligada às células não-endoteliais, chamada fator tecidual (TF) entra em contato 

com o sangue. O TF se liga ao fator VII ativado (VIIa) e o complexo Colágeno AB resultante 

ativa os fatores IX e X. Uma vez ativado, o fator X converte protrombina em trombina (fator 

IIa), numa reação acelerada pelo fator Va. Na etapa final do sistema de coagulação, a 

trombina cliva fibrinogênio em monômeros de fibrina, que se polimerizam para formar um 

coágulo quimicamente estável (Figura 5) (ROSENBERG et al., 1999). 

Figura 5 - Fluxograma da cascata de coagulação. 

 

Fonte: Disponivel em: http://docslide.com.br/documents/cascata-de-coagulacao-55c99842a1d0a.html 

Nos últimos 20 anos, uma grande reavaliação do papel da cascata de coagulação após 

a lesão do tecido tem sido explorada e agora já existem provas crescentes de que a coagulação 

é crítica para influenciar respostas inflamatórias e fibro-proliferativa durante as subsequentes 

fases da cicatrização, em uma variedade de contextos patológicos em todos os principais 

sistemas de órgãos (MERCER; CHAMBERS 2013). 
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A cicatrização inicia-se com a hemostasia, que se prolonga por até 15 minutos 

(BAUM; ARPEY, 2005). As plaquetas são os componentes mais importantes na coagulação 

do sangue. Além disso, plaquetas liberam algumas citocinas e fatores de crescimento que 

aumentam o processo de cicatrização durante a coagulação do sangue (OKAMOTOA et al., 

2003). Um destes é o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), uma proteína que 

pode ser isolado a partir de plaquetas através de técnicas cromatográficas. Outros fatores, 

produzidos pelas plaquetas e outras células, incluem os fatores de: crescimento transformante 

(TGF), crescimento de fibroblastos (FGF) e crescimento endotelial vascular (VEGF) (SHAH 

et al., 2012). Os mediadores liberados pelas plaquetas ativadas se difundem pela matriz 

provisória formando um gradiente quimiotático que orienta o recrutamento e a migração das 

células envolvidas com a instalação da resposta inflamatória (BALBINO et al., 2005). 

Os principais efeitos desencadeados são a formação de trombo plaquetário que 

tampona a lesão e o recrutamento de neutrófilos/monócitos para o local da lesão 

(HATANAKA; CURI, 2007). 

 

1.5.2 Fase Inflamatória 

 

A fase inflamatória é fundamental. Através das células e citocinas produzidas nesta 

fase ocorre a modulação das próximas fases da cicatrização. A inflamação protege a ferida 

contra organismos invasores patogênicos e limpa (fagocitose) as células danificadas após a 

lesão para evitar mais danos ao tecido (WAGENER et al., 2013).  

Células inflamatórias secretam enzimas e vários mediadores que resultam nas 

características clássicas da inflamação: dor, vermelhidão, calor e inchaço. Enquanto várias 

outras células envolvidas no processo, em termos de curar os principais intervenientes são os 

neutrófilos, os macrófagos e os linfócitos-T (SHAH et al., 2012). 

Os neutrófilos provenientes da circulação são as primeiras células a atingirem a região 

inflamada, sendo predominantes entre o primeiro e segundo dias. Sua função principal é 

fagocitar micro-organismos. A atividade microbicida destas células é dependente da ativação 

do sistema NADPH oxidase, ou seja, da geração de espécies reativas de oxigênio (burst 
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respiratório) e mobilização de cátions nos fagossomos, bem como da liberação de enzimas 

lisossomais, que auxiliam no combate à infecção (HATANAKA; CURI, 2007). 

Além de sua função fagocitária, os neutrófilos possuem ação pró-inflamatória exercida 

através da liberação de citocinas que ativam fibroblastos e queratinócitos. Caso a ferida não 

esteja severamente infectada, em poucos dias o número de neutrófilos diminui devido à 

fagocitose por macrófagos (WERNER e GROSE, 2003; MARTIN, 2005). As citocinas 

liberadas por essas células durante o processo de apoptose são importantes componentes no 

recrutamento de monócitos. Os monócitos circulantes penetram então na ferida e se 

transformam em macrófagos. Essas células são conhecidas por secretarem fatores de 

crescimento e mediadores inflamatórios essenciais que coordenam processos importantes, 

como deposição de colágeno, contração da ferida e angiogênese (WRIGHT et al., 2010; 

MURPHY et al., 2011). Os fatores mitogênicos e citocinas sintetizadas e liberadas pelos 

macrófagos sao: Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) , FGF, VEGF, TGF-α e 

β e o fator-1 de crescimento insulina-like que são necessários para estimular a formação do 

tecido de granulação e, podem influenciar as fases tardias da cicatrização, como: 

neovascularização, granulação, fibroplasia e epitelização (MENDONÇA; COUTINHO-

NETTO, 2009). 

Os monócitos/macrófagos são as células intermediadoras entre a fase inflamatória e a 

fase proliferativa da cicatrização. À medida que estas células diminuem no infiltrado 

inflamatório, dão espaço para a proliferação celular e preenchimento de matriz extracelular. 

Além disso, o marco do fim da fase inflamatória e início da fase proliferativa se dá com a 

presença de linfócitos T no infiltrado inflamatório (MIRZA & KOH, 2011; WILLENBORG 

et al., 2012; PERDIGUERO et al., 2011). 

A participação de eosinófilos no processo cicatricial está, aparentemente, associada à 

produção da Proteína Básica Principal (MBP) que age na degradação do tecido. A fase 

inflamatória tem duração de 48 a 72 horas (HATANAKA; CURI, 2007). 

 

1.5.3 Fase de Proliferação 
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Dividida em três subfases, a fase proliferativa caracteriza-se pelos processos de 

fibroplasia, angiogênese, deposição de matriz extracelular e re-epitelização. Nesta fase, 

ocorrem intensa migração e proliferação celular, principalmente de fibroblastos e 

queratinócitos (SEPHEL; WOODWARD, 2006), sendo responsável pelo “fechamento” da 

lesão propriamente dita. 

 Os fibroblastos são os principais componentes do tecido de granulação e após a 

influência dos fatores de crescimento e demais mediadores, derivados principalmente (mas 

não exclusivamente) dos macrófagos, são ativados e migram das margens da ferida para o seu 

centro. Isto se dá pela matriz provisória formada e seguindo a orientação do gradiente químico 

de substâncias quimioatraentes. Com o aumento do número de fibroblastos ativados para a 

produção de colágeno no local, a matriz extracelular começa a ser substituída por um tecido 

conjuntivo mais forte e mais elástico. Este processo é denominado de fibroplasia e para a sua 

eficiência é necessária a ocorrência, em paralelo, da formação de novos vasos sangüíneos, ou 

seja, é necessária a neovascularização da região (BALBINO et al., 2005). 

O processo de formação de novos vasos sanguíneos inicia-se com a ativação das 

células endoteliais as quais se separam de suas células vizinhas, devido à ruptura de junções 

de caderinas do endotélio vascular, resultando no aumento da permeabilidade vascular. A 

membrana basal é degradada por enzimas proteolíticas tais como metaloproteinases de matriz 

(MMPs), liberando fatores angiogênicos que, por sua vez, estimulam a proliferação e 

migração de células endoteliais. Formação do tubo capilar, deposição de uma nova membrana 

basal e anastomose levam ao fluxo sanguíneo. Fatores produzidos por células endoteliais tais 

como PDGF, atraem células de suporte como os pericitos, enquanto o VEGF e angiopoietinas 

garantem a estabilidade do vaso (BONNET; WALSH, 2005; ARROYO; IRUELA-

ARISPEM, 2010). A angiogênese permite o suprimento de oxigênio, nutrientes e células 

inflamatórias necessárias para o processo de cicatrização que ocorre dentro do tecido 

(BRADSHAW et al., 2001; RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010). 

Por volta do quarto dia, com a fibroplasia e a angiogênese, inicia-se a formação do 

tecido de granulação, o qual é constituído por macrófagos, fibroblastos, células inflamatórias 

e componentes neovasculares, os quais são sustentados por uma matriz frouxa de fibronectina, 

ácido hialurônico, glicosaminoglicanos e colágenos tipos I e II. Esse tecido é edematoso e 

caracteriza-se pela presença de muitos espaços vazios, devido à imaturidade dos vasos, os 
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quais são exsudativos e sangram com facilidade (BAUM; ARPEY, 2005; HATANAKA; 

CURI, 2007). 

Com a evolução do processo, a matriz extracelular, que inicialmente era composta 

principalmente por proteínas derivadas de plaquetas e do plasma, passa por modificações em 

sua composição. Na fase inicial do reparo, os fibroblastos passam a depositar grandes 

quantidades de fibronectina e ácido hialurônico. Posteriormente, há aumento na produção de 

glicosaminoglicanos, que serão, em parte, substituídos por proteínas como colágeno, elastina, 

laminina e proteases responsáveis pelo remodelamento fisiológico (BALBINO et al., 2005). 

Durante o amadurecimento fenotípico dos fibroblastos em células produtoras de colágeno, o 

processo de contração da ferida alcança sua eficiência máxima. Isto ocorre devido à 

diferenciação de alguns fibroblastos das margens das feridas para miofibroblastos, células 

com características funcionais semelhante às células do músculo liso (THEORET, 2005; 

SEPHEL; WOODWARD, 2006). 

A formação do epitélio é outro fenômeno que ocorre na fase de proliferação, na qual a 

epitelização faz-se pelo aumento de tamanho, da divisão e da migração das células da camada 

basal da epiderme por sobre a área de reparação do tecido conjuntivo subjacente 

(CARVALHO, 2002). Nessa fase, os fibroblastos migram sobre a estrutura de fibrina 

substituindo-a por uma rede de colágeno, através da excreção de colágeno e fibronectina, 

restaurando assim a matriz extracelular (MEC) na ferida. O colágeno é o principal 

componente que fortalece e suporta o tecido extracelular (NAYAK et al., 2009; MURPHY et 

al., 2011). 

Ao final desta etapa, o leito da ferida está totalmente preenchido pelo tecido de 

granulação, a circulação é restabelecida pela neovascularização e a rede linfática está 

passando por regeneração. Lentamente o tecido de granulação é enriquecido com mais fibras 

colágenas o que começa a dar à região lesada a aparência de cicratriz devido ao acúmulo de 

massa fibrosa (BALBINO et al., 2005). 

 

1.5.4 Fase de Remodelamento 
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Por volta do décimo dia, o leito da ferida está totalmente preenchido pelo tecido de 

granulação. Nesta etapa, surgem as primeiras fibras de colágeno tipo I, ocorre um aumento da 

resistência, sem aumento na quantidade de colágeno. A remodelação do colágeno inicia-se na 

formação do tecido de granulação e mantém-se por meses após a re-epitelização (BALBINO 

et al., 2005). 

A resistência de uma cicatriz é dada pela quantidade de colágeno depositada e pela 

forma com que as fibras estão organizadas. O remodelamento envolve etapas sucessivas de 

produção, digestão e orientação das fibrilas de colágeno. Inicialmente, a deposição de 

colágeno é feita de maneira aleatória, tendo como orientação a organização da fibronectina e 

dependente da natureza e direção das tensões aplicadas ao tecido. Subsequentemente, essas 

fibras são digeridas, ressintetizadas, rearranjadas conforme organização das fibras do tecido 

conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas por ligações covalentes. Nessa fase ocorre uma 

tentativa de recuperação da estrutura tecidual normal e alterações dos elementos da matriz 

extracelular (TOSCANO et al., 2004; BALBINO et al., 2005). 

Os eosinófilos aparecem nas últimas fases da reparação e presume-se que podem estar 

relacionados à produção de fatores de crescimento. Quando a ferida completou o seu 

fechamento e os microrganismos foram eliminados, os linfócitos constituem o subsistema 

leucocitário mais abundante em feridas humanas. De forma notável, nesta etapa, eles são 

atraídos para a região da ferida em igual número que os monócitos e, a partir do décimo 

quarto dia, são os leucócitos que predominam na região (BALBINO et al., 2005). 

A ativação de receptores de integrinas pelos queratinócitos permite a interação com 

uma variedade de proteínas da matriz extracelular na margem e no leito da ferida. Por outro 

lado, a expressão e ativação, de metaloproteases promovem a degradação e modificação das 

proteínas da matriz extracelular no sítio da ferida, facilitando a migração celular. A própria 

atividade proteolítica dessas enzimas pode liberar fatores de crescimento ligados a matriz 

extracelular, de forma a manter constante o estímulo, a proliferação e migração dos 

queratinócitos, acelerando o processo de re-epitelização (SANTORO et. al., 2005). Esta fase 

de maturação perdura por toda a vida da ferida, embora o aumento da força tênsil se 

estabilize, após um ano, em 70 a 80% da pele intacta (TAZIMA et al, 2008). 

Com a evolução do processo, acentua-se a deposição de colágeno e a maioria das 

células desaparecem (observa-se a apoptose de fibroblastos e células endoteliais) formando 

finalmente a cicatriz. Ao final desta etapa, os anexos da pele, como folículos pilosos e 
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glândulas sofrem regeneração limitada e a coloração da cicatriz permanece pálida, pois a 

regeneração dos melanócitos é deficiente e as cicatrizes são hipo-vascularizadas devido ao 

desaparecimento dos neocapilares (BALBINO et al., 2005). 

Em contraste, algumas feridas não cicatrizam em uma maneira oportuna e ordenada, 

resultando em feridas crônicas e sem cicatrização. A desregulação em certos estágios da 

cicatrização pode resultar em deposição excessiva de colágeno e formação de cicatriz 

anormal, como visto em cicatrizes hipertróficas e quelóides (ENOCH e LEAPER, 2007). 

Portanto, muitos fatores podem interferir com este processo, resultando em retardo da 

cicatrização e um aumento na morbidade do paciente e mortalidade (YOUNG e 

MCNAUGHT, 2011) 

 

1.6 Toxicidade 

 

Durante o desenvolvimento de novos fármacos, a avaliação toxicológica in vivo de 

drogas constitui uma etapa importante para que estas possam ser testadas e utilizadas em seres 

humanos. Têm como objetivo a determinação do modo e local de ação farmacológica das 

drogas em potencial. Nessa fase, podem ser realizados estudos farmacológicos comparativos 

com fármacos da mesma classe terapêutica já descritos. Há várias etapas distintas para se 

obter todas as características da substância candidata a um novo fármaco (HAYES, 2001). 

Sendo assim, os testes toxicológicos normalmente requeridos com propósito regulatório 

incluem: toxicidade aguda, toxicidade sub-crônica, toxicidade crônica, mutagênese, 

carcinogênese, reprodução e teratogênese, toxicocinética, efeitos locais sobre a pele e olhos, 

sensibilização cutânea e ecotoxicidade (SPIELMANN, 2002; BARROS & DAVINO, 2003). 

Os ensaios de toxicidade aguda avaliam os efeitos adversos que ocorrem em um curto 

período de tempo, após administração única ou múltipla dentro de  horas, de elevadas doses 

da substância avaliada. O início da realização deste teste, segundo Valadares (2006), ocorreu 

na década de 20 para avaliar substâncias que seriam utilizadas em seres humanos, porém na 

década de 1970 passou a ser amplamente utilizadas para a comparação e classificação da 

toxicidade de substaâncias e após este período, gradativamente, tornou-se pré-requisito para 

as agências reguladoras responsáveis pela aprovação de novos fármacos, aditivos alimentares, 

ingredientes cosméticos, produtos domésticos, químicos industriais e pesticidas. 
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Inúmeros trabalhos envolvendo estudos pré-clínicos in vivo de produtos naturais, 

utilizam parâmetros bioquímicos, hematológicos e anatomopatológicos para avaliar possíveis 

sinais de toxicidade. Em estudos famacológicos/toxicológicos, após exposição às drogas, são 

analisados parâmetros que avaliam possíveis alterações na função hepática, função renal, bem 

como nos parâmetros hematológicos. Ainda, exames anatomopatológicos (macro e 

microscópicos) são de extrema importância, pois analisam estrutura e função, em nível 

celulular. Portanto, é evidente a importância da avaliação desses parâmetros para detectar 

possível toxicidade de qualquer composto analisado (PITA, 2011) . 

 

1.7 Pesquisa de novos produtos na cicatrização utilizando polissacarídeos  

 

O objetivo principal do tratamento de feridas é curar a lesão no menor tempo possível 

com o mínimo de dor e desconforto para o paciente. No local da ferida, deseja-se uma cicatriz 

fina e flexível com máxima resistência à tração (PATHER et al., 2011). 

Apesar dos grandes avanços verificados nas últimas décadas acerca dos diversos 

fatores e fenômenos envolvidos com o processo de reparação tissular, a crescente pesquisa e a 

descoberta de novos recursos e tecnologias, muito há que ser descoberto, em especial nos 

países subdesenvolvidos. Assim, dentre os principais recursos disponíveis no Brasil utilizados 

na formulação de novos fármacos, destacam-se: ácidos graxos essenciais, alginato de cálcio, 

carvão ativado, colágeno de origem bovina, hidrocolóides, sulfadiazina de prata, dentre 

outros. Onde estes compostos podem atuar de três diferentes formas: curativos, moduladores 

do processo de cicatrização e na engenharia de tecidos onde podem auxiliar na substituição ou 

facilitar a reconstrução do tecido perdido ou danificado (BURD, A.; HUANG, L.2008).  

Além dos recursos tradicionais, novas tecnologias têm auxiliado na descoberta de 

novos produtos tanto a base do látex da seringueira como de secreção de caramujo 

(MANDELBAUM et al., 2003). Entretanto, diversos estudos têm se realizado com alguns 

polissacarídeos, como a quitina e os alginatos, aonde estes vêm sendo utilizados com fins 

terapêuticos, pois atuam como agentes cicatrizante, antimicrobiano e hemostático, além de 

possuírem efeito analgésico (SENEL; McCLURE, 2004; CHANDIKA et al., 2015). 
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Diallo et al (2001) estudaram os polissacarídeos extraídos das raízes de Entada 

africana e observaram que estes interferiam com o sistema do complemento em testes 

realizados in vitro, podendo ser parcialmente responsáveis pela cicatrização de feridas, efeito 

este observado quando os curandeiros em Mali aplicavam unguentos com preparações 

extraídas das raízes de E. africana em diferentes tipos de feridas. 

O polissacarídeo de Angelica sinensis apresentou efeito cicatrizante em úlceras 

gástricas experimentais em ratos Sprague-Dawley, além de mostrar efeito estimulante in vitro 

da proliferação de células epiteliais gástricas (YE, et al., 2003). Foi relatado também que o 

polissacarídeo da planta Anacardium occidentale L. favoreceu a resolução do período 

inflamatório da cicatrização, onde os resultados demonstraram que os animais apresentaram 

sinais flogísticos menos intensos e o aumento da presença do tecido de granulação 

fibrovascular e fibras colágenas nas feridas (SCHIRATO et al., 2006).  

Pesquisas in vitro utilizando heparina (um tipo de polissacarídeo não ramificado) 

demonstraram o seu efeito cicatrizante. Os resultados comprovaram que em 90% das feridas 

experimentais tratadas com o gel heparina-quitosana cicatrizaram mais rápido quando 

comparados com o gel de quitosana sozinho (30%) e heparina sozinha (0%) (BURD, A.; 

HUANG, L. 2008). A aplicação tópica dos extratos de flores Opuntia ficus-indica acelerou o 

processo de re-epitelização e a contração de feridas cutâneas induzidas experimentalmente em 

ratos (AMMAR, et al., 2015). 

O ácido hialurónico (polissacarídeo não sulfatado) tem sido utilizado em diversas 

aplicações médicas e tem contribuído para diversas funções biológicas tais como: adesão 

celular, migração, diferenciação e proliferação de células teciduais. Além de promover uma 

estrutura temporária nas fases iniciais da cicatrização facilitando a difusão de nutrientes e 

removendo resíduos metabólicos celulares (CHANDIKA et al., 2015). 

O potencial de cicatrização de hidrogéis (polissacarídeos) em queimadura foi avaliada 

em ratos submetidos a uma queimadura de segundo grau profunda. Verificou-se que o grupo 

tratado com o hidrogel de CMC/Odex mostrou o fechamento da ferida quase completa aos 21 

dias após o tratamento quando comparado a ferida do grupo não tratado com o hidrogel. Além 

disso, a análise histológica indicou claramente a regeneração dos anexos da pele, incluindo 

folículos pilosos, glândulas sebáceas e papilares dérmicas, sugerindo que o tratamento com o 

hidrogel promoveu a cicatrização de feridas e a regeneração da pele (LI et al., 2015). 
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Xing e colaboradores (2015) investigaram o papel do acemanano, um 

mucopolissacarídeo extraído das folhas de Aloe vera, no reparo tecidual em feridas induzidas 

em ratos e demonstraram que este promoveu a cicatrização, em parte, através da ativação de 

mecanismo de tradução de proteínas mediadas por mTOR/AKT, podendo representar uma 

abordagem alternativa para a terapia de feridas cutâneas. 

Entretanto, a literatura não faz referência a produtos cicatrizantes locais oriundos 

basicamente de algas marinhas.   

Diante do exposto acima, foi reconhecido que não só pode ser atribuído aos 

polissacarídeos, características físicas necessárias de um curativo, mas também, como 

participantes ativos no processo de cicatrização de feridas (BURD; HUANG, 2008). Neste 

contexto, por serem biomoléculas, os polissacarídeos sulfatados de algas marinhas têm sido 

uma escolha para investigação como potenciais auxiliares na cicatrização de ferida. 
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2 HIPÓTESE 

 

Baseado em estudos anteriores em que polissacarídeos de algas marinhas mostraram-

se atóxicos e detentores das mais diversas atividades biológicas, e que polissacarídeos 

extraídos de plantas superiores apresentaram um efeito cicatrizante, a hipótese da presente 

tese é que polissacarídeos extraídos e purificados de algas marinhas do litoral cearense 

apresentam efeito cicatrizante em modelos in vitro e in vivo através da aceleração do processo 

de re-epitelização e migração lateral de queratinocitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 

 

3 OBJETIVOS  

 

3.1. Geral 

 

Isolar polissacarídeos sulfatados de algas marinhas, analisar sua toxicidade e possíveis danos 

ao SNC, avaliar suas atividades antibacteriana e pró-coagulante e seus efeitos cicatrizante em 

modelos de cicatrização in vivo e in vitro. 

  

3.2. Específicos 

 

 Extrair os polissacarídeos sulfatados totais das algas marinhas e fracioná-los; 

 

 Avaliar o efeito sistêmico das frações obtidas na toxicidade aguda em camundongos e 

possíveis alterações nas funções hepáticas e renais, como também, avaliar a ação 

ansiolítica e antidepressiva das frações obtidas em modelos clássicos 

neurocomportamentais de ansiedade e depressão em camundongos. 

 

 Avaliar o potencial coagulante dos polissacarídeos sulfatados em testes de coagulação 

in vitro e ex vivo; 

 

 Avaliar a ação dos polissacarídeos sulfatados frente à bactérias gram-positiva e gram-

negativa; 

 

 Formular os géis com os polissacarídeos sulfatados, utilizando como veículo o 

Carbopol 940 (C); 

 

 Avaliar a irritabilidade dermal dos géis; 
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 Verificar o potencial de cicatrização dos géis a base de polissacarídeos em um modelo 

de feridas induzidas por trauma mecânico em camundongos (in vivo) e analíse 

histológica dos tecidos dos animais submetidos ao tratamento preventivo; 

 

 Avaliar o potencial cicatrizante dos polissacarídeos sulfatados em testes in vitro 

utilizando cultura de células humanas e modelos equivalentes de pele humana. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

 

4.1.1 Aquisição das algas marinhas  

 

As algas marinhas Caulerpa racemosa, Cryptonemia crenulata e Gracilaria birdiae, 

foram coletadas de bancos naturais cearenses localizados na Praia da Pedra Rachada no 

município de Paracuru-Ce em maré de sizígia (Figura 6). A seleção das espécies seguiu 

critérios quanto à abundância, facilidade de obtenção, importância comercial e/ou sem 

registro de estudo. Após a coleta as algas foram acondicionadas em sacos plásticos sendo 

transportadas para o laboratório de algas marinhas da Universidade Federal do Ceará (UFC) 

onde foram lavadas, para a remoção de areia e epífitas, secas à temperatura ambiente (25 °C) 

e posteriormente maceradas com nitrogênio líquido, sendo acondicionadas em potes de vidro 

à temperatura ambiente. Coletas foram realizadas de 6 em 6 meses. 

Figura 6 - Espécimes das algas e sua classificação taxonômica: Caulerpa racemosa (Forsskål) J. Agardh (A) 

Cryptonemia crenulata (J.Agardh) J.Agardh (B), Gracilaria birdiae E.M.Plastino & E.C.Oliveira (C). 

 

 

Classificação: 

Reino: Plantae 

Classe: Bryopsidophyceae 

Ordem: Bryopsidales 

Família: Caulerpaceae 

Gênero: Caulerpa 

Espécie: Caulerpa racemosa 

A 
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Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

4.1.2 Bactérias  

 

As cepas padrão (ATCC) de eubactérias que foram utilizadas neste trabalho foram 

provenientes da bacteriotéca do Laboratório de Microbiologia Ambiental e do Pescado do 

Instituto de Ciências do Mar (Labomar) da Universidade Federal do Ceará. Foram utilizadas 

espécies de bactérias Gram-negativa e Gram-positiva. A espécie Gram-negativa foi: 

Escherichia coli e a espécie Gram-positiva foi Staphylococcus aureus. 

 

4.1.3 Isolamento e cultura das células 

 

 As amostras de peles foram coletadas com o consentimento de pacientes que passaram 

por cirurgias de redução de seios e abdome, realizadas no Hospital St. Andrews e Wesley 

Classificação: 

Reino: Plantae 

Classe: Florideophyceae 

Ordem: Halymeniales 

Família: Halymeniaceae 

Gênero: Cryptonemia 

Espécie: Cryptonemia crenulata 

Classificação: 

Reino: Plantae 

Classe: Florideophyceae 

Ordem: Gracilariales 

Família: Gracilariaceae 

Gênero: Gracilaria 

Espécie: Gracilaria birdiae 

B 

C 
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(Brisbane, QLD, Austrália). A aprovação do comitê de ética para o uso de materiais humanos 

foi obtida em conjunto com a Universidade Tecnológica de Queensland (QUT) e o Hospital 

St. Andrews e Wesley. Em adição, todos os experimentos foram conduzidos de acordo com a 

declaração de Helsinki, 2004.  

Células HaCaT (linhagem de queratinócitos humanos) foram cedidos pelo Professor 

Norbert E. Fusening (DKFZ, Heidelberg, Germany) e foram cultivados de acordo como 

descrito previamente por Hyde, et al., (2004) (Figura 7). O meio de cultura utilizado foi o 

Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Invitrogen), 10% soro bovino fetal, 2 mM L-

Glutamina e 1% solução de antibióticos (100 UI/ml de penicilina/estreptomicina 100 μg/mL). 

O meio de cultura foi trocado a cada dois dias, enquanto as células eram mantidas em 

incubadora com atmosfera de 5% CO2 a 37 °C. 

Figura 7 - Micrografias de contraste de fase de células HaCaT cultivadas em frascos de cultura 2D 

convencionais. Imagens mostram células em baixa (à esquerda) e alta (direita) confluência. Barras de escala: 200 

µM. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor.  

Queratinócitos humanos, de diferentes doadores, foram isolados de amostras de pele e 

cultivados em in vitro utilizando o meio de cultura Full Green’s (Rheinwald and Green, 1975) 

de acordo com os protocolos previamente descritos por Dawson et al., (2006). O meio de 

cultura foi trocado a cada três dias, enquanto as células eram mantidas em incubadora com 

atmosfera de 5% CO2 a 37 °C. 

Para o isolamento de fibroblastos (Figura 8), pedaços de pele foram finamente 

triturada (0,2x0,2 cm) e imersas no meio de cultura DMEM com adição de 0,05% de 

colagenase A (tipo I; Invitrogen, Mulgrave, Austrália) a 37 °C, 5% de CO2 durante 18 h. A 

solução de enzima foi então centrifugada a 2000 rpm durante 10 min. As células foram 

semeadas em frascos T80 e cultivadas utilizando o meio DMEM (10% soro bovino fetal). O 
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meio de cultura foi trocado a cada três dias, enquanto as células eram mantidas em incubadora 

com atmosfera de 5% CO2 a 37 °C. 

Figura 8 - Micrografias de contraste de fase de fibroblastos cultivados em frascos de cultura 2D convencionais. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor.  

Depois de atingir aspecto de subconfluência celular, todas as culturas foram 

amplificadas repetidamente, até que o número desejado de células fosse obtido. As culturas 

foram descartadas após a 20 passagem, para que dessa forma, o fenótipo da população celular 

seja preservado. 

 

4.1.4 Animais  

 

            Foram utilizados camundongos Swiss machos e fêmeas, pesando entre 25 a 35 g, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará e mantidos em salas com 

temperatura ambiente controlada e livre acesso à ração e à água no Biotério do Departamento 

de Bioquímica e Biologia Molecular. Os ensaios com os animais seguiram os padrões 

exigidos de ética e biossegurança, e somente foram iniciados após aprovação da Comissão de 

Ética em Pesquisa Animal (CEPA) desta instituição. 
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4.2 Métodos 

 

4.2.1 Extração dos polissacarídeos sulfatados totais 

 

Para extração dos polissacarídeos sulfatados totais (PST), 5 g de cada alga foram 

hidratadas em 250 mL de tampão acetato de sódio (Vetec, Brasil) 0,05 M, pH 6,0 com 1020 

mg de papaína (Vetec), 5 mM de cisteína e 5 mM de EDTA (Vetec), mantendo-se em banho a 

60 °C por 6 horas e posteriormente filtrado. O resíduo obtido foi lavado com água destilada, 

submetido à outra filtragem e o filtrado obtido reunido ao da primeira filtragem. Os 

polissacarídeos sulfatados foram precipitados com 16 mL de uma solução a 10% de cloreto de 

cetilpiridínio (CPC) (Sigma, EUA), por 2 horas à temperatura ambiente e centrifugado (2.560 

x g; 20 min, 5 °C). O precipitado foi lavado com 610 mL de uma solução 0,05% de CPC, 

centrifugado e dissolvido em 172 mL de uma solução de NaCl (Vetec) 2 M: etanol 

(100:15,v/v). Os PST foram precipitados com 305 mL de etanol absoluto (24 hs a 4 °C). O 

precipitado obtido após centrifugação foi lavado duas vezes com 305 mL de etanol 80% e 

uma vez com etanol absoluto, sempre seguidos de centrifugações (Figura 9). O material 

obtido foi então dialisado contra água destilada, liofilizado sendo armazenados à temperatura 

ambiente. 
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Figura 9 – Fluxograma de extração dos polissacarídeos sulfatados totais.  

  

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

4.2.2 Fracionamento e purificação dos polissacarídeos sulfatados 

 

 Os polissacarídeos sulfatos (30 mg) separadamente foram dissolvidos em 5 mL de 

tampão acetato de sódio 50 mM, pH 6,0, e posteriormente foram aplicados em cromatografia 

de troca iônica utilizando uma coluna de DEAE-celulose equilibrada com o mesmo tampão. A 

coluna foi lavada com o tampão de equilíbrio e as frações de polissacarídeos sulfatados foram 

eluídas por “step wise” com NaCl nas concentrações de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5; M 

adicionado ao tampão de equilíbrio. As frações foram monitoradas através da propriedade 

metacromática usando o azul de 1,9-dimetilmetileno (Aldrich, EUA) e as leituras realizadas 

em espectrofotômetro a 525 nm (FARNDALE et al., 1986). As frações sulfatadas majoritárias 
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foram dialisadas contra água destilada, liofilizadas e estocadas à temperatura ambiente para 

uso posterior e denominadas CrII, CcII e GbI, respectivamente para cada espécie de alga 

Caulerpa racemosa, Cryptonemia crenulata e Gracilaria birdiae. 

 

4.2.3 Toxicidade 

 

4.2.3.1 Avaliação da toxicidade por dose repetida  

 

Camundongos machos e fêmeas foram tratados com doses repetidas de 10 mg/Kg; i.v. 

com a fração polissacarídica de CcII ou solução salina (0,15 M) estéril durante 7 dias 

consecutivos em grupos de seis animais, cada, rigorosamente pesados. Animais sem 

tratamento também foram analisados, sendo estes o grupo padrão. Os animais foram mantidos 

no biotério do Departamento de Bioquímica com livre acesso à água e ração. No 8º dia, os 

animais foram anestesiados por hidrato cloral e as amostras de sangue do plexo retro-orbitário 

foram coletadas e centrifugadas para a obtenção do soro para posteriores dosagens das 

enzimas transaminases Glutâmico Oxalacética e Pirúvica (AST e ALT), relacionadas a função 

hepática, Uréia que está relacionada a função renal e fosfatase alcalina (ALP) que é usada no 

diagnóstico e no acompanhamento de distúrbios hepáticos e ósseos (Kits comerciais - 

LABTEST Diadgnóstica S/A, Minas Gerais, Brasil). Em seguida, os camundongos foram 

eutanasiados por deslocamento cervical, seguido de retirada dos órgãos (fígado, rim direito, 

coração, baço, timo e linfonodo) e pesagens dos mesmos. O peso úmido de cada órgão foi 

expresso em porcentagem com relação à massa corporal e comparado ao grupo salina.  

 

4.2.3.2 Avaliação da ação ansiolítica e antidepressiva em modelos clássicos 

neurocomportamentais de ansiedade e depressão em camundongos. 

 

4.2.3.2.1 Protocolo experimental 
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Os animais foram tratados com diferentes doses das frações polissacarídicas de CcII e 

CrII (1, 5 ou 10 mg/Kg; i.v.). Os animais foram submetidos aos testes comportamentais 30 

min após a última administração das frações polissacarídicas. Por outro lado, para a avaliação 

da atividade antidepressiva, foi utilizado imipramina (Novartis, Brasil), 10 e 30 mg/Kg (i.p.), 

nos testes de nado forçado e suspensão de cauda, respectivamente, como controle positivo. 

Como referência ansiolítica foi utilizado diazepan (Roche, Brasil) na dose de 1 mg/Kg (i.p.) 

nos testes de labirinto em cruz elevada e placa perfurada e 2 mg/Kg no ensaio de campo 

aberto como padrão para atividade relaxante muscular. 

Antes dos experimentos os animais foram colocados em ambiente fechado desprovido 

de barulho externo, com a temperatura constante (24  1 °C) e iluminação de baixa 

intensidade (lâmpada vermelha de 15 W), de modo que se adaptem com o ambiente do 

experimento. Os testes do campo aberto, placa perfurada e suspensão de cauda foram 

realizados com os mesmos grupos de animais da maneira descrita a seguir: primeiramente os 

animais foram colocados no campo aberto onde foram avaliados durante 5 min e, em seguida, 

transferidos para a placa perfurada onde foram observados por 5 min e finalmente 

suspendidos pela cauda e analisados durante 6 min. O ensaio da cruz elevada e do nado 

forçado foram realizados com os mesmos grupos de animais da maneira descrita a seguir: os 

animais foram observados na cruz elevada por 5 min e depois submetidos ao ensaio de nado 

forçado onde foram observados por 5 min. Em todos os testes, com exceção apenas do nado 

forçado e suspensão de cauda, após cada observação animal, foi utilizado álcool 70% para 

remoção de resíduos e odor do animal. 

 

4.2.3.2.2 Teste do campo aberto (CA) 

 

Este teste foi realizado seguindo o modelo proposto inicialmente por Archer, 1973. O 

teste consiste em um protocolo, cuja avaliação dos seus componentes tem sido amplamente 

utilizada para mensuração de emocionalidade, atividade exploratória (MATTO & 

ALLIKMETS, 1999), atividade geral ou locomotora, medo e ansiedade (COURVOISIER et 

al., 1996).  Os animais foram divididos em 5 grupos, onde receberam tratamento: salina 

(NaCl 0,9%; i.v.); CrII, CcII e GbI nas doses de 1, 5 ou 10 mg/Kg, i.v.; diazepam 2 mg/Kg. 

Os camundongos foram individualmente inseridos em uma caixa de acrílico branca (60 x 60 x 
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60 cm) dividida igualmente em 16 quadrantes (Figura 10). Cada animal foi colocado no 

centro do arranjo experimental imediatamente antes do teste e foram observados por 5 min. 

Os parâmetros para observação foram: número de cruzamentos com as quatro patas 

(movimentação espontânea), número de comportamentos de auto-limpeza (grooming) e o 

número de levantamentos em duas patas (rearing), registrados durante um tempo de 5 

minutos. 

Figura 10 - Teste do campo aberto. O aparato é constituído de em uma caixa de acrílico branca (60 x 60 x 60 cm) 

dividida igualmente em 16 quadrantes. 

 

Fonte: Disponível em: http://www.slideshare.net/AdvaithaMv/screening-of-anxiolytics-44529278 

 

4.2.3.2.3 Teste da placa perfurada (PP) 

 

Introduzido inicialmente por Clark et al., (1971), o teste da placa perfurada é 

constituído de uma placa (60 cm x 30 cm) com 16 orifícios (2,3 cm de diâmetro) espaçados 

uniformemente, feita de acrílico preto, sendo esta suspensa a 10 cm da bancada (Figura 11). O 

parâmetro analisado foi o número de Head dips (número de vezes que o animal coloca a 

cabeça nos orifícios) durante 5 min. Os animais, um por vez, foram colocados na plataforma 

30 min após o tratamento com salina (NaCl 0,9%; i.v.); CrII, CcII e GbI nas doses de 1, 5 ou 

10 mg/Kg, i.v.; diazepam 1 mg/Kg.  

 

http://www.slideshare.net/AdvaithaMv/screening-of-anxiolytics-44529278
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Figura 11 - Teste da placa perfurada. O aparato é constituído de uma placa (60 cm x 30 cm) com 16 orifícios (2,3 

cm de diâmetro) espaçados uniformemente, feito de acrílico preto, sendo está suspensa a 10 cm da bancada. 

 

 

Fonte: Disponível em: http://access.stoeltingco.com/stoelting/3220/2614/1500/ANYmaze/Hole-Board-Test-

NEW 

 

4.2.3.2.4 Teste de suspensão de cauda (SC) 

 

Originalmente proposto por Stéru e colaboradores em 1985, o teste de suspensão da 

cauda promove ao animal uma situação aversiva de inescapabilidade, dessa forma, alternando 

períodos de agitação e de imobilidade (Chermat et al., 1986). Os animais, um por vez, foram 

suspensos 30 min após o tratamento com salina (NaCl 0,9%; i.v.); CrII, CcII e GbI nas doses 

de 1, 5 ou 10 mg/Kg, i.v.; imipramina (30 mg/Kg, i.p), presos por uma fita adesiva a cerca de 

1 cm da ponta da cauda, numa plataforma de 58 cm acima da bancada, e observados durante 5 

min. O parâmetro analisado foi o tempo de imobilidade do animal em segundos (Figura 12). 

 

 

 

 

 

http://access.stoeltingco.com/stoelting/3220/2614/1500/ANYmaze/Hole-Board-Test-NEW
http://access.stoeltingco.com/stoelting/3220/2614/1500/ANYmaze/Hole-Board-Test-NEW
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Figura 12 - Teste de suspensão de cauda. O aparato é constituído de uma plataforma de 58 cm acima da bancada 

onde o camundongo é preso pela cauda com uma fita adesiva.  

 

 

Fonte: Disponível em: http://access.stoeltingco.com/stoelting/2592/2614/1500/ANYmaze/Tail-Suspension-Test 

 

4.2.3.2.5 Teste da cruz elevada (LCE) 

 

O teste da LCE apresenta dois braços abertos e dois braços fechados dispostos 

perpendicularmente (LISTER, 1987) (Figura 13). Trinta minutos após o tratamento com 

salina (NaCl 0,9%; i.v.); CrII, CcII e GbI nas doses de 1, 5 ou 10 mg/Kg, i.v.; diazepan 1 

mg/Kg (i.p.), os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeça voltada para 

um dos braços fechados e o seu comportamento foi observado por 5 min. As medidas 

comportamentais registradas no LCE são: número de entradas e o tempo despendido nos 

braços abertos e nos fechados. 

A frequência total de entradas é obtida pela soma simples das frequências de entradas 

nos braços abertos e fechados. Para análise estatística dos dados e confecção dos gráficos, a 

porcentagem de entradas nos braços abertos é calculada dividindo-se a frequência de entradas 

nos braços aberto pela frequência total de entrada, e esse índice multiplicado por 100, de 

maneira semelhante e calculada a percentagem de tempo em que os animais permanecem nos 

braços fechados. Dessa forma, os parâmetros utilizados para análise estatística foram: número 

de entradas no braço aberto (NEBA), tempo de permanência no braço aberto (TPBA), 

percentagem de entrada nos braços abertos (PEBA) e percentagem de tempo nos braços 

http://access.stoeltingco.com/stoelting/2592/2614/1500/ANYmaze/Tail-Suspension-Test
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abertos (PTBA). Para análise estatística, todos os grupos foram comparados aos grupos 

controles.  

Figura 13 - Labirinto em Cruz Elevado, um modelo animal de ansiedade. O aparato é constituído de duas 

passarelas em forma de cruz, com dois braços opostos fechados por paredes laterais, e outros dois braços opostos 

abertos. 

                                      

Fonte: Disponível em: http://slideplayer.com.br/slide/1241779/ 

 

4.2.3.2.6 Teste do nado forçado (TNF) 

 

O teste de nado forçado introduzido por Porsolt em 1977 e aplicado em roedores se 

baseia na atividade motora seguida de imobilidade em uma situação onde não é possível uma 

fuga. No teste, após um período inicial de luta, o animal adota uma postura típica realizando 

apenas os movimentos necessários para manter sua cabeça fora da água. O tempo total em que 

o animal mostra este comportamento é então medido (Hédou et al., 2001). 

O experimento consiste numa exposição do animal a um tanque (22 cm de diâmetro e 

40 cm de altura), contendo água limpa e fresca a 25 °C até cerca de 20 cm de altura do tanque, 

e posteriormente, o tempo de imobilidade do animal; é observado por um período de 5 min 

(Figura 14). Os camundongos foram divididos em grupos, onde foram tratados com salina 

(NaCl 0,9%; i.v.); CrII, CcII e GbI nas doses de 1, 5 ou 10 mg/Kg, i.v.; imipramina 10 mg/Kg 

(i.p.). O animal foi considerado imóvel quando permaneceu flutuando na agua, fazendo 

apenas movimentos suaves necessários para manter a cabeça acima da água. 

 

http://slideplayer.com.br/slide/1241779/
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Figura 14 - Teste do nado forçado, um modelo animal de depressão. O experimento consiste numa exposição do 

animal a um tanque (22 cm de diâmetro e 40 cm de altura), contendo agua limpa e fresca a 25 °C 

 

 Fonte: ABELAIRA et al., 2013. 

 

4.2.4 Avaliação do potencial pró-coagulante dos polissacarídeos sulfatados “in vitro” e “ex 

vivo”. 

 

4.2.4.1 Ensaio da atividade pró-coagulante “in vitro”  

 

  Plasma humano foi coletado em uma solução de citrato de sódio 3,8% na proporção de 

9:1 e analisado pelo Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)  (ANDERSON et al., 

1976). Resumidamente, 90 µL de um “pool” de plasma foram incubados por 1 min a 37 °C 

com 10 µL de soluções com diferentes concentrações (1, 5 ou 10 mg/ml) das frações 

polissacarídicas ou heparina. Logo após, 100 µL de Cefalina ativada (Reagent Celite, Biolab, 

Mérieux, Rio de Janeiro, Brasil) foram adicionadas à mistura, que foi incubada por mais 2 

min. Em seguida, 100 µL de CaCl2 0,25 M foram acrescentado, e o tempo de coagulação foi 

registrado em um coagulômetro (Sinnowa, Brasil). Para a determinação do tempo de 

protrombina (PT), 90 µL de “pool” de plasma humano citratado foram incubados a 37 °C com 

diferentes concentrações das frações polissacarídicas das três diferentes espécies de algas (1, 5 

Mobilidade Imobilidade 
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ou 10 mg/ml) ou heparina por 1 minuto, e 200 µL de tromboplastina cálcica foram 

adicionadas e foi mensurado o tempo de coagulação.  

 

4.2.4.2 Ensaio da atividade pró-coagulante ex vivo   

 

Camundongos receberam injeção intravenosa com diferentes concentrações das 

frações polissacarídicas das três diferentes espécies de algas (1, 5 ou 10 mg/mL) durante cinco 

dias consecutivos e, no sexto dia os animais foram anestesiados, e o sangue coletado do plexo 

orbital para obtenção do plasma. Posteriormente, os plasmas foram então submetidos aos 

ensaios do TTPA e PT, como descritos anteriormente na sessão 4.2.4.1, omitindo-se a adição 

exógena dos polissacarídeos. O plasma coletado foi então submetido aos ensaios de 

coagulação. 

 

4.2.5 Avaliação da atividade antibacteriana, “in vitro”, dos polissacarídeos  

 

4.2.5.1 Preparação do Ágar nutritivo 

 

  O ágar nutritivo foi composto por extrato de carne (5 g), caseína hidrolisada (17,5 g), 

amido (1,5 g), ágar (15 g) e água destilada q.s.p.1000 mL os quais foram misturados, 

aquecidos até fervura e então dispostos em tubos de ensaio com 15 mL cada.  Em seguida, os 

tubos foram submetidos a esterilização em autoclave (Phoenix Lufero, Brasil) a 121°C por 15 

minutos.  O meio esterilizado e resfriado a 50 °C foi distribuído em placas de Petri e, após 

completa solidificação, as placas foram envolvidas em filme de PVC e então acondicionadas a 

4 °C até sua utilização. 

 

4.2.5.2 Manutenção das culturas  
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   As cepas das bactérias usadas neste trabalho foram preservadas em meio de ágar 

nutritivo em camada alta e inclinado, recoberto com uma camada de óleo mineral estéril, e 

estocadas a 4 °C. 

 

4.2.5.3 Atividade antibacteriana dos polissacarídeos por difusão em placa  

 

A pesquisa da atividade antibacteriana dos polissacarídeos das três diferentes espécies 

de algas foi realizada seguindo a metodologia de BAUER et al., (1966) em meio de ágar-

nutritivo. As cepas padrão das bactérias gram-positiva (Staphylococcus aureus) e gram-

negativa (Escherichia coli) foram cultivadas em ágar Triptona Soja (TSA) e incubadas 

durante 24 horas em 35ºC. Após isso, inóculos das culturas crescidas foram diluídos em 

solução salina 0,85% até alcançar turbidez equivalente a 0,5 da Escala de McFarland que 

corresponde a uma concentração de 1,5 x 108 UFC/mL. O inóculo também foi lido em 

espectrofotômetro com o comprimento de onda de 625 nm para confirmação da concentração 

de células bacteriana. Utilizando swab estéreis, o conteúdo bacteriano foi inoculado sobre a 

superfície das placas de Petri contendo ágar Mueller Hinton (Difco) semeando em quatro 

direções e contornando as bordas da placa. Os discos embebidos com os polissacarídeos 

sulfatados (10 mg/ml) das espécies de algas padronizadas foram aplicados sobre a superfície 

do agar e em seguida as placas foram incubadas durante 24 horas a 35 ºC. Como controle 

positivo foi utilizado o antibiótico de amplo espectro cloranfenicol (30 µg) e como controle 

negativo água destilada esterilizada. O procedimento foi feito em duplicata.A leitura do 

ensaio foi realizada analisando a formação de halos de inibição ao redor dos discos contendo 

as amostras de acordo com a Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI 2010). 

 

4.2.6 Preparação dos géis  

 

          Para a preparação de 100 g do gel a (1,0%), foram adicionadas a cada fração 

polissacarídica nas concentrações aleatórias de 1, 5 e 10 mg/mL, Carbopol 940 1% (1,0 g), 

Silicone 1204 (0,5 g), Aminometilpropanol - AMP (0,3 g), Euxil K400 (0,1 g) e água 

desmineralizada q.s.p 100 mL. Para comprovação da atividade cicatrizante dos 
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polissacarídeos presentes nos géis descritos acima, foi também preparado um controle 

utilizando-se um gel na ausência das frações polissacarídicas. 

 

4.2.7 Avaliações da irritabilidade dermal dos géis  

 

Camundongos Swiss, machos, (25-35g; n=6), foram divididos em dois grupos: 1- 

animais com a pele íntegra, 2- animais com a pele escarificada (Figura 15) que receberam o 

gel das diferentes concentrações das frações polissacarídicas das três diferentes espécies de 

algas (1, 5 ou 10 mg/mL), gel sem polissacarídeo (veículo) e salina como controle. Os 

animais foram previamente depilados no dorso e a pele escarificada (até a presença de fluido 

tissular perceptível) foi delimitada em uma área de 1cm
2
. Os géis e a salina (50 μL) foram 

aplicados topicamente em dose única diária e monitorados diariamente durante 7 dias 

consecutivos. A espessura da pele foi mensurada com auxílio de paquímetro digital 

diariamente e além disto, foram observadas as seguintes reações dermatológicas 

macroscópicas provenientes do tratamento: edema, eritema, exsudação, presença de crostas. 

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e fragmentos da pele da área 

lesionada foram coletados (punch 5 mm) para pesagem em mg (Pinicial) permanecendo 1 h na 

estufa a 60 °C (Pfinal). O valor de exsudato presente no tecido foi calculado de acordo com a 

formula: Pinicial - Pfinal = exsudato. 

Figura 15 - Grupos de animais utilizados no experimento de escarificação.  Pele íntegra (A) e pele escarificada 

(B). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

A B 
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4.2.8 Avaliação da atividade cicatrizante “in vivo”. 

 

 4.2.8.1 Aplicações dos géis em feridas limpas induzidas em animais sadios através de trauma 

mecânico 

 

             Para avaliação cicatrizante dos géis constituídos das frações polissacarídicas, foi 

utilizado o modelo de indução de lesão tecidual segundo a metodologia descrita por Schirato  

et al., (2006) com algumas modificações. Inicialmente, o procedimento cirúrgico consistiu em 

anestesiar camundongos Swiss machos, pesando entre 25 a 35 g (n=6) por via intramuscular 

com cloridrato de xilazina 2% (Kensol
®
, Konig, S/A) e cloridrato de cetamina 10% (Syntec, 

Brasil), onde estes foram submetidos à tricotomia da região dorsal. Após 24 h os animais 

foram anestesiados novamente, nas mesmas condições acima, em seguida foi realizado a 

antissepsia utilizando-se álcool iodado 0,15%. As lesões foram produzidas por incisão da 

pele, divulsão da tela subcutânea e remoção das camadas de derme e epiderme com o mínimo 

de sangramento, com auxílio de um punch cirúrgico e pinça de dissecção. Após o 

procedimento cirúrgico os animais foram randomizados em grupos experimentais, de acordo 

com o tratamento tópico diário. Após três horas, grupos de animais receberam topicamente: 

géis de diferentes concentrações das frações polissacarídicas das três diferentes espécies de 

algas (1, 5 ou 10 mg/mL) e gel de carbapol 940 (1,0%).  Como controle positivo, foi aplicado 

kollagenase
®
 (Cristália, Brasil). Os tratamentos foram administrados diariamente ao longo de 

15 dias de experimento.  

  

4.2.8.2 Planimetria   

 

As avaliações macroscópicas das lesões nos dorsos dos animais foram realizadas 

diariamente, iniciando após 24 horas da cirurgia e até o 15º dia do período pós-operatório 

(PO), onde logo após o tratamento tópico foram evidenciados os sinais flogísticos (edema, 

hiperemia, presença de crosta e exsudado) e os sinais de re-epitelização e desprendimento da 

crosta.  
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Após a eutanásia nos dias 3, 7, 10 e 15, as feridas de cada animal foram fotografadas 

pela câmera digital Sony WS-610, no modo básico, sem flash, sem zoom e na resolução de 

3,0 MB. Para padronização da distância da câmera à ferida, a câmera foi fixada em um tripé 

de alumínio distando 30 cm e perpendicular a ferida. Uma régua disposta ao lado do animal e 

junto às feridas foi utilizada para padronização da unidade de área das lesões em mm
2
 e 

também para servir como medida conhecida na calibração do software ImageJ ao calcular a 

área da ferida. As imagens das feridas foram transferidas para um computador e analisadas 

pelo software ImageJ onde foi calculado as áreas das feridas nos dias 3, 7, 10 e 15. O 

percentual da contração da área das feridas foi expresso, utilizando-se a equação: % de 

contração = 100. [(Wo –Wi)/Wo],  onde Wo= área inicial da ferida e Wi= área final da ferida 

(RAMSEY  et al., 1995). 

   

4.2.8.3 Análise histopatológica das feridas 

 

A análise histopatológica foi realizada nos 3°, 7° 10° e 15° dias PO, em cada grupo de 

animais. Amostras de tecido lesionado foram coletadas de cada animal destinado à análise 

histopatológica. As amostras de fragmentos de pele foram fixadas em formaldeído 4% (v/v) 

em tampão fosfato 0,01 M, pH 7,2, submetidas ao processamento histopatológico de rotina e 

incluídas em parafina. Após microtomia, os cortes foram corados pela Hematoxilina-Eosina e 

examinados por microscopia óptica, onde foram observados os parâmetros de: presença de 

epitelização (PE), infiltrado inflamatório (II), presença de fibroblastos (PF), presença de 

neovasos (PN), presença de colágeno (PC) e tecido de granulação (TG) sendo estas 

classificadas em escores: ausente (-), leve (+), moderado (++) e intenso (+++). Todos os 

animais submetidos a biópsia foram previamente anestesiados por via intramuscular. E em 

seguida, esses animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. A leitura das laminas 

foi realizada por um patologista, onde este, não sabia os grupos aos quais analisava sendo 

considerado um patologista cego. 

 

4.2.9 Avaliação da atividade cicatrizante “in vitro”. 
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4.2.9.1 Ensaio de adesão celular 

 

A adesão das células HaCaT foram mensuradas na cultura celular 1 h e 30 min depois 

de cada tratamento por espectrometria onde foi observado o produto da clivagem (Formazan) 

do sal de tetrazolio (4-[3-94-Iodofenol)-2-(4nitrofenol)-2H-5-tetrazolio]1,3-benzenodisulfato) 

(WST-1). Quando as culturas de células HaCaT atingiram a sub-confluência desejada, foram 

lavadas e incubadas (5% CO2 a 37 °C) três vezes com solução de Dulbecco's Salina 

Tamponada Fosfatada (D-PBS) durante 5 min. As células foram submetidas a um tratamento 

de 1 ml de tripsina para desaderirem dos frascos de cultivo. Posteriormente, foram 

ressuspendidas em meio DMEM (isento de soro bovino fetal) e semeadas em uma placa de 48 

poços na concentração de 3,6.10
3
 células/poço. As células receberam tratamento com a fração 

polissacarídica (CcII) diluída no meio de cultura nas concentrações de 5, 50, 500 ou 5000 

µg/mL. Como controle positivo foi usado o meio contendo 10% de soro bovino fetal e como 

controle negativo apenas o meio DMEM (SFM). As placas foram incubadas com atmosfera 

de 5% CO2 a 37 °C durante 1 h e 30 min e, após este período, o meio foi removido da placa e 

os poços lavados 2x com 500 µl de D-PBS. Seguidamente, foi adicionado 500 µl de 

paraformaldeído em cada poço e incubados à temperatura ambiente por 20 min. 

Posteriormente, o paraformaldeído foi removido e adicionado 500 µl de cristal violeta e 

incubados a temperatura ambiente por mais 20 min. Por fim, o cristal violeta foi removido e 

foi adicionado 500 µl de ácido acético a 10% em cada poço. A leitura da placa foi realizada 

em espectrofotômetro (Beckman, Inc Fullerton, USA) a 595 nm. O experimento foi realizado 

com amostras em triplicada, e repetido 3 vezes. 

 

4.2.9.2 Ensaio de proliferação celular (CyQUANT®) 

 

A proliferação das células HaCat foi mensurada em cultura com duração de 24, 48 e 

72 h por fluorescência onde foi detectado os ácidos nucléicos das células usando o Kit 

CyQUANT® GR com um corante especifico para ácidos nucléicos. (Molecular Probes). 

Quando as culturas de células HaCaT atingiram a confluência desejada (80%) foram lavadas e 

incubadas (5% CO2 a 37 °C) três vezes com D-PBS durante 5 min. As células foram 

submetidas a um tratamento de 1 mL de tripsina para desaderirem dos frascos de cultivo e 
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ressuspendidas em meio DMEM (10% soro bovino fetal; 500 µl), e semeadas em uma placa 

de 48 poços na concentração de 2.10
4
 células/poço. Em três falcons foram armazenados, no 

freezer -80 °C, um pellet de 1.10
6
/mL células para serem usadas na curva padrão de cada 

tempo do experimento. As placas foram incubadas com atmosfera de 5% CO2 a 37 °C durante 

24 h para que as células pudessem se aderir a placa. Após 24 h, as células receberam 

tratamento com CcII diluída no meio de cultura (2% soro bovino fetal) nas concentrações de 

5, 50, 500 ou 5000 µg/mL. Como controle positivo foi usado o meio contendo 10% de soro 

bovino fetal e como controle negativo apenas SFM. Os placas foram incubadas com 

atmosfera de 5% CO2 a 37 °C durante 24, 48 e 72 h. Após o período determinado as placas de 

cultura foram fotografadas utilizando um microscópio eletrônico e, posteriormente, o meio foi 

descartado e as células lavadas com 500 µl de D-PBS e armazenadas overnight no freezer -80 

°C. Durante a análise das amostras de cada tempo (24, 48 e 72 h ) foi adicionado 100 µl de 

solução CyQUANT® GR por poço e a placa (coberta por papel alumínio) foi incubada a 

temperatura ambiente por 5 min. Uma curva padrão para a contagem do número de células foi 

preparada adicionando-se 1 mL de solução CyQUANT® GR no pellet de células presentes no 

falcon que estava armazenado  no freezer -80 °C. As células sofreram lise e o seus ácidos 

nucleicos foram expostos. Dessa forma, as células ressuspendidas representam o total de 

ácidos nucleicos de 1.10
6
 células. Para elaboração da curva padrão foram realizadas diluições 

seriadas das células lisadas até atingirem diferentes concentrações (50 a 50.000 células em 

100 µl). As amostras da solução padrão também foram incubadas a temperatura ambiente por 

5 min. Finalmente, recolheu-se uma alíquota de cada poço (80 µl) e transferidas para uma 

placa preta para serem lidas a 480 nm de excitação e 520 nm de emissão em um leitor de 

microplacas de fluorescência (POLARstar OPTIMA – BMG labtech, Offenburg, Germany). 

Este procedimento foi repetido nos 3 tempos de análise. Os dados brutos obtidos foram 

corrigidos com o valor do branco (apenas a solução CyQUANT® GR) e convertidos para o 

número de células com auxílio da curva padrão. O experimento foi realizado com amostras 

em triplicada, e repetido 3 vezes. 

 

4.2.9.3 Teste de citotoxicidade (MTT) 

 

Esse método avalia a viabilidade celular que se baseia na capacidade das células 

viáveis reduzirem metabolicamente o sal de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
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difeniltetrazólio) (Sigma-Aldrich). O sal de MTT é um composto hidrosolúvel, que em 

solução apresenta coloração amarelo-pálido, e é facilmente incorporado pelas células viáveis, 

que reduzem esse composto em suas mitocôndrias através da enzima desidrogenase succínica. 

As desidrogenases estão associadas ao NADPH e ao NADH. Ao ser reduzido o MTT é 

convertido em cristais de formazan, um composto de coloração azul-escuro, não solúvel em 

água e que fica armazenado no citoplasma celular, sendo dessa forma, analisados 

posteriormente por espectrofotometria UV/visível. Deste modo, quanto menor for a 

viabilidade celular, menor será a redução do MTT e menor o sinal espectrofotométrico. O 

teste do MTT foi realizado de acordo com os seguintes passos (MOSMANN, 1983). Quando 

as culturas de células HaCat atingiram a confluência desejada (80%) foram lavadas e 

incubadas (5% CO2 a 37 °C) três vezes com D-PBS durante 5 min. As células foram 

submetidas a um tratamento com 1mL de tripsina para desaderirem dos frascos de cultivo e 

semeadas em placas (24 poços) na concentração de 1.10
4
 células/poço. Após 24 h as células 

receberam tratamento com CcII diluída no meio de cultura (2% soro bovino fetal; 1 mL) nas 

concentrações de 5, 50, 500 ou 5000 µg/mL. Como controle positivo foi usado o meio 

contendo 10% de soro bovino fetal e como controles negativos o meio contendo 2% de soro 

bovino fetal e apenas o meio DMEM (SFM). As placas foram incubadas com atmosfera de 

5% CO2 a 37 °C durante 24 h. Posteriormente as células foram lavadas 3x com D-PBS (1 mL) 

e seguidamente adicionado1 mL do reagente MTT (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) na 

concentração de 5mg/mL em PBS, para uma concentração final de 0,5mg/mL e incubadas 

com atmosfera de 5% CO2 a 37 °C durante 30 min (formação de cristais azuis). O 

sobrenadante foi removido e foi adicionado 1 mL de DMSO, para dissolução dos cristais e, 

incubados por 10 min a temperatura ambiente em uma placa de agitação. A leitura da 

absorbância foi realizada em um espectrofotômetro (Beckman, Inc Fullerton, USA) a 570 nm. 

O experimento foi realizado com amostras em triplicada, e repetido 3 vezes. 

 

4.2.9.4 Modelo 3D de equivalentes de pele humana “in vitro” 

 

O modelo 3D de equivalentes de pele humana (3D EPHs), baseia-se na des-

celularização e des-epidermização de amostras de peles que foram coletadas com o 

consentimento de pacientes seguindo o protocolo previamente descrito por Chakrabarty et al., 

(1999). Sumariamente, as peles des-epidermizadas foram cortadas em pedaços de 
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aproximadamente 1,8 cm x 1,8 cm e colocadas com o lado papilar para cima em uma placa de 

cultura de células de 12 poços. Anéis de aço inoxidável estéreis (Aix Scientifics, Aachen, 

Alemanha) com um diâmetro interno de 9 milímetros foram colocados sobre a pele. 

Queratinócitos (primeira passagem; 3,6.10
4
) e fibroblastos (segunda passagem; 1,8.10

5
) 

suspensos em 500 µl de meio de cultura contendo soro bovino fetal foram adicionados no 

centro de cada anel e incubados com atmosfera de 5% CO2 a 37 °C durante 24 h. Em seguida, 

os anéis foram removidos e os EPHs (derme mais queratinócitos e fibroblastos) foram 

incubados, nas mesmas condições anteriores, por 3 dias. No quarto dia os EPHs foram 

transferidos para uma grade de aço inoxidável em uma placa de cultura de seis poços mantida 

em aproximadamente 7 mL de meio de cultura Full Green’s, para que dessa forma, os EPHs 

ficassem na interfase do liquido/ar sendo então incubados com atmosfera de 5% CO2 a 37 °C 

por 9 dias. O meio de cultura foi trocado a cada três dias. Após este período, uma ferida de 

espessura parcial foi feita com auxílio de um punch de 6 mm para biopsia (Stiefel, Castle Hill, 

Austrália). A epiderme foi então removida com o auxílio de uma pinça e descartada (Figura 

16). 

Figura 16 - Modelo 3D de equivalentes de pele humana (3D EPHs). 

                    

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Para avaliar o efeito do gel formulado com CcII sobre as feridas induzidas no EPHs 

estas, foram tratadas com a aplicação tópica de 50 µl de gel diariamente, durante 7 dias. Os 

grupos tratados foram:1- gel na concentração de 500 µg/mL de CcII, 2- gel na concentração 

de 1000 µg/mL de CcII e 3- gel contendo apenas o veículo carbopol. Como controle positivo 

foi utilizado apenas o meio de cultura Full Green’s e como controle negativo foi adicionado 

estreptomicina ao meio de cultura Full Green’s. O experimento foi realizado com amostras 

em triplicada, e repetido 3 vezes. 

 

4.2.9.5 Avaliação da re-epitelização no ensaio do MTT 

 

Após o 7 dia de tratamento, o meio foi descartado das placas de cultura contendo os 

EPHs e adicionou-se 2 mL de solução de MTT a 5 mg/mL em PBS, para uma concentração 

final de 0,5 mg/mL e as placas foram incubadas com atmosfera de 5% CO2 a 37 °C durante 1 

h e 30 min. Após este período os EPHs foram transferidos para placas de 12 poços com 3 mL 

de formalina e incubados a temperatura ambiente por 48 h. Posteriormente, a formalina foi 

descartada e fotos dos EPHs foram tiradas com auxílio de uma câmera Nikon (Coolpix 4500, 

Maxwell Optical, Lidcombe, NSW, Austrália). A avaliação da re-epitelização foi realizada 

analisando as imagens das feridas com o auxílio do software ImageJ.  

 

4.2.9.6 Análises histológica: medida da área de re-epitelização e migração lateral dos 

queratinócitos. 

 

Após as análises com MTT os EPHs foram aparados com auxílio de um bisturi (Figura 

17), acondicionados em cassetes histológicos e colocados em álcool 80% overnight para 

remoção da coloração provocada pelo ensaio anterior. Posteriormente foram fixados em 

formalina a 10% e desidratados em diluições seriadas de etanol. As amostras foram 

embebidas em parafina e os blocos foram cortados, utilizando um micrótomo (Leica 

Microsystems, North Ryde, Austrália) para dar origem a cortes de 5 mm de espessura.  
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Figura 17 – Preparando os EPHs com MTT para os cortes histológicos. Visão esquemática que descreve: (A) o 

EPHs corado com MTT, com a área roxa representando a região onde as células são contadas. (B) o EPHs foi 

aparado para remover o excesso e cortado ao meio para criar dois pedaços equivalentes. (C) uma vista de lado do 

EPHs representando como este será embebido na parafina para as análises histológicas.  

 

 

Fonte: McGovern J. A. (2012).  

Os cortes foram desparafinizados para retirada da parafina dos cortes após a 

microtomia, utilizando xilol; a hidratação, que foi realizada por meio de sequências alcoólicas 

em concentrações decrescentes, ou seja, álcool 100%, 95%, 80%, 70%, até a água destilada; a 

coloração, realizada pela imersão dos cortes no corante hematoxilina e eosina (Sigma-

Aldrich; Castle Hill, NSW, Austrália), favorecendo a combinação de suas estruturas com o 

corante para posterior visualização em microscópio de luz; a desidratação utilizando 

concentrações alcoólicas crescentes (álcool 70%, 80%, 95% e 100%); a clarificação, 

utilizando xilol como líquido intermediário entre o álcool e o meio de selagem e a selagem, ou 

montagem da lâmina propriamente dita, onde se cobriu o tecido com uma lamínula de vidro, 

usando uma substância para fixar a lâmina à lamínula (selagem). As lâminas foram 

armazenadas para posteriores análises histológicas.  

 

4.2.10 Análises estatísticas  

 

Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. (Erro Padrão da Média) ou como 

mediana. Para a verificação das diferenças estatísticas entre os grupos foi realizada Análise de 

Variância (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni, Kruskal-Wallis ou Student-Newman-
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Keuls como teste post hoc. Os escores histológicos foram expressos em mediana e avaliados 

através do teste de Kruskal-Wallis. Foi adotando nível de significância de 5% (α = 0,05) em 

todos os testes realizados. Para a montagem dos diversos gráficos e tabelas foi utilizado o 

software GraphPad Prism 4.0.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 Rendimento dos polissacarídeos sulfatados totais e das frações obtidas por 

cromatografia de troca iônica  

 

A partir da extração de 5 g das algas secas C. racemosa, C. crenulata e G. Birdiae 

obteve-se, 125 mg do polissacarídeo total (Cr-PST), 55 mg do polissacarídeo total (Cc-PST) e 

210 mg do polissacarídeo total (Gb-PST), respectivamente, perfazendo um rendimento de 

2,5% Cr-PST, 1,1% Cc-PST e 4,2% Gb-PST.  

Estes resultados estão de acordo com Riberio et al., (2014), Ribeiro (2009) e Vanderlei 

et al., (2011) onde os polissacarídeos sulfatados totais das algas C. racemosa, C. crenulata e 

G.birdiae apresentaram um rendimento de 2,2%, 0,6% e 4,6%, respectivamente.  

Várias metodologias podem ser empregadas para a extração de polissacarídeos de 

algas marinhas, tais como: aquosa a frio (MACIEL et al., 2008) e a quente (SOUZA et al. 

2012), enzimática (FARIAS et al., 2000), por tratamento alcalino (STEPHANIE et al., 2010), 

dentre outras. Dessa forma, é importante salientar que variações de rendimentos são 

encontradas na literatura podendo ser justificado por diferentes metodologias de extração 

empregadas e a variações sazonais das algas (Bird, 1988). A extração por digestão enzimática 

foi a utilizada neste trabalho devido a propriedade de eliminar contaminantes proteicos 

(PERCIVAL; McDOWELL, 1967). 

Na literatura podemos fazer uma comparação entre rendimentos de extrações 

enzimáticas e a quente. Os PST da mesma espécie estudada em questão, C. crenulata, foram 

obtidos por Talarico et al., (2004), utilizando o procedimento de extração prévia aquosa a frio 

(25 °C) por 5 horas, com a finalidade da remoção de amido das florídeas, seguido da extração 

e re-extração (do resíduo obtido) a quente (80 °C), em tampão fosfato (NaH2PO4, 0.025 M, 

pH 6.5) por 6 horas. Os extratos obtidos C1 (extração a frio), C2 (primeira extração a quente), 

C3 (segunda extração a quente), apresentaram rendimentos de 4,0%, 6,8% e 1,1%, 

respectivamente. Em relação a alga G. birdiae Souza et al. (2012), realizaram extração aquosa a 

quente e obtiveram um rendimento de 27,2 %. 
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Podemos perceber que a extração enzimática possui um menor rendimento, entretanto 

é preferível utilizar biocompostos mais puros quando se trabalha com atividades biológicas, 

do que utilizar protocolos de extração mais rápidos e com rendimentos melhores.  

 

5.2 Fracionamento dos polissacarídeos sulfatados por cromatografia de troca iônica em 

coluna de DEAE-celulose. 

 

No presente estudo, o fracionamento dos Cr-PST, Cc-PST e Gb-PST foram realizados, 

através de cromatografia de troca-iônica em coluna de DEAE-celulose. 

Cr-PST resultou em três frações sulfatadas majoritárias denominadas de CrI, CrII e 

CrIII, eluídas respectivamente com 0,5; 0,75 e 1 M de NaCl, cujo rendimentos obtidos após 

diálise e liofilização foram de 10,5; 20,5 e 17,6%, respectivamente. Cc-PST resultou em três 

frações sulfatadas majoritárias denominadas de CcI, CcII e CcIII, eluídas respectivamente 

com 0,5; 0,75 e 1 M de NaCl, cujo rendimentos obtidos após diálise e liofilização foram de 

6,3; 21,3 e 9,3%, respectivamente. Gb-PST apresentou duas frações polissacarídicas GbI e GbII, 

eluídas nas concentrações 0,5 e 0,75 M de NaCl, cujo rendimentos obtidos após diálise e 

liofilização foram de 23,6 % e 4,6 %, respectivamente.  

As frações CrII, CcII e GbI foram escolhidas para serem utilizadas nos ensaios biológicos 

posteriores por terem apresentado melhores rendimentos, como também, já foram descritas na 

literatura por apresentarem atividades biológicas.  

 

5.3 Toxicidade 

 

5.3.1 Avaliação da toxicidade por dose repetida  

 

Toxicidade é a propriedade potencial de uma determinada substância química de 

instalar um estado patológico em consequência de sua introdução ou interação com o 

organismo. Esta propriedade é verificada através da avaliação toxicológica onde se obtém 
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dados como dosagem, sinais, efeitos provocados que irão determinar o potencial de 

toxicidade. Uma das formas de proceder à avaliação toxicológica é através da administração 

de quantidade do composto em estudo ou doses do extrato total em animais podendo ser 

realizada a toxicidade aguda, subcrônica ou crônica (LIMA, 2009).  

A avaliação preliminar das propriedades tóxicas das espécies de algas C. racemosa e 

G. birdiae já foram realizadas segundo Ribeiro et al., (2014) e Vanderlei et al., (2011) 

respectivamente, sendo estas algas consideradas atóxicas.  Dessa forma, apenas o 

polissacarídeo da alga C. crenulata foi avaliado quanto ao seu potencial toxicológico. 

O polissacarídeo sulfatado da alga C. crenulata (CcII) foi avaliado no ensaio de 

toxicidade por dose repetida e de acordo com os resultados obtidos não houve mortalidade 

entre os animais e os mesmos não apresentaram alterações físicas (ereção de pelos, mucosa, 

olhos, etc.) ou comportamentais. 

Além disso, ao longo de todo o experimento (7 dias), não foram observadas alterações 

significantes na massa corporal nos grupos que receberam CcII, quando comparados aos seus 

respectivos controles (Figura 18). 

Figura 18 – Avaliação da massa corporal dos grupos testados em animais machos e fêmeas. Analise realizada no 

primeiro (0) e no sétimo (7) dia de experimento.  

 

Os valores representam a média   EPM do peso (g) dos animais. Para análise estatística foi utilizado ANOVA 

seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc.  

Antes do sacrifício, os animais tiveram seu sangue coletado para a verificação de 

alterações enzimáticas importantes presentes no plasma sanguíneo. Observou-se através das 

análises bioquímicas, que a CcII não alterou de forma significativa as concentrações de ureia, 

mostrando que ela não provocou possíveis alterações renais. Os resultados obtidos pelas 

dosagens das transaminases glutâmico oxalacética, glutâmico pirúvica, fosfatase alcalina e 
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ureia mostraram ausência de alterações hepáticas renais e ósseas, uma vez que não houve 

diferença estatística entre os grupos salina, sem tratamento e CcII (Tabela 2).  

Tabela 2 – Análises bioquímicas e do peso corporal dos órgãos de camundongos submetidos ao ensaio de 

toxicidade por dose repetida. Os animais foram pesados e injetados com CcII (10 mg/Kg, i..v.) diariamente 

durante sete dias. Posteriormente, os animais foram anestesiados e amostras de sangue coletadas para dosagens 

bioquímicas (AST, ALT, ALP e ureia). 

Paramêtros Tratamento (10 mg/Kg; i.v.)    

Machos Sem 

tratamento 
Salina C. crenulata 

Coração (g/ 100 g peso corporal) 0,218 ± 0,01  0,214 ± 0,01  0,217 ± 0,01  

Fígado (g/ 100 g peso corporal) 2,25 ± 0,06  1,99 ± 0,04  1,69 ± 0,03 * 

Baço (g/ 100 g peso corporal) 0,11 ± 0,008  0,13 ± 0,006  0,13 ± 0,008  

Rim (g/ 100 g peso corporal) 0,32 ± 0,01  0,32 ± 0,01 0,29 ± 0,01  

Timo (g/ 100 g peso corporal) 0,10 ± 0,01  0,10 ± 0,004  0,09 ± 0,007  

Linfonodo direito (g/ 100 g peso 

corporal) 0,10 ± 0,01  0,09 ± 0,006  0,10 ± 0,007  

Ureia (mg/dl) 51,08 ± 3,14 45,37 ± 3,23  39,19 ± 1,64 

AST (UI/L) 99,48 ± 15,95 83,81 ± 12,70  62,38 ± 6,93  

ALT (UI/L) 84.84 ± 19,83 107,01 ± 26,59 54,58 ± 5,10 

ALP (UI/L) 106,3 ± 7,72 99,71 ± 5,77 92,79 ± 3,53 

 
    

Paramêtros Tratamento (10 mg/Kg; i.v.)    

Fêmeas Sem 

tratamento 
Salina C. crenulata 

Coração (g/ 100 g peso corporal) 0,20 ± 0,01  0,22 ± 0,006  0,18 ± 0,006  

Fígado (g/ 100 g peso corporal) 1,67 ± 0,06  1,66 ± 0,05  1,31 ± 0,01 * 

Baço (g/ 100 g peso corporal) 0,10 ± 0,003  0,13 ± 0,01  0,14 ± 0,005 *  

Rim (g/ 100 g peso corporal) 0,23 ± 0,007  0,24 ± 0,01 0,23 ± 0,004  

Timo (g/ 100 g peso corporal) 0,09 ± 0,006  0,11 ± 0,01  0,14 ± 0,007 * 

Linfonodo direito (g/ 100 g peso 

corporal) 0,09 ± 0,006  0,07 ± 0,007  0,08 ± 0,01  

Ureia (mg/dl) 38,0 ± 2,59 35,95 ± 1,56  33,47 ± 1,69  

AST (UI/L) 73,34 ± 17,97 71,83 ± 10,35 85,32 ± 8,84 

ALT (UI/L) 57,11 ± 10,49 114,5 ± 8,95 63,26 ± 5,98 

ALP (UI/L) 104,6 ± 4,44 107,5 ± 6,28 95,13 ± 9,55 
 

Os dados foram expressos como média   E. P. M. (n=6). Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido 

por teste de Bonferroni. * para valores significativos comparados ao controle salina (p>0,05). 

Como pode ser observado na tabela 2, os animais tratados com CcII não apresentaram 

alterações significativas em relação ao peso relativo dos órgãos coração, rim e linfonodo 

(machos e fêmeas) baço e timo (machos) em relação aos animais dos grupos controles, sem 

tratamento e salina. Contudo, houve diferença significativa (p < 0,05) do peso do fígado dos 
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camundongos tratados com CcII em relação aos animais que não receberam tratamento e a 

salina, para ambos os sexos. E as fêmeas tratados com CcII apresentaram diferença 

significativa (p < 0,05) do peso do baço e timo em relação aos animais que não receberam 

tratamento e a salina. 

Adicionalmente, foram realizadas análises histológicas dos órgãos a fim de verificar a 

presença ou não de alguma anormalidade na morfologia das células e tecidos. Para tanto, os 

tecidos foram fixados, cortados, e corados com hematoxilina-eosina para observação de 

possíveis lesões em microscopia trilocular. Os resultados demonstraram que os órgãos: rim, 

timo, baço, linfonodo, coração e fígado não apresentaram alterações significativas em nenhum 

dos grupos avaliados (Figura 19). 

Diante de todos os resultados (dados fisiológicos, bioquímicos e histológicos) 

podemos concluir que CcII não apresentou sinais de toxicidade. 
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Figura 19 - Fotomicrografias de luz de 4 µm de espessura dos órgãos. Rim, coração, timo, baço, linfonodo e 

fígado (notar discreta vacuolização citoplasmática indicado por setas brancas) de camundongo Swiss após 7 dias 

de administração i.v. da CcII (10 mg/kg) e salina (NaCl; 0,15 M) como também do grupo dos animais que não 

receberam nenhum tratamento. Aumento de 400X. 
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Tem sido demonstrado em estudos toxicológicos que os polissacarídeos sulfatados são 

bem tolerados em animais experimentais. Siqueira et al. (2011) utilizaram os polissacarídeos 

sulfatados isolados da alga marinha parda Lobophora variegata (1mg/ Kg; i.v.) em um tratamento 

de sete dias consecutivos e, este mostrou-se atóxico. Os PST da alga marinha vermelha G. 

cornea também foram injetados em ratos (9 mg/Kg, i.p.) por 14 dias consecutivos e estes não 

produziram sinais significativos de toxicidade (COURA et al., 2011). Além destes, 

polissacarídeos sulfatados da G. birdiae (10 mg/Kg; i.p.), também apresentaram o mesmo 

padrão de ausência de toxicidade, com exceção de um aumento no peso do baço 

(VANDERLEI et al., 2011).  

 

5.3.2 Avaliação da ação ansiolítica e antidepressiva em modelos clássicos 

neurocomportamentais de ansiedade e depressão em camundongos. 

 

Os conhecimentos empíricos acumulados no passado (tradição cultural) e os 

científicos desenvolvidos, ao longo do tempo, principalmente com a condução de ensaios 

clínicos randomizados, mostram que as plantas medicinais e os medicamentos fitoterápicos 

podem, também, provocar efeitos adversos, toxicidade e apresentar contraindicações de uso 

(ALEXANDRE et al., 2005a, b).  

Assim, para o sucesso do desenvolvimento de novos fármacos efetivos, é de extrema 

importância que estes sejam avaliados quanto aos seus potenciais efeitos indesejáveis. 

Segundo Haller & Mano (2011), aproximadamente 80% dos estudos que avaliam possíveis 

transtornos psiquiátricos utilizando modelos animais empregaram testes tradicionais 

considerados como “clássicos”. Exemplos destes testes são: campo aberto, placa perfurada, 

suspensão de cauda, cruz elevada e nado forçado.  

Dessa forma, a fim de avaliar se os polissacarídeos sulfatados avaliados neste trabalho 

poderiam interferir no sistema nervoso central, causando perda da função motora, depressão 

ou ansiedade estes ensaios clássicos foram realizados. Como o polissacarídeo da alga marinha 

G. birdiae já foi avaliado quanto a estes parâmetros pelo Laboratório de Carboidratos e 

Lectinas (CARBOLEC) e este não apresentou efeitos no sistema nervoso central, apenas os 

polissacarídeos das espécies de algas C. racemosa e C. crenulata foram avaliados quanto a 

estes parâmetros.  
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5.3.2.1 Teste do campo aberto (CA) 

 

O teste do campo aberto é empregado para avaliar a atividade exploratória dos 

animais. A tendência natural do animal em um ambiente novo é de explora-lo, apesar da 

tensão e conflito causado por este ambiente (MONTGOMERY, 1955). Dessa forma, a 

locomoção, o rearing e o grooming em roedores são os parâmetros comportamentais mais 

usados para descrever influências da vida ou da administração de drogas no SNC 

(ARAKAWA; IKEDA, 1991; REX, STEPHENS, FINK, 1996), possibilitando, também, 

discutir a especificidade do efeito de uma droga, caso ela seja estimulante, sedativa, 

ansiolítica ou ansiogênica (LISTER, 1987). 

Os animais que receberam tratamento com os polissacarídeos CrII e CcII em todas as 

doses (1,0; 5,0 ou 10,0 mg/Kg; i.v.) não apresentaram diferenças estatísticas quando 

comparados ao grupo salina em nenhum dos parâmetros observados (Atividade locomotora 

espontânea – A.L.E., Grooming e Rearing). Já o diazepan apresentou, como esperado, uma 

diminuição dessa atividade em todos os parâmetros (Tabela 3). 

Tabela 3 - Efeito dos polissacarídeos sulfatados sobre a atividade locomotora (ALE), grooming e rearing no 

teste de campo aberto em camundongos. (A) Polissacarídeo da alga C. racemosa. (B) Polissacarídeo da alga C. 

crenulata. 

  Parâmetros 

Tratamento A.L.E Grooming Rearing 

Controle 55,2 ± 2,8 2,6 ± 0,4 4,33 ± 1,3 

CrII 1 mg/Kg 66,8 ± 4,9 3,11 ± 0,3 5,0 ± 1,4 

CrII 5 mg/Kg 50,4 ± 3,6 2,0 ± 0,4 3,66 ± 1,5 

CrII 10 mg/Kg 66,4 ±  4,4 1,5 ± 0,3 3,55 ± 0,7 

DZP 2 mg/kg 29,3 ± 2,3* 0,6 ± 0,1* 0,7 ± 0,2* 
 

     Parâmetros 

Tratamento A.L.E Grooming Rearing 

Controle 55,2 ± 2,8 1,7 ± 0,2 3,37 ± 0,5 

CcII 1 mg/Kg 51,8 ± 2,1 1,37 ± 0,2 4,12 ± 0,7 

CcII 5 mg/Kg 51,3 ± 3,2 1,22 ± 0,1 4,0 ± 1.08 

CcII 10 mg/Kg 52,2 ± 3,6 1,12 ± 0,2 3,87 ± 0,8 

DZP 2 mg/kg 29,3 ± 2,3* 0,5 ± 0,1* 0,5 ± 0,2* 
 

Os valores representam a média   EPM da atividade locomotora, grooming e rearing. Para análise estatística foi 

utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. * para valores significativos 

comparados ao controle salina (p<0,01). 

A 

B 
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Desta forma, os polissacarídeos CrII e CcII em todas as doses não apresentaram 

alterações em sua atividade locomotora (A.L.E.), comportamento exploratório (Rearing) e 

não ficaram apreensivos (aumento do número de Grooming) (ARCHER, 1973). 

 

5.3.2.2 Teste da placa perfurada (PP) 

 

O teste da placa perfurada é um método simples para se avaliar o comportamento de 

um animal quando submetido a um ambiente desconhecido. Nesse teste, a emocionalidade, a 

ansiedade e/ou a resposta ao estresse em animais, podem ser mensurados através da simples 

observação (RODRIGUIEZ; BROITMEAN; FOSCOLO, 1987). Fármacos ansiolíticos 

tendem a aumentar o número de explorações nos orifícios, onde podemos analisar o índice de 

atividade exploratória, enquanto fármacos ansiogênicos ou fármacos em doses sedativas 

tendem a reduzir esta exploração (FILE; PELLOW, 1985; TAKEDA et al., 1998). 

O número de vezes que o animal coloca a cabeça no orifício da placa perfurada (head 

dips), como também, sua permanência com a cabeça dentro do orifício, tem sido registrado 

como um parâmetro para avaliar as condições de ansiedade em animais. Neste modelo, doses 

não-sedativas de benzodiazepínicos e outras drogas ansiolíticas aumentaram o número de 

head dips e de permanência dentro do buraco pelos camundongos, enquanto seus antagonistas 

o reduzem (CRAWLEY, 1985; TAKEDA et al., 1998). 

Os resultados demonstraram que os polissacarídeos CrII (25,56 2,40; 26,56 2,59; 

27,00 3,54) e CcII (22,56 1,24; 24,13 1.6; 21,63 2.08) nas doses de 1,0; 5,0 e 10,0 

mg/Kg; i.v. respectivamente não apresentaram diferenças estatísticas quando comparados ao 

grupo salina (25,22 2,66) em relação ao número de Head Dips, como também, não alteraram 

o tempo de permanência dentro do buraco CrII (11,30 1,39; 13,80 1,78; 15,00 2,18) e CcII 

(22,75 1,13; 16,40 0,85; 15,75 2.05) nas doses de 1,0; 5,0 e 10,0 mg/Kg; i.v., 

respectivamente, em relação ao seu controle (13,00 1,42). Enquanto o diazepan (1mg/Kg; 

s.c.) apresentou, como esperado, um aumento do número de Head Dips (38,50 0,96) e 

prolongou o tempo de permanência no buraco (31,00 1,63) (Figura 20). 
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Figura 20 – Efeito dos polissacarídeos sulfatados sobre o número de mergulhos (head dips) e tempo de 

permanência no buraco no teste da placa perfurada. (A) Polissacarídeo da alga C. racemosa. (B) Polissacarídeo 

da alga C. crenulata. 

 

Os valores representam a média   EPM do número de Head Dips e do tempo de permanência no buraco. Para 

análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Para valores 

significativos comparados ao controle salina * (p<0,01) ** (P<0.001). 

De acordo com os resultados, os polissacarídeos sulfatados de CrII e CcII em todas as 

doses utilizadas demonstraram não ser detentores de atividade ansiolítica, sendo esta resposta 

confirmada no ensaio da cruz elevada. 

 

5.3.2.3 Teste de suspensão de cauda (PP) 

 

O teste da suspensão da cauda é um modelo amplamente utilizado para analisar a 

atividade antidepressiva de compostos farmacológicos em camundongos. O teste é baseado no 
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fato de que animais que são submetidos a curtos períodos de estresse inescapável pela 

suspensão de sua cauda tendem a desenvolver uma postura imóvel (Steru et al., 1985). Os 

antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade neste teste (PORSOLT; ANTON; JALFRE 

1987; FERNADEZ-TERUEL et al., 1992) 

Os resultados decorrentes do tratamento agudo com os polissacarídeos CrII 

(82, 14,75; 107,02 13,04; 95,10 10,09) e CcII (100,0 11,81; 104,5 3,58; 107,0 7,02) 

nas doses de 1,0; 5,0 e 10,0 mg/Kg; i.v., respectivamente, não apresentaram diferenças 

estatísticas quando comparados ao grupo salina (97,14 11,94) em relação a imobilidade dos 

animais em nenhuma das doses utilizadas. A imipramina (30 mg/kg, i.p.), utilizada como 

controle positivo, reduziu (44,10 2,44) o tempo de imobilidade em relação ao controle salina 

(Figura 21). 

Figura 21 - Efeito dos polissacarídeos sulfatados sobre o tempo de imobilidade no teste de suspensão de cauda 

em camundongos. Salina, CrII e CcII (1, 5 e 10 mg/Kg) e imipramina (30 mg/Kg) foram administrados 30 min 

antes do experimento. 
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Os valores representam a média   EPM sobre o tempo de imobilidade dos animais, durante 5 min. Para análise 

estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Para valores 

significativos comparados ao controle salina * (p<0,01) ** (P<0.001). 

Assim, os polissacarídeos sulfatados CrII e CcII em todas as doses utilizadas parecem 

não ser detentores de atividade antidepressiva, sendo esta resposta confirmada com o teste do 

nado forçado. 

 

5.3.2.4 Teste da cruz elevada (LCE)  

 

Montgomery (1955), realizando experimentos com intuito de avaliar a sensação de 

medo nos animais, observou que os ratos quando colocados em um suporte de cruz elevada 

(com dois braços fechados e dois abertos dispostos perpendicularmente) notoriamente tinham 

altos índices de exploração no braço fechado em oposição à exploração do braço aberto, ou 

seja, o braço aberto provocava uma forte reação de medo nos animais, fazendo com que eles o 

evitassem. 

Posteriormente, Handley e Mithani (1984), utilizaram um labirinto em cruz elevada a 

aproximadamente 70 cm do chão, com dois braços fechados e dois abertos. Com esse modelo 

eles observaram que drogas ansiolíticas como o diazepam aumentavam o número de entradas 

nos braços abertos, enquanto que o ansiogênico picrotoxina, diminuía esse índice. Diante 

destes dados os autores concluíram que o labirinto em cruz elevada seria um modelo válido 

para o comportamento motivado pelo medo. No ano seguinte, Pellow e colaboradores (1985) 

realizaram também um estudo com o labirinto em cruz elevada, validando o teste não somente 

no âmbito da farmacologia, mas também do comportamento e da fisiologia. 

Os animais que receberam tratamento com os polissacarídeos CrII e CcII em todas as 

doses (1,0; 5,0 e 10,0 mg/Kg) não apresentaram diferenças estatísticas quando comparados ao 

grupo salina em nenhum dos parâmetros observados (número de entradas no braço aberto 

(NEBA), tempo de permanência no braço aberto (TPBA), percentagem de entrada nos braços 

abertos (PEBA) e percentagem de tempo nos braços abertos (PTBA). Enquanto que o 

diazepan apresentou, como esperado, um aumento dessa atividade em todos os parâmetros 

avaliados (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Efeito dos polissacarídeos sulfatados CrII, CcII e GbI no teste da cruz elevada em camundongos. (A) 

Polissacarídeo da alga C. racemosa. (B) Polissacarídeo da alga C. crenulata. 

 

  Parâmetros 
 Tratamento NEBA TPBA PEBA PTBA 

Controle 1,92 ± 0,46 17,36 ± 4,2 17,85 ± 3,7 9,05 ± 2,16 

CrII 1 mg/Kg 4,12 ± 0,9 50,14 ± 11,68 31,20 ± 4,88 21,65 ± 5,35 

CrII 5 mg/Kg 3,1 ± 0,6 31,70 ± 8,04 22,94 ± 3,6 14,64 ± 3,59 

CrII 10 mg/Kg 5,0 ±  1,0 47,50 ± 11,17 29,32 ± 4,13 20,67 ± 4,66 

DZP 1 mg/kg 10,75 ± 0,6* 158,6 ± 12,7* 63,26 ± 2,18* 52,13 ± 4,30* 

  

 
 

  

 
Parâmetros 

 Tratamento NEBA TPBA PEBA PTBA 

Controle 1,25 ± 0,5 12,75 ± 5,65 14,27 ± 5,14 6,43 ± 2,83 

CcII 1 mg/Kg 1,8 ± 0,3 22,40 ± 7,09 22,59 ± 4,05 11,93 ± 3,50 

CcII 5 mg/Kg 1,8 ± 0,2 23,80 ± 5,65 19,88 ± 3,79 11,98 ± 2,76 

CcII 10 mg/Kg 3,0 ± 0.6 35,33 ± 7.25 24,39 ± 3,55 17,83 ± 3,81 

DZP 1 mg/kg 10,75± 0,6* 148,6 ± 13,7* 63,26 ± 2,18* 54,12 ± 4,00* 
 

Os valores representam a média   EPM do número de entradas no braço aberto (NEBA), tempo de permanência 

no braço aberto (TPBA), percentagem de entrada nos braços abertos (PEBA) e percentagem de tempo nos braços 

abertos (PTBA). Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste 

post hoc. * para valores significativos comparados ao controle salina (p<0,001). 

O LCE é o modelo mais popular para pesquisas de novos agentes ansiolíticos com 

ação semelhante aos benzodiazepínicos (BARBOSA et al., 2008). Desta forma, os 

polissacarídeos sulfatados CrII e CcII em todas as doses utilizadas não mostraram-se 

detentores de atividade ansiolítica. 

 

5.3.2.5 Teste do nado forçado (TNF) 

 

 O teste do nado forçado é mais sensível que o teste da suspensão de cauda em detectar 

drogas com atividade antidepressiva, visto que, doses menores de drogas, como a imipramina, 

são suficientes para apresentar um efeito antidepressivo no nado forçado (PORSOLT; 

ANTON; JALFRE, 1987). 

O fenômeno comportamental observado nesses testes se baseia no fato de que 

camundongos colocados num cilindro com água, após tentativas iniciais de fuga, rapidamente 

A 

B 
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mostram imobilidade, interpretada como prejuízo do comportamento esperado de tentar fugir, 

ou como, desenvolvimento de comportamento passivo capaz de afastar o animal de formas 

ativas de enfrentamento da situação estressora. Se um fármaco antidepressivo for 

administrado o animal apresentará comportamento mais ativo, persistindo na tentativa de 

escapar por tempo mais prolongado, quando comparado ao animal que recebeu solução 

inócua (PORSOLT et al., 1978; CRYAN et al., 2002). 

Os resultados decorrentes do tratamento agudo com os polissacarídeos CrII 

(107,8 10,41; 79,50 11,18; 82,88 8,71) e CcII (98,75 8,71; 109,3 10,72; 104,0 7,09) 

nas doses de 1,0; 5,0 ou 10,0 mg/kg, respectivamente, não apresentaram diferenças estatísticas 

quando comparados ao grupo salina (97,14 11,94), em relação a imobilidade dos animais. A 

imipramina (10 mg/Kg, i.p.), utilizada como controle positivo, reduziu (44,88 1,96) o tempo 

de imobilidade em relação ao controle salina (Figura 22).  
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Figura 22 – Efeito dos polissacarídeos sulfatados e imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste de nado 

forcado em camundongos. Salina, CrII e CcII (1, 5 ou 10 mg/Kg) ou imipramina (10 mg/Kg) foram 

administrados 30 min antes do experimento. 

 

Os valores representam a média   EPM sobre o tempo de imobilidade dos animais, durante 5 min. Para análise 

estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Para valores 

significativos comparados ao controle salina * (p<0,01) ** (P<0.001). 

Diante dos resultados, os polissacarídeos sulfatados CrII e CcII em todas as doses 

utilizadas não alteraram o tempo de imobilidade dos animais, tanto no teste de suspensão de 

cauda como no teste do nado forçado sendo desta forma, desprovidos de atividade 

antidepressiva. 

A literatura tem demonstrado estudos relatando que vários tipos de polissacarídeos 

possuem efeitos a nível de sistema nervoso central, como neurotóxica (LUO et al., 2009) 

neuroantioxidante (WIJESEKARA et al., 2011), neuroprotetora (CHEN et al., 2011), inibição 

da morte de células neurais (GAO et al., 2012) Coura et al., (2012) demonstraram que os 

polissacarídeos da alga Gracilaria Cornea apresentaram uma atividade antinociceptiva a nível 

de SNC, e mais recentemente, Monteiro et al., (2015) demonstraram que os polissacarídeos 
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sulfatados da alga G. Cornea apresentaram um efeito ansiolítico no SNC através da ativação 

dos receptores α2-GABAA. 

Assim, diante de todos os resultados que obtivemos nos ensaios 

neurocomportamentais, os polissacarídeos sulfatados CrII e CcII em todas as doses utilizadas 

não afetam o sistema nervoso central, sendo, desse modo, seguros para serem utilizados em 

outras atividades biológicas sem causar efeitos indesejados. 

 

5.4 Avaliação do potencial pró-coagulante dos polissacarídeos sulfatados in vitro e ex 

vivo 

 

5.4.1 Ensaio da atividade pró-coagulante “in vitro” 

 

A atividade anticoagulante dos polissacarídeos sulfatados é facilmente mensurada 

através de ensaios in vitro. Dentre os ensaios utilizados, o teste do Tempo de Ativação Parcial 

da Tromboplastina (APTT) avalia a eficiência da via intrínseca na medição da formação do 

coágulo de fibrina, o APTT normal é de cerca de 40 segundos em humanos.  

O teste de APTT realizado com plasma humano segundo o método de Anderson et al. 

(1976), mostrou uma atividade pró-coagulante apenas para CrII em todas as doses utilizadas 

quando comparadas ao controle salina (Figura 23A), enquanto CcII apresentou uma forte 

atividade anticoagulante, em que todas as doses testadas não obtiveram diferenças estatísticas 

entre o grupo controle heparina (Figura 23B).  O polissacarídeo da alga GbI não demonstrou 

ser nem anticoagulante e nem prócoagulante, não apresentando diferença estatística do grupo 

salina em nenhuma das doses utilizadas (Figura 23C). 
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Figura 23 – Avaliação do efeito coagulante no teste do APTT “in vitro”. (A) Polissacarídeo da alga C. racemosa. 

(B) Polissacarídeo da alga C. crenulata. (C) Polissacarídeo da alga G. birdiae. 
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As barras representam a média ± E.P.M. (n=6) do tempo (s).  * indica diferença estatística significante (p < 0,05) 

do controle salina, # indica diferença estatística significante (p<0,05) do controle heparina (ANOVA; 

Bonferroni). 

O Tempo de Protrombina (TP) é uma medida laboratorial para avaliar a via extrínseca 

da coagulação. Em outras palavras, é um exame usado para determinar a tendência de 

coagulação do sangue. O TP normal é de cerca de 11 a 14,6 segundos em humanos. Quanto 

maior for o TP, menor será a concentração de protrombina no sangue. 

O teste de TP realizado com plasma humano segundo o método de Anderson et al. 

(1976), mostrou que CrII, CcII e GbI em todas as doses utilizadas não apresentaram nenhum 

efeito coagulante (pro ou anti) quando comparados aos controles salina e heparina (Figura 

24). 
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Figura 24 – Avaliação do efeito coagulante no teste do TP “in vitro”. (A) Polissacarídeo da alga C. racemosa. 

(B) Polissacarídeo da alga C. crenulata. (C) Polissacarídeo da alga G. birdiae. 

                    

As barras representam a média ± E.P.M. (n=6) do tempo (s).  * indica diferença estatística significante (p < 0,05) 

do controle salina, # indica diferença estatística significante (p<0,05) do controle heparina (ANOVA; 

Bonferroni). 

 

A 

B 
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5.4.2 Ensaio da atividade pró-coagulante “ex vivo” 

 

 Para determinar a existência de uma correlação entre os efeitos in vitro e ex vivo, os 

polissacarídeos sulfatados e a heparin foram administrados por via intravenosa em 

camundongos por cinco dias e posteriormente foi realizado os ensaios de APTT e TP.  

 De acordo com a Figura 25 A e B os polissacarídeos CrII, CcII e GbI em todas as 

doses utilizadas não apresentaram nenhum efeito coagulante (anti ou pró) quando comparados 

aos controles salina e heparina em nenhum dos ensaios APTT e TP, respectivamente. Dessa 

forma não ocorreu correlação entre os resultados in vitro e ex vivo. 

Figura 25 – (A) Avaliação do efeito coagulante no teste do APTT “in vivo”. (B) Avaliação do efeito coagulante 

no teste do TP “in vivo”. 

 

 

 

A 
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As barras representam a média ± E.P.M. (n=6) do tempo (s).  * indica diferença estatística significante (p < 0,05) 

do controle salina, (ANOVA; Bonferroni). 

Em visto de que a primeira fase da cicatrização é a de coagulação (BAUM; ARPEY, 

2005), procurou-se encontrar uma relação entre o potencial procoagulante destes 

polissacarideos sulfatados e a sua capacidade de acelerarar o processo de cicatrização. Além 

do que, a heparina é um polissacarídeo polianiônico sulfatado que interage com a 

antitrombina, formando um complexo ternário que inativa várias enzimas da coagulação 

sendo utilizada largamente em todo o mundo como um anticogulante (MAJERUS; 

TOLLEFSEN 2007). Em relação aos polissacarídeos sulfatados oriundos de algas marinhas, 

estes já foram relatados na literatura por serem detentores desta ativividade também 

(FONSECA et al., 2008; GLAUSER et al., 2009; WANG et al., 2013; LI et al., 2015; 

SUDHARSAN et al., 2015; USTYUZHANINA et al., 2016). Assim se estes polissacarídeos 

apresentassem um potente efeito anticoagulante, este poderia ser prejudicial, atrasando a 

primeira fase da cicatrização, fase esta, essencial para o desencadeamento do processo de 

cicatrização.  

O polissacarídeo da alga CrII demonstrou-se ser pró-coagulante no ensaio do APTT in 

vitro, porém esta não foi confirmada no ensaio ex vivo. Da mesma maneira, o polissacarídeo 

B 
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de CcII apresentou atividade anticoagulante no ensaio do APTT in vitro, porém, esta atividade 

não foi confirmada no ensaio ex vivo.  O polissacarídeo de GbI não apresentou as atividades 

anticoagulante e pró-coagulante em nenhum dos ensaios testados. Assim, os polissacarídeos 

das algas testadas em modelos ex vivo não apresentaram efeito nem pró nem anti coagulante. 

 

5.5 Avaliação da atividade antibacteriana, in vitro, dos polissacarídeos  

 

Na busca de um gel cicatrizante ideal, este, além de possuir potencial cicatrizante, 

teria como efeito também a capacidade de impedir a proliferação de bactérias na ferida. Desta 

forma, os polissacarídeos sulfatados das algas marinhas C. racemosa, C. crenulata e G. 

Birdiae foram avaliados quanto ao seu potencial antibacteriano.  

A leitura do ensaio antibacteriano foi realizada analisando-se a formação de halos de 

inibição ao redor dos poços das amostras. De acordo com as fotos (Figura 26) podemos 

perceber que CrII, CcII e GbII em todas as doses utilizadas não apresentaram um efeito 

antibacteriano frente às bactérias testadas, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.  
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Figura 26 – Avaliação do efeito antibacteriano analisando-se a formação de halos de inibição ao redor dos poços 

das amostras. 

 

No mercado de medicamentos para cicatrização, temos exemplos em que foram 

adicionados antibacterianos para aumentar o potencial de cicatrização do produto. Um dos 

mais utilizados é o cloranfenicol, antibiótico primeiramente isolado a partir de culturas do 

Streptomyces venequelae em 1947 e agora produzido sinteticamente. Possui uma estrutura 

relativamente simples e foi o primeiro antibiótico de amplo espectro a ser descoberto. Atua 

interferindo com a síntese proteica das bactérias e é principalmente bacteriostático 

(MAGOULASA et al., 2015).  

 A pomada comercial KOLLAGENASE® é vendida de duas formas: Kollagenase e 

Kollagenase + Clorafenicol, sendo esta utilizada como agente desbridante em lesões 

superficiais, promovendo a limpeza enzimática das áreas lesadas e retirando ou dissolvendo, 

enzimaticamente, necroses e crostas (Cristalia Produtos Farmacêuticos Ltda). A pomada 

FIBRASE® (fibrinolisina, desoxirribonuclease e cloranfenicol) é indicada no tratamento de 
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lesões cutâneas infectadas (lesões na pele com infecção) tais como queimaduras, úlceras 

(lesões superficiais da pele) e feridas (Laboratórios Pfizer Ltda). EPITEZAN® é uma pomada 

para uso tópico oftálmico, indicada para acelerar a cicatrização e a epitelização dos tecidos 

oculares lesados e sua formulação contém: 10.000 UI de acetato de retinol, 25 mg de 

aminoácidos, 5 mg de metionina e 5 mg de cloranfenicol (Allergan Produtos Farmacêuticos 

Ltda). A empresa Latinofarma Indústrias Farmacêuticas Ltda fabrica REGENCEL® um 

medicamento que é indicado para promover e proteger a epitelização (renovação da pele) e 

regeneração dos tecidos oculares lesados e possui em sua composição 5 mg de cloranfenicol. 

Tendo em vista os resultados obtidos e um possível interesse da indústria farmacêutica 

em utilizar CrII, CcII e GbI na formulação de um produto cicatrizante, sugerimos que seja 

adicionado um agente antimicrobiano. 

 

5.6 Avaliações da irritabilidade dermal dos géis  

 

O potencial irritante de vários produtos e substâncias químicas, como cosméticos e 

medicamentos de uso tópico, é avaliado desde a década de 1940 por meio de experimentos 

com animais de laboratórios. Alguns dos ensaios adotados com o objetivo de avaliar o grau de 

irritabilidade, chamados de testes de irritação ocular ou cutânea, foram descritos inicialmente 

por John H. Draize e ainda hoje são adotados mundialmente por órgãos oficiais (OLIVEIRA, 

et al., 2012) 

De acordo com Chiari et al., (2012), de uma maneira geral, podemos citar as reações 

que podem ser observadas ao se aplicar um medicamento de uso tópico: 

• irritação: reações de desconforto no local onde o produto foi aplicado, de intensidade 

variada, manifestadas como ardor ou prurido, eritema, edema, podendo causar destruição do 

tecido; 

• sensibilização: reação alérgica, envolvendo mecanismos imunológicos. Pode ser de efeito 

imediato ou tardio e pode ocorrer em regiões diferentes da área de aplicação; 

• efeito sistêmico: quando quaisquer componentes do produto atingem a corrente sanguínea, 

por via oral, inalatória, transcutânea ou transmucosa, metabolizados ou não. 
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Durante os sete dias de experimento foram analisadas reações dermatológicas 

macroscópicas, como: edema, eritema, exsudação, e presença de crosta. De acordo com as 

observações diárias os géis formulados com os polissacarídeos sulfatados CrII, CcII e GbI na 

sua maior dose (10 mg/Kg) não causaram nenhuma alteração dermatológica, em nenhum dos 

grupos experimentais (pele íntegra e pele escarificada). O Grupo de animais tratados com o 

veículo (Carbopol 940) também não apresentou nenhuma alteração sendo este veículo 

considerado inerte. 

Para comprovar que os polissacarídeos sulfatados CrII, CcII e GbI não apresentam 

irritabilidade dermal, além da observação diária, foi feita uma avaliação da espessura da pele 

diariamente, como também, a mensuração do peso do exsudato presente na pele do animal no 

último dia do experimento.  

Os animais de pele íntegra não tiveram alterações na espessura da pele em nenhum 

dos dias do experimento. Já os animais de pele escarificada apresentaram alterações na 

espessura da pele devido às escarificações e, como podemos observar através da Figura 27, os 

animais tratados com os géis formulados com os polissacarídeos CcII e GbI não apresentaram 

diferenças significativas em relação ao controle salina, enquanto que os animais tratados com 

o gel formulado com o polissacarídeo CrII, no quarto dia de tratamento, tiveram uma redução 

da espessura da pele, sendo este resultado considerado promissor de uma possível atividade 

cicatrizante. O Grupo de animais tratados com o veículo não apresentou nenhuma diferença 

significativa em relação ao controle salina. 
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Figura 27: Avaliação do potencial irritante dos polissacarídeos sulfatados CrII, CcII e GbI quanto a espessura da 

pele dos animais no grupo de pele escarificada. Os animais receberam tratamento diariamente com os 

polissacarideos CrII, CcII e GbI na dose de 10 mg/ml. 

 

As barras representam a média ± E.P.M. (n=6) da espessura da pele (cm).  * indica diferença estatística 

significante (p < 0,05) do controle salina, # indica diferença estatística significante (p<0,05) do grupo GbI 

(ANOVA; Bonferroni). 

Os animais foram eutanasiados no último dia do experimento e foi removido um 

pedaço de pele com auxílio de um punch para pesagem e analisados quanto a presença de 

infiltrados nos tecidos dermais, característicos de edema (inflamação). De acordo com os 

resultados, os géis formulados com os polissacarídeos sulfatados CrII (6,85 0,88 / 9,56 0,8), 

CcII (10,90 0,51 / 10,7 1,05) e GbI (8,7 0,65 / 10,54 0,61), respectivamente, pele íntegra 

e pele escarificada, não apresentaram diferenças significativas em relação ao controle salina 

(8,5 0,69 / 11,83 0,69). O Grupo de animais tratados com o veículo (11,43 1,22 / 

8,37 0,62) não apresentou nenhuma diferença significativa em relação ao controle salina 

(Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

Pele escarificada 
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28 - Avaliação do potencial irritante dos polissacarídeos sulfatados CrII, CcII e GbI quanto a presença de 

infiltrados nos tecidos dermais. Os animais receberam tratamento diariamente com os géis formulados com os 

polissacarídeos CrII, CcII e GbI na dose de 10 mg/ml. No sétimo dia os animais foram eutanasiados e foi 

calculado o valor de exsudato presente no tecido de acordo com a formula: Pinicial - Pfinal = exsudato. 

 

 

As barras representam a média ± E.P.M. (n=6) do peso do exsudato (mg).  * indica diferença estatística 

significante (p < 0,05) do controle salina, (ANOVA; Bonferroni). 

Diante dos resultados encontrados os géis formulados com os polissacarídeos 

sulfatados CrII, CcII e GbI na sua maior dose não se mostraram irritantes, sendo esses dados 

condizentes com a literatura em que, Burlando et al., (2008) demostraram que o 

polissacarídeo de Boswellia serrata não apresentava efeitos irritantes/citotóxicos quando 

aplicados topicamente. E, mais recentemente, Fernández-Ferreiro et al., (2015), 

demonstraram que os polissacarídeos (Kappa-carragenana e alginatos) não apresentaram 

potencial irritante em um modelo de irritabilidade aguda na córnea.  

 

5.7 Avaliação da atividade cicatrizante in vivo 

 

A porcentagem de redução da lesão ou contração da lesão foi determinada a partir das 

fotografias obtidas em intervalos de tempo de 3 dias até total cicatrização da lesão inicial. O 

tempo de cicatrização dos animais do controle negativo estendeu-se por um período de 15 

dias pós-operatório (p.o.). Portanto, esse foi o período de tempo máximo padronizado para 

determinar os parâmetros que caracterizam o potencial cicatrizante de um gel.  
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Todas as feridas cicatrizaram por segunda intenção, havendo a substituição do tecido 

injuriado por outro semelhante, porém não idêntico, caracterizada pela formação de tecido de 

granulação e contração da ferida (AL-Khamis et al., 2011). 

Em relação às análises macroscópicas realizadas diariamente, os animais de todos os 

grupos apresentaram edema, hiperemia e exsudato nos 4 primeiros dias de pós operatório. Do 

dia 5 ao dia 8 houve ausência de edema, exsudato e hiperemia em todos os grupos com 

exceção dos animais que receberam kolagenase, visto que este grupo apresentou exsudato, 

embora em menor quantidade, quando comparado com os dias anteriores. O aparecimento de 

uma crosta de aspecto granular espessa foi observado neste período em todos os grupos, com 

exceção novamente do grupo tratado com kolagenase, que não formou crosta grossa, e alguns 

animais já começaram a apresentar sinais de re-epitelização. O grupo tratado com CcII 

apresentou desprendimento da crosta precocemente neste período. Do dia 9 ao dia 12 houve 

desprendimento da crosta nos grupos que ainda possuíam crosta e estes apresentaram sinais de 

re-epitelização. Do dia 13 ao dia 15 todos os grupos já estavam com suas feridas fechadas e 

em processo de re-epitelização (Tabela 5). 
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Tabela 5. Avaliação macroscópica durante os dias de tratamento 

 

 
 DIAS   

Tratamento 0 - 4  5 - 8  9 - 12  13 - 15  

Salina Ed / Hip / Exs Cr  De / Re Re 

Veiculo Ed / Hip / Exs Cr  De / Re Re 

CrII 1 mg/ml Ed / Hip / Exs Cr  De / Re Re 

CrII 5 mg/ml Ed / Hip / Exs Cr  De / Re Re 

CrII 10 mg/ml Ed / Hip / Exs Cr  De / Re Re 

CcII 1 mg/ml Ed / Hip / Exs Cr / De De / Re Re 

CcII 5 mg/ml Ed / Hip / Exs Cr / De Re  Re 

CcII 10 mg/ml Ed / Hip / Exs Cr / De Re  Re 

GbI 1 mg/ml Ed / Hip / Exs Cr De / Re Re 

GbI 5 mg/ml Ed / Hip / Exs Cr  De / Re Re 

GbI 10 mg/ml Ed / Hip / Exs Cr  De / Re Re 

Kolagenase Ed / Hip / Exs Exs / Re Re Re 
 
Ed = edema, Hip = hiperemia, Exs = exsudato, Cr = crosta, Re = re-epitelização, De = desprendimento da 
crosta 

Após a eutanásia nos dias 3, 7, 10 e 15, as feridas de cada animal foram fotografadas e 

através do software ImageJ foi calculado a área da ferida. De acordo com a Figura 29 

podemos observar que apenas os animais que receberam o gel na dose de 5mg/kg do 

polissacarídeo da alga C. crenulata apresentaram uma atividade cicatrizante estatisticamente 

significante quando comparada ao controle salina. Sendo esta atividade evidenciada no 

décimo dia do experimento, segue gráficos abaixo. 
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Figura 29 – Imagens das lesões macroscópicas. A figura mostra o processo de cicatrização dos grupos tratados 

com o gel formulado com: (A) Polissacarídeo da alga C. racemosa. (B) Polissacarídeo da alga C. crenulata. (C) 

Polissacarídeo da alga G. birdiae. Seguidas com o gráfico do seu Percentual de contração da ferida.  
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Os dados são expressos em média ± s.e.m. de seis ratos para cada grupo. * p <0,05 indica diferença significativa 

de cada grupo em relação ao dia 0. (ANOVA, teste de Bonferroni). 

 Como já foi explanado na sessão 1.6 diversos polissacarídeos já foram descritos na 

literatura por serem detentores de atividade cicatrizante (YE, et al., 2003; SCHIRATO et al., 

2006; BURD, A.; HUANG, L. 2008; AMMAR, et al., 2015; CHANDIKA et al., 2015; LI et 

C 

Dia 10 
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al., 2015). Porém, este é o primeiro relato de um gel formulado com polissacarídeo sulfatado 

extraído de alga marinha possuir efeito cicatrizante em um modelo de feridas induzidas em 

camundongos.  

 

5.7.1 Análise histológica das feridas 

 

 A fim de confirmar a atividade cicatrizante do gel formulado com CcII foram 

realizadas as análises histológicas do tecido das feridas nos dias 3, 7, 10 e 15 do experimento. 

 De acordo com a tabela 6 A, podemos observar que, durante a fase inflamatória da 

ferida, em que esta é caracterizada pela presença de infiltrado celular, e se traduz por 

migração celular intensificada de neutrófilos através das vênulas e extravasamento de 

moléculas séricas, anticorpos, complemento e proteínas pelos capilares (TAZIMA, et al., 

2008), o grupo da CcII leu-se um maior índice de infiltrado celular e também apresentou uma 

aceleração na formação do tecido de granulação, sendo este característico da fase 

proliferativa, a fase seguinte, quando comparados ao controle salina e ao veículo.  

 Com sete dias de experimento os cortes histológicos das feridas tratadas com o gel de 

CcII apresentaram-se sem infiltrado inflamatório caracterizando bem o fim da fase anterior 

(inflamatória). Além disso, leu-se também uma grande presença de fibroblastos, angiogênese, 

colágeno e tecido de granulação demonstrando que o processo de epitelização estava mais 

acelerado que os grupos controles, salina e veículo e muito semelhante ao controle positivo, a 

Kolagenase (Tabela 6 B).  

 No décimo dia de experimento é possível observar que os grupos tratados com CcII e 

Kolagenase, controle positivo, possuem uma maior presença de colágeno e re-epitelização e 

uma diminuição da formação de novos vasos sanguíneos quando comparados aos grupos 

controles negativos, salina e veículo (Tabela 6 C). Demonstrando mais uma vez que o 

processo de cicatrização está mais acelerado nos grupos tratados com CcII e Kolagenase, 

tendo em vista que já apresentam características da fase de remodelação (ocorre durante a fase 

final do processo proliferativo e pode continuar durante alguns meses, observando-se síntese, 

depósito, contração e remodelação da matriz extracelular (MEC) neoformada. Os fibroblastos 

continuam a ser as “células-chave” neste processo e por último há uma diminuição da 

vascularização (FINE; MUSTOE, 2001)). 
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 De acordo com a tabela 6 D ao final no experimento as feridas dos animais já se 

encontravam na última fase do processo cicatricial e a salina era o único grupo que ainda 

continha tecido de granulação (característico da fase proliferativa). 

 

Tabela 6. Análise histológica d do tecido das feridas nos dias 3 (A), 7 (B), 10 (C) e 15 (D) do experimento. 

 

 

  

Dia 3 
   A SALINA CcII 5 mg/kg Veículo Kola 

 PE - - - - 
 II + + + + + + + + + 
 PF - - - - 
 PN + - + - 
 PC - - - - 
 TG +  + +  +  + +  
 

      

  

Dia 7 
   B SALINA CcII 5 mg/kg Veículo Kola 

 PE + + + + + + + + + + 
 II + - + + + 
 PF + + + + + + + + + + + + 
 PN + + + + + + + + 
 PC + + + + + + + + + + 
 TG + + + + + + + 
 

      

  

Dia 10 
   C SALINA CcII 5 mg/kg Veículo Kola 

 PE + +  + + + + + + + + 
 II + - + + 
 PF + + + + + + + + + + + + 
 PN + + +  + + +  
 PC + + + + + + +  + + + 
 TG + + + + 
 

      

  

Dia 15 
   D SALINA CcII 5 mg/kg Veículo Kola 

 PE + + + + + + + + + + + + 
 II - - - - 
 PF + + + + + + + + + + + + 
 PN +  +  +  +  
 PC + + + + + + + + + + + + 
 TG + - - - 
 Escores: ausente (-), leve (+), moderado (++) e intenso (+++).  

 

Presença de epitelização (PE) 

Infiltrado inflamatório (II) 

Presença de fibroblastos (PF) 

Presença de neovasos (PN) 

Presença de colágeno (PC)  

Tecido de granulação (TG) 
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 Diante dos resultados obtidos nas análises histológicas podemos confirmar o potencial 

cicatrizante que o gel formulado com CcII na dose de 5mg/ml apresentou no ensaio in vivo. 

 

 

5.8 Avaliação da atividade cicatrizante in vitro. 

 

 Diante dos resultados anteriores, apenas o gel formulado com o polissacarídeo 

sulfatado da alga marinha C. crenulata foi capaz de acelerar o processo cicatricial nas feridas 

induzidas em camundongos. Portanto, apenas o polissacarídeo e o gel de CcII foi utilizado 

nos ensaios para avaliar a atividade cicatrizante em modelos in vitro.  

 

5.8.1 Ensaio de adesão celular 

 

A maioria das células da pele, em cultura de tecido cresce sob a forma de 

monocamadas aderentes a um suporte sólido. Para as células começarem a proliferar 

normalmente se utiliza soro bovino fetal (SBF) ou albumina sérica bovina (BSA), para 

promover a adesão celular. Porém, sempre que possível, seria desejável que não se usasse 

soro nos meios de cultura, pois, problemas como inibição das barreiras sanitárias devido a 

essas duas substâncias serem produtos derivados sanguíneos, e ainda, por serem obtidos 

espécie bovina, representam altos riscos de contaminação e transmissão de doenças 

(TORNESI et al., 1993; MILHAM et al., 1994). Dessa forma, foi realizado o ensaio de 

adesão celular a fim de verificar se o polissacarídeo sulfatado era capaz de promover a adesão 

celular nos frascos de cultivo de células em substituição a proteínas de origem animal.  

De acordo com a figura 30 podemos concluir que o polissacarídeo de CcII em todas as 

doses testadas 5 µg/ml (0,173 0,02), 50 µg/ml (0,197 0,01) e 500 µg/ml (0,20 0,01) 

diferiram estatisticamente do controle positivo (meio de cultura + 10% de SBF) (0,362 0,01) 

e apresentou resultado igual ao controle negativo (meio de cultura sem SBF) (0.199 0.02). 
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Figura 30 - Avaliação do potencial de aderência das células HaCaT aos frascos de cultura quando submetidas ao 

tratamento com o polissacarídeo da alga C. crenulata (CcII) utilizando o soro bovino fetal (SBF) a 10% como 

controle positivo. 
             

 

As barras representam a média ± E.P.M. da abs 595 nm.  * indica diferença estatística significante (p < 0,05) do 

controle positivo meio de cultura + 10% de SBF (ANOVA; Bonferroni). 

Dessa forma, nos próximos experimentos foi utilizado SBF para que assim as células 

pudessem se aderir aos frascos de cultura.  

 

5.8.2 Ensaio de proliferação celular (CyQUANT®) 

 

Todos os dados obtidos do ensaio de proliferação celular foram normalizados com o 

controle meio DMEM + SBF2%. Assim, observando a Figura 31, nota-se que nas primeiras 

24 h há um aumento no número de células nos grupos 10%SBF – controle positivo 

(133,8 9,59); CcII 5 µg/ml + 2%SBF (125,9 6,00); CcII 50 µg/ml + 2%SBF (114,1 10,3); 

CcII 500 µg/ml + 2%SBF (154,8 5,35) e CcII 5000 µg/ml + 2%SBF (115,2 8,85) onde 

estes grupos diferiram significativamente do grupo negativo SFM (76,92 5,32). É importante 

salientar que o grupo CcII 500 µg/ml + 2%SBF teve uma maior proliferação celular do que o 

próprio grupo controle positivo.   
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Figura 31 – Ensaio de proliferação celular CyQUANT® 24 h, foi utilizado soro livre de SBF (SFM) como 

controle negativo. Os dados obtidos foram normalizados com o controle meio DMEM + SBF2%.  

 

As barras representam a média ± E.P.M. das células como porcentagem do controle meio DMEM + SBF2%.  * 

indica diferença estatística significante (p < 0,05) do controle negativo meio de cultura SFM; # indica diferença 

estatística significante (p < 0,05) do controle positivo meio de cultura DMEM + 10%SBF (ANOVA; 

Bonferroni). 

 Após 48 h de experimento é possível observar que o grupo controle positivo 10%SBF 

continuou apresentando um crescimento celular (333,6 18,18), como o esperado. Os grupos 

tratados com CcII + 2%SBF nas concentrações de 5 µg/ml (226,9 22,94); 50 µg/ml 

(224,9 23,3) e 500 µg/ml (223,6 21,05) tiveram crescimento, mas estes foram 

significativamente inferior ao controle positivo. Porém o grupo tratado com CcII + 2%SBF na 

concentração de 5000 µg/ml (138,4 11,32) quase não teve proliferação celular sendo o único 

grupo que recebeu tratamento que não teve diferença estatística do grupo negativo SFM 

(115,2 8,23) (Figura 32). 
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Figura 32 – Ensaio de proliferação celular CyQUANT® 48 h, foi utilizado soro livre de SBF (SFM) como 

controle negativo. Os dados obtidos foram normalizados com o controle meio DMEM + SBF2%.  
 

 

As barras representam a média ± E.P.M. das células como porcentagem do controle meio DMEM + SBF2%.  * 

indica diferença estatística significante (p < 0,05) do controle negativo meio de cultura SFM; # indica diferença 

estatística significante (p < 0,05) do controle positivo meio de cultura DMEM + 10%SBF (ANOVA; 

Bonferroni). 

Após 72 h de experimento podemos observar na Figura 33 que os grupos 

experimentais continuaram tendo o mesmo comportamento que apresentaram com 48 h. O 

grupo controle positivo 10%SBF obteve um crescimento celular (461,8 36,21), como o 

esperado. Os grupos tratados com CcII + 2%SBF nas concentrações de 5 µg/ml 

(327,7 39,14); 50 µg/ml (320,5 42,28) e 500 µg/ml (309,7 40,07) tiveram crescimento, 

mas este foi significativamente inferior ao controle positivo. Porém o grupo tratado com CcII 

+ 2%SBF na concentração de 5000 µg/ml (120,8 14,16) apresentou uma redução na 

proliferação celular obtendo resultados inferiores ao grupo negativo SFM (143,0 9,89). 
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Figura 33 – Ensaio de proliferação celular CyQUANT® 72 h, foi utilizado soro livre de SBF (SFM) como 

controle negativo. Os dados obtidos foram normalizados com o controle meio DMEM + SBF2%.  
 

 

As barras representam a média ± E.P.M. das células como porcentagem do controle meio DMEM + SBF2%.  * 

indica diferença estatística significante (p < 0,05) do controle negativo meio de cultura SFM; # indica diferença 

estatística significante (p < 0,05) do controle positivo meio de cultura DMEM + 10%SBF (ANOVA; 

Bonferroni). 

 Diante dos resultados encontrados, podemos perceber que os grupos tratados com CcII 

+ 2%SBF nas concentrações de 5 e 50 µg/ml não influenciaram na proliferação celular, 

apresentando um aumento no número de células esperado devido ao uso de 2% de soro 

bovino fetal diluído no meio de cultura. Porém o grupo tratado com CcII + 2%SBF na 

concentração de 500 µg/ml acelerou o processo de proliferação celular nas primeiras 24 h, 

porém, com 48 e 72 h, CcII não apresentou este efeito. Já o grupo tratado com CcII + 2%SBF 

na concentração de 5000 µg/ml obteve um declínio na proliferação celular sendo esta bastante 

evidenciada com 72 h de experimento.   

A fim de verificar a morfologia das células, as placas de cultura foram fotografadas, e 

todas as células dos grupos experimentais testados com 24, 48 e 72 h apresentaram-se normais 

com exceção de CcII + 2%SBF na concentração de 5000 µg/ml que mostrou diferenças 

morfológicas com 72 h de experimento (Figura 34). 
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Figura 34 – Fotomicrografia das células HaCat do ensaio de proliferação celular CyQUANT® nos tempos de 24, 

48 e 72 h. As imagens foram obtidas no aumento de 40x em microscópio ótico.  
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Evidências na literatura comprovam que diversos polissacarídeos possam estimular a 

proliferação celular. 

Jettanacheawchankit e colaboradores (2009) identificaram que uma solução contendo 

acemanana (polissacarídeo) estimulou a proliferação de fibroblastos de gengiva e a produção 

de algumas proteínas de matriz extracelular. Yao et al., (2009) utilizaram uma solução com 

fração polissacarídica de Aloe vera, e os resultados obtidos demonstraram que essa solução 

promove a proliferação de fibroblastos humanos in vitro. Mais recentemente Wang et al., 

(2014) demonstraram os efeitos de um polissacarídeo extraído de abalone (Haliotis discus 

hannai Ino) (AVAP I) sobre a proliferação celular HepG2, onde este, regulou a expressão 

gênica e acelerou o processo de ciclo celular. 

Entretanto, existe relatos na literatura em que polissacarídeos podem não apresentar 

efeito na proliferação celular em modelos in vitro. Deters et al. (2001) demonstram que 

polissacarídeos extraídos da casca de Hamamelis virginiana não tiveram efeito na 

proliferação de queratinócitos humanos. Zippel et al., (2010) comprovaram que 

arabinogalactanas extraídas de sementes de Jatropha curcas L. apesar de não estimularem a 

proliferação celular in vitro apresentaram-se como um potente indutor da diferenciação 

celular através da estimulação de hormônios de crescimento e sinalização celular induzida por 

TGF-β.  

O fato de existir polissacarídeos que possam apresentar atividade de proliferação 

celular e outros não, é devido à especificidade celular que estes polissacarídeos apresentam, 

ou seja, um polissacarídeo pode apresentar um aumento na proliferação de queratinócitos 

entretanto não possuir efeito nenhum quando testados em fibroblastos. Deters et al. (2010) 

demonstraram que o polissacarídeo extraído das raízes de Althea officinalis L. estimulavam 

células epiteliais humanas (KB) e não tiveram efeito quando testadas em fibroblastos. Três 

tipos de polissacarídeos extraídos do fruto de Typha latifolia L. (TL1, TL2 e TL3) 

aumentaram significativamente a proliferação de queratinócitos (HaCaT) enquanto não 

apresentaram efeito nenhum quando testadas em fibroblastos (GESCHER et al., 2011).  

 

5.8.3 Teste de citotoxicidade (MTT) 

A fim de verificar se o fato de o polissacarídeo ter apresentado um baixo efeito na 

proliferação celular estava relacionado a sua toxicidade e o mesmo estar causando a morte das 

células foi realizado o ensaio de citotoxicidade para analisar a viabilidade celular. 
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De acordo com a figura 35 podemos observar que o polissacarídeo de CcII em todas as 

doses testadas 5 µg/ml (96,00 1,00), 50 µg/ml (91,50 3,5), 500 µg/ml (102,7 6,88) e 5000 

µg/ml (90,33 1,85) diferiram estatisticamente do controle positivo (meio de cultura + 10% 

de SBF) (130,0 2,64) e foi obtido resultado igual ao controle (meio de cultura + 2% de SBF) 

(100,00 2,64). Dessa forma o polissacarídeo de CcII em todas as doses testadas não são 

citotóxicos. 

Figura 35 – Ensaio de citotoxicidade (MTT) 24 h. Analise da viabilidade celular.  

 

As barras representam a média ± E.P.M. da viabilidade celular em %.  * indica diferença estatística significante 

(p < 0,05) do controle positivo meio de cultura DMEM + 10%SBF (ANOVA; Bonferroni). 

Estes dados corroboram com a literatura em que polissacarídeos quando testados em 

experimentos de citotoxidade in vitro não apresentaram efeito tóxico (ZIPPEL et al., 2010; 

GESCHER et al., 2011; HUANG et al., 2013; WANG et al., 2014). 

 

5.8.4 Modelo 3D de equivalentes de pele humana “in vitro” 

 

Diante dos resultados obtidos com os géis formulados com o polissacarídeo de CcII, 

em que este apresentou uma atividade cicatrizante em modelos de feridas induzidas em 

camundongos, CcII foi avaliada quanto a seu potencial cicatrizante em um modelo 3D de 

equivalentes de pele humana in vitro. 
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5.8.4.1 Avaliação da re-epitelização no ensaio do MTT  

 

O polissacarídeo de CcII foi testado de duas formas neste experimento: em forma de 

gel e diluído no meio de cultura. Observando a Figura 36 A e B, o polissacarídeo de CcII na 

dose de 1000 µg/ml tanto na forma de gel (86,57 3,60) como diluído no meio de cultura 

(90,91     ) não diferiram estatisticamente do controle positivo (98,00     ). O 

polissacarídeo de CcII na dose de 500 µg/ml apresentou um resultado diferente para as duas 

formas utilizadas neste experimento e, quando este foi utilizado na forma de gel (63,54 8,74) 

não apresentou diferenças estatísticas em relação aos controles positivo (98,00     ) e 

negativo (45,67     ). Entretanto, quando foi utilizado diluído no meio de cultura 

(42,15 13,08) apresentou diferença estatistica em relação ao controle positivo (98,00     ). 

O grupo experimental utilizando apenas o gel (Carbopol) sem CcII (45,21 0,69) não 

apresentou diferença estatistica em relação ao controle negativo (45,67     ), como 

esperado.  

 

Figura 36 – Avaliação da citotoxicidade no ensaio do MTT. (A) Imagem dos EPHs corados no ensaio do MTT, 

onde a área corada de cor roxa é utilizada para analisar a porcentagem de re-epitelização. (B) Gráfico com a 

porcentagem de re-epitelização (re-ep). 
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As barras representam a média ± E.P.M. da porcentagem de re-epitelização %.  * indica diferença estatística 

significante (p < 0,05) do controle negativo. # indica diferença estatística significante (p < 0,05) do controle 

positivo (ANOVA; Bonferroni). 

 Dessa maneira o polissacarídeo de CcII na dose de 1000 µg/ml tanto na forma de gel 

como diluído no meio de cultura acelerou o processo de re-epitelização não apresentando 

diferenças significativas em relação ao controle positivo. É importante salientar que este 

ensaio analisa também a viabilidade celular sendo esta igual ao percentual de re-epitelização. 

 

5.8.4.2 Análises histológica: medida da área de re-epitelização e migração lateral dos 

queratinócitos 

 

 As análises histológicas foram realizadas para comprovar o efeito de CcII na re-

epitelização dos EPHs. Na Figura 37 A podemos observar as fotomicrografias dos cortes 

histológicos, onde é possível identificar visualmente o potencial de re-epitelização de CcII na 

dose de 1000 µg/ml, tanto na forma de gel, como diluído no meio de cultura. Na Figura 37 B, 

temos a explanação da delimitação da área de re-epitelização, onde esta foi utilizada para 

calcular a área em µm
2
 com auxílio do Software ImageJ. De acordo com a Figura 37 C, o 

polissacarídeo de CcII na dose de 1000 µg/ml tanto na forma de gel (16.624 1.084) como 

diluído no meio de cultura (18.403 966,0) não diferiram estatisticamente do controle positivo 

(19.093 640,0) mas diferiram do controle negativo (7.616 494,1). Enquanto que na dose de 

500 µg/ml o polissacarídeo de CcII tanto na forma de gel (12.342 1.795) como diluído no 

meio de cultura (11.914 1.083) não diferiram estatisticamente do controle negativo mas 

B 
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diferiram do controle positivo. O grupo experimental utilizando apenas o gel (Carbopol) sem 

CcII (9233 830,0) não apresentou diferença estatistica em relação ao controle negativo 

(8,33 3,38), como esperado. 

Figura 37 - Análises histológica: medida da área de re-epitelização e migração lateral dos queratinócitos. (A) 
fotomicrografias dos cortes histológicos, escala de 100 µm. (B) delimitação da área de re-epitelização, escala de 

100 µm. (C) Gráfico da porcentagem da área de re-epitelização (µm
2
).  
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As barras representam a média ± E.P.M. da porcentagem da área de re-epitelização (µm
2
).  * indica diferença 

estatística significante (p < 0,05) do controle negativo. # indica diferença estatística significante (p < 0,05) do 

controle positivo (ANOVA; Bonferroni). 

O percentual de migração lateral das células foi avaliado de acordo com as análises 

histológicas onde através das imagens foi calculado a distância na qual os queratinócitos 

migraram lateralmente (Figura 37). O polissacarídeo de CcII na dose de 1000 µg/ml tanto na 

forma de gel (62,29 4,56) como diluído no meio de cultura (73,33 6,09) não diferiram 

estatisticamente do controle positivo (90,00 2,51) mas diferiram do controle negativo 

(8,33 3,38). Enquanto que na dose de 500 µg/ml o polissacarídeo de CcII tanto na forma de 

gel (30,07 16,04) como diluído no meio de cultura (30,00 7,63) não diferiram 

estatisticamente do controle negativo mas diferiram do controle positivo. O grupo 

experimental utilizando apenas o gel (Carbopol) sem CcII (8,66 3,48) não apresentou 

diferença estatistica em relação ao controle negativo (8,33 3,38), como esperado (Figura 38). 
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Figura 38 – Avaliação do percentual de migração lateral dos queratinócitos. (A) fotomicrográfia utilizada para o 

cálculo da porcentagem de migração lateral das células, as setas vermelhas representam as margens da ferida e as 

setas azuis representam a direção da migração dos queratinócitos. Escala de 100 µm. (B) Gráfico com a 

porcentagem de migração lateral dos queratinócitos. 

 

 

 

 

As barras representam a média ± E.P.M. da porcentagem de migração lateral dos queratinócitos %.  * indica 

diferença estatística significante (p < 0,05) do controle negativo. # indica diferença estatística significante (p < 

0,05) do controle positivo (ANOVA; Bonferroni). 

Assim, diante dos resultados obtidos no ensaio do MTT e das análises histológicas, 

podemos concluir que o polissacarídeo da CcII na dose de 1000 µg/ml tanto na forma de gel, 

como diluído no meio de cultura apresentou um efeito cicatrizante no modelo 3D de 

equivalentes de pele humana in vitro, acelerando o processo de re-epitelização. 

O modelo 3D de equivalentes de pele humana reproduz muitas características 

morfológicas da pele humana em condições definidas. Além disso o modelo 2D (cultura de 

A 

B 
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células) tem demonstrado ser pobre preditores de respostas in vivo. (SUN et al., 2006). Dessa 

forma, podemos explicar, em partes, o fato de CcII não ter obtido resultado positivo no ensaio 

de proliferação de células em um modelo 2D de cultura celular. 

Na literatura também não se tem relatos de polissacarídeos sulfatados, de algas ou não, 

apresentarem efeito cicatrizante em modelos 3D de equivalentes de pele humana, sendo este o 

primeiro relato.  
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6 CONCLUSÃO 

 

Os polissacarídeos sulfatados das algas marinhas Caulerpa racemosa, Cryptonemia 

crenulata e Gracilaria birdiae, foram obtidos através de cromatografia de troca ionica em gel 

de DEAE-celulose mostraram-se atóxicos e sem efeitos ao SNC e não apresentaram potencial 

pro-coagulante e antibacteriano. Os géis formulados com CrII, CcII e GbI não foram 

irritantes, e apenas o gel de CcII apresentou efeito cicatrizante em um modelo de feridas 

induzidas em camundongos, sendo este confirmado através das análises histológicas. CcII, 

tanto na forma de gel como diluído no meio de cultura, também demonstrou potencial de 

cicatrização através da aceleração do processo de re-epitelização e migração lateral de 

queratinócitos, não apresentando citotoxicidade em modelos utilizando células humanas e 

pele equivalente de humanos in vitro.  
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